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APRESENTACAO

Esta tese € o resultado da investigacdo do efeito da administracdo de acido ascorbico
(vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E), isolados ou juntos, por vias intraperitoneal e oral, por
3 e 10 dias, sobre a nocicepcdo, parametros de estresse oxidativo e nitrosativo, e proteinas de
sinalizacdo intracelular, em medula espinal de ratos com dor neuropética induzida por lesao
por constri¢do crénica no nervo isquiatico.

A tese esta estruturada em nove capitulos, onde inicialmente se apresenta a introducéo
ao tema, que esta organizada em cinco subitens de revisdo bibliografica que abordam os
achados relativos ao tema, provenientes da literatura cientifica atual. Em seguida, é
apresentada a hipotese, seguida do objetivo do estudo, que esta dividido em dois subitens, o
primeiro mostrando o objetivo geral da tese e o segundo, 0s objetivos especificos. O quarto
capitulo contém os materiais e métodos, onde esta descrito em detalhes todos os
procedimentos realizados ao longo do estudo. No capitulo cinco estdo apresentados o0s
resultados na forma de trés artigos cientificos, 0s quais mostram os materiais e métodos
utilizados e os resultados obtidos em cada um dos estudos.

O primeiro artigo apresenta o efeito da administracdo de vitaminas C e E, isoladas ou
juntas, sobre pardmetros nociceptivos em ratos submetidos a constricdo crénica no nervo
isquiatico, que é um modelo de dor neuropatica. Nesse artigo € apresentado ainda o efeito do
tratamento com as vitaminas administradas por vias oral e intraperitoneal (i.p.), e do uso
combinado de vitaminas C+E concomitante a gabapentina, farmaco normalmente usado para
tratar dor neuropética. O artigo apresenta ainda a duracdo do efeito antinociceptivo das
vitaminas ap6s o término do periodo de 3 e 10 dias de administracdes diarias; o resultado das
analises dos indicadores de funcdo hepatica e renal; e parametros oxidativos avaliados em
nervo isquiatico lesionado e figado. Este artigo foi publicado na revista Brain Reserach
Bulletin.

O segundo artigo apresenta o efeito da administracao i.p. de vitaminas C, E e C+E, por
3 e 10 dias, sobre a formacdo de anion superoxido, e valores de tidis totais, capacidade
antioxidante total, perdxido de hidrogénio, metabdlitos do NO e hidroperdxidos lipidicos em
medula espinal lombossacral de ratos submetidos a dor neuropética induzida por constri¢do
crénica no nervo isquiatico. Este artigo estd aceito para publicacdo na revista Brazilian

Journal of Medical and Biological Research.



O terceiro artigo mostra o efeito da coadministragéo de vitaminas C e E, i.p., por 3 e
10 dias, sobre as expressdes das proteinas p38 fosforilada, Akt e Akt fosforilada, e
transportador de vitamina C dependente de sodio do tipo 2 (SVCT-2) em medula espinal
lombossacral de ratos com dor neuropética induzida por lesdo por constri¢cao cronica no nervo
isquiatico. O estudo ainda mostra o efeito do tratamento sobre os valores de &cido ascorbico
nesse tecido. Este artigo esta em analise na revista Neuroscience letters.

O capitulo seis compreende a discussdo, onde os principais resultados dos trés artigos
cientificos sdo discutidos em conjunto, amparados por achados da literatura. No sétimo
capitulo sdo apresentadas as conclusdes deste trabalho de doutorado. No capitulo seguinte
estdo as perspectivas de futuros estudos sobre o tema da tese. No Ultimo capitulo encontram-
se as referéncias bibliograficas dos textos cientificos consultados apenas para a redacdo dos
capitulos Introducdo, Material e Métodos e Discussdo. As referéncias bibliograficas dos

artigos cientificos sdo apresentadas ao final de cada artigo.



RESUMO

A dor neuropatica (dor devido a lesdo no tecido nervoso) é uma condicao debilitante,
com alta incidéncia na popula¢do mundial. O tratamento dessa condi¢do dolorosa ainda € um
grande desafio na clinica devido as acGes limitadas dos farmacos atualmente disponiveis e
seus consequentes efeitos colaterais. O uso de substancias com potencial antioxidante no
tratamento da dor neuropatica vem sendo amplamente discutido devido a participacdo das
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio nessa condi¢do dolorosa. O &cido ascorbico
(vitamina C) e o a-tocoferol (vitamina E) representam potentes antioxidantes, os quais séo
adquiridos por custo relativamente baixo, sdo bem aceitos pela populagcdo, muito utilizados
como suplemento alimentar, e parecem possuir algum efeito analgésico, embora esse ultimo
efeito tenha ainda muitas questdes especulativas e que necessita esclarecimentos. Por estes
motivos, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das vitaminas C e E, administradas
isoladas ou juntas, sobre pardmetros nociceptivos, oxidativos e nitrosativos, e proteinas de
sinalizacdo intracelular em ratos com constricdo no nervo isquiatico (CCI, do inglés chronic
constriction injury), um modelo de dor neuropética.

Apds aprovacdo pelo comité de ética no uso de animal da UFRGS (#23352), ratos
Wistar machos, com idade de 60 dias, foram divididos em 3 grupos experimentais: controle
(ratos que ndo sofreram intervencdo cirurgica), sham (ratos que tiveram o nervo isquiatico
direito apenas exposto) e CCI (ratos que tiveram 0 nervo isquiatico exposto e esse recebeu 4
amarraduras em seu tronco comum). Cada grupo experimental foi dividido em subgrupos que
receberam administracdo de veiculo (salina ou agua de beber acrescidas de Tween 80 a 1%),
vitamina C (30 mg/kg/dia), vitamina E (15 mg/kg/dia) ou coadministracdo de vitaminas C+E
nas mesmas doses. As administracGes foram intraperitoneal ou por via oral, por periodo de 3 e
10 dias. Os parametros nociceptivos utilizados para avaliar sensibilidade mecanica,
sensibilidade térmica e recuperacdo funcional do nervo foram os testes de von Frey
eletronico, teste da placa quente e do indice funcional do isquiatico (IFI), respectivamente.
Para avaliar o efeito antinociceptivo da administracdo i.p. dos tratamentos, os parametros
nociceptivos foram mensurados antes do procedimento cirurgico, e aos 3, 5, 7 e 10 dias apds a
lesdo nervosa. Ao final dos periodos de 3 e 10 dias, os animais foram mortos por decapitacéo,
e foi coletado plasma, para determinacdo de indicadores de funcdo hepatica e renal (alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, gama GT, bilirrubina e creatinina); figado, para
determinacdo da morfologia dos hepatécitos e parametros oxidativos (hidroperoxidos
lipidicos, Glutationa-s-transferase - GST, e capacidade antioxidante total - TAC); nervo
isquiatico lesionado, para determinacdo de parametros oxidativos (hidroperdxidos lipidicos e
TAC); e o segmento lombossacral da medula espinal, para determinacdo de parametros
oxidativos (formacdo de anion superoxido - SAG, e valores de peroxido de hidrogénio,
hidroperoxidos lipidicos, tidis totais, &cido ascorbico e TAC) e nitrosativos (metabdlitos do
oxido nitrico - NO). O segmento da medula espinal foi usado ainda para determinar a
expressao das proteinas de sinalizacdo p38 fosforilada (p-p38), Akt e Akt fosforilada (p-Akt)
e do transportador de vitamina C dependente de sddio do tipo 2 (SVCT-2). Foi avaliada ainda,
mediante determinacdo de parametros nociceptivos, a duracdo do efeito antinociceptivo da
vitamina C, vitamina E ou vitaminas C+E apds o tratamento, o efeito antinociceptivo das
vitaminas C+E administradas por via oral, e a coadministracdo de vitaminas C+E (via oral)
concomitante a gabapentina (i.p.), farmaco normalmente utilizado no tratamento de dor
neuropética. Os dados de sensibilidade térmica e mecanica foram analisados por ANOVA de



medidas repetidas, seguida pelo pos-teste de Tukey. Os demais parametros foram avaliados
por ANOVA de duas vias (fatores: lesdo e tratamento), seguida do pos-teste de Tukey.

Os resultados mostraram que vitamina C, vitamina E e vitaminas C+E atenuaram a
nocicepgao e provocou melhora no IFI tanto aos 3 como aos 10 dias, e que a coadministragéo
das vitaminas induziu efeito antinociceptivo maior do que as mesmas administradas
isoladamente em ratos com CCI. O efeito antinociceptivo das vitaminas C+E foi similar, tanto
apos administracdo i.p. quanto oral. Também foi observado que o efeito antinociceptivo das
vitaminas C, E e C+E durou por varias horas apds o término do periodo de administracdo de 3
e 10 dias. O uso de vitaminas C+E+gabapentina provocou efeito antinociceptivo maior do que
0 uso de gabapentina isoladamente. N&o foram observadas alteracbes nos indicadores de
funcdo hepatica e renal, na morfologia dos hepatocitos e nos parametros oxidativos avaliados
no tecido hepético. No nervo isquiatico lesionado, embora ndo houve altera¢des significativas,
observou-se acréscimo de 38% na TAC e diminui¢cdo de 45% nos hidroperoxidos lipidicos
nos animais que receberam vitaminas, comparado aos valores obtidos nos ratos tratados com
veiculo. Na medula espinal, a administracdo das vitaminas preveniu a reducdo nos valores de
tiois totais e o aumento na SAG, comparado ao grupo CCI tratado com veiculo. Ainda
comparado ao grupo veiculo, as vitaminas preveniram o aumento nos metabdlitos do NO e
nos hidroperdxidos lipidicos. A administracdo de vitaminas C+E também preveniu a reducdo
significativa na expressao do transportador SVCT-2, 0 aumento nas expressdes das proteinas
p-p38, p-Akt e Akt, e 0 aumento no valor do acido ascorbico, comparado aos ratos CCI que
receberam veiculo. A administracdo das vitaminas e a CCl ndo provocaram alteracdes
significativas na TAC e nos valores de perdxido de hidrogénio na medula espinal.

Assim, os resultados mostram que vitamina C, vitamina E e vitaminas C+E, nas doses
aqui estudadas, atenuam a dor neuropética e modificam parametros oxidativo e nitrosativo, e
de sinalizacdo celular, alterados pela CCI. A administracdo dessas vitaminas ndo parece
provocar toxicidade ao organismo, e poderiam ser uma alternativa como coadjuvante a
medicagdes classicas usadas no tratamento de condi¢des de dor neuropatica. Porém, é
necessaria a realizacdo de estudos complementares em humanos, dada as diferencas nas
respostas a dor em ratos € humanos.

Palavras-chave: Vitamina C, Vitamina E, dor neuropatica, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Neuropathic pain (pain due to nerve tissue injury) is a debilitating condition, with a

high incidence in the world population. The treatment of this painful condition is still a great
challenge in the clinic due to the limited actions of the currently available drugs and their

consequent side effects. The use of substances with antioxidant potential in the treatment of
neuropathic pain has been widely discussed due to the participation of reactive oxygen and

nitrogen species in this painful condition. Ascorbic acid (vitamin C) and a-tocopherol
(vitamin E) are potent antioxidants, which are obtained by relatively low cost, are well
accepted by patients, are widely used asafood supplement, and appear to have some
analgesic effect, although this last effect still has many speculative issues and needs
clarification. For these reasons, the aim of this study was to evaluate the effect of vitamins C
and E, administered alone or together, on nociceptive, oxidative and nitrosative parameters
and intracellular signaling proteins in rats with chronic constriction injury (CClI), a model of
neuropathic pain.

After approval by the ethics committee on animal use of UFRGS (#23352), male
Wistar rats, aged 60 days, were divided into 3 groups: control (rats that did not undergo
surgery), sham (rats whose right sciatic nerve was only exposed) and CCI (rats whose sciatic
nerve was exposed and received 4 ligations in their common trunk). Each experimental group
was divided into subgroups that received vehicle injection (saline or drinking water plus
Tween 80, 1%), vitamin C (30 mg/kg/day), vitamin E (15 mg/kg/day) or co-administration of
vitamins C+E in the same doses. The administrations were by intraperitoneal or oral route, for
a period of 3 and 10 days. The nociceptive parameters used to evaluate mechanical sensitivity,
thermal sensitivity and nerve functional recovery were the electronic von Frey test, the hot
plate test and the sciatic functional index (SFI), respectively. To evaluate the antinociceptive
effect of ip administration of vitamin C, vitamin E or vitamins C+E, nociceptive parameters
were measured before the surgical procedure and at 3, 5, 7 and 10 days following nerve
injury. At the end of the 3 and 10 day periods, the animals were killed by decapitation, and
plasma was collected for determination of hepatic and renal function indicators (aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase, gamma-GT , bilirubin and creatinine); liver, for
determination of hepatocyte morphology and oxidative parameters (lipid hydroperoxides,
Glutathione-s-transferase - GST, and total antioxidant capacity - TAC); injured sciatic nerve
for determination of oxidative parameters (lipid hydroperoxides and TAC); and the
lumbosacral segment of the spinal cord for determination of oxidative (superoxide anion
formation - SAG, and values of hydrogen peroxide, lipid hydroperoxides, total thiols, ascorbic
acid and TAC) and nitrosative (nitric oxide metabolites - NO) parameters. The spinal cord
segment was also used to determine the expression of signaling proteins phosphorylated p38
(p-p38), Akt and phosphorylated Akt (p-Akt), and sodium-dependent vitamin C transporter
type 2 (SVCT-2). In addition, it was assessed the duration of the antinociceptive effect of
vitamin C, vitamin E or vitamins C+E after end of the treatment, the antinociceptive effect of
vitamins C+E by oral route, and the antinociceptive effect of co-administration of vitamins
C+E (oral route) concomitant with gabapentin (ip), a drug normally used in the treatment of
neuropathic pain. Thermal and mechanical sensitivity data were analyzed by repeated
measures ANOVA, followed by Tukey’s post-test. The other parameters were evaluated by
two-way ANOVA (factors: injury and treatment), followed by Tukey's post-test.



The results showed that vitamin C, vitamin E and C+E vitamins attenuated
nociception and improved SFI at both 3 and 10 days, and that a greater antinociceptive effect
was induced when vitamins were co-administered than when they were given alone in CCI
rats. The antinociceptive effect of vitamins C+E was similar after ip and oral
administration. It was also observed that the antinociceptive effect of vitamins C, E and C+E
lasted for several hours after the end of the administration period of 3 and 10 days. The use of
C+E vitamins+gabapentin caused greater antinociceptive effect than the use of gabapentin
alone. . No changes were observed in hepatic and renal function indicators, hepatocyte
morphology, and oxidative parameters evaluated in the hepatic tissue. Despite no significant,
the injured sciatic nerve showed increase (38%) in TAC and reduction (45%) in lipid
hydroperoxides in vitamins-treated CCI rats, compared to rats that received vehicle. In spinal
cord, the vitamin administration prevented the reduction in total thiol values and the increase
in SAG in CCI animals, compared to vehicle-treated CCI rats. Also compared to vehicle-
treated CCI rats, the vitamins prevented the increase in NO metabolites and lipid
hydroperoxides. The use of vitamins C+E also prevented the significant reduction in SVCT-2
transporter expression, the increase in p-p38, p-Akt, and Akt expressions, and the increase in
ascorbic acid levels, compared to CCI rats that received vehicle. Vitamins and CCI did not
induce significant changes in TAC and hydrogen peroxide values in the spinal cord.

Thus, the results show that vitamins C, E and C+E, in doses used, attenuated
neuropathic pain and changed oxidative, nitrosative and cellular signaling parameters
modified by CCI. In addition, the use of vitamins does not appear to induce toxicity to the
body and could be an alternative as adjuvant to classical medications used in the treatment of
neuropathic pain conditions. However, further studies in humans are needed, given the
differences in pain responses in rats and humans.

Keywords: Vitamin C, Vitamin E, Neuropathic pain, Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 DOR E NOCICEPCAO

A capacidade de detectar estimulos nocivos é essencial a sobrevivéncia e bem estar de
um organismo (BASBAUM et al., 2009; COHEN; MAO, 2014; WOLLER et al., 2017). A
interpretacdo da informacéo sensorial nociva feita pelo sistema nervoso recebe o nome de dor.
A dor é uma sensacdo desagradavel que aumenta o estado de alerta e pode prevenir danos ao
corpo (GWAK; HULSEBOSCH; LEEM, 2017) ou se tornar uma condi¢do debilitante
(DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017). De acordo com a definicdo da Associagdo
Internacional do Estudo da Dor (IASP, do inglés International Association for the Study of
Pain, 2008), a dor € uma experiéncia sensorial desagradavel associada a um dano tecidual real
ou potencial ou descrita em termos que sugere tal dano. Esta condi¢do envolve ndo somente
componentes sensoriais, mas tambeém emocionais (LOESER; TREEDE, 2008).

Ao se falar em dor, é importante distinguir dor de nocicepc¢do. A dor possui natureza
subjetiva; ela é a percepcdo de sensacdes desagradaveis, e pode ser modulada por varios
fatores cognitivos, tais como distragdo, atencdo, emocdes e elementos socioculturais
(PIMENTA, 1998; MEINELT et al., 2007; LOESER; TREEDE, 2008; COHEN; MAO, 2014;
WIECH, 2016;). A nocicepcdo, por sua vez, refere-se ao processo neural de codificacdo e
processamento de estimulo nocivo (LOESER; TREEDE, 2008). Ela é detectada por
nociceptores (receptores sensoriais capazes de transduzir e codificar estimulos nocivos),
codificada como mensagem nociceptiva, que é transmitida e processada em diferentes regides
do sistema nervoso central (SNC) (LOESER; TREEDE, 2008; BASBAUM et al., 2010;
DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017; WOLLER et al.,, 2017). De modo geral, a
informacdo de estimulos nocivos € modulada no SNC. A modulagdo ocorre em diferentes
niveis do neuroeixo, incluindo a regido de entrada da informacdo no SNC, como exemplo
corno dorsal da medula espinal. Considerando ainda o exemplo, a modulagéo continua ao
longo da via sensorial, em nudcleos localizados no tronco encefalico e em centros talamicos e
estruturas corticolimbicas (D’MELLO; DICKENSON, 2008; TOMPKINS; HOBELMANN;
COMPTON, 2017; WOLLER et al., 2017).
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A dor pode ser classificada quanto a intensidade (leve, moderada ou severa),
duracdo (aguda ou cronica) ou tipo (nociceptiva, inflamatdria ou neuropética) (DAS, 2015).
Ela representa um importante problema de salde publica, estando associada a varias
patologias (PIMENTA, 1998; PICAVET; SCHOUTEN, 2003; FINNERUP et al., 2015;
CARR; MCCALL, 2017;) A dor, na forma aguda ou cronica, é a principal razdo de procura
pelo sistema de salde e estd entre as principais causas de incapacitagdo e absenteismo ao
trabalho (PICAVET; SCHOUTEN, 2003; LANGLEY; RUIZ-IBAN, 2011). No Brasil,
estima-se que a dor cronica atinja em torno de 22 a 40% da populacdo adulta (DELLAROZA
et al., 2013; NASCIMENTO; COSTA, 2015; DEPINTOR et al., 2016; LEOPOLDINO et al.,
2016;).

Um dos tipos de dor é a neuropatica, que é definida como a dor originada como
consequéncia direta de lesdo ou doenca que afete o sistema somatossensorial, em seus
componentes periféricos (dor neuropética periférica) ou no SNC (dor neuropatica central)
(IASP, 2008; LOESER; TREEDE, 2008; COHEN; MAO, 2014;). Nessa condicao dolorosa, 0
sistema nervoso responde inapropriadamente ao dano mediante multiplos mecanismos que
resultam em interpretacdes inadequadas dos impulsos sensoriais e sensacGes dolorosas
espontaneas (VAN HECKE et al.,, 2014; MEACHAM et al., 2017). A etiologia da dor
neuropética pode estar relacionada a traumas mecanicos, doencas metabdlicas, alcoolismo,
exposicdo a toxinas, neoplasias, lesfes vasculares, isquemia, entre outros (BARON;
BINDER; WASNER, 2010; FINNERUP et al., 2015; PASERO, 2004).

O quadro de dor neuropatica € complexo e de dificil tratamento. As estratégias
terapéuticas sdo limitadas pelo entendimento incompleto de sua patofisiologia (GEIS et al.,
2017; MEACHAM et al., 2017). Por este motivo ha um interesse mundial na compreenséo
dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica. Outro
motivo é sua grande incidéncia na populacdo. Estima-se que este tipo de dor afeta entre 6% a
10% da populagdo mundial, gerando custos significativos para os individuos e aos sistemas de
satde (HEHN; BARON; WOOLF, CLIFFORD, 2012; VAN HECKE et al.,, 2014,
FINNERUP et al., 2015; COLLOCA et al., 2017;). E provavel que a dor neuropatica
periférica se torne ainda mais prevalente devido ao envelhecimento global da populacédo, ao
aumento da incidéncia de diabetes mellitus, e ao maior indice de sobrevida as quimioterapias
para tratamento de canceres, todas essas condigdes que afetam os nociceptores (COLLOCA et
al., 2017).

A dor neuropatica reduz significativamente a qualidade de vida das pessoas

acometidas por ela e frequentemente estd associada a ansiedade, depresséo e disturbios de
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sono (DWORKIN et al., 2007; FINNERUP et al., 2015; COLLOCA et al., 2017; ZHAO et
al., 2017). E comum aos pacientes que experienciam dor neuropética alteragbes sensoriais
como alodinia (dor frente a um estimulo in6cuo) e hiperalgesia (resposta exacerbada frente a
um estimulo nocivo) (DAS, 2015), as quais caracterizam o quadro chamado sensibilizacdo
(aumento na responsividade de neurbnios a estimulacdo normal ou recrutamento de uma
resposta a estimulos normalmente sublimiares). A sensibilizagdo ocorre na periferia
(sensibilizacdo periferica) e no SNC (sensibilizacdo central). A sensibilizacdo central parece
ser um fendmeno chave na fisiopatologia da dor neuropatica (DAS, 2015; MEACHAM, et al.,
2017).

Os mecanismos envolvidos na sensibilizagcdo séo complexos, multifatoriais, evoluem
ao longo do tempo (PASERO, 2004) e envolvem a participacdo de inUmeras substancias
quimicas (CHEN et al., 2010), algumas das quais serdo abordadas ao longo deste texto. Esta
sintomatologia ainda esta sujeita a varia¢Oes interindividuais, presenca de comorbidades e
caracteristica genética (COHEN; MAO, 2014; VAN HECKE et al., 2014).

O manejo da dor neuropética ainda € um grande desafio. A principal abordagem
utilizada atualmente no tratamento dessa dor é a farmacoldgica, onde se destaca os farmacos
gabapentina, pregabalina (analogos de GABA), opidides e antidepressivos triciclicos
(FINNERUP et al., 2015). Os tratamentos sdo inespecificos, com eficicia limitada e
associados a efeitos adversos variados, como sedagdo, sonoléncia, taquicardia, nausea,
retencdo urinaria e ganho de peso. Apenas 30 a 50% dos pacientes relatam alivio satisfatorio
da dor com o uso de um ou mais desses farmacos (DWORKIN et al., 2007; MAGRINELLLI;
ZANETTE; TAMBURIN, 2013). Por isso, é necessario esclarecer 0s mecanismos
patofisiol6gicos associados ao desenvolvimento e manutencdo da dor neuropética, e ampliar o
arsenal de possibilidades terapéuticas com o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e

com menos efeitos adversos.

1.2 USO DE MODELOS ANIMAIS

Os estudos de dor em seres humanos permitem abordagem limitada. Por isso, 0s
modelos animais, especialmente roedores, sd&o 0s mais comumente utilizados na busca de
avancos no entendimento dos mecanismos patofisiologicos e desenvolvimento de tratamentos
mais eficazes para a dor neuropatica (JAGGI; JAIN; SINGH, 2011; DEUIS; DVORAKOVA;
VETTER, 2017). Apesar de ndo possuirem capacidade de verbalizar sua percepgdo do
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estimulo doloroso, os animais exibem respostas motoras similares as dos humanos quando em
contato com estimulos nociceptivos, as quais permitem inferir a existéncia de nocicepgéo.
Assim, a nocicepcdo € a abordagem mais apropriada em estudos com modelos animais
(DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988).

Dentre os modelos de dor neuropéatica, o modelo de constricdo crbnica no nervo
isquidtico (CCI, do inglés chronic constriction injury), desenvolvido por BENNETT & XIE
(1988), € um dos mais comumente utilizados por simular situacdes clinicas comuns aos
humanos, como causalgia ou sindrome da dor complexa regional (JAGGI; JAIN; SINGH,
2011). Neste modelo, quatro amarraduras com fio de sutura bioabsorvivel sdo colocadas no
tronco comum do nervo isquiatico (Figura 1), de modo que um segmento de
aproximadamente 7 mm desse nervo fica lesionado pelo estrangulamento e pela posterior
reacdo inflamatoria local. Este modelo permite a deteccdo da dor espontanea e da dor

evocada, 0 que o torna capaz de mimetizar sindromes dolorosas comuns em humanos.

Tronco comum do nervo isquidtico ———7+

1¢ 

N, fibular ————— " .
!
N. tibial /

N. sural

Figura 1 — Esquema do sistema nervoso de rato, com énfase na medula espinal lombar, ilustrando a
formacdo do nervo isquiético. Nas raizes dorsais do nervo isquidtico estdo mostrados os ganglios das
raizes dorsais (L4, L5, L6) desse nervo, o qual é composto por dois nervos, o tibial, que posteriormente se
divide também no nervo sural, e o fibular. No tronco comum do nervo isquiatico estdo mostradas as quatro
amarraduras que promovem a constri¢do nesse nervo (Elaborado pela autora).

A constricdo no nervo isquidtico é associada com edema intraneural, isquemia e
degeneracdo walleriana (JAGGI; JAIN; SINGH, 2011). Em virtude dessa lesdo ocorrem
descargas ectopicas, alteracdes na expressdo e funcionalidade de canais idnicos, modificacdes
em vias de neurotransmissdo e em vias de sinalizacdo intracelular, e alteragdes em células
gliais (MEACHAM et al., 2017; ZHAO et al., 2017). Ha também liberacdo de mediadores

quimicos com papel importante na sinalizagcdo nociceptiva, dos quais se destaca o glutamato
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(D’MELLO; DICKENSON 2008; ZHUO, 2016), a substancia P e as espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) e de nitrogénio (RNS, do inglés reactive
nitrogen species). Essas alteragdes ocorrem tanto na periferia como na regido de entrada da
informacdo dolorosa no SNC, a medula espinal e o tronco enceféalico, e se estendem a regides
mais superiores do neuroeixo, contribuindo para a hiperalgesia e a alodinia (BASBAUM et
al., 2009; JAGGI; JAIN; SINGH, 2011; YOWTAK et al., 2011; NICKEL et al., 2012; JANES
et al., 2013; COLLOCA et al., 2017; MEACHAM et al., 2017). Dentre essas alteracdes,
devido aos propositos deste texto, sera destacada a participacdo das ROS e RNS na dor

neuropaética.

1.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO E SISTEMAS ANTIOXIDANTES:

PARTICIPACAO NA NOCICEPCAO

As ROS e RNS contribuem para os processos de sensibilizacdo central e periférica, e
vem sendo alvos de muitos estudos relacionados ao desenvolvimento e manutencdo da dor
neuropatica (KIM, et al., 2004; GRACE et al., 2016; GEIS et al., 2017). As ROS séo geradas
como intermedidrios no metabolismo energético normal das células (KALLENBORN-
GERHARDT et al., 2013; KIM, et al., 2015). Existem inimeras fontes endégenas de ROS e
RNS, como as enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases (NADPH
oxidases) e 6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide) sintases (NOS), e a respiracdo
mitocondrial (KIM, et al., 2004; GRACE et al., 2016). As ROS podem ser radicalares, como o
anion superéxido (0,*) e o radical hidroxil (OH®), ou ndo radicalares, como o peréxido de
hidrogénio (H20). O O,* pode potencialmente reagir com componentes celulares proximos,
mas é rapidamente convertido a H,O,, uma molécula mais estavel que o O,* (Figura 2).
Ainda, o H,O; pode reagir com metais de transi¢cdo, como ferro e cobre, presentes na célula,
dando origem ao radical OH®* (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HALLIWELL, 2012).
Este ultimo é extremamente reativo, propagando a formacdo de ROS como uma reacdo em
cadeia, mediante remocéo de elétrons de outras moléculas e transformacdo destas em novos
radicais. O H,O, por sua vez, tem menor reatividade, mas pode se difundir pelo citoplasma e
eventualmente chegar ao nucleo e reagir com 0 DNA (KIM et al., 2015; BECKHAUSER,;
FRANCIS-OLIVEIRA; PASQUALE, 2016).
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NOx/FOx SOD CAT/GPx

T

0, > 0Oy" > H,0, Z

NOS

1 Fe*?
*OH

L-arginina NO ONOOQ —————>

Nitragdode Peroxidacao de lipideos,
proteinase proteinas e oxidagao de
lipideos acidos nucleicos

Figura 2: Reducdo do oxigénio molecular (O,) até a formacdo de &gua (H,O) pela acdo de enzimas
NADPH oxidases (NOx) e da fosforilacdo oxidativa (FOx). No esquema € mostrada a formagdo de anion

superoxido (O,"), de radical hidroxil (OH®) e de peroxinitrito (ONOQO"), assim como a acdo das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). No esquema ainda é
mostrada a formagdo de dxido nitrico (NO) pela a¢do da enzima dxido nitrico sintase (NOS). NADPH:
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (Adaptado de Grace et al., 2016).

Outras moléculas com papel importante no sistema nervoso sdo as RNS, originadas a
partir do NO. Este tltimo é formado pela acdo das enzimas NOS, que catalisam a oxidacdo da
arginina para a formacéo de NO (DROGE, 2002; GRACE et al., 2016). Os efeitos citotoxicos

e a nitracdo de proteinas sdo ocasionados principalmente por meio dos produtos secundarios

do NO, como o peroxinitrito (ONOQO-), formado pela reacdo rapida do NO com O,*
(HALLIWELL, 2012). O H,O, e 0 ONOO™ podem também gerar radical OH®, que atua na
peroxidacdo de lipideos e proteinas, e oxidacdo de é&cidos nucleicos ( HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007; HALLIWELL, 2012; GRACE et al., 2016).

Devido a sua natureza altamente reativa, as ROS e as RNS, quando em excesso,
podem levar a situacfes de estresse celular mediado por oxidantes (KALLENBORN-
GERHARDT et al., 2013; POLJSAK et al., 2013; SIES, 1991, 2015; GRACE et al., 2016).
Por outro lado, em baixas concentracBes, essas espécies atuam beneficamente em diversas
funcbes fisiologicas, como respostas mitogénicas, ativacdo de fatores de transcricdo e
regulacdo de vias de sinalizacdo intracelular (DROGE, 2002; ADAMS et al., 2015; PIZZINO
et al., 2017). De acordo com Poljsak et al. (2013), um ambiente levemente pré-oxidativo é
necessario para manter os processos de sinalizacdo em condigdes ideais, 0 que sugere que as

correcdes nas concentracdes de ROS e RNS devem ser sutis.
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A homeostase redox das células é cuidadosamente mantida por um elaborado sistema
de defesas antioxidantes, constituido por componentes enzimaticos e nao enzimaticos
(POLJSAK et al., 2013). Os antioxidantes sdao moléculas que quando presentes em baixas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel previnem a oxidacdo do substrato
(HALLIWELL, et al., 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Os antioxidantes
possuem papel essencial na regulagdo da producdo de ROS e na prote¢do do meio intracelular
aos danos causados pelo excesso de ROS e RNS (DROGE, 2002; PIZZINO et al., 2017).
Dentre as primeiras linhas de defesas antioxidantes enzimaticas, destaca-se a superdxido
dismutase (SOD), que catalisa a conversdo de O,* em H,0,. O H,0,, por sua vez, pode ser
eliminado pela catalase (CAT) ou peroxidases. Dentre as peroxidases se destaca a Glutationa
peroxidase (GPx), que utiliza diversas moléculas redutoras, como o acido ascorbico, a
glutationa (GSH) e a tiorredoxina (FRIDOVICH, 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, destaca-se o acido ascorbico, a GSH e o alfa-
tocoferol. A GSH é um tripeptideo capaz de reduzir e regenerar varias moléculas oxidadas,
atuando também como um eficiente scavenger de ROS e de ONOO  (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007). O &cido ascorbico atua diretamente como scavenger de ROS e é um
importante antioxidante. Ele também possui fungdo como neuromodulador e neuroprotetor no
SNC e atua na reciclagem da vitamina E (COVARRUBIAS-PINTO et al., 2015).

Em condicbes de dor neuropética, diversos estudos mostram mudangas em
antioxidantes e incrementos na formacdo de ROS e RNS, tanto no local da lesdo como em
regides do SNC (NAIK et al., 2006; GUEDES et al., 2008; SCHEID et al., 2013; HORST et
al., 2014; KIM et al., 2015). Para os propositos desse trabalho, um breve resumo dos achados

até o momento referente as alteracdes em medula espinal € mostrado na Figura 3.
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Em situacdes de dor neuropatica:
comdiferentes modelos experimentais

4 LOOH (Goecksetal, 2012) VITAMINA C

4 0, (Horstetal, 2017) W NMDA - pNR1 (Parketal, 2013)
4 NOS n (Guedesetal, 2009} W ERK (Park et al, 2013)

4 NADPH ox-2 {Kim et al., 2015)

A Catalase (Goecksetal, 2012) VITAMINA E

4 SOD (scheid et al, 2014) & NMDA-pNR1 iKim etal, 2006)
¥ ERK (Park etal, 2013}

@ MAPKS Uiang et al., 2017)

* NMDA = NR1 (Kim et al., 2006) -
VITAMINAC+E

3 NMDA - pNR1 (Parketal, 2013)
¥ ERK (Park et al, 2013)
¥ p-P38(Luctal, 2011)

4 TRPM2 (Haraguchi et al., 2012)
4 NF-xB {vin et al., 2015)

4 IL-1B yiang et al, 2017)

@ IL-10 (Mieto et al., 2016)

Figura 3: Breve resumo dos efeitos ja conhecidos da dor neuropatica (a esquerda) e das vitaminas C e E,
isoladas e juntas (vitaminas C + E) (& direita), sobre pardmetros de estresse oxidativo e nitrosativo e de
sinalizacdo celular em medula espinal. A seta direcionada para cima indica aumento, enquanto aquela para baixo
representa redugdo no parametro indicado. A esquerda do pardmetro esta a referéncia do trabalho onde se
determinou a alteragdo. Para descri¢do da abreviatura, consulte a lista de abreviaturas na pagina 15 dessa tese
(elaborado pela autora).

O envolvimento do O,* e do ONOO™ no desenvolvimento da sensibilizacdo associada
a dor crénica vem sendo bastante destacado, inclusive sugerindo essas espécies como alvos
importantes para novos tratamentos da dor (SALVEMINI et al., 2011; KIM et al., 2015). As
NADPH oxidases também parecem contribuir significativamente nas dores inflamatoria e
neuropatica periférica, especialmente a NADPH oxidase tipo 4 (NOX4). Esta enzima parece
desempenhar papel importante no estresse oxidativo e nas alteracbes em citocinas que
ocorrem no local da les@o nas fases iniciais apés a lesdo por CCI (GEIS et al., 2017). Outro
parametro que sabidamente esta alterado na dor neuropatica é a GSH, que é reduzida nessa
condicdo (NAIK et al.,, 2006; BHAT et al., 2016). Postula-se que a redugdo na GSH
possivelmente se deve a sua acdo como cofator de outras enzimas, por diretamente atuar como
scavenger de ROS, e por participar na regeneracdo do ascorbato (NAIK et al., 2006;
COVARRUBIAS-PINTO et al., 2015; BHAT et al., 2016).



28

As ROS e RNS também parecem atuar como fatores importantes na regulacdo da
atividade do receptor de glutamato do tipo ionotrépico NMDA (N-metil-D-aspartato). Esse
receptor possui papel fundamental na sensibilizacdo que ocorre em condicdes dolorosas, e
possui sitios regulatorios que respondem a mudancas nas condicbes de oxirreducao (KIM et
al., 2004; VINCENT et al., 2017). Frente a acréscimos na formacdo de ONOQ', esta molécula
pode se ligar de forma irreversivel ao receptor NMDA. Essa ligacdo resulta em aumento no
influxo de calcio para o meio intracelular, o que pode levar a um quadro de excitotoxicidade
glutamatérgica (CHOI; LIPTON, 2000; SALVEMINI; NEUMANN, 2009; BECKHAUSER;
FRANCIS-OLIVEIRA; PASQUALE, 2016; GRACE et al., 2016). A ativagédo dos receptores
NMDA também aumenta a produgdo de ROS e RNS (COVARRUBIAS-PINTO et al., 2015;
MELLER; GEBHART, 1993).

Recentemente foi demonstrado que as ROS e RNS atuam como segundos mensageiros
capazes de regular a expressdo de genes pro-inflamatérios (KOMATSU et al., 2017). Segundo
esses autores, as ROS e RNS ativam fatores de transcricdo e cascatas de cinases, como as
pertencentes a familia das proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs) e a via da

proteina cinase B (Akt). Essas moléculas de sinalizacdo intracelular serdo abordadas a seguir.

1.4 VIAS DE SINALIZACAO INTRACELULAR E DOR

A sensibilizacdo dos neurbnios nociceptivos € modulada por uma variedade de
mediadores quimicos presentes no espaco extracelular, os quais ativam um grande ndmero de
receptores que, por sua vez, ativam diversas cascatas de sinalizacdo intracelular (HUCHO;
LEVINE, 2007; POPIOLEK-BARCZYK; MIKA, 2016). Muitos dos avangos recentes no
entendimento dos mecanismos envolvidos na dor neuropatica se relacionam as vias de
sinalizac&o intracelular.

Em situacdo de lesdo periférica ocorre sintese de moléculas mediadoras e fosforilagcdo
ou desfosforilacdo de proteinas, como as pertencentes a familia das MAPKSs, moléculas de
sinalizacdo intracelular com funcdo na regulacdo da plasticidade neuronal e nas respostas
inflamatorias (Figura 3). Dentre as MAPKS, a p38 é normalmente ativada em condic¢des de
dor neuropatica (JI et al., 2009; LU et al., 2011; POPIOLEK-BARCZYK; MIKA, 2016). Esta
proteina é geralmente estimulada em condi¢des de estresse oxidativo e exerce papel
importante nas respostas inflamatorias devido as interagOes diretas e indiretas com o fator
nuclear kappa B (NF-kB) (THOMPSON; ELDIK, VAN, 2009). Como o NF-«xB se liga a
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varios sitios promotores no DNA, esse fator pode controlar indiretamente a transcri¢do de
varias moléculas, como as citocinas fator de necrose tumoral o (TNF-a) e interleucina 1f (IL-
1B), que contribuem para a sensibiliza¢do central (JI et al., 2009; MEACHAM et al., 2017).
Os estudos também mostram que a p38 desempenha papel importante na iniciacdo do
processo inflamatdrio e na regeneracdo do tecido lesionado, deste modo contribuindo também
na recuperacdo de lesdes nervosas (KATO et al., 2013). Ainda, a p38 parece regular o
receptor vanildide de potencial transitério do tipo 1 (TRPV1), com papel importante na
hiperalgesia (JIN et al., 2003).

A p38 é ativada por diversos fatores, como exemplo alteracGes no estado redox da
célula e na relacdo tiois/dissulfetos (ALLEN; TRESINI, 2000; DROGE, 2002; SON et al.,
2011). Em situacdes de dor, a p38 esta ativada principalmente em microglia (JI et al., 2009).
A microglia ativada secreta mediadores pro-inflamatérios e pré-nociceptivos, como TNF-a,
IL-1B e IL-18, os quais interagem com neur6nios e, assim, modulam a transmisséo sinaptica e
0 estado de dor (BERTA et al., 2016; POPIOLEK-BARCZYK; MIKA, 2016; ZHAO, et al
2017). A administracdo de inibidores de MAPKSs diminui a hiperalgesia e a alodinia em
modelos de dor neuropatica (NI et al., 2016).

Outra proteina de sinalizacdo ativada em condi¢des de dor é a Akt, uma serina
treonina cinase envolvida em diversas vias de transducgédo de sinal, como as relacionadas a
fatores de crescimento, citocinas e a receptores de glutamato. Suas fungdes se relacionam
principalmente a regulacdo do metabolismo, crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular
(POPIOLEK-BARCZYK; MIKA, 2016; GUO et al., 2017). A cascata de eventos
intracelulares se inicia com a ativagdo do fosfatidil inositol-3-cinase (PI3K), seguida pelo
aumento de fosfatidilinositol-trifosfato (PIP3), que leva a translocagéo e ativagdo da Akt. Esta
ultima possui inimeros efetores, como a mTOR (proteina alvo da rampamicina), a qual atua
como reguladora da sensibilidade dos nociceptores na dor neuropatica (OBARA et al., 2011;
POPIOLEK-BARCZYK; MIKA, 2016; GUO et al., 2017). A via PI3K/Akt também modula a
informacdo nociceptiva e medeia a sensibilizacdo central induzida por estimulos nocivos
(SUN; YAN; WILLIS, 2007; XU, et al., 2007; POPIOLEK-BARCZYK; MIKA, 2016; LIU;
REN, 2017).

A ativacdo da via PIBK/Akt/mTOR desempenha papel importante na ativacdo da
microglia. Em ratos com CCI, essa via parece participar no desenvolvimento da dor
neuropética (GUO et al., 2017). Segundo esses autores, a inibicdo da via PI3K/Akt/mTOR
atenuou a hiperalgesia e paralelamente inibiu a ativagdo da microglia na medula espinal de

ratos com CCI. A ativacdo da Akt parece tambem aumentar a sensibilidade das células ao
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estresse metabolico e, assim, torna-las mais susceptiveis a morte celular mediada por ROS
(ZHAO et al., 2017). Em animais com dor neuropatica, o aumento da Akt fosforilada (p-Akt)
ocorreu paralelamente ao incremento na concentracao de H,O,, o que sugere o envolvimento
da Akt nessa condicdo dolorosa (GUEDES et al., 2008). Um estudo recente sugeriu que as
ROS e RNS podem ativar as vias da PI3K/Akt, p38 e NF-kB, e que o uso de antioxidantes
pode prevenir a ativacdo destas vias em modelo de dor inflamatéria (KOMATSU et al., 2017).

1.5 ACIDO ASCORBICO (VITAMINA C) E a-TOCOFEROL (VITAMINA E)

Como destacado anteriormente, as ROS e RNS desempenham papel importante na dor
neuropatica. Por este motivo, alguns estudos sugerem a administracdo de compostos com
propriedades antioxidantes como uma alternativa para atenuacao dessa dor (KIM et al., 2010;
GRACE et al.,, 2016). Porém, ainda se desconhece o efeito de compostos com acao
antioxidante sobre muitos dos mecanismos envolvidos na dor neuropatica.

O é&cido ascorbico (vitamina C) e o a-tocoferol (vitamina E) sdo nutrientes essenciais
que atuam como antioxidantes (LU et al., 2011). Essas moléculas também estdo envolvidas
em diversas outras funcGes bioldgicas (WAWRZYNIAK et al., 2013), muitas das quais serdo
abordadas ainda nesse item. A ingestdo de vitamina C e vitamina E € bem aceita na populacao
e a aquisicdo das mesmas se da por um custo relativamente baixo (TRABER; STEVENS,
2011).

A vitamina E é a denominagdo genérica de uma mistura de tocoferdis e tocotriendis. O
tocoferol possui quatro isdmeros — a, B, v e & — que se distinguem por diferencgas estruturais
que determinam sua atividade biologica. O a-tocoferol é o isbmero biologicamente mais ativo
(BUTTERFIELD et al., 2002; RIMBACH; MINIHANE, 2002) e o mais abundante em
alimentos (TRABER, 2007). A vitamina E € um elemento nutricional, considerado um
antioxidante natural efetivo no organismo devido as suas caracteristicas de lipossolubilidade
(RI1ZV1 et al., 2014; GALLI et al., 2017) e por sua abundancia nas membranas biolégicas
(HEYDARI; AHMADIZADEH; AHMADI ANGALI, 2016). Como suplementagéo,
recomenda-se a ingestdo média de 15 mg/dia de a-tocoferol para ambos os sexos, nao
ultrapassando a dosagem méaxima de 1g/dia (KRINSKY et al., 2000; GALLI et al., 2017). De
acordo com AZZI et al. (2016), o a-tocoferol € o componente da vitamina E que é

eficientemente absorvido e disponibilizado em quantidades significativas no organismo apds
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sua absorc¢do. Os demais componentes da vitamina E também possuem atividade antioxidante,
porém sao rapidamente eliminados do corpo apos sua absorc¢éo.

O o-tocoferol ¢é essencial para indmeras fungdes no organismo, incluindo
desenvolvimento normal e protecdo do sistema nervoso (HILL et al., 2003; GALLI et al.,
2017). Em ratos, a suplementagdo com a-tocoferol provocou rapido aumento na concentracao
desta vitamina no SNC (BETTI et al., 2011; GALLI et al., 2017). A vitamina E, incluindo o
a-tocoferol, atuou como um potente agente antioxidante na recuperacdo da lesdo mitocondrial
provocada por aumento no estresse oxidativo; ela também melhorou a capacidade de
sobrevivéncia de astrocitos apds toxicidade induzida por glutamato (SELVARAJU et al.,
2014). O a-tocoferol foi ainda capaz de neutralizar o ONOO™ em hipocampo (WOLF, 2009) e
de prevenir, no tecido nervoso, 0 aumento na concentracao intracelular de célcio e a formacéo
de ROS induzida pela ativacdo glutamatérgica (TIROSH et al., 2000). Em ratos com dor
neuropética, a administracdo de vitamina E provocou antinocicep¢do e diminuiu a
fosforilagéo da subunidade NR1 do receptor NMDA, receptor esse que parece desempenhar
papel importante na transmissdo da informacdo nociceptiva persistente (KIM et al., 2006). A
suplementacdo com vitamina E foi também capaz de reduzir a hiperalgesia térmica e
mecanica em modelos de dor cronica (KIM, et al., 2006; TIWARI; KUHAD; CHOPRA,
2009; MEYMANDI et al., 2017;). Ainda, a vitamina E parece regular sistema imune e
processos inflamatorios (RIZVI et al., 2014), vias de transducdo de sinal intracelular e
expressao génica, como a via da Akt (HUANG et al., 2013; AZZI et al., 2016), e MAPK
como a proteina cinase regulada por sinal extracelular (ERK) (PARK et al., 2013).

Nas membranas lipidicas, a acdo protetora do a-tocoferol ocorre principalmente pela
prevencdo da formacdo de hidroperdxidos lipidicos. Isto se da por meio da doacdo de um
hidrogénio para o radical peroxil, 0 que resulta na estabilizacdo deste radical e na reducdo do
a-tocoferol para a-tocoferoxil (FANG; YANG; WU, 2002). Contudo, o a-tocoferol existe em
baixas concentragdes na membrana lipidica, em torno de 1 molécula de a-tocoferol para 2000
a 3000 moléculas de fosfolipideos (RIMBACH; MINIHANE, 2002; RIZVI et al., 2014). A
deplegdo de a-tocoferol é muito répida, 0 que torna necesséria a regeneracdo dessa molécula
por meio da agdo conjunta de outros antioxidantes presentes na por¢do hidrossollvel da
célula, como o ascorbato. A regeneragdo do a-tocoferol e do ascorbato sdo ilustradas, de

forma esquematica, na Figura 4.
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ROOH a-tocoferoxil ascorbato
ROO* a-tocoferol dehidroascorbato

Figura 4: Esquema mostrando a regeneragdo do ascorbato ¢ do a-tocoferol (retangulo) em células do
sistema nervoso central. O a-tocoferol é regenerado da sua forma radicalar nas membranas biologicas, por meio
da acédo do ascorbato, o qual é oxidado neste processo a dehidroascorbato. O dehidroascorbato é captado pelos
astrdcitos, por meio de GLUT1 e regenerado a ascorbato por meio de reacdo direta com a glutationa. O ascorbato
é transportado para o meio extracelular onde pode ser captado pelos neurdnios, onde exerce inimeras agdes,
dentre elas sua funclo antioxidante. DHAsc: dehidroascorbato; Asc: Ascorbato; GLUT1: Transportador de
Glicose do tipo 1; GLUT3: Transportador de glicose do tipo 3;SVCT-2: do inglés sodium-dependent vitamin C
transporter 2; GSSG: Glutationa oxidada; GSH: Glutationa reduzida; GR: Glutationa redutase; VSOAC: canais
de anions organicos sensiveis a volume Hc: Hemiconexinas ATP: Adaptado de Covarrubias Pinto et al., (2015).

O ascorbato é a forma reduzida do acido ascérbico e a que predomina no plasma e no
meio intracelular. Ele é hidrossoltvel, desempenha diversas fungdes bioldgicas (AL-REJAIE
et al.,, 2012) e é considerado um antioxidante rapidamente disponivel as células (ZHOU,;
CHEN, 2012). A suplementacdo com &cido ascorbico aumenta a concentracdo de ascorbato
no organismo, e esse atua no sistema imune (AL-REJAIE et al., 2012); na absor¢éo de ferro;
como um agente redutor e cofator de enzimas, por exemplo, enzimas que participam na
sintese de colageno e catecolaminas (HARRISON; MAY, 2009; COVARRUBIAS-PINTO et
al., 2015). O ascorbato também participa na sintese de neurotransmissores e horménios
peptidicos, e na regulacdo de fatores de transcrigdo e expressdo génica (DU; CULLEN;
BUETTNER, 2012; CARR; MCCALL, 2017;). Segundo Krinsky et al. (2000), a dose diaria



33

recomendada de &cido ascorbico é 90 mg/dia para homens, e 75 mg/dia para mulheres. A
dosagem méxima é 2 g/dia para ambos o0s sexos. Um aspecto importante do acido ascorbico é
seu comportamento pro-oxidante quando o mesmo é utilizado em altas doses. 1sso ocorre
porque o ascorbato participa na reacdo de Fenton, a reacdo onde o H,O, reage com ferro ou
cobre produzindo radical OH®. Assim, recomenda-se a utilizacdo de baixas doses de acido
ascorbico a fim de evitar superdose e oxidacdo de moléculas (DU; CULLEN; BUETTNER,
2012).

De modo geral, a maior concentracdo de ascorbato no organismo estd no SNC,
principalmente nas regides superiores do neuroeixo (RICE, 2000; HAN, et al., 2007;). A
maioria do ascorbato presente no SNC é de origem plasmatica, mesmo nos animais que
sintetizam seu proprio ascorbato, como os ratos (RICE, 2000). A entrada de ascorbato no
SNC ocorre mediante atividade do transportador de vitamina C dependente de sodio do tipo 2
(SVCT-2, do inglés sodium-dependent vitamin C transporter 2), que é encontrado no plexo
coridide e na membrana plasmatica de neur6nios. Os neurdnios sdo altamente sensiveis ao
dano oxidativo e pode acumular ascorbato em concentracGes 10 vezes superiores a do meio
extracelular (REBEC, 1994; RICE; RUSSO-MENNA, 1998). No neurdnio, o ascorbato atua
como uma importante molécula antioxidante, como um neuromodulador de atividade
singptica (HARRISON; MAY, 2009) e na troca metabodlica dos neur6nios durante condicOes
de atividade e repouso, entre outras fun¢des (COVARRUBIAS-PINTO et al., 2015).

O ascorbato é um excelente redutor, e quando atua como antioxidante é oxidado a
dehidroascorbato. Para manter o equilibrio redox e proteger os neurdnios de danos oxidativos,
é necessario realizar a reciclagem do ascorbato. Essa reciclagem ocorre nos astrécitos, de
forma dependente de glutationa e de outros tidis celulares e mediante a utilizacdo de NADPH
(ALMEIDA et al., 2001; JOVANOVIC et al., 2014; COVARRUBIAS-PINTO et al., 2015).
O transporte de dehidroascorbato para os astrocitos é realizado pelos transportadores de
glicose dos tipos 1 e 3 (GLUT 1 e GLUT 3) (MAY, 2012; COVARRUBIAS-PINTO et al.,
2015). O transporte de ascorbato entre neurdnios e astrocitos parece se relacionar com as
concentracdes extracelulares de glutamato. O aumento de glutamato no meio extracelular
sinaliza a liberacdo de ascorbato pelo astrocito (RICE, 2000; COVARRUBIAS-PINTO et al.,
2015).

Alguns estudos mostram que a administracdo de acido ascorbico reduz a sensacao
dolorosa. Em modelos de dor, a administracdo de &cido ascorbico, em baixas doses, promoveu
antinocicepgdo (ROSA et al., 2005), reduziu a fosforilagdo da subunidade NR1 do receptor
NMDA, e diminuiu a proteina ERK, a qual possui papel importante na dor (PARK et al.,
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2013). A administracdo venosa de acido ascorbico também reduziu a dor em pacientes com
herpes zoster (KIM et al., 2016), com neuralgia pos-herpética (CHEN et al., 2009) e com
cancer em estagio avancado (STEPHENSON et al., 2013). Dados epidemioldgicos indicam a
existéncia de associacdo entre dor e reducdo nos valores plasmaticos de vitamina C (CARR;
MCCALL, 2017; DIONNE et al., 2016).

Na literatura também hé estudos onde se fez administracdo conjunta de vitaminas C e
E em ratos em condicdo que sabidamente induz nocicepcdo (LU et al., 2011; PARK et al.,
2013). Nesses estudos, a administracdo conjunta das vitaminas atenuou a nocicepcao (LU et
al., 2011; PARK et al., 2013), reduziu a fosforilagdo da subunidade NR1 do receptor NMDA
(PARK et al., 2013) e diminuiu as proteinas ERK (PARK et al., 2013) e p38 fosforilada (p-
p38) (LU et al., 2011). Contudo, esses estudos foram realizados em modelos de dor
inflamatdria e dor neuropatica, essa ultima induzida por modelos de isquemia/reperfusdo em
articulagdo de uma das patas posteriores, e de lesdo poupadora de nervo. E sabido que cada
modelo animal para o estudo da nocicepcao se baseia em uma metodologia especifica para a
inducéo do quadro doloroso, e os resultados variam amplamente com pequenas alteracdes na
inducdo da nocicepcao (JAGGI; JAIN; SINGH, 2011). Segundo esses autores, é essencial que
dados de diferentes modelos animais para o estudo da dor sejam relatados e interpretados no
contexto especifico daquele modelo de dor. Ainda, na literatura h4& um ndmero limitado de
estudos que abordam os efeitos da suplementacdo com vitaminas C e E no tecido nervoso de
individuos com dor (para revisdo, ver Figura 3). Assim, a motivacdo para o presente estudo
foi a escassez de dados, a falta de estudos abordando os efeitos da suplementacdo de
vitaminas C e E em ratos com CCI, o fato da ingestdo dessas vitaminas ser aparentemente
seguro e bem aceito pela populagdo, e por as mesmas se apresentarem como potenciais
candidatos para o tratamento da dor neuropatica. Acredita-se que os dados do presente estudo
ndo apenas ampliara o conhecimento dos efeitos da suplementacdo com vitaminas C e E sobre
a medula espinal, mas também reforcara o possivel uso terapéutico futuro dessas vitaminas no

tratamento da dor neuropaética.
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2. HIPOTESE

Como a vitamina C e a vitamina E sdo moléculas antioxidantes que aparecem como
possiveis candidatas para tratar dor, espera-se que a administracdo intraperitoneal dessas
vitaminas, isoladas e juntas, em doses baixas, reduza as sensibilidades mecéanica e térmica
aumentadas pela CCI, um modelo de dor neuropética. Espera-se também que o tratamento
induza melhora no IFI, uma medida de recuperacdo motora pds-lesdo nervosa. Paralelamente,
espera-se que a administracdo das vitaminas C e E provoque mudangas em parametros
oxidativos e nitrosativos em medula espinal lombossacral e nervo isquiatico lesionado, e que
as alteracdes sejam em direcdo oposta aquelas desencadeadas pela CCIl. Da mesma forma,
espera-se que as vitaminas modifiquem as expressdes do transportador SVCT-2 e de proteinas
de sinalizacdo intracelular que sabidamente estdo ativadas em condicdo de dor neuropaética,
como a p38 e a Akt, e que essas alteracGes também sejam opostas as induzidas pela CCI. De
modo geral, espera-se que o0s resultados desse estudo tragam mais subsidios ao entendimento
do efeito antinociceptivo das vitaminas C e E, e que reforce a indicagdo dessas vitaminas para

tratar dor neuropatica.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da administracdo de vitamina C (&cido
ascorbico) e vitamina E (a-tocoferol), isoladas ou juntas (vitaminas C+E), sobre parametros
nociceptivo, de estresse oxidativo e nitrosativo, e vias de sinalizagéo intracelular em medula
espinal lombossacral de ratos com dor neuropética induzida por CCI, realizando as anélises
nos periodos de 3 e 10 dias ap6s a intervencao cirdrgica para determinar os efeitos temporais

do tratamento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar os efeitos da administracdo de vitamina C (30mg/kg/dia) e
vitamina E (15mg/kg/dia), por 3 e 10 dias, isoladas ou juntas, em ratos submetidos a

manipulacdo e CCI no nervo isquiatico direito, mediante avaliacdo de:

a) Parametros nociceptivos e de recuperacao funcional do nervo isquiatico, mediante o
uso de testes de sensibilidades mecanica e térmica, e indice funcional do nervo isquiatico
(IF1), para avaliar o efeito antinociceptivo do tratamento; a duragdo do efeito antinociceptivo;
o efeito da administracdo do tratamento utilizando via oral ou intraperitoneal; e ainda, avaliar

0 uso da co-administracdo de vitamina C e E com gabapentina.

b) Parametros de estresse oxidativo em nervo isquiatico lesionado, pela determinacéo
dos valores de hidroperoxidos lipidicos e da capacidade antioxidante total (TAC), a fim de

avaliar o efeito local do tratamento sobre estes parametros.

c) Parametros de estresse oxidativo e nitrosativo no segmento lombossacral da medula
espinal, mediante determinagdo da formacdo de O,*, valores de H,0,, metabolitos do NO,

hidroperdxidos lipidicos, tidis totais, acido ascorbico e TAC nesse tecido;
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d) Proteinas de sinalizacdo intracelular no segmento lombossacral da medula espinal,
pela determinacdo da expressdo da p-p38, p-Akt, Akt, e do transportador SVCT-2;

3.2.2 Avaliar os efeitos da administracdo de vitamina C (30mg/kg/dia) e vitamina E
(15mg/kg/dia), isoladas ou juntas, em animais sem manipulacdo cirurgica, tratados por 10
dias, a fim de determinar a possivel toxicidade do tratamento. Para isto, foram avaliados

parametros indicadores de fungéo hepatica e renal, mediante a determinacao de:
a) Atividade da Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST),
Gama glutamiltranspeptidase (Gama GT), bilirrubina direta, bilirrubina total e creatinina, em

plasma;

b) Atividade da Glutationa-s-transferase (GST), TAC e hidroperdxidos lipidicos, no
figado;

c¢) Morfologia dos hepatdcitos, pela técnica histologica de hematoxilina e eosina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS: PROCEDENCIA E MANUTENCAO

Apbs aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (#23352-
ANEXO 1), foram solicitados ao Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratorio (CREAL) ratos da linhagem Wistar, machos, com peso de 200-250g e 60 dias de
vida. Os animais foram mantidos no ratario do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
UFRGS, acomodados em caixas criadouros forradas com maravalha, com livre acesso a dgua
e alimentacéo, sob ciclo claro/escuro de 12 horas (das 07h00min as 19h00min) e temperatura
ambiente de 22 + 2 °C. A limpeza das caixas foi realizada, no maximo, a cada dois dias. O
transporte dos animais para o Laboratorio de Neurobiologia Comparada ocorreu nos dias dos

testes de sensibilidade dolorosa, da cirurgia e/ou morte.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos nos grupos experimentais descritos a seguir e mostrados
na Figura 5:

- Grupo controle: ratos que ndo sofreram manipulacgéo cirurgica,;

- Grupo sham: ratos que foram submetidos a incisdo cutanea e subcutanea longitudinal
na pata posterior direita para isolamento e manipulacdo do nervo isquiatico, sem receber
qualquer constri¢do nesse nervo;

- Grupo CCI: ratos que foram submetidos a incisdo cutanea e subcutanea longitudinal
na pata posterior direita para isolamento do nervo isquiatico, e recebeu nesse nervo 4
amarraduras em seu tronco comum.

Os animais destes grupos experimentais receberam um dos tratamentos listados
abaixo, de acordo com o objetivo do experimento realizado. A descricdo completa do
tratamento € apresentada no item 4.4 "Tratamento com solucéo veiculo e de vitaminas C e E".

- Solugéo veiculo: solucdo fisiologica de cloreto de sédio 0,9% ou agua de beber,
ambas acrescidas de Tween 80 a 1% e administradas por 3 ou 10 dias;

- a-tocoferol (vitamina E - 15mg/kg), administrada por 3 ou 10 dias ;
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- Acido ascorbico (vitamina C - 30mg/kg), administrada por 3 ou 10 dias;

- a-tocoferol (15mg/kg)+éacido ascorbico (30mg/kg) (vitaminas C+E), administradas

por 3 ou 10 dias.

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram mortos por decapitacdo 3 e 10

dias apds o inicio do tratamento, para a obtencdo do nervo isquidtico direito, do segmento

lombossacral da medula espinal, de amostra do figado e de plasma. Cada grupo experimental

foi composto por seis (06) animais, o que totalizou 144 ratos usados no estudo.
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Figura 5 : Esquema mostrando os grupos experimentais e 0s tratamentos usados na pesquisa.

4.3 CONSTRICAO NO NERVO ISQUIATICO

O procedimento de constricdo no nervo isquidtico foi realizado segundo a técnica
descrita por BENNETT & XIE (1987), com algumas modificagcbes (HORST et al., 2014). De

forma resumida, os ratos foram inicialmente anestesiados com solugdo mista de quetamina

(90 mg/kg de peso corporal) e xilazina (10 mg/kg de peso corporal). Apos anestesia, o rato foi
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posicionado em decubito dorsal para a realizacdo da tricotomia da coxa direita (Figura 6 A). A
intervencdo foi iniciada pela assepsia da pele com alcool iodado 2%, seguida de incisdo
cutanea e subcutanea longitudinal na regido do ter¢co médio da coxa (Figura 6 B). Nos ratos do
grupo sham, o nervo isquiatico foi apenas visualizado e manipulado (Figura 6 D). Nos
animais do grupo CClI, o nervo isquidtico recebeu 4 amarraduras com fio de sutura catgut
cromado 4.0 tipo ¢ bioabsorvivel (Shalon) em seu tronco comum, sendo a distancia entre os
nos cerca de 1 mm (Figura 6 E,F). Assim, o comprimento do nervo afetado foi de
aproximadamente 7,0 mm. O grau de constricdo usado retarda, mas ndo interrompe totalmente
a circulagdo sanguinea da superficie epineural.

Apo6s a manipulagdo ou constri¢cdo no nervo isquiatico, o local da incisdo foi suturado
com fio de nylon ndo absorvivel 4.0 (Somerville) e o antimicrobiano rifamicina (Rifocina
Spray® 10 mg/mL, 1 jato) foi aplicado sobre a pele suturada (Figura 6 G,H). Os animais do
grupo controle ndo sofreram interveng&o cirdrgica.

Ressalta-se que todos os procedimentos cirurgicos foram realizados pelo mesmo
pesquisador, para garantir o mesmo grau de constricdo nos animais CClI e a padronizacao da
manipulacdo nos ratos do grupo sham.

ApoGs os procedimentos cirurgicos, os animais foram reacomodados nas caixas com
maravalha e mantidos em observacdo no Laboratério de Neurobiologia até a recuperacéo da
anestesia. Neste periodo, os ratos receberam alimento e agua ad libidum. Apds a recuperacao
total da anestesia, 0s ratos receberam a primeira administracdo de solucdo veiculo ou de
vitaminas C (30mg/kg/dia), E (15 mg/kg/dia) ou C+E (vitaminas C e E em conjunto, nas
mesmas doses), a ser descrito no item 4.4 "Tratamento com solugdo veiculo e de vitaminas C
e E". Em seguida, os ratos foram levados ao ratério, onde permaneceram até o dia da morte,
recebendo durante o periodo experimental tratamento diario com as solucdes veiculo ou de
vitaminas, de acordo com o grupo experimental a que pertencia. Os ratos ndo receberam
nenhuma terapia analgésica para que os efeitos da lesdo nervosa e tecidual ndo fossem
mascarados por influéncias externas ao tratamento. Os animais foram mantidos nas mesmas

condicdes descritas no item 4.1 "Animais: Procedéncia e Manutencao".
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Figura 6: As fotografias mostram a sequéncia dos procedimentos para a realizacdo da constri¢do
cronica no nervo isquiatico de ratos. (A) Pata posterior direita de um rato em posi¢cdo de decubito dorsal
mostrando a tricotomia na regido média da coxa. (B) Inicio da incisdo do tecido cutaneo na regido média da coxa
direita de um rato. (C) Processo de afastamento dos musculos biceps femural e semitendinoso na regido média
da coxa direita de um rato. (D) Exposicdo do tronco comum do nervo isquiatico na regido média da coxa direita
de um rato. (E) Realizacdo do primeiro né no tronco comum do nervo isquiatico direito. (F) Realizacdo do
guarto n6 no tronco comum do nervo isquiatico direito. (G) Inicio da sutura do tecido cutaneo na regido média
da coxa direita de um rato. (H) Pata direita de um rato mostrando a sutura na regido média da coxa (Elaborado
pela autora).

4.4 ADMINISTRACAO DAS SOLUCOES VEICULO E DE VITAMINAS CE E

No estudo foi usado acido ascorbico (vitamina C - Sigma) e a-tocoferol (vitamina E),
esta ultima na forma de acetato de a-tocoferol (Sigma), escolhida entre os demais
componentes da vitamina E pela sua alta atividade bioldgica. Para as administracGes, a
vitamina C e a vitamina E foram diluidas em veiculo (solugdo salina, para as administracGes
i.p., ou agua de beber, para as administraces por via oral, ambos acrescidas de Tween 80 na
diluicdo de 1%). O preparo das solucBes se deu sempre no momento de sua utilizagdo, e
durante o preparo o frasco foi protegido da luz.

Nos experimentos onde a via de administracdo das solugdes foi i.p., 0s ratos receberam
injecdes diarias, que se iniciou no dia da intervencdo cirargica (dia 0), apés a completa
recuperacdo dos efeitos da anestesia. Assim, a administracdo das solugdes se iniciou ao final
da tarde do dia da cirurgia para o isolamento do nervo isquiatico. Nos dias seguintes, a
administracdo continuou sempre no mesmo horario daquele do primeiro dia, ou seja, ao final
da tarde. Nos animais do grupo controle, as administracdes também tiveram inicio no dia

zero, ao fim da tarde, e seguiu 0 mesmo protocolo daquele dos animais com intervencéao
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cirargica. As administragdes tiveram duracdo de 3 dias, no grupo de ratos mortos aos 3 dias, e
10 dias no grupo de animais mortos aos 10 dias apds a intervencdo cirdrgica.

Nos experimentos onde a via de administracdo das vitaminas C+E foi oral, os ratos
receberam as vitaminas diluidas na dgua de beber, com a administracdo tendo inicio apds o
procedimento cirurgico e passados os efeitos da anestesia. As vitaminas foram preparadas a
cada 12 horas e oferecidas aos ratos em garrafas de vidro envolvidas em papel aluminio, para
protecdo das vitaminas dos efeitos da luz. Para célculo da dose de vitaminas C+E a ser
administrada a cada rato, realizou-se um experimento piloto para determinacdo do volume
médio diario de agua ingerido pelos ratos. Durante todo o periodo experimental se monitorou
a ingestdo hidrica dos ratos para controle da quantidade de solucdo ingerida em cada caixa
moradia.

Deve ser destacado que a escolha da administracdo das vitaminas ap0s a recuperagédo
dos efeitos da anestesia foi uma tentativa de iniciar o tratamento em periodo inicial da dor
neuropética, uma vez que € sugerido que cada dia da vida do rato corresponde a 30 dias da
vida de um humano (ANDREOLLO et al.,, 2012). A escolha também se deve aos
conhecimentos de que ocorreu diminuicdo na concentracdo plasmatica de vitamina C ap0s
cirurgia(KIABI et al., 2013) e que a administragcdo dessa vitamina reduziu rapidamente a
sensacdo dolorosa em pacientes com herpes zoster (BYUN et al., 2011). A escolha se baseou
ainda no fato de que ndo ha estudos mostrando os efeitos dos tratamentos com vitaminas C e

E nas condi¢Bes propostas nessa pesquisa.

4.5 PARAMETROS NOCICEPTIVOS

4.5.1 Determinagdo do limiar mecanico

Para avaliacdo da sensibilidade mecénica se determinou o limiar de resposta da pata
direita (ipsilateral a lesdo nos ratos com lesdo tecidual ou nervosa), mediante utilizacdo do
aparelho de von Frey eletrénico (Insight, Brasil). Para a realizagcdo do teste, os ratos foram
colocados individualmente em caixas de vidro (12x20x20 cm) apoiadas sobre uma superficie
elevada e revestida por tela metélica. Neste ambiente, os animais foram aclimatados por 20
minutos. O teste consistiu na aplicagcdo de forgas crescentes na regido plantar da pata posterior
direita do animal. A resposta foi considerada positiva quando o rato realizou 0 movimento de

retirada da pata estimulada durante o teste. Neste momento, a intensidade da pressao exercida
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foi automaticamente registrada pelo aparelho. Porém, a resposta foi desconsiderada se seguida
de caminhada. Neste caso, o teste foi refeito. O teste foi repetido cinco vezes, uma vez a cada
30 s, no mesmo animal e na pata ipsilateral a lesdo. A média das cinco leituras foi considerada
como o limiar de resposta do animal em experimentacdo. O teste foi realizado sempre pela
mesma pessoa, em ambiente silencioso e ao inicio da manha.

Nos experimentos para avaliagdo do efeito antinociceptivo das vitaminas
administradas i.p., os testes foram realizados antes do procedimento cirurgico (dia 0) e aos 3
dias, no grupo que recebeu tratamento por 3 dias, e aos 3, 5, 7, e 10 dias no grupo tratado por
10 dias. Nos experimentos que avaliaram os efeitos da administracdo por via oral das
vitaminas C+E, a avaliacdo da sensibilidade mecénica ocorreu antes do procedimento
cirurgico (dia 0) e ao final do periodo de tratamento (3 dias e 10 dias). Nos experimentos para
avaliacdo da duracdo do efeito antinociceptivo das vitaminas C, E e C+E, os testes de von
Frey foram realizados diariamente, comecando apds o término das administracfes das
vitaminas por 3 e 10 dias e seguindo até a auséncia da resposta antinociceptiva.

Os resultados do teste de von Frey foram expressos como média + erro padrdo da

média das respostas pré e pds-lesdo dos ratos nos periodos considerados.

4.5.2 Determinacdo do limiar térmico

Para a verificacdo da sensibilidade térmica nos animais dos diferentes grupos
experimentais, os mesmos foram submetidos ao teste da placa quente. Para isto, 0s animais
foram inicialmente aclimatados um por um, por um periodo de 20 minutos, a placa em
temperatura ambiente. Apds este procedimento, a placa foi aquecida e mantida a temperatura
de 50 °C. Entdo, cada animal foi colocado sobre esta placa e o tempo para o reflexo de
retirada de uma das patas foi determinado e anotado. O rato foi retirado imediatamente do
contato com a placa quente logo que manifestava a acdo de erguer uma das patas, para ndo
lesionar os tecidos com a alta temperatura.

Os testes foram realizados sempre em ambiente silencioso, no inicio da manhd e pela
mesma pessoa. Da mesma forma que no testes de sensibilidade mecanica, nos experimentos
para avaliagdo do efeito antinociceptivo das vitaminas administradas i.p., os testes foram
realizados antes do procedimento cirdrgico (dia 0) e aos 3 dias, no grupo que recebeu
tratamento por 3 dias, e aos 3, 5, 7, e 10 dias no grupo tratado por 10 dias. Nos experimentos

que avaliaram os efeitos da administracdo por via oral das vitaminas C+E, a avaliacdo da
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sensibilidade mecanica ocorreu antes do procedimento cirdrgico (dia 0) e ao final do periodo
de tratamento (3 dias e 10 dias). Nos experimentos para avaliacdo da duracdo do efeito
antinociceptivo das vitaminas C, E e C+E, os testes de von Frey foram realizados diariamente,
comecando ap6s o termino das administracfes das vitaminas por 3 e 10 dias e seguindo até a
auséncia da resposta antinociceptiva

Os resultados foram expressos como médiaterro padrdo da média da laténcia da

resposta dos ratos.

4.5.3 Determinacéo do indice funcional do isquiatico

A avaliacdo funcional do nervo isquiatico foi realizada pelo teste da marcagdo das
patas (do inglés, walking track analisys), descrito por De Medinacelli (1982). Este teste
constitui um método de andlise funcional de nervo, que avalia alteracbes de marcha
decorrentes de lesdo nervosa por meio da impressdo de pegadas. Este teste é normalmente
empregado para avaliar as consequéncias funcionais de lesdo direta no nervo isquiético.

No teste, o animal foi colocado em um corredor de madeira (8,5x100 cm) com acesso
a um ambiente escuro. O chdo do corredor foi forrado com uma tira de papel branco da
mesma medida e o rato a ser testado teve suas patas traseiras marcadas com tinta preta. A
seguir, o animal foi solto no inicio do corredor por onde pode se locomover em direcdo ao
ambiente escuro, ao final do corredor, deixando impressas as marcas de suas patas traseiras.
Todos os animais foram anteriormente treinados com trés passagens pelo corredor, permitindo
a adaptacdo e exploracdo do local. Foram selecionadas para analise as pegadas com qualidade
e clareza de impresséo (Figura 6), sendo aferidas as patas operada (direita) e contralateral
(esquerda). As afericdes foram feitas sempre pelo mesmo examinador e o indice Funcional do
Isquiatico (IFI) foi calculado conforme a formula abaixo:

IFI= -38,3[(EPL-NPL)/NPL)+109,5[(ETS-NTS)/NTS]+13,3[(EIT-NIT)-NIT]-8,8

A pata esquerda, ou normal, corresponde a letra N; a pata lesionada, ou experimental,
a letra E. Foram realizadas as medidas: da extensdo da pegada (PL: distancia da extremidade
do 3° dedo até o calcaneo), da largura da pegada (TS: distancia entre 0 1° e 5° dedo), e da
distancia entre os dedos intermediarios (IT: 2° e 4 dedo) das patas traseiras (Figura 7). Os
valores obtidos por esta formula foram considerados como um indice da condic¢do funcional
do nervo isquidtico, expresso em déficit funcional. Variagcdes de 0 a £11 estdo nos desvios de
normalidade da pegada. O zero representa fun¢do normal e o —100 representa perda total da

funcdo. Os valores intermediarios correspondem a déficits parciais de fungéo. Os testes foram
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realizados nos dias 3 e 10 apds a cirurgia, no primeiro horario da manhd, pelo mesmo
experimentador.

Pata Normal Pata Experimental
(operada)
nIs ETS

TOF

FIGURA 7: Representacdo esquematica dos parametros medidos para calcular o indice Funcional do
Isquiatico (IFI). N: normal; E: experimental (operada); TS: abertura total dos dedos (1° a 5°); IT: abertura dos
dedos intermediarios (2° ao 4°); PL: comprimento da pegada (Adaptado de Monte-raso et al., 2006).

Para facilitar o entendimento do leitor, a Figura 8 mostra linha temporal da realizacdo
dos testes de sensibilidade dolorosa (testes de von Frey eletronico, da placa quente e IFI).
Nela é mostrada ainda as datas da realizacdo da cirurgia, o dia da morte dos ratos para a coleta
dos tecidos usados nas determinacdes bioquimicas do estudo, e os dias da administracéo i.p.
das vitaminas C, E e C+E.

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 3 5 r 10
Von Frey Von Frey Von Frey “Von Frey “on Frey
Placa Quent= Placa Quent= Placa Quent= Placa Quent= Placa Quent=
Procedmmento IFI IFI1
Cinirgico MMort= hdort=
Parametros Parametros
oxidatirvos oxidativos,
T1as de hepaticos =
simalizragioc plasmaticos
"1as de
1m 2 38 am = s T Es o 1pe Sinalizacio
adnm. adnm. adm. adm. adm. adnm. adnm. adnm. adnm. adm.

Figura 8 — Esquema temporal mostrando os dias das avaliagbes das sensibilidades mecéanica e térmica
(testes de von Frey e placa quente, respectivamente), da avaliacdo do indice funcional do nervo isquiatico (IFI),
da realizacdo do procedimento cirdrgico, morte e coleta dos tecidos e plasma para as dosagens dos parametros
oxidativos, hepéticos e plasmaticos, e das vias de sinalizacdo abordados nesse estudo. A linha do tempo se refere
especialmente aos experimentos realizados para avaliar o efeito antinociceptivo das administragBes i.p. das
solugdes. Adm: administragdo das solugdes veiculo e vitaminas C, E e C+E.
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4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

Apls o periodo experimental, os animais foram mortos por decapitacdo e
imediatamente retirados os tecidos a seguir: figado, que foi dividido em duas parte, uma para
analises de parametros oxidativos e outra para analise morfoldgica dos hepatocitos; nervo
isquidtico lesionado (direito); e o segmento lombossacral da medula espinal. Este ultimo foi
dividido em trés partes. Uma das partes foi utilizada para a determinacéo dos valores de O,*".
A segunda parte foi usada para a determinagdo dos valores de H,O,. Essas duas partes foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas intactas a temperatura de -70 °C. A terceira
parte da medula espinal foi homogeneizada e usada para a dosagem dos parametros oxidativo
e nitrosativo, e expressdo de proteinas. A homogeneizacdo desta parte da medula espinal,
assim como da parte do figado destinada a determinacdo de parametros oxidativos e o nervo
isquiatico, foi realizada em solucdo contendo cloreto de potassio (KCI) 1,15% e fluoreto de
fenil metil sulfonila (PMSF) 100 mM, seguida de centrifugacdo a 1000 g, por 20 minutos, a
temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -70 °C (BUEGE; AUST,
1987). A segunda parte da amostra de figado foi imediatamente imersa em fixador de Bouin,
onde permaneceu por 2 horas. Apos o término desse periodo, a amostra foi lavada varias
vezes em alcool 70% e armazenada em solucao alcoolica até sua inclusao em parafina.

De cada rato foi coletado ainda amostra de sangue. Apos a decapitacdo, o sangue foi
coletado em tubos eppendorfs individuais contendo anticoagulante heparina. O sangue foi
imediatamente centrifugado, por 20 minutos, a 1000 g, em centrifuga refrigerada (Sorvall
RC5B- Rotor SM 24). Apds esse procedimento, o plasma foi coletado, aliquotado e

armazenado a temperatura de - 70 °C.

4.7 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO

4.7.1 Formagao de anion Superoxido (0,*)

A formacéo de O,* (SAG) foi estimada pela redugéo de azul de nitrotetrazol (NBT),
conforme técnica descrita por Wang et al. (1998). O método consistiu na reacédo de cortes de
medula espinal com NBT, ap6s incubagdo de 90 minutos, para formacdo de formazan, o

indicador da formacdo do O,*. A absorbancia do formazan foi determinada
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espectrofotometricamente a 540 nm (Espectrofotdmetro T60, PG Instruments). A quantidade
de formazan reduzido pelo O,* foi calculada com o emprego da férmula a seguir:

Redugdo a formazan=A x V/(Tx Wtx e x ])

Na formula, o A representa a absorbancia do formazan, V o volume de solugédo, T o
periodo de incubagdo das amostras com NBT, Wt o peso do tecido, € o coeficiente de
extingdo molar (0,72 L.mmol'l.mm™), e | representa o caminho 6ptico. Os resultados foram

expressos em picomol por minuto por miligrama de peso do tecido.

4.7.2 Peroxido de Hidrogénio (H,0,)

O ensaio para mensurar 0 H,O, se baseou na oxidacdo do vermelho de fenol por H,0O,,
mediado pela peroxidase de rabanete. O ensaio foi conduzido conforme técnica descrita por
Pick & Keisari (1980), com pequenas modificacdes (SCHEID et al., 2014). Para tanto, fatias
finas de medula espinal foram incubadas em tampéo dextrose-fosfato (5 mM; 10 mM, pH =
7,0), por 30 minutos, sob agitacdo. Apds este periodo, 0 meio de incubagdo foi coletado e
adicionado a solugdo contendo vermelho de fenol (0,28 mM) e peroxidase de rabanete (8,5
U/mL). Ap6s 5 minutos de incubacéo, adicionou-se a mistura hidroxido de sédio (1,0 M) e se
realizou a leitura da absorbancia, em comprimento de onda de 610 nm (Espectrofotémetro
T60, PG Instruments). Os resultados foram expressos em micromols de peroxido por grama

de tecido.

4.7.3 Metabolitos do NO

O método que avaliou os metabdlitos do NO (concentracdes de nitritos+nitratos) se
baseou na reacdo das amostras com o reagente de Griess, conforme descrito por Granger et al.
(1996). Para essa analise, aliquotas de amostras de medula espinal foram incubadas com
cofatores enzimaticos e nitrato redutase, por 30 minutos, a temperatura ambiente, para
conversdo de nitrato em nitrito. O nitrito formado foi analisado pela reacdo desse composto
com o reagente de Griess, formando um composto medido em leitora de placas (Zenyth 200,
Biochrom Inc, UK) no comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram avaliados se

comparando 0s mesmos a uma a curva padrao, e foram expressos em mmol/L.
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4.7.4 Hidroperoxidos lipidicos

O método do xilenol laranja (XO), descrito por Jiang et al. (1991) e adaptado por
Sodergren et al. (1998), se baseia na oxidacdo do Fe*? a Fe*® na presenca de lipoperéxidos,
em pH 4cido, formando complexos de Fe*® xilenol laranja. Em solugdo &cida, o corante
mostra pico a 560 nm e a absorbancia cresce linearmente com o aumento da concentracdo do
corante.

As amostras de tecidos foram diluidas, em proporcdo de 1:10, e separadas em 2
grupos: no primeiro foi acrescentado metanol absoluto (MEOH), e no segundo, trifenilfosfina
(TPP) 10 mmol/L. Ambos os grupos foram incubados por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Apo6s a incubacao, foi pipetado, em microplaca, 10 pl de amostra em quadruplicata
(uma duplicata com o metanol, e outra duplicata com o TPP), adicionando-se em seguida 90
ul do reagente de trabalho (RT-XO). Este consistiu em uma mistura de 81% de MEOH 90%,
X0 2 mmol/L para concentracdo final de 100 uM, H,SO4 1 mmol/L para concentracdo final
de 25 mmol/L, BHT 40 mmol/L para concentragdo final de 4 mmol/L e sulfato ferroso
amoniacal 10 mmol/L para concentracdo final de 250 pmol/L.

A placa foi agitada por 30 minutos, em temperatura ambiente e, em seguida, se
realizou a leitura em leitora de placas a 570 nm (Zenyth 200, Biochrom Inc, UK). Para os
calculos, foram descontados os valores de absorbancia com TPP dos valores obtidos das

duplicatas com MEOH. O resultado foi expresso em pmol por grama de tecido.

4.7.5 Capacidade antioxidante total

O método da capacidade antioxidante total (TAC), adaptado de Erel (2004), consistiu
no branqueamento da cor caracteristica do reagente 2,2'-azinobis(3-etilbenzo-tiazolina-6-
sulfonato) (ABTS™) pelos antioxidantes presentes na amostra. Esta reacdo foi monitorada
espectrofotometricamente a 660 nm e a taxa de branqueamento é inversamente relacionada a
TAC da amostra. A velocidade da reacdo é calibrada com Trolox, que é largamente utilizado
como um padrdo para os ensaios de medicdo tradicional de capacidade antioxidante. Os
resultados foram expressos em equivalentes de micromol de Trolox por litro (umol Trolox

Eg/L). O ensaio tem uma excelente precisao, superior a 97%.

4.7.6 Tiois totais

A medida de tidis totais foi conduzida conforme descrito por Aksenov & Markesbery

(2001). Para tanto, a amostra foi misturada a tampao PBS/EDTA (pH = 7,5) e a acido 5,5’-
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ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB, 10 mM). Apb6s 30 minutos de incubacdo, a temperatura
ambiente, as absorbancias foram lidas a 412 nm (Espectrofotdmetro T60, PG Instruments). A
medida de TNB formado foi calculada conforme a formula:

TNB = (As12 - A412 sem proteina — A412 sem TNB)/ Ag12TnB, ONAE:

Agizrng = 14.150 M™M.em™, Ay, é a absorbancia da amostra; Az sem proteina € a
absorbancia do meio reacional sem amostra; As12 sem DTN € @ absorbancia do meio sem

DTNB. Os resultados foram expressos em micromoles por miligrama de proteina.

4.7.7 Acido ascorbico

O ensaio de quantificacdo do &cido ascorbico foi realizado conforme técnica descrita
por Roe & Kuether (1942), com pequenas adaptacdes (SCHEID et al., 2014). Inicialmente
produziu-se uma curva padréo de &cido ascorbico (AA). As diferentes concentracdes de AA
foram entdo misturadas com carvéo ativado, de granulometria 1-2 mm, tratado previamente
com éacido cloridrico (10%), para conversio do AA em sua forma oxidada, o
dehidroascorbato. Apds, adicionou-se solucdo de tiouréia (10%) e solucdo de 2,3-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (2%), e os tubos ependorfs contendo essa mistura de solucdes
foram colocados em banho-maria a 37 °C, por 3 horas. Terminado este periodo de tempo,
adicionou-se acido sulfurico (85%), gota a gota, aos ependorfs em banho de gelo, e aguardou-
se 30 minutos para leitura das absorbancias em espectrofotometro, a 540 nm
(Espectrofotometro T60, PG Instruments). Na presenga de AA desenvolve-se uma coloracéo
alaranjada, proporcional a concentracdo. As amostras tiveram o mesmo tratamento, porém
com a adicdo de acido tricloroacético ocorre desproteinizacdo, sendo necessario centrifugar
novamente os ependorfs por breve periodo de tempo, e seguir o ensaio utilizando o
sobrenadante obtido. A partir da curva padréo, obtiveram-se as concentracdes de AA das

amostras em micromolar de AA por miligrama de proteina.

4.7.8 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo do conteddo proteico dos tecidos foi realizada pelo método
colorimétrico descrito por Bradford et al. (1976), em comprimento de onda de 625 nm. O
conteddo de proteinas da amostra foi calculado com base nas absorbancias desta e de um fator

de calibracédo obtido de uma curva-padréo de albumina.
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4.7.9 Glutationa-s-tranferase (GST)

Para determinacgdo da atividade da enzima GST, empregou-se técnica cujo principio
baseou-se na conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) ao 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB), pela GST presente na amostra em estudo. O composto resultante,
dinitrofenilglutationa, pode entdo ser detectado espectrofotometricamente, a 340 nm,
conforme descrito por Habig, Pabst e Jacoby (1974). No ensaio, em uma cubeta de quartzo,
adicionaram-se tampéo fosfato 0,1 M (pH = 6,5), 30 pL de amostra e 200 puL de GSH. Zerou-
se 0 espectrofotdmetro e rapidamente adicionou-se CDNB 20 mM. A reacdo foi observada
por um minuto, e as absorbancias nos tempos 0 e 60 s foram anotadas, para posterior célculo

da atividade enzimatica, expressa em picomoles por minuto por miligrama de tecido.

4.8 TECNICA DE WESTERN BLOT

Apbs quantificacdo de proteinas pelo método descrito por Bradford (1976), foi
utilizado o sistema mini-protein (Bio-Rad®) para a separacdo das proteinas de interesse por
eletroforese em gel SDS-PAGE a 10% (gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sdio).
As amostras foram preparadas com tampéo de carga (Tris 65 mM, SDS 10%, glicerol 50%,
azul de bromofenol 0,1%) na concentracdo de 80 g de proteina/50 pL de amostra. Para a
identificacdo do peso molecular da proteina de interesse, foi utilizado marcador de peso
molecular RPN800 (Amersham Pharmacia). Antes de serem submetidas a eletroforese a 120 v
por 3 horas, as amostras foram aquecidas a 100 °C, durante 2 minutos, em banho seco
(modelo 330-3D, Nova Etica). A eletroforese foi efetuada na presenca de tampéo de corrida,
contendo glicina 192 mM, Tris 25 mM e SDS 0,1%, pH 8,3. A separacdo das proteinas foi
monitorada pelo azul de bromofenol, presente no tampéo de amostra, e pelo marcador de peso
molecular. A seguir, o gel de poliacrilamida foi retirado das placas de vidro e colocado no
moédulo de eletrotransferéncia em contato com a membrana de nitrocelulose (Hybond,
Amersham), e coberto com tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol a
20%, pH 8,3). A transferéncia foi efetuada a 250 mA por aproximadamente 60 minutos.

Para o bloqueio das ligacdes de proteinas inespecificas, as membranas foram
incubadas com leite em p6 semidesnatado a 1% preparado em TTBS (Tris 20 mM, NaCl 140
mM e Tween 20 a 0,05%). A incubagdo teve duracdo de 60 minutos e foi realizada a
temperatura ambiente. Apds o blogueio, as membranas foram incubadas a 4 °C por 12 horas,

sob agitacdo constante, com 0s anticorpos primarios para p-p-38(1:500; Merck Millipore,
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Billerica, USA), p-Akt e Akt (1:1000 e 1:500, respectivamente; Santa Cruz Biotecnology,
Dallas, USA), SVCT-2 ( 1:500; Santa Cruz Biotecnology, Dallas, USA) e GAPDH (1:2000;
Merck Millipore, Billerica, USA). Esse ultimo anticorpo serviu como controle de carga. Os
anticorpos primarios foram dos tipos policlonal (p-p38, p-Akt, Akt e SVCT-2) e monoclonal
(GAPDH), todos diluidos em TTBS contendo albumina a 2,5 %. Terminado o periodo de
incubacgéo, as membranas foram lavadas em TTBS (trés vezes de 10 minutos cada lavagem) e
incubadas com o segundo anticorpo, adequado as caracteristicas do tipo do anticorpo
primario. Esta incubacdo teve duracdo de duas horas e ocorreu sob agitacdo constante, em
temperatura ambiente. Antes de proceder a revelacdo por quimiluminescéncia, as membranas
foram lavadas 3 vezes em TBS (Tris 20 mM e NaCl 140 mM). As bandas imunorreativas
foram detectadas mediante uso de substrato luminescente, o ECL (Merck Millipore), seguido
de exposicdo da membrana a filme autorradiografico (GE Healthcare Limited,

Buckinghamshire, UK). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias.

4.9 INDICADORES DE FUNCAO RENAL E HEPATICA

Para avaliar um possivel efeito toxico do tratamento com vitaminas C, E ou C+E, foi
determinado, em plasma, as atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama-glutamiltranspeptidase (GGT), bilirrubina direta e total, e
creatinina. Como controle, foi feita a determinacdo dessas atividades no plasma dos animais
que receberam administracdo de veiculo. As determinacgdes acima descritas foram realizadas

por meio de kits comerciais (LABTEST), seguindo as recomendac6es do fabricante.

4.10 TECNICA DE HEMATOXILINA E EOSINA

Para avaliar a morfologia dos hepatdcitos, foi empregada a técnica de hematoxilina e
eosina. Inicialmente realizou-se a desidratacdo das amostras em solucBes alcodlicas de
concentragdes crescentes: alcool 96° (duas trocas a cada uma hora) e alcool 100° ( trés trocas a
cada uma hora). Ao término deste procedimento, as amostras foram submetidas a 3 banhos
em parafina, cada um com durac¢do de uma hora. Em seguida, cada amostra foi montada em
bloco de parafina. Apos o endurecimento da parafina, o bloco de parafina contendo a amostra
de tecido foi seccionado em microtomo (Leitz). Os cortes de 10 pum de espessura foram
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montados em l&minas albuminizadas. Apo6s secagem em estufa a 37 °C (ROMEIS, 1928), as
laminas contendo os cortes de figado foram hidratadas e, em seguida, colocadas em solucdo
de hematoxilina de Mayer (0,5 g de Hematoxilina, 100 mg de lodato de Sodio, 25 g de
alimen de Potassio, 0,5 g de acido citrico, 25 g de hidrato de cloral dissolvidos em 500 mL de
agua destilada) por 8 minutos, em temperatura ambiente. Ao término deste periodo, as
laminas foram lavadas em agua corrente, por 20 minutos e, em seguida, colocadas, por 15 a
30 segundos, em solucdo de eosina 0,5% (500 mg de eosina dissolvida em 100 mL de agua
destilada). A seguir, as laminas passaram rapidamente por alcool 95% e 100%, seguida de
duas passagens em xilol, tendo cada uma delas duracdo de 1 minuto. Ao término destas
etapas, as laminas foram montadas com Entellan e laminulas. Os cortes corados foram
examinados e fotografados através do fotomicroscopio NIKON OPTIPHOT-2 equipado com
camera fotografica NIKON FX-35DX.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Previamente a realizagdo do estudo se fez o calculo do “n” (nimero minimo de
animais) utilizando o software WIN PEPI, versdo 9.1 . Este calculo foi baseado na anélise da
atividade enzimatica da GST em animais tratados com vitaminas C e E, utilizando-se os dados
mostrados por KASHIF et al. (2004), e em resultados de parametros nociceptivos (LU et al.,
2011). Foi estabelecido um nivel de significancia de 0,05, poder estatistico de 95%,
assumindo uma perda de 10% para esse estudo.

Para a andlise estatistica dos dados, inicialmente foi avaliado se os valores eram
paramétricos. Sendo paramétricos, os resultados dos testes de von Frey e da placa gquente
foram analisados pelo emprego de ANOVA de medidas repetidas, seguido do pds-teste de
Tukey. Para a andlise dos resultados do IFI, dos pardmetros oxidativos e nitrosativos e de
proteinas de sinalizacdo, a comparacdo dos resultados se deu mediante emprego do teste de
analise de variancia (ANOVA) de duas vias (1- lesdo; 2 - tratamento). Havendo diferenca
estatisticamente significativa, foi utilizado o pos-teste de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou P < 0,05 (software
Statistica Stat soft ). Os dados foram apresentados como média + erro padréo.
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4.12 DISPOSICAO FINAL DOS RESIDUOS DA PESQUISA

Residuos quimicos
Os residuos quimicos foram acondicionados em embalagem adequada, previamente
identificada, e encaminhados ao Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos da

UFRGS para procedimento correto de sua eliminag&o.

Residuos bioldgicos
O lixo biologico, ap6s acondicionamento correto e identificacdo, foi encaminhado ao

CREAL do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude para sua devida eliminacéo.
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5. RESULTADOS

5.1 ArTIGO 1

Este artigo mostra os efeitos temporais da administracdo de vitaminas C e E, isoladas
ou juntas, sobre parametros nociceptivos em ratos com CCI. Nesse artigo € apresentado ainda
o0 efeito do tratamento administrado por vias oral e intraperitoneal, e do uso combinado de
vitaminas C+E concomitante a gabapentina. O artigo apresenta ainda a duracdo do efeito
antinociceptivo das vitaminas ap6s o término do periodo de 3 e 10 dias de administracGes
diarias; o resultado das andlises dos indicadores de funcdo hepatica e renal; e parametros
oxidativos avaliados em nervo isquiatico lesionado e figado. Este artigo foi publicado na
revista Brain Research Bulletin em fevereiro de 2016.

Citacdo do artigo: RIFFEL, A. P. K. et al. Systemic administration of vitamins C and
E attenuates nociception induced by chronic constriction injury of the sciatic nerve in rats.
Brain Research Bulletin, 2016. v. 121, p. 169-177.

Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.brainresbull.2016.02.004>.
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Antioxidants have been tested to treat neuropathic pain, and a-Tocopherol (vitamin E—vit. E) and ascorbic
acid (vitamin C—vit. C) are potent antioxidants. We assessed the effect of intraperitoneal administration
of vit. C (30 mg/kgfday) and vit. E (15 mg/kg/day), given alone or in combination, on the mechanical and
thermal thresholds and the sciatic functional index (SFI) in rats with chronic constriction injury (CCI) of
the sciatic nerve. We also determined the lipid hydroperoxides and total antioxidant capacity (TAC) in
the injured sciatic nerve. Further, we assessed the effects of oral administration of vit. C+vit. E (vit. C+E)
and of a combination of vit. C+E and gabapentin (100 mg/kg/day, i.p.) on the mechanical and thermal
thresholds of CCI rats. The vitamins, whether administered orally or i.p., attenuated the reductions in
the mechanical and thermal thresholds induced by CCl. The antinociceptive effect was greater with a
combination of vit. C+E than with each vitamin given alone. The SFI was also improved in vitamin-
treated CCI rats. Co-administration of vit. C+E and gabapentin induced a greater antinociceptive effect
than gabapentin alone. No significant change occurred in TAC and lipid hydroperoxide levels, but TAC
increased (45%) while lipid hydroperoxides decreased (38%) in the sciatic nerve from vit. C + E-treated CCI
rats. Thus, treatment with a combination of vit. C + E was more effective to treat CCl-induced neuropathic
pain than vitamins alone, and the antinociceptive effect was greater with co-administration of vit. C+E
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Thermal threshold
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Antioxidant

Lipid peroxidation
Oxidative stress

and gabapentin than with gabapentin alone.

@© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The role of reactive oxygen species (ROS) has been emphasized
in the generation of neuropathic pain (Treede et al., 2008; Guedes
et al., 2006), pain arising as a direct consequence of a lesion or dis-
ease affecting the somatosensory system (Treede et al,, 2008). Based
on these findings, some dietary antioxidants have been tested for
their clinical efficacy in treating neuropathic pain because they
tend to be safe and well tolerated (Areti et al., 2014). a-Tocopherol
(vitamin E—vit. E) and ascorbic acid (vitamin C—vit. C) are potent
antioxidants with high biological activity (Warzyniak et al., 2013)
and widely accepted by the general public (Traber and Stevens,
2011).Vit.Eis a potent lipophilic chain-breaking antioxidant, found
in biological membranes (Bruno et al., 2006), and also acts on
inflammatory mediators (Garelnabietal., 2012; Wuetal.,2001)and
signalling molecules involved in nociception (Naziroglu and Ozgtil,

* Corresponding author at: Departamento de Fisiologia, Instituto de Ciéncias Basi-
cas da Sadde, UFRGS, Rua Sarmento Leite, 500, 90050-170 Porto Alegre, RS, Brazil.
E-mail address: anaplr@gmail.com (A.P.K. Riffel).

http://dx.doi.org/10.1016/j.brainresbull.2016.02.004
0361-9230/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

2013; Hedge et al., 2012). a-Tocopherol is its most active isomer,
and is rapidly depleted in the body, requiring regeneration through
other antioxidants present in the water-soluble portion of the cell,
such as ascorbate (Halliwell, 2006). The latter is the monovalent
anion of vit. C (L-ascorbic acid), an effective water-soluble antioxi-
dant (Rice, 2000) and an essential cofactor in numerous enzymatic
reactions (Takanaga et al., 2004 ). There is evidence that vit. Chas an
antinociceptive effect (Okubo et al,, 2012; Schencking et al., 2010).

A previous study showed that the systemic administration
of a combination of vit. C+vit. E inhibited the early behavioral
responses to formalin injection and neuropathic pain behavior
after peripheral-nerve injury (Lu et al., 2011). This study used
spared nerve injury as a neuropathic pain model. One of the most
commonly employed animal models of neuropathic pain is the
chronic constriction injury (CCI), which simulates the symptoms of
chronic nerve compression that correspond to causalgia or complex
regional pain syndrome in patients (Jaggi et al., 2011; Klusidkova
and Dubovy, 2009). According to Jaggi et al. (2011), each animal
model has been created with specific methodology, and the results
tend to vary widely with slight changes in methodology to induce
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Fig. 1. Assessmentof mechanical (a, b, c) and thermal (d, e, f) thresholds in rats with CCI of the sciatic nerve, which received vehicle, vit. C (30 mg/kg/day), vit. E (15 mgfkg/day)
or a combination of these vitamins (vit. C+E), intraperitoneally (i.p.), for 10 days. Data represent mean + SEM. "Indicates significant difference compared to pre-nerve lesion
values (repeated-measures ANOVA followed by Tukey post-hoc test, n=6, P<0.05). Naive vehicle, saline-treated naive rats; Naive vit. C, vit. C-treated naive rats; Naive vit. E,
vit. E-treated naive rats; Naive vit. C+E, vit. C+E-treated naive rats; Sham vehicle, saline-treated sham rats; Sham vit. C, vit. C-treated sham rats; Sham vit. E, vit. E-treated
sham rats; Sham vit. C+E, vit. C+ E-treated sham rats; CCl vehicle, saline-treated CClI rats; CCl vit. C, vit. C-treated CCI rats; CCl vit. E, vit. E-treated CCl rats; CCl vit. C+E, vit.

C+E-treated CCl rats. The days after surgery are represented on the x-axis.

pain; therefore, it is essential that data from different pain mod-
els be reported and interpreted in the context of the specific pain
model. Thus, our study assessed the effect of intraperitoneal (i.p.)
administration of vit. C (30 mg/kg/day), vit. E (15 mg/kg/day) and
vit, C+vit. E (vit. C+E), in the same doses, given for 3 and 10 days,
on the mechanical and thermal thresholds of rats submitted to CCI
of the sciatic nerve. In addition, we analyzed the sciatic functional
index (SFI), as a proof of functional recovery post-nerve lesion, as
well as the lipid hydroperoxides and the total antioxidant capacity
(TAC) in the injured sciatic nerve.

We also assessed the effects of oral administration of vit. C+E
and co-administration of vit. C+ E with gabapentin (100 mg/kg/day,
i.p.) on the mechanical and thermal thresholds, using the
same treatment time periods described above. Co-administration
was used because the co-administration of ascorbic acid and
other analgesic drugs (morphine and tramadol) provide a better
antinociceptive effect than individual drugs (Zeraati et al., 2014).
Gabapentin was used because it is often used as an analgesic to
control neuropathic pain (Hamidi et al, 2014; Magrinelli et al.,
2013). Our study also evaluated the effect of the administration

56
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of the vitamins alone or in combination on blood parame-
ters, including gamma-glutamyltransferase (gamma-GT), aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), bilirubin,
and creatinine. We also measured the activity of glutathione-
S-transferase (GST), enzyme that plays a major part in the
detoxification of xenobiotics (Maher, 2006), lipid hydroperoxides
and TAC in the liver; as well as the hepatocyte morphology. The
plasma and hepatic parameters was assessed in naive rats to reveal
possible side effects of the treatment.

2. Materials and methods
2.1. Experimental animals

All animal procedures were approved by the Ethics Committee
of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (#23352). Adult
male Wistar rats, weighing 200-250 g, were divided into three
experimental groups (Naive, Sham and CCI), and each was further
divided into four subgroups (n=12/subgroup), which received vit.C
(30 mg/kg/day - L-Ascorbic Acid, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), vit. E (15mg/kg/day — DL-alpha-tocopherol acetate, Sigma
Chemical Co.), a combination of these vitamins in the same doses
(vit. C+vit.E) or vehicle for 3 and 10days (n=6/each treatment).
The vitamins were freshly prepared in saline or drinking water con-
taining 1% Tween 80. Saline or drinking water containing 1% Tween
80 were used as vehicles. The administration started on the day of
surgery (after recovery from anesthesia) and was performed daily
at 17:00 h by the same experimenter.

The experiments are described separately below, in the
sequence in which they were performed.

Experiment 1: Naive, sham and CCI rats received vehicle, vit. C,
vit. E or vit. C+E, i.p., for 3 and 10 days. The mechanical and ther-
mal thresholds were assessed before the surgical procedure (Day
0)and 3, 5, 7 and 10 days after the injury. The SFI and biochemical
parameters were assessed in all groups at days 3 and 10. Plasma
and hepatic parameters were assessed in the naive group at day
10.

Experiment 2: CCI rats received vehicle, vit. C, vit. E or vit. C+E,
i.p., for 3 and 10 days. After treatment for 3 days, the adminis-
tration was stopped and the mechanical and thermal thresholds
were assessed each day until the levels returned to those found in
vehicle-treated CCI rats. We then restarted the administrations of
vitamins, which were maintained for 10 days. After this period, the
administration stopped and the mechanical and thermal thresholds
were assessed daily until they returned to those found in vehicle-
treated CCI rats.

Experiment 3: CCI rats received, diluted in drinking water,
vit.C+E for 10 days. The mechanical and thermal thresholds were
assessed before the surgical procedure (Day 0) and 3 and 10days
after the injury.

Experiment 4: CCl rats were divided into two experimen-
tal groups, which received gabapentin (100 mg/kg/day, i.p.) or
gabapentin (i.p.) + vit.C+E (oral) for 10 days. The mechanical and
thermal thresholds were assessed as in experiment 3.

2.2. Induction of peripheral neuropathy by CCI

CClwas performed based on the procedure described by Bennett
and Xie (1988). After anesthesia (90 mg/kg ketamine and 10 mg/kg
xylazine), the right common sciatic nerve was exposed via a
mid-thigh incision. Proximal to the sciatic trifurcation, the nerve
was freed of adhering tissue for about 7 mm, and four ligatures
(4.0 Shalon Chromic Catgut) were tied loosely around it, with a
1.0-1.5mm interval between each ligature. After nerve ligation,
the muscle and skin layer was immediately sutured with thread

and a topical antibiotic applied. To expose the sciatic nerve in Sham
rats, all surgical procedures involved in CCl were used except the
ligature.

2.3. Behavioral assessment

Mechanical threshold was assessed by electronic von Frey appa-
ratus (Insight, Brazil). A positive response was indicated by an
abrupt withdrawal of the paw, and the intensity of the pressure
was automatically recorded (in grams). A single trial consisted of
five applications of the plastic tip, once every 5-10s. The mean of
five readings was taken as the threshold for a particular timing trial.
Thermal threshold was measured by placing the rats on a hot plate
maintained at 50 °C. Withdrawal latency was considered when the
animal jumped or licked a hind paw, independently of the side. A
cutoff time of 30 s was employed to prevent tissue injury. Behav-
ioral assessments were conducted at the same time of day (08:00 h)
and by the same experimenter.

2.4. Sciatic functional index (SFI)

Recovery of right hindlimb locomotor activity was monitored
by analysis of the free walking pattern according to De Medinaceli
et al. (1982). The rats’ footprints were used to determine the fol-
lowing measurements: (1) distance from the heel to the third toe,
the print length (PL); (2) distance from the first to the fifth toe,
the toe spread (TS); and (3) distance from the second to the fourth
toe, the intermediate toe spread (ITS). The 3 measurements were
obtained from the experimental (E) and normal (N) sides. Several
prints of each foot were obtained on each track, but only 3 prints of
each foot were used to determine the mean measurements on the
experimental and normal sides. These means were included in the
sciatic functional index (SFI) formula.

SFI = —38.3(EPL — NPL)/NPL + 109.5(ETS — NTS)/NTS
+13.3(EIT = NIT)/NIT — 8.8

The result was considered an index of the functional conditions
of the sciatic nerve, where zero (+11) represents the normal func-
tion and about —100 represents the loss that results from CCI. The
tests were conducted at the same time of the day (07:00 h) by the
same experimenter.

2.5. Tissue sample preparation

At the end of experiment 1, rats were killed by decapitation,
and blood, liver and a segment (=7 mm) of the sciatic nerve located
above the injury site were promptly collected. The blood was cen-
trifuged for 15 min at 1000g and the plasma used to determine
gamma-GT, AST, ALT, total and direct bilirubin and creatinine. Com-
mercially available kits (LABTEST) were used for these assays.

Sciatic nerves and a portion of liver were homogenized in 1.15%
KCl diluted 1:5 (w/v) and containing 1 mmol/L phenylmethylsul-
fonyl fluoride. Homogenates were centrifuged at 1000 x g for 20 min
at4°C. The supernatant fraction obtained was frozen at —60°C and
used for the assays of oxidative parameters. Another portion of the
liver was immersed in Bouin solution, embedded in paraffin, and
cut into 10 pm sections, which were stained using the hematoxylin
and eosin method.

2.6. Determination of the biochemical parameters

The lipid hydroperoxides were measured by oxidation of Fe2*
by LOOH in an acid medium containing xylenol orange dye, which
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forms a complex with Fe3”, as described by Jiang et al. (1991).
Results are expressed in nmol g tissue !,

The total antioxidant capacity (TAC) was determined with 2,2-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) acid radical cation
(ABTS**), which in an acid medium is decolorized by antioxidants,
according to their concentration and antioxidant capacity (Erel,
2004), Results are expressed in mmol eq trolox g tissue™".

GST activity, expressed as pmol min mg tissue~', was measured
by the rate of formation of dinitrophenyl-S-glutathione at 340 nm
(Habig et al., 1974).

2.7. Statistical analysis

Biochemical results and SFI were analyzed by three-way ANOVA
(factors: lesion, treatment and time). Behavioral parameters were
compared by two-way ANOVA (factors: treatment and time)
(experiment 2) and two-way repeated-measures ANOVA (other
experiments). The post-hoc Tukey test was used in all comparisons.
Differences were considered statistically significant when p was
<0.05. All statistical analyses were carried out with the software
Statistica 7.0.

3. Results
3.1. Behavioral assessment

The mechanical (Fig. 1a and b) and thermal thresholds (Fig. 1d
and e) did not change significantly in the naive and sham groups.
After CCI, rats exhibited increases in the mechanical (Fig. 1c) and
thermal (Fig. 1f) sensitivities at day 3. The mechanical threshold
of the vehicle-treated CCI rats decreased 78.5% compared to pre-
nerve lesion levels. The same response was found at days 5, 7 and
10. At 3 days after CCl, the reduction was 54.7% in the mechanical
threshold of the vit. C + E-treated rats, compared to pre-nerve lesion
levels. The reduction was 65% and 62% in CCI rats that received vit.
Corvit. E, respectively. Comparing vehicle and vitamin-treated CCI
rats, vit. C + E-treated rats showed an improvement of 102% in the
mechanical threshold at day 3, whereas the percentages were 124%
and 137% at days 7 and 10, respectively. At day 3, the percentages
were 58% and 93% with vit. C or E, and day 10 were 97% and 83%,
respectively. The changes in the thermal threshold were similar to
those in the mechanical threshold (Fig. 1f).

After 3 days of i.p. vit. C+E administration, the antinociceptive
effect persisted for 2 days (Fig. 2a). When vit. C+E was admin-
istered for 10days and then stopped, the antinociceptive effect
persisted for 4 days. After administration of vit. C or vit. E for 3
days, no antinociceptive effect persisted after the end of the treat-
ment. When these vitamins were administered for 10 days and then
stopped, the antinociceptive effect persisted for 2days in the CCI
rats that received vit. C, but 3 days in those treated with vit. E.

Thermal threshold was increased after the end of the vitamin
administration only in vit. C+E-treated-CCl rats. After treatment
for 3 days, an antinociceptive effect was apparent 1day after the
end of the administration. When CClI rats received vit. C+E for 10
days, the antinociceptive effect persisted for 2 days (Fig. 2b).
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Fig. 2. Assessment of mechanical (a) and thermal (b) thresholds in CCI rats which
received vehicle, vit. C (30 mg/kg/day), vit. E (15 mg/kg/day) or a combination of
these vitamins (vit. C+E), intraperitoneally (i.p.), for 3 and 10 days. After treatment
for 3 days, the administration stopped and the mechanical and thermal thresh-
olds were assessed daily (days 4, 5 and 6) until the values returned to those found
in vehicle-treated CCl rats (day 6). At day 7, the administration of vitamins was
resumed and continued for 10 days (7-16). When the administration stopped, the
mechanical and thermal thresholds were assessed daily (days 17-21) until they
returned to those found in vehicle-treated CCl rats (day 21). The arrows correspond
to the beginning of the administrations. The break in x axis corresponds to days of
the second treatment period (7-16). Data represent mean + SEM. "Indicates signif-
icant difference compared to the other groups at the same time point. *Indicates
significant difference compared to the groups that received only the vehicle at the
same time point (two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test, n=6, P<0.05).
Day 0 in x axis corresponds the media before the surgery.

The oral administration of vit. C + E also induced antinociception
in CClI rats. There was a reduction of around 60% in the mechanical
threshold after 3 days of treatment, while the reduction was 52%
at day 10, when compared to the pre-nerve lesion level (Fig. 3a).
For the thermal threshold (Fig. 3b), the reduction was 20% at day
3, compared to baseline values, but was similar to the pre-nerve
lesion level at day 10.

Similarly to another study (Hamidi et al., 2014), administration
of gabapentin induced antinociception in CCI rats. This effect was
found at days 3 and 10 (Fig. 3c and d). The decline in the mechani-
cal threshold of the gabapentin-treated CCI rats was 49% at days 3
and 10 compared to the baseline. The decline in this threshold was

Table 1
Effect of vitamin C (vit.C), vitamin E (vit. E) and vit. C+E administrations on plasmatic parameters in naive rats.
Vehicle Vit. C Vit. E Vit. C+E

AST (U/L) 21386647 25220+15.69 242801364 210.13+£10.55
ALT(U/L) 30.30+4.47 40+4.93 39.52+3.10 2960£5.13
Gamma Gt (UjL) 19.28+£7.50 29.31+8.53 28.23+£942 21.83£4.07
Total bilirrubin (mg/dL) 0.16+0.03 0.13+0.01 0.24+£0.02 0.15+0.02
Direct bilirrubin (mg/dL) 0.10+£0.02 0.08+0.01 0.09+0.01 0.07+0.01
Creatinine (mg/dL) 098 +0.06 0.99+0.09 1+0.04 1.09+0.01

Data represent mean + 5.E. n=6 rats/group. AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; Gamma GT, gamma-glutamyltranspeptidase.
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Fig. 3. Assessment of mechanical (a,c) and thermal (b,d) threshold in CCI rats which received, diluted in drinking water, a combination of vit. C+E (30 mg/kg/day and
15 mg/kg/day, respectively)(a and b) or co-administration of vit. C + E (30 mg/kg/day and 15 mg/kg/day, respectively, orally) and gabapentin (100 mgfkg/day, intraperitoneally)
(cand d) for 10 days. Data represent mean + SEM. ‘Indicates significant difference compared to pre-nerve lesion values. *Indicates significant difference in the same group
after3 days. ' Indicates significant difference between groups at the same time point [repeated-measures ANOVA followed by Tukey post-hoc test, n=6, P<0.05).

only around 45% and 37% in gabapentin +vit. C+E-treated CCI rats
at days 3 and 10, respectively, compared to the baseline. For the
thermal threshold, the decrease was 26% at day 3 and 7% at day 10
compared to the baseline. The administration of gabapentin +vit.
C+Einduced a decrease in this threshold of around 22% at day 3. At
day 10, the value found was similar to that for the baseline. Thus,
the co-administration of vit. C+E and gabapentin induced around
12% and 26% improvement in the mechanical and thermal thresh-
olds at days 3 and 10, respectively, compared to gabapentin alone
(Fig. 3c and d). The percent was 30% and 16% in the mechanical
threshold at days 3 and 10, respectively, when compared to oral
administration of vit. C+E alone.

3.2. Effects on SFI

The SFI did not show significant changes in naive (Fig. 4a) and
sham (Fig. 4b) rats. CCI, in turn, decreased SFI. No sign of functional
recovery was observed in vehicle-treated CCI rats at days 3 and
10 (Fig. 4c). Vitamin administration induced a significant improve-
ment in the SFI at day 10, which was 16%, 23% and 24% in vit. C, vit.
E and vit. C+E-treated CCl rats, respectively, compared to vehicle-

treated CCI rats. Gabapentin induced improvement of 13% in the
SFI, whereas the percentage was around 33% in gabapentin + vit.
C+E-treated CCl rats, compared to vehicle-treated CCl rats. The SFI
was —67.69 + 3.40 in gabapentin-treated CCI rats, while this index
was —51.70+4.26 in gabapentin +vit. C+E-treated CCI rats (data
not shown).

3.3. Effects on biochemical parameters

The TAC (Fig. 5a) and lipid hydroperoxides (Fig. 5b) showed no
significant changes in the injured sciatic nerve. However, the TAC
increased by around 30% in the nerve from CCl rats that received vit.
€(2.93 +0.18 mmol eq trolox g tissue~"' ) or vit. E(2.93 + 0.21 mmol
eq trolox g tissue ') for 10 days, while the increase was around
45% (3.26 +0.08 mmol eq trolox g tissue™ ') in vit. C+E-treated
CClI rats, compared to vehicle-treated CCI rats (2.25+0.14 mmol
eq trolox g tissue). The lipid hydroperoxides decreased by around
22% (1.49 £ 0.08 nmol g tissue-1), 8% (1.75+0.23 nmol g tissue-!)
or 38% (1.18 £0.07 nmol g tissue-!) in the nerve from CCI rats that
received vit. C, vit. E or vit. C + E, respectively, for 10 days, compared
to vehicle-treated CCI rars (1.90 + 0.12 nmol g tissue-1).

Table 2
Effect of vitamin C (vit. C), vitamin E (vit. E) and vit. C+E administrations on oxidative parameters in liver of naive rats.
Vehicle Vit. C Vit.E Vit. C+E
TAC  (uM eq. Trolox g tissue™") 0.43+£0.05 0.51+0.02 0.61+£0.01 0.64+£0.02
Lipid Hydroperoxides(nmol g tissue™') 23605 1.57+0.24 1.94+0.62 1.78+£0.50
GST (pmol/min/mg tissue) 177015 1.44+0.09 1.49+0.14 1.53+0.06

Data represent mean = S.E. n= 6rats/group. TAC, total antioxidant capacity; GST, glutathione-S-transferase.
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Fig.4. Functional recovery assessed by the Sciatic Functional Index (SF1) in CCI rats,
which received vehicle (saline), vit. C (30 mg/kg/day), vit. E (15 mg/kg/day) or a
combination of these vitamins (vit. C+E), intraperitoneally (i.p.), for 3 and 10 days.
On the Y axis, the results are expressed in units, and 0 indicates normality and —100
the total absence of functionality. Data represent mean =+ SEM. *Indicates significant
difference compared to saline-treated CCl group (Three-way ANOVA followed by
Tukey post-hoc test, n=6, P<0.05).

3.4. Effects on plasma and histopathological parameters

Plasma AST, ALT, Gamma Gt, total bilirubin, direct bilirubin and
creatinine levels did not show significant changes with vitamin
administrations (Table 1). Similarly, the vitamins did not induce
significant changes in TAC, lipid hydroperoxides and GST activity in
liver from naive rats (Table 2). The morphology of the hepatocytes
did not change with the vitamin treatment (Fig. G).

4. Discussion

We used rats as the experimental model because these animals
are the most frequently used laboratory animals for experimental
models of peripheral neuropathic pain (Jaggi et al., 2011; Klusakova
and Dubovy, 2009). Rats can synthesize their own ascorbic acid
(Rice, 2000). With oral (gavage) dosing (0.5 mg per gram of body
weight), initial plasma ascorbate concentrations of 50 wM did not
increase to >100 M. This was similar to findings for tight control
of ascorbate concentrations in humans. Intraperitoneal injection

results suggest that these vitamins given in combination have an
antinociceptive effect in different neuropathic pain models. How-
ever, whereas Lu et al. (2011) found no antinociceptive effect
with vit. C or vit. E administration, an antinociceptive effect was
observed in the present study, and by other authors using different
neuropathic pain models such as alcohol-induced peripheral neu-
ropathy (Tiwari et al., 2012), sciatic nerve crush injury (Morani and
Bodhankar, 2010) and streptozotocin-diabete peripheral neuropa-
thy (van Dam et al., 1999). Although further studies are needed
to explain the difference, the different pain models used should
be considered. Each animal model has been created with a spe-
cific methodology, and the results tend to vary widely with slight
changes in methodology (Jaggi et al., 2011).

Interestingly, the differences in the experimental protocol
appear not to have affected the results when vitamins were given in
combination. A possible explanation may be the greater antinoci-
ceptive effect of the vitamins when in combination than alone. As
suggested by Lu et al. (2011), this may be due to a synergistic effect
of the vitamins in combination. Vit. C functions to regenerate vit.
E from its radical form (Parl et al., 2013). The vit. C+E adminis-
trations may have enabled the storage of vit. E in adipose tissue
and a cumulative effect of this vitamin. This may have induced the
maintenance of a long-term antinociceptive effect after the vit. C+E
administration ended.

While no antinociceptive effect was found at the end of the
treatment when vit. C or vit. E were used for a short time, this
effect persisted for some days after the longer treatment. The effect
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Fig. 6. Cross sections of the liver from naive rats that received vehicle (saline) (a), vit. C (30 mg/kg/day) (b), vit. E (15 mg/kg/day) (c) or a combination of these vitamins (vit.
C+E) (d), intraperitoneally, for 10 days. Note the morphological similarity of hepatocytes stained with hematoxylin and eosin. Calibration bar: 30 pm (a-d).

was more lasting for vit. E than vit. C. Since vit. E is fat-soluble
and plays a critical role in protection against lipid peroxidation
(Park et al,, 2013), storage of this vitamin in adipose tissue may
have contributed to its more-lasting antinociceptive effect. ROS
are increased in neuropathic pain conditions (Areti et al,, 2014;
Treede et al,, 2008; Guedes et al., 2006), and antioxidant agents
appear to play arole in the attenuation of this pain (Talkanaga et al.,
2004). Because vit. C is water-soluble and easily excreted in the
urine (Chen et al., 2007), the tight control of this vitamin likely con-
tributed to the short duration of the antinociceptive effect after the
end of the treatment. However, it has been suggested that several
potential functions of vit. C, including antioxidation and neuro-
modulation, may play an important role in pain relief (Kiabi et al.,
2013).1tis likely that the administration of vit. C for a longer period
induced a higher activation of these functions, which may have con-
tributed to maintain the antinociceptive effect after the end of the
treatment.

Accumulating evidence indicates that the reduction of ROS by
administration of scavengers or antioxidant compounds attenuates
the nociceptive behavior in various animal models of neuropathic
pain (Park etal,, 2013; [Kabietal.,, 2013; Kim etal., 2012). Although
administration of vit. C, vit. E or vit. C+E did not induce signif-
icant changes in lipid peroxidation and TAC in the sciatic nerve
from CCI rats, the percentage of changes in these parameters after
vitamin administrations does not permit us to exclude the possi-
bility of this relationship. However, other effects of the vitamins
need to be considered. Studies have suggested that vit. C and vit.
E produce antinociception by their effects on the central nervous
system (Park et al., 2013; Kim et al., 2012). Although our study was
designed to demonstrate the behavioral effects of vit. C,E and C+E
administration, we cannot exclude the role of the central actions
of these vitamins on antinociception. Other functions of the vita-
mins such asdecrease in biomarkers of inflammation (Oliveiraetal.,
2012; Libinaki et al., 2010), inhibition of the macrophage migration
inhibitory factor (Hedge et al., 2012) and Cg,3.2 isoform of T-type

calcium channels (Nelson et al., 2007) may also have contributed
to the antinociception.

Our neuropathic pain model reproduced classical symptoms of
allodynia and impairment of motor function (Santos et al., 2014).
However, the animals that received vitamins showed some recov-
ery in this parameter. Since it was suggested that the CCl-induced
foot deformities are most likely attributable to spontaneous ongo-
ing pain rather than to mechanical allodynia (Nakazato-Imasato
and Kurebayashi, 2009), the recovery in SFI may be related to atten-
uation of the spontaneous ongoing pain.

Recently, it was demonstrated in mice that co-administration of
ascorbic acid and morphine or tramadol induced a better antinoci-
ceptive effect than the individual drugs (Zeraati et al., 2014). The
intrathecal injection of combined gabapentin and vit. E significantly
reduced nociceptive behaviors in rats (IKim et al., 2012). To our
knowledge, this is the first demonstration that co-administration
of gabapentin and vit. C+E induces higher attenuation in neuro-
pathic pain by CCI than gabapentin alene. Since CCI model has
helped to open new avenues of research into the mechanisms of
all forms of neuropathic pain and the search for effective treat-
ments (Jaggi et al.,, 2011), the demonstration of a higher degree of
antinociception with co-administration of vit. C+E together with
gabapentin suggests that this combination could be beneficial in
the treatment of neuropathic pain. Despite the exact mechanism by
which gabapentin alleviates pain is poorly understood, it has been
suggested two pathways: «-28 Ca2* channels and interleukin-10-
Heme Oxygenase-1 signalling pathway (Stoiceaetal., 2015; Kukkar
etal, 2013).Gabapentin also decrease excitatory amino acid trans-
porter 3 (Gil et al., 2015). A cooperation of these mechanisms with
those of the vitamins could explain the better antinociceptive effect
with the co-administration of gabapentin and vit. C+E. Our find-
ing that the antinociceptive effect persisted after the end of the
treatment with vit. C+E suggests that daily treatment with both
vitamins may not be necessary after the initial treatment. This could
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reduce the possibility of further side effects with daily treatment
with both vitamins for long periods.

However, our study used an animal model, and the results need
to be confirmed in human subjects because of possible differences
in responses. One difference is the metabolic rate between rats and
humans. But 15mg of vit. E per rat would correspond to 3 g for
a 60-kg human, a dose that is within the range used clinically in
humans (2000-5000 [U of vit. E or about 2-5g) (Park et al., 2013).
According to these authors, the amount of vit. C that can be used
safely in adult humans is twofold higher than that of vit. E. The
lack of significant changes in the plasma and hepatic indicators and
hepatocyte morphology appears to indicate that the vitamins had
no toxic effect on naive rats, which raises the possibility of clinical
use of vit. C+E as an adjuvant to treat neuropathic pain. However,
it is necessary to analyze the effect of the vitamins, principally vit.
C, on tissues. This vitamin is a prooxidant agent in tissue, but not
in blood (Chen et al., 2007).

In conclusion, our results support the antinociceptive effect of
vit. C, vit. E and vit. C+E, and showed, for the first time, that the
intraperitoneal and oral administration of vit. C + E induces greater
antinociception than vit. C or vit. E given alone in rats with CCI-
induced neuropathic pain. The antinociceptive effect is maintained
for some days after the end of the treatment with vitamins. Again,
the effect persisted longer in CCI rats that received vit. C+E than
in those treated with vit. C or vit. E. Co-administration of vit. C+E
and gabapentin produced a greater antinociceptive effect than the
drug given alone. Thus, the treatment with a combination of vit.
C+E appears to be more effective to treat CCl-induced neuropathic
pain than the vitamins individually. Since the identification of new
molecules with potential activity to attenuate pain could aid in the
development of improved therapies to treat neuropathic pain, our
study suggests that treatment with vit. C+E may be an option to
decrease the dosage of drugs used to treat neuropathic pain, and
thus, can lead to less side effects of these drugs in patients suffering
from neuropathic pain.
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Abstract

Vitamin E (vit. E) and vitamin C (vit. C) are antioxidants that inhibits nociception. It is
unknown the effect of these vitamins on oxidative-stress markers in the spinal cord of rats
with chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve, one of the most commonly
employed animal models of neuropathic pain, This study investigated the effect of
intraperitoneal administration of vit. E (15 mg-kg'-day™) and vit. C (30 mgkg'-day™),
given alone or in combination, on spinal-cord oxidative-stress markers in CCI rats. Adult
males Wistar rats weighing 200-250 g were equally divided into the following groups: Naive
(rats did not undergo surgical manipulation); Sham (rats in which all surgical procedures
involved in CCI were used except the ligature), and CCI (rats in which four ligatures were
tied loosely around the right common sciatic nerve), which received injections of vitamins or
vehicle (saline containing 1% Tween 80) for 3 or 10 days (n=6/each group). The vitamins
prevented the reduction in total thiol content and the increase in superoxide-anion generation
that were found in vehicle-treated CCI rats. While nitric-oxide metabolites increased in
vehicle-treated CCI rats 3 days after surgery, these metabolites did not show significant
changes in vitamin-treated CCI rats. In all rats, total antioxidant capacity and hydrogen-
peroxide levels did not change significantly. Lipid hydroperoxides increased 25% only in
vehicle-treated CCI rats, These changes may contribute to vit. C and vit. E-induced
antinociception, because scavenging ROS seems to help normalize the spinal-cord oxidative

status altered by pain.

Key words: Total thiol, Superoxide anion generation; Nitric oxide; Lipid hydroperoxides;

Hydrogen peroxide; Total antioxidant capacity
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Introduction

Neuropathic pain, which arises as a direct consequence of a lesion or disease affecting the
somatosensory system, affects 6.0-10% of the population and negatively impacts the quality
of life (1). The pathophysiological mechanisms of this pain are not fully understood. The lack
of effective analgesics has impelled a continuing search to find novel molecules that have
beneficial effects in the management of neuropathic pain. Since reactive oxygen species
(ROS), which include superoxide radicals, hydroxyl radicals, hydrogen peroxide (H,O,),
nitric oxide (NQO) and peroxynitrite play an important role in neuropathic pain (2), antioxidant
agents have been tested to treat this pain (3,4).

Recently, we demonstrated that treatment with a combination of vitamin C (vit. C) plus
vitamin E (vit, E), which are potent dietary antioxidants (5), was more effective in treating
chronic constriction injury (CCI)-induced neuropathic pain than these vitamins individually,
which also showed an antinociceptive effect when given alone (6). In addition, these authors
showed that co-administration of vit. C plus vit. E and gabapentin (an analgesic to treat
neuropathic pain) induced a greater antinociceptive effect than gabapentin alone. Rats with
CCI are one of the most commonly employed animal models of neuropathic pain, as CCI
simulates the symptoms of chronic nerve compression that cotrespond to causalgia or
complex regional pain syndrome in human patients (7).

According to Riffel et al. (4), the administration of vits. C plus E induced changes in
oxidative parameters in the injured sciatic nerve. In CCI rats that received the combination of
vitamins, the total antioxidant capacity (TAC) increased (45%), while lipid hydroperoxide
levels (a marker of pro-oxidant status) decreased (38%). However, this study did not assess
oxidative parameters in the lumbosacral spinal cord, the region where most afferent fibers of

the sciatic nerve enter. Evidence suggests that the main action site for ROS in neuropathic
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pain is the spinal cord (7). In addition, vit. E is a potent lipophilic chain-breaking antioxidant,
found in biological membranes (8). [ts most active isomer, a-tocopherol, is rapidly depleted
in the body, requiring regeneration through other antioxidants present in the water-soluble
portion of the cell, such as ascorbate (the monovalent anion of vit. C) (9). Ascorbate readily
penetrates the central nervous system after oral administration (10). We postulated that the
analgesic effect of vits, C and E, alone or in combination, would involve modulation of ROS
in the lumbosacral spinal cord. Therefore, our study assessed the effect of intraperitoneal
(i.p.) administration of vit. C (30 mg-kg "-day ), vit. E (15 mg-kg '-day ), and vit. C plus
vit. E (vits. C+E) in the same doses, given for 3 and 10 days, on the total content of thiols and
TAC, as markers of antioxidant status, in the lumbosacral spinal cord of rats with CCI. We
also assessed the superoxide-anion generation (SAG) and the levels of lipid hydroperoxides,

H; 0, and NO metabolites in this tissue, as markers of pro-oxidant status,

Materials and methods

Experimental animals and treatment

All animal procedures were approved by the FEthics Committee for Animal
Experimentation of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS
#23352). All efforts were made to minimize animal suffering and to reduce the number of
animals used. Adult male Wistar rats, weighing 200-250 g, were divided into three
experimental groups (naive, sham and CCI), and each was further divided into four
subgroups (n=12/subgroup), which received vit. C (30 mg-kg'-day” — L-Ascorbic Acid,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), vit. E (15 mg‘k_g’l‘day’] — DL-alpha-tocopherol

acetate, Sigma Chemical Co.), a combination of these vitamins in the same doses (vits. C+E)
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(4,11) or vehicle for 3 and L0 days (n=6/each treatment). The vitamins were freshly prepared
in saline containing 1% Tween 80 (Merck) which was used as the vehicle. The administration
started on the day of surgery (after recovery from anesthesia) and was performed daily at

17:00 h by the same researcher (4).

Induction of peripheral neuropathy by CCI

CCI was performed based on the procedure described by Bennett and Xie (12), with slight
modifications according to Riffel et al, (4). After anesthesia (90 mg-kg™" ketamine and 10
mg-kg ' xylazine), the right common sciatic nerve was exposed via a mid-thigh incision.
Proximal to the sciatic trifurcation, the nerve was freed of adhering tissue for about 7 mm,
and four ligatures (4.0 chromic catgut, Shalon Fios Cimirgicos LTDA, Sdo Luis de Montes
Belos, Brasil) were tied loosely around it, with a 1.0-1.5 mm interval between each ligature.
After nerve ligation, the muscle and skin layer was immediately sutured with thread and a
topical antibiotic applied. To expose the sciatic nerve in sham rats, all surgical procedures

involved in CCI were used except the ligature.

Sample preparation

Rats were killed by decapitation and their lumbosacral spinal cord was promptly dissected
out and divided transversely into three parts. The same portion always received the same
preparation, Two parts were cooled in liquid nitrogen and processed to determine SAG and
H>05. A third part was homogenized in 1.15% KClI diluted 1:5 (w/v) containing 1 mmol/L

phenylmethylsulfonyl fluoride, centrifuged at 1000 x g for 20 min at 4 °C, and the

https://mc04.manuscriptcentral.com/bjmbr-scielo
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supernatant was used for assays of total thiols, TAC, lipid hydroperoxides levels and NO

metabolites.

Determination of total thiol levels

The total thiol content was determined as described by Aksenov and Markesbery (13).
Briefly, 30 uL of a sample was mixed with 1 mL of phosphate/EDTA buffer (pH = 7.5) and
5.5°- ditiobis (2-nitrobenzoic) acid (DTNB, 10 mM). Control samples, which did not include
DTNB, were run simultaneously. After 30 min of incubation at room temperature, the

absorbances were read at 412 nm. Results were expressed as mmol/mg tissue.

Determination of TAC

The TAC was determined with 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
radical cation (ABTS*"), which in an acid medium is decolorized by antioxidants, according
to their concentration and antioxidant capacity (14). Results are expressed in pmol-eq trolox™

Lg tissue™,

Estimation of superoxide anion generation (SAG)

The lumbosacral spinal cord SAG was estimated by using the reduced nitroblue

tetrazolium (NBT) method of Wang et al. (15). Briefly, sections of fresh tissue from the

lumbosacral spinal cord reacted with NBT to form formazan as an index of superoxide anion

generation. The absorbance of formazan was determined spectrophotometrically at 540 nm.

https://mc04.manuscriptcentral.com/bjmbr-scielo
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The quantity of NBT reduction = A x VAT x Wt x & x 1), where A is the absorbance of
blue formazan at 540 nm, V is the volume of the solution, T is the time period (90 min)
during which the rings were incubated with NBT, Wt is the blotted wet weight of the spinal
cord portion, & is the extinction coefticient of blue formazan (i.e., 0.72 I/mmol/mm), and 1 is

the length of the light path. Results were reported as reduced NBT pmol-min” -mg tissue™.

Determination of H,Q,

The assay was based on horseradish peroxidase (HRPQ)-mediated oxidation of phenol red
by H20, leading to the formation of a compound that absorbs at 610 mm. Sections of fresh
tissue from the lumbosacral spinal cord were incubated for 30 min at 37 °C in 10 mmol/L
phosphate buffer (140 mmol/L NaCl and 5 mmol/L dextrose). The supernatants were
transferred to tubes with 0.28 mmol/L phenol red and 8.5 U/mL HRPO. After 5 min
incubation, 1 mol/L NaOH was added, and the solution was read at 610 nm. The results were

expressed in pmoles HoOo/g tissue (16).
Determination of lipid hydroperoxides levels

The lipid hydroperoxides were measured by oxidation of Fe2" by LOOH in an acid
medium containing xylenol orange dye, which forms a complex with Fe3", as described by

Jiang et al. (17). Results are expressed in umol/g tissue.

Determination of NO metabolites
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To measure NO metabolites, nitrites (NO») were determined using the Griess reagent, in
which a chromophore with a strong absorbance at 540 nm is formed by reaction of NO» with
a mixture of 0.1% naphthylethylenediamine and 1% sulfanilamide. Nitrates (NOi) were
determined as total NO» (initial NO» plus NO» reduced from NQ;) after their reduction using
NO; reductase from Aspergillus species in the presence of nicotinamide dinucleotide
phosphate acid. A standard curve was established with a set of serial dilutions (10 ® to 10°?
mol/L) of sodium NO,. Absorbance at 540 nm was obtained (spectrophotometer, Zenyth 200;

Anthos, Eugendorf, Austria). Results were expressed as mmol/L (18).
Statistical analysis

All data are shown as meant+SEM of the values of six animals, The results were analyzed
using two-way ANOVA (factors: lesion and treatment) followed by Tukey post-hoc test.
Differences were considered statistically significant when p was <0.05. Statistical analyses
were carried out with the software Statistica 7.0.
Results

After CCL all rats exhibited a decrease in mechanical threshold (a measure to assess
sensitivity to pain), which was prevented by vitamins treatment, showed in our previous

study (4).

Antioxidant parameters

https://mc04.manuscriptcentral.com/bjmbr-scielo
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After CCIL, the vehicle-treated rats showed significant decreases in the total thiol content at
days 3 and 10. At day 3, the reduction was 52.5% (p=0.008) compared to naive rats, but it
was 43% (p=0.032) compared to sham rats, In vitamins-treated CCI rats, the total thiol
content increased 99% (p= 0.0009), 100% (p=0.0010) and 106% (p=0.0007) in vit. C, vit. E
and vits. C+E CCI rats, respectively, compared to vehicle-treated CCI rats for 3 days (Figure
l1a). At day 10, the total thiol content did not shown significant change in spinal cord of
vehicle-treated CCI rats compared to naive and sham rats, but it was decreased by around
20% and 33% in spinal cord of vehicle-treated CCI rats compared to naive and sham rats,
respectively (Figure Lb). In vitamins-treated CCI rats, the total thiol content was similar to
found in naive and sham rats, but it showed significant increase compared to vehicle-treated
CCI rats of the same experimental group. The increase was 55.5% (p=0.0275), 53.5%
(p=0.0188) and 66% (p=0.0037) in vit. C, vit. E and vits. C+E-treated CCI rats, respectively.

The TAC showed no significant changes in the spinal cord of the vitamins and vehicle-
treated CCI rats (Figure 2a and b). The total thiol content and TAC did not change

significantly in the naive and sham rats,

Pro-oxidant parameters

The level of SAG increased significantly in the lumbosacral spinal cord of vehicle-treated
CCI rats. The increase was 157% compared to naive rats, and was found at days 3 (p=0.0001)
and 10 (p=0.0001) (Figure 3a and b). In vitamin-treated CCI rats, an increase was found only
in vit. C-treated CCI rats for 3 days (p=0.0005). Rats that received vit. E and vits. C+E for 3
days showed SAG levels that were similar to those found in naive rats. The vit.E and vits.
C+E-treated CCI rats showed significant decrease in SAG levels compared to vehicle-treated

CCI rats of the same experimental group (p= 0.01856 and p= 0.04268 for vit. E and vits
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C+E-treated CCI rats, respectively). At day 10 post-CCL, all rats that received vitamins
showed SAG levels that were similar to those found in naive rats. The SAG levels decreased
53% (p=0.0001), 44% (p=0.0003) and 55% (p=0.0001) in CCI rats that received vit. C, vit. E
or a combination of vits. C+E, respectively, compared to vehicle-treated CCI rats of the same
experimental group. In sham rats, the level of SAG increased only in rats that received
vehicle for 3 days compared to naive rats and vitamin-treated sham rats (p<0.05). No
significant change in the levels of SAG was found in naive rats.

The H20; levels showed no significant changes at the time points assessed (Figure 4a and
b). The lipid hydroperoxides showed no significant changes in the spinal cord of vehicle-
treated CCI rats (Figure 5a and b). However, the lipid hydroperoxides increased by around
25% in these rats at days 3 and 10 compared to naive rats. This increase was not observed in
CCI rats that received vitamins. At day 3, while lipid hydroperoxides did not shown
significant change in spinal cord of vit. C and vit. E-treated CCI rats, the levels significantly
reduced (43%, p=0.0289) in vits, C+E-treated CCI rats compared to vehicle-treated CCI rats
of the same experimental group. At day 10, the lipid hydroperoxides significantly decreased
(43%) in spinal cord of vit. E and vits. C+E-treated CCI rats (p=0.0021 and p=0.0021,
respectively) compared to vehicle-treated CCI rats of the same experimental group. Despite
no significant, the lipid hydroperoxides decreased 33% in spinal cord of vit, C-treated CCI
rats, No significant change was found in sham and naive rats.

The NO metabolites increased 90% (p=0.0198) in the spinal cord of CCI rats that received
the vehicle for 3 days, compared to naive and sham rats (Figure 6a). At day 10, this increase
was not observed (Figure 6b). In the spinal cord of the vitamin-treated CCI rats, the level of
NO metabolites was similar to that found in naive rats at both time points. No significant

change was found in sham and naive rats,
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Discussion

The first question to be clarified in our study is the decision to use the rat as an
experimental model, even though rats can synthesize their own ascorbic acid (19). Despite
this characteristic, rats are frequently used as an experimental model to study the effects of
treatment with vit. C on nerve tissue (4,20,21). These animals are also the most frequently
used laboratory animals for experimental models of peripheral neuropathic pain (6).
Therefore, the rat is a valid model to study the effect of treatment with vit. C on neuropathic
pain, a treatment that still has many unanswered questions.

Our study focused on effects of vit. C and vit. E, given alone or in combination, on
oxidative-stress parameters in the spinal cord of CCI rats, because of the emerging role of
ROS in pain mechanisms (2,22). While the vehicle-treated CCI rats showed a decrease in
total thiol content, this reduction was not found in the vitamin-treated CCI rats. Decreased
glutathione, the most abundant thiol in mamimals, was also observed by other investigators in
the spinal cord of CCI rats (23). Total thiols constitute a group of molecules that act as
cofactors in some enzymatic systems, and they can directly neutralize radicals (24). The
observed decrease in total thiols could be due to their depletion as a result of the increased
production of ROS in the spinal cord of vehicle-treated CCI rats, ROS can mediate the
occurrence and maintenance of neuropathic pain (2,7). The lack of a decrease in total thiol
content of the vitamin-treated CCI rats may be related to the antioxidant role of the vitamins.
Biitlin et al. (25) demonstrated that vit. E had protective effect on the glyceryl trinitrate-
induced brain injury by inhibiting free radical production, regulation of calcium-dependent
process, and supporting the antioxidant redox system. Vit. C directly acts to scavenge
oXygen- or nitrogen-based radical species generated during cellular metabolism (26). In

addition, vit. C transforms vit. E to its active form (25,27). Therefore, it appears valid to
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suggest that the antioxidant activity of the vitamins prevented the decrease in total thiol
content of the spinal cord.

Interestingly, TAC did not change significantly in the spinal cord of the vitamin-treated
rats. We suggest that this result may be related to tight control of the vitamins to ensure a
pro-oxidant state in these animals. According to Poljsak et al. (28), excessive ROS formation
needs to be corrected only to prevent the accumulation of oxidative damage, and a slight pro-
oxidative balance is necessary for optimal cell-signaling processes. At low levels, free
radicals modulate the activities of different transcription factors and protein-signaling
cascades (29). However, TAC did not change in the spinal cord of the vehicle-treated CCI
rats, which showed a decrease in total thiols. It has been demonstrated that TAC represents
the enzymatic and non-enzymatic antioxidant compounds in the body such as superoxide
dismutase, catalase, glutathione peroxidase and glutathione (30). CCI increases catalase
activity in the spinal cord 3 and 10 days after surgery (31). Catalase is an antioxidant enzyme,
located in peroxisomes, which catalyzes the breakdown of H,O, to H>O and O, (2). The
increase in catalase activity may be related to a lack of significant change in TAC in the
spinal cord of the vehicle-treated CCI rats.

In our study, administration of vitamins reduced the levels of SAG in the spinal cord of
the CCI rats, which increased in the vehicle-treated CCI rats, It has been demonstrated that
vit. C and vit. E decreases the superoxide anion concentration and the activation of the
NADPH oxidase, the major source of superoxide anions (32). Thus, these effects of vitamins
may be contributing to decreased level of SAG in the spinal cord of the vitamins-treated CCI
rats, However, while the vit. E and vit. C+E-treated CCI rats showed reductions in these
levels at days 3 and 10, the vit. C-treated CCI rats showed a decrease only at day 10. This
difference may be related to pro-oxidant properties of vit. C. Ascorbate readily undergoes

pH-dependent autoxidation, producing H>O5 (33). This appears to occur because parenteral
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administration bypasses tight control of ascorbate, which is restored as the kidneys excrete
ascorbate when concentrations are higher than those corresponding to V. of the
reabsorptive transporters (33). According to these authors, when tight control of ascorbate is
bypassed, H,O» forms in the extracellular space; and as tight control is restored, H,O»
formation ceases. Our results suggest that tight control of vit. C was restored at day 10, but
not at day 3. The lack of change in H,O, levels may be related to activity of antioxidant
enzymes such as superoxide dismutase and catalase. Superoxide dismutase converts
superoxide to HyO» (2), which is breakdown by catalase, as discussed above. Furthermore It
has been demonstrated that vit. C modulates superoxide dismutase activity (33). Although
our study did not assess the activities of antioxidant enzymes, it appears important to
determine the effect of vitamins on activities of these enzymes in spinal cord of CCI rats.

The increase in SAG levels in vehicle-treated CCI rats at 3 and 10 days may be related to
neuropathic pain. Significant evidence links the superoxide anion to pain of several
etiologies, including neuropathic pain (2,34). Recently we demonstrated that CCI rats that
received the same vehicle used in the present study did not exhibit recovery in the
mechanical threshold 3 and 10 days after the surgery. However, vitamins-treated CCI rats
showed antinociception in these time points (4). In addition, vit. C ameliorates pain in
humans (35). The antinociceptive effect may be related to antioxidant actions of the vitamins
discussed above. It has been suggested that restoring nitrosative balance in peripheral and
central nervous system is a possible therapeutic approach for ameliorating neuropathology
(2). This suggestion do not exclude others functions of vitamins that could be contributing to
antinociception, Vit, E regulates calcium-dependent process (25), and vit. C has a function as
cofactor for biosynthesis of amidated opioids peptides and a family of biosynthetic and
regulatory metallo-enzymes (35). All these mechanisms may be involved in the vitamins-

induced antinociception, as well as antioxidant actions of the vitamins,
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Our study also showed that vitamins, given alone or in combination, prevented the
increase in NO metabolites in the spinal cord, which were increased in vehicle-treated CCI
rats after 3 days. The increase in NO metabolites at day 3, but not at day 10 was also found
by other authors (3). The lack of this increase in the spinal cord of vitamin-treated CCI rats
may be related to the modulating effect of vit. C and vit. E on calcium channels. NO
formation is induced by nitric-oxide synthase activation in a calcium/calmodulin-dependent
manner following stimulation of calcium-permeable N-methyl-d-aspartate (NMDA)
receptors (36). Vit. E modulates the activation of the oxidative stress-induced melastatin-like
transient receptor potential 2 (TRPM2) channel, which is an oxidative redox-sensitive
calcium-permeable cation channel (37). Vit. C inhibits the C,,3.2 isoform of T-type calcium
channels involved in neuropathic pain (38). These actions of vit. C and vit. E may help to
prevent the increase in the NO metabolites in the spinal cord of the vitamin-treated CCI rats.
The increase in NO metabolites in the spinal cord of the vehicle-CCI rats may be related to
the role of NO in neuropathic pain. NO is an important neurotransmitter involved in the
nociceptive process, which is increased in rats with neuropathic pain (39). The reduction in
total thiol content may also be related to the increase in NO. Glutathione plays an important
role in NO availability. Glutathione reacts with peroxynitrite from S-nitrosothiols, which
subsequently release NO over a prolonged period to extend the half-life of NO (40). The
reaction of glutathione with peroxynitrite may also have contributed to the decrease in total
thiols.

The effects of the vitamins discussed above may have contributed to the decrease in lipid
hydroperoxides in the spinal cord of the vitamin-treated CCI rats compared to the vehicle-
treated CCI rats. The small increase in the lipid hydroperoxides in the spinal cord of vehicle-
treated CCI rats may be related to increased levels of SAG and NO found in these rats. Since

excessive ROS formation needs to be corrected only to prevent the accumulation of oxidative
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damage (29), this may explain the small increase in lipid hydroperoxides.

The lack of significant change in H,(, may be also related to the effects of these vitamins
as antioxidants and/or modulators of calcium channels, as discussed above. The lack of
change in H»0: of vehicle-treated CCI rats may be related to an increase in catalase activity
in the spinal cord of rats with CCI (31),

The increase in the levels of SAG in the spinal cord of vehicle-treated sham rats may be
due to the procedures involving manipulation of deep tissues, such as muscles and adjacent
connective tissue, which induce pain (3,22). Since administration of vitamins C and E, given
alone or in combination, induced an antinociceptive effect in these animals, this result may be
related to antioxidant actions of these vitamins discussed above. In addition, the effect of the
vitamins in sham rats reinforces the vitamins-induced antinociception in pain conditions.

In conclusion, this study provided evidence that administration of vitamins C and E, given
alone or in combination, prevents changes in pro-oxidant and antioxidant markers in the
spinal cord of CCI rats, because while CCI induced increase in the SAG and NO metabolites
and decreased the total thiol content, these changes was not found in the spinal cord of CCI
rats that received vitamins. Since a previous study showed that the same protocol of
treatment with vitamins C and E induced antinociception in CCI rats (4), the findings of the
current study may be contributing to the antinociceptive effect of these vitamins, because
scavenging ROS appears to present an opportunity to help to normalize the spinal-cord

oxidative status altered by pain,
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Figure Legends

Figure 1. Total thiol content in the spinal cord of rats treated with vit, C (30 mg-kg '-day ),
vit. E (15 mg-kg™'-day™), a combination of these vitamins (vits. C+E) in the same doses, or
the vehicle alone (saline containing 1% Tween 80) administered intraperitoneally for 3 (a)
and 10 (b) days. Data represent mean + SEM (n= 6/group). * indicates a significant
difference compared to naive and sham rats and vitamin-treated CCI rats over the same
experimental period. # indicates a significant difference compared to vitamin-treated CCI rats
over the same experimental period (P < 0.05; two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc

test)

Figure 2. Total antioxidant capacity (TAC) in the spinal cord of rats treated with vit. C (30
mg-kg " -day™), vit. E (15 mg-kg'-day™), a combination of these vitamins (vits. C+E) in the
same doses, or the wvehicle alone (saline containing 1% Tween 80) administered
intraperitoneally for 3 (a) and 10 (b) days. Data represent mean = SEM (n= 6/group). No

statistical difference between groups was found on TAC

Figure 3. Superoxide anion generation (SAG) in the spinal cord of rats treated with vit, C (30
mg-kg '-day ), vit, E (15 mg-kg "-day "), a combination of these vitamins (vits. C+E) in the
same doses, or the wvehicle alone (saline containing 1% Tween 80) administered
intraperitoneally for 3 (a) and 10 (b) days. Data represent mean = SEM (n= 6/group). *
indicates a significant difference compared to naive and sham rats and vitamin-treated CCI
rats over the same experimental period. ** indicates a significant difference compared to
naive rats and vitamin-treated sham rats over the same experimental period. *** indicates a

significant difference compared to naive rats and vit. C and vit. C+E-treated sham rats over
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the same experimental period. # indicates a significant difference compared to naive rats,
vitamins-treated sham rats, and vit. E and vits. C+E -treated CCI rats over the same

experimental period (P < 0,05; two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test)

Figure 4. Hydrogen peroxide levels in the spinal cord of rats treated with vit. C (30 mg-kg"
"-day™, vit. E (15 mg-kg ' day™"), a combination of these vitamins (vits. C+E) in the same
doses, or the vehicle alone (saline containing 1% Tween 80) administered intraperitoneally
for 3 (a) and 10 (b) days. Data represent mean = SEM (n= 6/group). No statistical difference

between groups was found on H,Os levels

Figure 5. Lipid hydroperoxides levels in the spinal cord of rats treated with vit. C (30 mg-kg~
"day™, vit. E (15 mg-kg ' day™"), a combination of these vitamins (vits. C+E) in the same
doses, or the vehicle alone (saline containing 1% Tween 80) administered intraperitoneally
for 3 (a) and 10 (b) days. Data represent mean = SEM (n= 6/group). * indicates a significant
difference compared to vehicle-treated CCI rats over the same experimental period. (P <

0.05; two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test)

Figure 6. Nitric oxide metabolites (NO, + NOs) in the spinal cord of rats treated with vit. C
(30 mg-kg " -day™), vit. E (15 mg-kg'-day "), a combination of these vitamins (vits. C+E) in
the same doses, or the vehicle alone (saline containing 1% Tween 80) administered
intraperitoneally for 3 (a) and 10 (b) days. Data represent mean + SEM (n= 6/group). *
indicates a significant difference compared to naive and sham rats and vit. C and vits, C+E-
treated CCI rats over the same experimental period (P < 0.05; two-way ANOVA followed by

Tukey post-hoc test)
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5.3 ARTIGO 3

Este artigo mostra o efeito da coadministracdo de vitaminas C e E, sobre as expressdes
das proteinas p38 fosforilada, Akt e Akt fosforilada, e transportador de vitamina C dependente
de sddio do tipo 2 (SVCT-2) em medula espinal lombossacral de ratos com dor neuropatica
induzida por leséo por constri¢do cronica no nervo isquiatico. O estudo ainda mostra o efeito
do tratamento sobre os valores de acido ascorbico nesse tecido. Este artigo estad submetido a

avaliacdo na revista Neuroscience letters.
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ABSTRACT

Co-administration of ascorbic acid (vitamin C) plus a-tocoferol (vitamin E) induces
antinociception in rats with chronic constriction injury (CClI) of the sciatic nerve, a model of
neuropathic pain. These vitamins modulate the activity of p38 (a member of the family of
mitogen-activated protein kinases) and Akt (a protein that regulates key cellular processes) in
brain. Since p38 and Akt plays important role in neuropathic pain, this study determined the
effect of intraperitoneal administration of vitamins C (30 mg/kg/day)+E (15 mg/kg/day),
given for 3 and 10 days, on the expression of phosphorylated-p38 (p-p38), Akt and
phosphorylated-Akt (p-Akt) in the lumbosacral spinal cord of rats with CCI. Since p38
appears regulate the SVCT-2 expression, a specific transporter for ascorbic acid, an important
antioxidant and neuromodulator in central nervous system, the SVCT-2 expression and
ascorbic acid content was also determined. The administrated vitamins prevented the increase
in p-p38 and p-Akt expressions and ascorbic acid content, which was found in vehicle-treated
CClrats at 3 and 10 days, while the preventive effect for Akt was found only at day 10. No
significant change was found in SVCT-2 expression in CClI rats treated with vitamins C+E,
but this expression decreased in vehicle-treated CCl rats for 3 and 10 days. Thus, the co-
administration of vitamins C+E interferes in p-p38 and Akt expression and ascorbic acid
homeostasis in spinal cord of rats with CC. These changes may be related to the
antinociceptive effect of vitamins C+E because p38 and Akt play important roles in

proinflammatory conditions.

Keywords: Phosphorylate p38, Phosphorylate Akt, Chronic constriction injury; Sciatic nerve
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1. Introduction

Pharmacological treatments for chronic neuropathic pain are effective in <50% of patients
and may be associated with adverse effects that limits their clinical utility [1]. This has
impelled a continued search to find novel molecules that have beneficial effects in the
management of neuropathic pain.

We recently demonstrated that co-administration of ascorbic acid (vitamin C) and a-
tocopherol (the main vitamin E component) (vitamins C+E), which are potent dietary
antioxidants [2], induced antinociception in rats with chronic constriction injury (CCI) of the
sciatic nerve [3], one of the most commonly employed animal models of neuropathic pain [4].
In cortical neurons, vitamin C or vitamin E modulate the activity of signaling pathways such
as p38, a member of the family of mitogen-activated protein kinases (MAPK) [5,6], and Akt,
one of key proteins in the PI3K/Akt signaling pathway, which exerts its effects via diverse
effectors that regulate key cellular process [7,8]. Both p38 and Akt are phosphorylation-
activated enzymes (p-p38 and p-Akt, respectively), which play important roles in neuropathic
pain [9,10]. However, changes in expression of p38, Akt and their phosphorylated forms in
response to co-administration of vitamins C+E in rats with CCI have not been reported.

In order to shed light on this point, we assessed the effects of intraperitoneal (i.p.) co-
administration of vitamins C (30 mg/kg/day)+E (15 mg/kg/day), given for 3 and 10 days, on
the expression of p-p38, Akt and p-Akt in the lumbosacral spinal cord of rats with CCL. Since
it has been proposed that p38 may regulate the expression of the sodium/vitamin C co-
transporter isoform 2 (SVCT-2) [11], a specific transporter for ascorbic acid that appears to be
crucial in maintaining ascorbic acid homeostasis in the central nervous system [12], we also
assessed the expression of this transporter in the spinal cord of CCI rats treated with vitamins

C+E. Furthermore, we also determined the content of ascorbic-acid in the spinal cord of these
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rats because ascorbic acid acts as an important antioxidant and neuromodulator of synaptic
activity, and functions in the metabolic switch of neurons during conditions of brain activity
and rest [12], but the effects of treatment with vitamins C+E on ascorbic-acid content in the

spinal cord is still unknown.

2. Materials and methods

2.1. Animals

All animal procedures were approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (#23352). Adult male Wistar rats, weighing 200-250 g, were divided
into three experimental groups (naive, sham and CCI). Each group was further subdivided
into two subgroups (n=12/subgroup), which received a combination of vitamins C (30
mg/kg/day — L-Ascorbic Acid, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)+E (15 mg/kg/day
— DL-alpha-tocopherol acetate, Sigma Chemical Co.) [3] or vehicle, i.p., for 3 or 10 days
(n=6/each treatment). The vitamins were freshly prepared in saline containing 1% Tween 80
(Merck) which was used as the vehicle. Administration began on the day of surgery (after

recovery from anesthesia) and was performed daily at 17:00 h by the same researcher [3].

2.2. Induction of CCI

CCI was performed based on the procedure described by Bennett and Xie [13], with slight
modifications [3]. After anesthesia (90 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine), the right
common sciatic nerve was exposed proximal to its trifurcation, and four ligatures (4.0

chromic catgut, Shalon Fios Cirdrgicos LTDA, Sdo Luis de Montes Belos, Brazil) were tied
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loosely around it. To expose the sciatic nerve in sham rats, all surgical procedures involved in

CCI were used except the ligature.

2.3. Sample preparation

Rats were killed by decapitation and their lumbosacral spinal cords were promptly
dissected out and homogenized in 1.15% KCI1 diluted 1:5 (w/v) containing 1 mmol/LL
phenylmethylsulfonyl fluoride. The homogenate was then centrifuged at 1000 x g for 20 min

at 4 °C and the supernatant used for assays of ascorbic acid content and protein expression.

2.4. Western blotting

To identify the expression of proteins, 45 pg of protein was separated on a 10% SDS-
PAGE gel and blotted onto a nitrocellulose membrane. The membranes were blocked with
10% nonfat dry milk and incubated overnight at 4 °C with the appropriate primary antibody:
p-p38 (1:500; Merck Millipore, Billerica, USA), Akt and p-Akt (1:1000 and 1:500,
respectively; Santa Cruz Biotecnology, Dallas, USA), SVCT-2 (1:500; Santa Cruz
Biotecnology, Dallas, USA), and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
(1:2000; Merck Millipore, Billerica, USA). Immunoreactive bands were detected using
secondary antibodies and ECL (Merck Millipore), followed by exposing the membrane to

autoradiography film (GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK).

2.5. Ascorbic acid content
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Ascorbic acid (AA) content was determined according to the method described by Roe and
Kuether [14]. The assay mixture contained 0.3 mL homogenate treated with charcoal and
filtered, 0.01 mL 10% thiourea and 0.075 mL 2% DNPH, and was incubated at 37 °C for 3 h.
Color was then was produced by adding 0.375 mL 85% sulfuric acid and the absorbance read
at 540 nm. A standard curve was prepared using different concentrations of AA and the slope

used to report the amount of AA as pmol of AA/mg protein.

2.6. Statistical analysis

All data are shown as mean+=SEM of the values of six animals. The results were analyzed
using two-way ANOVA (factors: lesion and treatment) followed by Tukey post-hoc test.
Differences were considered statistically significant when p<0.05. Statistical analyses were

carried out with the software Statistica 7.0.

3. Results

After CCl, all rats exhibited a decrease in mechanical threshold (a measure to assess
sensitivity to pain), which was prevented by vitamin treatment, as demonstrated in our
previous study [3].

After CCI, p-p38 expression increased in the spinal cord of vehicle-treated rats for 3 (81%)
and 10 (69%) days, compared to naive rats (Figure 1a,b). No significant change was found in
the spinal cord of CCI rats that received vitamins C+E. In these rats, p-p38 expression
significantly decreased 39% and 37% at days 3 and 10, respectively, compared to vehicle-
treated CCl rats. No significant change was found in p-p38 expression in the spinal cord of

naive and sham rats.
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The expression of Akt did not change significantly in naive rats. However, after sham
surgery, the vehicle-treated rats showed a significant increase (49%) in Akt expression at day
3, compared to naive rats (Figure 2a). This increase was not found in vitamins C+E-treated
sham rats for 3 days. During this period of time, Akt expression increased significantly (97%)
in vehicle-treated CCI rats compared to the naive group. The increase also occurred in CCI
rats treated with vitamins C+E, but the increase was of 85% compared to naive rats. At day
10, Akt expression increased (58%) in vehicle-treated CCI rats compared to the naive group,
but CCl rats treated with vitamins C+E exhibited no difference compared to naive group
(Figure 2b).

The expression of p-Akt increased only in the spinal cord of the vehicle-treated CCI rats
(Figure 3a,b). The increase was 167% and 115% at day 3, and 124% and 115% at day 10,
compared to naive and sham rats, respectively. The vitamin treatment prevented the increase
in p-Akt expression. At days 3 and 10, no significant change was found in p-Akt expression in
the spinal cord of CCI rats treated with vitamins C+E, compared to naive and sham rats.
When vehicle-treated CCI rats and CCI rats treated with vitamins C+E were compared, rats
that received vitamins C+E showed a decrease of 35% and 38% in p-Akt expression at days 3
and 10, respectively. No significant change was found in p-Akt expression in the spinal cord
of naive and sham rats.

After CCI, the vehicle-treated rats showed a significant decrease in SVCT-2 expression at
days 3 and 10, with decreases of 50% and 56% at days 3 and 10, respectively, compared to
naive and sham rats (Figure 4a,b). In CCI rats treated with vitamins C+E, no significant
change was found in SVCT-2 expression at days 3 and 10, compared to naive and sham rats.
When vehicle-treated CCI rats and CCI rats treated with vitamins C+E were compared, rats
that received vitamins C+E showed an increase of around of 55% and 72% in SVCT-2

expression at days 3 and 10, respectively, compared to vehicle-treated CCI rats; however, this
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increase was not significant. The expression of SVCT-2 did not exhibit significant change in
naive and sham rats.

Chronic constriction injury induced a significant increase in the ascorbic acid content in
the lumbosacral spinal cord of rats that received vehicle treatment. The increase was 119%
and 66% at day 3 compared to naive and sham rats, respectively (Figure 5a), but 80% at day
10 (Figure 5b), compared to naive rats. In CCI rats treated with vitamins C+E, the ascorbic
acid content significantly increased (90%) in the spinal cord at day 3, but there was no
significant change at day 10, compared to naive rats. When CCI rats treated with vitamins
C+E and vehicle-treated CCI rats were compared, rats that received vitamins C+E showed
ascorbic acid values that were 18% and 26% lower than those found in the vehicle-treated
CCl rats for 3 and 10 days, respectively. The ascorbic acid content did not exhibit a

significant change in naive and sham rats.

4. Discussion

The present study showed that the expression of p-p38 and p-Akt increased in the spinal
cord of vehicle-treated CCl rats for 3 and 10 days, while the CCI rats treated with vitamins
C+E showed values that were similar to that of naive rats. It has previously been shown that
the systemic administration of vitamins C+E reduces phosphorylation of p38 in the spinal
cord of rats with spared nerve injury, another model of neuropathic pain. Moreover, this
decrease in p38 phosphorylation paralleled the antinociceptive effect of vitamins C+E [15].
We previously demonstrated that the systemic administration of vitamins C+E attenuated
neuropathic pain behavior in rats with CCI [3]. Thus, it may be suggested that the decrease in
p-p38 expression paralleled antinociception induced by vitamins C+E in rats with CCL p38

plays an important role in hyperalgesia (increased responsiveness of nociceptive neurons in
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the central nervous system to their normal or subthreshold afferent input), which is observed
in neuropathic pain [1]. The increase in p-p38 expression in the spinal cord of vehicle-treated
CCI rats may be related to neuropathic pain behavior, as shown in our previous study [3].
Akt plays an important role in CCI-induced neuropathic pain. A recent study showed that
the inhibition of the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway attenuated chronic neuropathic pain
[9]. Since our study showed a decrease in p-Akt expression after the administration of
vitamins, it is possible that this decrease may also be contributing to the antinociceptive effect
of vitamins C+E. Increased p-Akt expression may be related to pain behavior in vehicle-
treated CCl rats, as shown in our previous study [3]. However, while the administration of
vitamins C+E decreased p-Akt expression at day 3, Akt expression increased at this time
point, with values similar to that found in vehicle-treated CCI rats. This result suggests that
the effect of vitamins C+E on Akt phosphorylation is faster than their effect on Akt synthesis.
Our study also showed, for first time, that the co-administration of vitamins C+E prevented
the reduction in SVCT-2 expression, which was found in vehicle-treated CCI rats for 3 and 10
days. A recent study showed that vitamin C prevented the reduction of SVCT-2 expression in
dorsal root ganglia of rats with CCI [16]. According to these authors, vitamin C
supplementation may cause a positive feedback in vitamin C uptake by neurons. This effect
could be contributing to the SVCT-2 results observed in CCI rats treated with vitamins C+E.
However, we cannot rule out the participation of other mechanisms. Vitamins C and E
prevent the activation of microglia [17,18]. In neuropathic pain, activation of microglia
provides a critical contribution to pathologically enhanced pain processing in the dorsal horn
[19]. A recent study showed that depletion of SVCT-2 from the plasma membrane trigger a
proinflammatory phenotype in microglia resulting in microglia activation [20]. Thus, it is
possible that the maintenance of SVCT-2 expression in the spinal cord of CClI rats treated

with vitamins C+E may be contributing to the lower activation of microglia. This effect may
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be related to antinociception induced by vitamins [3]. Since proinflammatory stimuli induce
SVCT-2 internalization in microglia and microglia activation [20], the reduction in SVCT-2
and consequent activation of microglia may be related to nociception in vehicle-treated CCI
rats [3].

Interestingly, while SVCT-2 decreased in the spinal cord, the ascorbic acid content
increased in this tissue in vehicle-treated CCI rats. We suggest that this difference may be
related to synaptic activity in the spinal cord. CCI induces the release of glutamate [21], and it
has been proposed that glutamate released into the synaptic space is taken up by astrocytes,
where it stimulates ascorbic acid release from these cells [12]. According to these authors,
ascorbic acid sustains the antioxidant requirements of active neurons and their high oxidative
metabolism. Thus, increased ascorbic acid content may be indicative of the presence of this
mechanism in the spinal cord, since CCI activates glial cells [22]. Since an inflammatory
condition triggers SVCT-2 internalization in microglia [20], and reduces SVCT-2 mRNA in
neurons and astrocytes [23], the increase in ascorbic acid content could be an attempt to limit
the effects of high oxidative metabolism in spite of the decrease in SVCT-2 protein induced
by proinflammatory condition. Since vitamins C and E reduce the activation of glial cells
[17,18], and have antioxidant actions [2], these functions may be related to the maintenance
of SVCT-2 expression and decrease in ascorbic acid content. Nevertheless, the decrease in
ascorbic acid content is slow, because this molecule increased at day 3. Since rats treated with
vitamins C+E showed an improvement of 102% in the mechanical threshold at day 3, whereas
the percentages were 124% and 137% at days 7 and 10, respectively, compared to vehicle-
treated CCl rats [3], this difference may be related to glutamate release in the spinal cord.
High levels of glutamate in the synaptic space could induce higher astrocytic ascorbic acid
recycling and efflux. Supporting this suggestion is the reduction in glutathione levels in the

spinal cord (data not shown). The reduction of the oxidized form of ascorbic acid is an
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enzymatic reaction, which may depend on glutathione, the most abundant thiol in mammals
[12].

Since the changes in SVCT-2 expression paralleled the changes in p-p38 and Akt proteins,
we can infer some relationship between these parameters. In fact, recent studies have shown
that p38 appears to regulate SVCT-2 expression [11]. However, while the level of SVCT-2
protein was up-regulated by increased p38 expression in the prefrontal cortex [11], our study
showed reduction in SVCT-2 protein parallel to an increase in p-p38 expression. At this
moment it is not possible to explain this difference, but it may be related to peculiarities of the
brain and spinal cord. Differential regulation of oxidative stress responses in the spinal and
supraspinal sites in rats with sciatic nerve transection, other model of neuropathic pain, have
been demonstrated [24]. However, it has been demonstrated that microglia increases p-p38
expression in neuropathic pain conditions [25]. Thus, the increase in p-p38 may be related to
microglia activation in the spinal cord of vehicle-treated CCI rats. The activation of microglia
may be related to changes in SVCT-2, as discussed above. Since vitamins C and E prevent
microglia activation [17,18], this effect may be contributing to reduction in p-p38 expression
in the spinal cord of CCI rats that received these vitamins. The reduction in microglia
activation may be due to changes in SVCT-2.

Microglia activation could also be a link between Akt and SVCT-2. It has been
demonstrated that the inhibition of the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway reduces microglia
activation in the spinal cord of CClI rats [9]. Since vitamins C+E reduced p-Akt expression in
the spinal cord, we can infer lower activation of microglia and the relation of this activation
with SVCT-2 expression. In this context, increased p-Akt expression may be contributing to
the activation of microglia. This activation may be due to reduction in SVCT-2 expression in

the spinal cord of vehicle-treated CCI rats, as discussed above.
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Some changes were found in sham rats. These changes may be due to the procedures
involving manipulation of deep tissues, such as muscles and adjacent connective tissue, which
induce pain, as demonstrated elsewhere [24].

Thus, our study showed that the co-administration of vitamins C+E interferes in p-p38, p-
Akt and Akt expression and ascorbic acid homeostasis in the spinal cord of rats with CCL
Since p38 and Akt play important roles in neuropathic pain, and ascorbic acid appears as a
key factor in physiological and pathological conditions, changes in p38, Akt and SVCT-2
expression and ascorbic acid content may be related to antinociception induced by vitamins

C+E in rats with CCL
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Figure Legends

Fig. 1. p-p38 expression in the lumbossacral spinal cord of rats treated with a combination of
vitamin C (30 mg/kg/day) + vitamin E (15 mg/kg/day) (Vitamins C+E) or vehicle (saline
containing 1% Tween B80) administered intraperitoneally for 3 (a) and 10 (b) days.
Representative western blot bands and a data summary are shown. GAPDH served as loading
control. Data are reported as meantSEM. * indicates a significant difference compared to

naive and vitamins-treated CCI rats over the same experimental period (P < 0.05; two-way

ANOVA followed by Tukey post-hoc test). a.u., arbitrary units.

Fig. 2. Akt expression in the lumbossacral spinal cord of rats treated with a combination of
vitamin C (30 mg/kg/day) + vitamin E (15 mg/kg/day) (Vitamins C+E) or vehicle (saline
containing 1% Tween 80) administered intraperitoneally for 3 (a) and 10 (b) days.
Representative western blot bands and a data summary are shown. GAPDH served as loading
control. Data are reported as mean+SEM. *#% indicates a significant difference compared to

naive rats (P < 0.05; two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test). a.u., arbitrary units.

Fig. 3. p-Akt expression in the lumbossacral spinal cord of rats treated with a combination of
vitamin C (30 mg/kg/day) + vitamin E (15 mg/kg/day) (Vitamins C+E) or vehicle (saline
containing 1% Tween 80) administered intraperitoneally for 3 (a) and 10 (b) days.
Representative western blot bands and a data summary are shown. GAPDH served as loading
control. Data are reported as mean+SEM. ** indicates a significant difference compared to
naive and sham rats and vitamins-treated CCl rats over the same experimental period. #
indicates a significant difference compared to naive and sham rats (P < 0.05; two-way

ANOVA followed by Tukey post-hoc test). a.u., arbitrary units.
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Fig. 4. SVCT-2 expression in the lumbossacral spinal cord of rats treated with a combination
of vitamin C (30 mg/kg/day) + vitamin E (15 mg/kg/day) (Vitamins C+E) or vehicle (saline
containing 1% Tween 80) administered intraperitoneally for 3 (a) and 10 (b) days.
Representative western blot bands and a data summary are shown. GAPDH served as loading
control. Data are reported as meant+SEM. # indicates a significant difference compared to
naive and sham rats (P < 0.05; two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test). a.u.,

arbitrary units.

Fig. 5. Ascorbic acid content in the lumbossacral spinal cord of rats treated with a
combination of vitamin C (30 mg/kg/day) + vitamin E (15 mg/kg/day) (Vitamins C+E) or
vehicle (saline containing 1% Tween 80) administered intraperitoneally for 3 (a) and 10 (b)
days. Data represent mean * SEM (n= 6/group). ¥*¥ indicates a significant difference
compared to naive rats. # indicates a significant difference compared to naive and sham rats
over the same experimental period (P < 0.05; two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc

test).
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6. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito da vitamina C (&cido ascorbico), na dose de 30 mg/kg/dia,
e da vitamina E (a-tocoferol), na dose de 15 mg/kg/dia, administradas i.p. isoladamente ou em
conjunto por 3 ou 10 dias, sobre parametros nociceptivos, tais como sensibilidade mecanica,
sensibilidade térmica e IFI, em animais submetidos a CCl, um modelo de dor neuropética. No
estudo também foi observada a duracdo do efeito antinociceptivo do tratamento apo6s o
término das administracdes, e o efeito do tratamento quando as vitaminas C+E foram
administradas por via oral. Foi ainda avaliado o efeito da administracdo das vitaminas C+E
concomitante a gabapentina, a fim de avaliar se essa combinacdo era capaz de reduzir a dose
deste fa&rmaco. Com o intuito de analisar se a administracdo das vitaminas poderia induzir
toxicidade ou dano no organismo, foi mensurado indicadores de funcdo hepética e renal,
como ALT, AST, Gama GT, bilirrubina e creatinina no plasma dos animais tratados, assim
como os valores de hidroperoxidos lipidicos, da TAC e da GST no figado. Foi avaliada ainda
a morfologia dos hepatdcitos nos animais que receberam administracdes de vitaminas.
Paralelamente se determinou o efeito da administracdo das vitaminas sobre os valores de
hidroperéxidos lipidicos e da TAC em nervo isquiatico lesionado, e formacdo de O,* e
valores de H,0,, metabolitos do NO, hidroperoxidos lipidicos, tidis totais, acido ascorbico e
TAC em segmento lombossacral da medula espinal de ratos com CCI. O estudo também
analisou o efeito da administracdo de vitaminas C+E sobre a expressédo de SVCT-2, p-p38, p-
Akt e Akt, a fim de inferir a relacdo entre esses resultados e as alteracGes nos testes de
sensibilidade dolorosa. Um breve resumo dos principais achados no presente estudo é
mostrado na Figura 9.

Os ratos sdo os animais de laboratério mais utilizados em modelos de dor neuropética
(KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009; JAGGI; JAIN; SINGH, 2011). Apesar de sintetizarem seu
préprio acido ascorbico (RICE et al., 2000), os ratos, assim como 0s humanos, possuem
mecanismos de ajuste fino da concentragdo de ascorbato no plasma (CHEN et al., 2007), e sdo
0s animais mais utilizados no estudo do efeito de tratamentos com acido ascorbico no SNC
(ROSA, et al, 2005; LEE; CHOI; 2016; MASON et al., 2016; SAFFARPOUR;
NASIRINEZHAD, 2017). Somando-se a isso, 0s ratos sdo 0s animais de laboratério mais

frequentemente usados como modelos nos estudos de dor neuropatica periférica (JAGGI;
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JAIN; SINGH, 2011; GREGORY et al., 2013; DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017;).
Por todos esses motivos, o presente estudo optou pelo uso de rato como modelo experimental.

Os resultados das avaliacBes de parametros nociceptivos mostraram que 0s animais
submetidos a CCIl que receberam solucéo veiculo tiveram reducdo no limiar mecénico e
térmico, o que indica aumento na sensibilidade dolorosa. Esse resultado estd de acordo com
estudos prévios (GOECKS et al., 2012; HORST et al., 2014; SAFFARPOUR,;
NASIRINEZHAD, 2017) e demonstra que, de fato, o modelo foi efetivo em promover
alteracdes sensoriais condizentes com as de um quadro de dor neuropatica (DEUIS;
DVORAKOVA; VETTER, 2017; GREGORY et al., 2013). A administracdo intraperitoneal
de vitamina C, vitamina E e vitaminas C+E atenuou as alteracdes nas sensibilidades mecanica
e térmica dos animais CCI, e essa mudanca ja estava presente aos 3 dias ap0s a lesdo nervosa
e se manteve nos demais periodos analisados no estudo. O efeito antinociceptivo foi maior
nos ratos que receberam administragdo de vitaminas C+E, e os valores obtidos nos testes de
sensibilidade dolorosa foram similares quando essas vitaminas foram administradas i.p. e por
via oral. Essa similaridade nos resultados dos testes de sensibilidade dolorosa sugere que o
efeito é independente da via de administracdo. Portanto, pode-se inferir que o uso de
vitaminas C+E em individuos com dor neuropética poderia se dar por ingestdo oral, o que
facilita sua aplicabilidade e aceitagdo pelos humanos. A auséncia de alteragdes significativas
nos indicadores plasmaticos de funcdo hepética e renal, e na morfologia dos hepatdcitos
sugere que 0 uso das vitaminas ndo possui efeito toxico, o que reforca a possibilidade de seu
uso clinico.

O efeito antinociceptivo das vitaminas C+E também foi observado em camundongos
submetidos a lesdo poupadora de nervo (LU et al., 2011) e em ratos com dor neuropatica por
isquemia/reperfusdo em uma articulacdo de uma das patas posteriores (PARK, et al., 2013).
Considerando esses resultados e 0s do presente estudo se pode sugerir que a administracdo de
vitaminas C+E atenua a dor em diferentes modelos de dor neuropética. De acordo com Lu et
al., (2011), o efeito antinociceptivo maior da coadministracdo das vitaminas C e E, quando
comparado ao uso das vitaminas isoladas, pode se relacionar com o efeito sinérgico das
vitaminas em combinac&o. E sabido que a vitamina C regenera a vitamina E, de sua forma
radicalar para a forma ativa, o que possibilita que a vitamina E continue suas agdes
antioxidantes (PARK et al., 2013; FABRE et al., 2015). A administracdo de vitaminas C+E
também possibilita 0 armazenamento da vitamina E no tecido adiposo, o que pode ocasionar
efeito cumulativo desta vitamina e, assim, favorecer o efeito antinociceptivo maior das
vitaminas C+E (BUTTERFIELD et al., 2002; KIM et al., 2006; LU et al., 2011).
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Contudo, diferente do que foi relatado por Lu et al., (2011), o presente estudo
observou efeito antinociceptivo com a administragéo isolada de vitamina C e vitamina E. O
efeito antinociceptivo dessas vitaminas isoladas foi descrito em outros estudos onde foram
usados diferentes modelos de dor, como lesdo por esmagamento do nervo isquiatico
(MORANI; BODHANKAR, 2010), neuropatia periférica induzida por ingestdo de alcool
(TIWARI; KUHAD; CHOPRA, 2009), neuropatia diabética (DAM et al., 1999) e ligadura de
raizes espinais (KIM, et al., 2006). E possivel que a diferenca entre os resultados do presente
estudo e aqueles de Lu et al. (2011) se relaciona ao diferente modelo usado para a inducéo do
quadro de dor (CCI e lesdo poupadora de nervo, respectivamente). E sabido que modificagdes
sutis no método de inducdo do quadro de dor neuropética resultam em grandes variagcGes nos
resultados dos testes de sensibilidade dolorosa (JAGGI; JAIN; SINGH, 2011). Porém, nédo se
pode descartar a possibilidade das diferencas serem resultado do uso de diferentes roedores.
Sabe-se que as respostas de cepas endogamicas e exogamicas de ratos apresentam diferencas
em suas respostas aos testes de sensibilidade dolorosa (YOON et al., 1999).

Ao avaliar o tempo de duracdo do efeito antinociceptivo da vitamina C, vitamina E e
vitaminas C+E ap0s o término dos periodos de administracdo de 3 e 10 dias, observou-se que
o efeito antinociceptivo persistiu nos animais por vérias horas, especialmente nos ratos
tratados por 10 dias, os quais tiveram duracdo do efeito por tempo maior. Este efeito
antinociceptivo duradouro das vitaminas ainda ndo havia sido demonstrado. Com base nesse
resultado pode-se inferir que o uso das vitaminas C, E e C+E para tratar dor neuropatica pode
se dar pela administracdo das vitaminas de maneira alternada, e ndo necessariamente diaria
como a usada no presente estudo. Acredita-se que esta forma de tratamento poderia reduzir
os efeitos adversos da suplementacdo por periodos longos de vitaminas C e E, além de
possivelmente aumentar a adesao dos pacientes ao tratamento.

Interessantemente, a duracdo do efeito antinociceptivo foi maior para a vitamina E do
que para a vitamina C. Como a vitamina E ¢é lipossoltvel e desempenha papel importante na
protecdo das membranas lipidicas (PARK, et al., 2013), o armazenamento desta vitamina no
tecido adiposo pode ter contribuido para a duracdo maior do efeito antinociceptivo. E sabido
que as ROS e RNS estdo aumentadas em condicdes de dor neuropatica (GUEDES et al.,
2006; KALLENBORN-GERHARDT et al., 2013; GRACE et al., 2016; ZHAO et al., 2017), e
que o uso de substancias com propriedades antioxidantes parece ter um papel importante na
atenuacdo deste tipo de dor (KIM, et al., 2004; GRACE et al., 2016). Como a vitamina C é
hidrossoluvel e facilmente excretada na urina (CHEN et al., 2007), o controle fino desta

vitamina no organismo possivelmente contribuiu para a duragdo menor do efeito
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antinociceptivo apos o término do tratamento. Ainda, como a vitamina C desempenha muitas
fungdes no sistema nervoso, como exemplo atua como antioxidante e neuromodulador
(COVARRUBIAS-PINTO et al., 2015) e exerce papel importante no alivio da dor (KIABI et
al.,, 2013; CARR; MCCALL, 2017;), estas funcbes devem estar contribuindo para a
manutencdo do efeito antinociceptivo da vitamina C ap6s a finalizacdo do periodo de
tratamento.

O presente estudo também mostrou, pela primeira vez, que a coadministracdo de
vitaminas C+E concomitante a administracdo de gabapentina produziu efeito antinociceptivo
maior do que o uso apenas de gabapentina em animais com CCI. Esta combinagdo ainda
provocou melhora significativa na fungdo motora dos animais, medida pelo IFI. Esses dados
sugerem que poderia ser benéfica a combinacdo das vitaminas C+E e gabapentina no
tratamento de dor neuropatica, a qual possui incidéncia elevada na populacdo mundial, reduz
a qualidade de vida dos pacientes acometidos por ela, e ainda possui tratamento limitado na
clinica (COLLOCA et al., 2017). Apesar de ndo estar completamente esclarecido o
mecanismo de acdo da gabapentina, os estudos sugerem que esse farmaco atua por meio de
ligacdo com a subunidade a-20 de canais de Ca?" (KUKKAR et al., 2013; STOICEA et al.,
2015; COLLOCA, 2017) ou pela reducdo de transportador de aminoacido excitatério do tipo
3 (GIL et al.,, 2015). Esses efeitos podem ter se somado aos das vitaminas, descritos
anteriormente neste texto. O resultado do somatdrio deve ter contribuido para o efeito
antinociceptivo maior com a coadministracao das vitaminas C+E concomitante a gabapentina.
Assim, o uso das vitaminas C+E concomitante ao tratamento com gabapentina parece
constituir uma alternativa para ampliar a analgesia e, a0 mesmo tempo, reduzir os efeitos
colaterais do tratamento a longo prazo com gabapentina em pacientes com dor neuropatica.
Um estudo recente destaca a limitacdo no tratamento desses pacientes e os inimeros efeitos
colaterais dos diferentes farmacos usados no tratamento da dor neuropéatica (COLLOCA et al.,
2017).

Os resultados do IFI mostraram que a CCI no nervo isquiatico induziu os sintomas
classicos de danos a caminhada descritos na literatura (SANTOS et al., 2014). O IFI é um
método confiavel, repetivel e quantitativo para avaliar a fungcdo motora apds lesdo no nervo
isquidtico (KATO et al.,, 2013). A administracdo de vitaminas C, E e C+E provocou
recuperacdo nos valores desse indice. E provavel que a melhora no IFI tenha relagdo com a
antinocicepcdo induzida pelo tratamento com as vitaminas. E sugerido que a CCI provoca
alteracbes no padrdo de caminhada de ratos devido a dor espontanea ocasionada pela leséo
nervosa (NAKAZATO-IMASATO; KUREBAYASHI, 2009). Como a administracdo das
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vitaminas atenuou a sensacao dolorosa nos ratos com CCI, pode-se sugerir que a recuperagéo
nos valores do IFI estejam relacionadas com esse efeito das vitaminas.

Inimeros estudos sugerem que a administracdo de scavengers de ROS ou compostos
antioxidantes podem atenuar 0 comportamento nociceptivo em diversos modelos de dor
neuropatica (KIM et al., 2012; KIABI et al., 2013; PARK et al., 2013). Além disso, 0
desenvolvimento da dor neuropatica parece relacionar-se com um acréscimo na formacéo de
ROS e RNS, que em excesso podem alterar o estado redox celular e ocasionar prejuizos as
funcBes celulares e vias de sinalizacéo, podendo ainda contribuir para a degeneracdo neuronal
e sensibilizacdo (SALVEMINI et al., 2011; GRACE et al., 2016; GEIS et al., 2017). Porém,
essas espécies ndo possuem apenas efeito deletério. Dependendo da sua concentracdo, elas
também atuam como importantes sinalizadores intracelulares (SALVEMINI et al., 2011;
KOMATSU et al., 2017). No presente estudo, paralelo as alteracbes nas sensibilidades
térmica e mecanica e no IFI induzidas pela CCl, observou-se que o tratamento com vitaminas
modificou alguns parametros de estresse oxidativo e nitrosativo, tanto no local da lesdo como
em regides do SNC. Muitas das alteragdes foram na direcdo oposta aquelas encontradas nos
animais com CCI que receberam apenas veiculo. Considerando essas mudangas, a funcdo das
vitaminas C e E como antioxidantes, e o papel importante de antioxidantes no tratamento de
condicBes dolorosas, a discussdo a seguir relaciona a possivel contribuicdo do efeito
antioxidante das vitaminas na antinocicepgéo induzida pelas vitaminas C, E e C+E.

Os hidroperéxidos lipidicos e a TAC foram avaliados tanto no local da lesdo (nervo
isquiatico lesionado) como no segmento lombossacral da medula espinal. Os resultados
mostraram que a lesdo nervosa provocou aumento nos valores de hidroperoxidos lipidicos no
nervo isquidtico e na medula espinal de ratos CCI tratados com veiculo. Porém, o acréscimo
ndo foi estatisticamente significativo. A administracdo das vitaminas, por sua vez, preveniu a
mudanca nesse parametro nos tecidos analisados. O aumento nos valores de hidroperdxidos
lipidicos nos animais CCI que receberam veiculo pode se relacionar com a maior formacéo de
0,* e de metabdlitos do NO nestes animais. Dados da literatura mostram aumento na
formacdo de ROS em condi¢des de dor neuropética periférica, tanto no nervo isquiatico
(NAIK et al., 2006) como na medula espinal (KIM, et al., 2004; KIM, et al., 2015). Segundo
esses autores, a reducdo nas ROS por meio do uso de antioxidantes pode ser uma alternativa
para tratar a dor neuropatica. Nesse contexto, pode-se sugerir que as acdes antioxidantes das
vitaminas C e E estejam atuando sobre as ROS, a exemplo da menor formagédo de O,* e de
metabdlitos do NO nos animais que receberam essas vitaminas. Essa reducdo pode ser a

explicacdo para os valores menores de hidroperdxidos lipidicos no nervo e na medula espinal
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de ratos que receberam administragdes de vitaminas C e E. Porém, deve se considerar que
outros efeitos das vitaminas C e E também podem estar contribuindo para a reducdo nos
valores de hidroperdxidos lipidicos nos tecidos dos animais tratados. Esta demonstrado que
essas vitaminas regulam canais de Ca** do tipo T dependentes de voltagem (NELSON et al.,
2007), que estdo relacionados com formacdo de ROS (HUANG et al, 2016; GRACE et al.,
2016) . Ainda, essas vitaminas reduzem citocinas (OLIVEIRA, et al., 2012). Assim, todas
essas acoes poderiam também contribuir na antinocicepcao induzida pelas vitaminas.

Paralelo as alteracdes nos valores de hidroperoxidos lipidicos, observou-se um
pequeno acréscimo na TAC no nervo isquidtico lesionado de ratos CCI que receberam veiculo
e vitaminas, o que ndo ocorreu na medula espinal desses ratos. Essa diferenca pode estar
relacionada as peculiaridades desses tecidos frente a uma condicdo de dor. Diversos estudos
mostram que as alteracdes patofisiologicas que ocorrem ap6s uma lesdo nervosa sdo mais
acentuadas no nervo isquiatico. Nesse tecido ha uma maior formacdo de mediadores
inflamatorios, liberacdo de citocinas, formacdo de ROS e RNS, e aumento na atividade de
enzimas antioxidantes (NAIK et al.,, 2006; MUTHURAMAN; SINGH, 2012; GEIS et al.,
2017). Esses autores sugerem que essas mudancas ocorrem com o intuito de conter as
mudancas e recuperar o tecido lesionado. Na medula espinal, 0s mecanismos de controle séo
mais rigidos quando comparados aqueles da periferia. Apesar de mais permeavel quando em
situaces de dor, a medula espinal apresenta barreira hematencefélica que ainda é capaz de
dificultar a passagem de moléculas pré-nociceptivas (SAUER et al., 2017). Isso garante a
manutencdo de um microambiente homeostatico capaz de manter as fungdes sensoriais e
motoras do tecido. E possivel que a barreira, juntamente com as alteraces intrateciduais que
visam manter a homeostase, seja a provavel causa da falta de variacao significativa na TAC
na medula espinal.

Apesar da auséncia de alteracGes significativas na TAC na medula espinal, os valores
de tidis totais reduziram nos ratos CCI que receberam veiculo. A redugéo foi observada tanto
aos 3 como aos 10 dias ap6s o procedimento cirdrgico. Os tidis celulares sdo um grupo de
moléculas que participa diretamente na neutralizacdo de radicais, além de atuar como cofator
em varios sistemas enzimaticos (SIES, 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O tiol
mais abundante nos mamiferos é a GSH, que esta diminuida em situacdes de dor neuropatica
(NAIK et al., 2006; BHAT et al.,, 2016). Assim, nosso estudo reproduziu os dados da
literatura. Como se postula que a diminuic¢do nos tidis totais se relaciona com a formacéo das
ROS e de RNS (NAIK et al., 2006; BHAT et al., 2016;), pode-se sugerir que a reducéo

observada na medula espinal dos ratos com CCI se deve a0 aumento na producdo dessas
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espécies nos animais CCI. Outro fator que pode contribuir para a queda nos valores de tiois
totais € a inibicdo do trocador cistina-glutamato. Este € um transportador de glutamato que
promove o efluxo de glutamato concomitante ao influxo de cistina. A cistina desempenha
papel fundamental na sintese e funcdo da GSH. Em condi¢cdes de dor, o aumento na
concentracdo extracelular de glutamato inibe o trocador cistina-glutamato (ROBERT et al.,
2014). Essa inibicdo pode estar contribuindo para a deplecdo de GSH e consequente reducao
nos valores de tidis totais na medula espinal de ratos com CCI que receberam veiculo. A falta
de alteragdes significativas na TAC paralelamente a queda nos tidis totais pode se relacionar a
aumentos na atividade de outros sistemas antioxidantes. A atividade da CAT aumentou na
medula espinal de ratos com CCl (GOECKS et al., 2012). Assim, o complexo quadro de
alteracdes em distintos parametros pode ser o responsavel pela falta de mudancas
significativas na TAC na medula espinal, embora tenha ocorrido queda nos valores de tidis
totais nesse tecido.

A administracdo de vitaminas C, E e C+E preveniu a queda nos valores de tiois totais.
Esse efeito possivelmente se relaciona com a atividade antioxidante das vitaminas, a qual foi
mencionada anteriormente nesse texto. Para lembrar, a vitamina E desempenha papel protetor
importante frente a lesdes no sistema nervoso por ser um importante antioxidante
lipossoltvel, inibir a producdo de radicais livres e regular canais de Ca** (BUTUN et al.,
2015). A vitamina C atua diretamente como scavenger de ROS e RNS (HARRISON; MAY,
2009) e na regeneracdo da vitamina E (FABRE et al., 2015). Assim, € possivel que as a¢6es
antioxidantes destas vitaminas tenham prevenido a deplecdo nos valores de tidis totais.

Diversos autores sugerem que o O,* se relaciona com dor de varias etiologias,
incluindo a dor neuropatica (SALVEMINI et al., 2011; LITTLE; DOYLE; SALVEMINI,
2012; GRACE et al., 2016). No presente estudo houve aumento na formacdo de O,* em
animais com CCI, o qual foi prevenido com a administracdo de vitaminas. De acordo com a
literatura, vitamina C e vitamina E diminuem a formacdo de O,° e reduzem a ativacdo de
enzimas NADPH oxidases, as quais parecem constituir uma das principais fontes de O,*
(CHEN et al., 2001). Esse efeito possivelmente tem papel importante na diminuicdo da SAG
nos animais tratados com vitaminas C, E e C+E. Como 0 O,*" desempenha papel importante
na dor, sua reducdo provavelmente esta contribuindo na antinocicepcdo dos ratos CCI que
receberam vitaminas. Nesse contexto, o acréscimo na formacédo de O,°* na medula espinal dos
ratos com CCI tratados com veiculo se relaciona com a nocicepcao observada nesses animais.
Porém, ndo se pode desconsiderar outros efeitos das vitaminas C e E. A vitamina E regula
canais de Ca** (NAZIROGLU; OZGUL, 2013), enquanto a vitamina C atua como cofator na
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biossintese de peptidios opidides amidados e metaloenzimas regulatérias (CARR; MCCALL,
2017), todos eventos com papel importante na antinocicepgéo.

Nos animais tratados com vitamina E e vitamina C+E, a reducdo na SAG foi
observada aos 3 e 10 dias, mas apenas aos 10 dias nos ratos tratados com vitamina C. Esta
diferenca pode ser atribuida as propriedades pro-oxidantes da vitamina C. E sabido que o
ascorbato pode sofrer auto-oxidacdo dependente do pH, formando H,O, em compartimentos
teciduais (CHEN, et al., 2007). Segundo esses autores, esta reacdo ocorre quando a
administracdo parenteral de vitamina C ultrapassa os limites de controle rigido do ascorbato, 0
qual é restaurado quando os rins excretam o ascorbato que ultrapassou a capacidade dos
transportadores responsaveis pela reabsor¢do dessa molécula. A auséncia de reducdo nos
valores de SAG sugere que o controle rigoroso da concentracdo de ascorbato estava
restaurado aos 10 dias, mas ndo aos 3 dias nos ratos que receberam vitamina C.

A auséncia de alteragdes no H,O, nos animais com CCI tratados com vitaminas pode
estar relacionada aos efeitos das vitaminas como antioxidantes e moduladores de canais de
Ca®*. Nos animais com CCI que receberam apenas veiculo, acredita-se que os valores de
H,0O, foram mantidos pela acdo da CAT, que se sabe estar aumentada em medula espinal de
ratos com CCl (GOECKS et al., 2012). O H,0, é uma importante molécula neuromoduladora,
e seu aumento pode ocasionar inibicdo na transmissdo sindptica e em outras vias de
sinalizacéo, o que justifica a necessidade da manutencgéo de suas concentracdes (RICE, 2012).

O tratamento com vitaminas C, E e C+E preveniu o aumento dos metabdlitos do NO,
0s quais estavam aumentados na medula espinal dos ratos com CCI tratados com veiculo por
3 dias. Esta agdo das vitaminas pode se relacionar com os efeitos modulatérios das mesmas
em canais de Ca®*, como ja mencionado. Sabe-se que a formagdo de NO, molécula com papel
importante no processamento nociceptivo (ZHOU et al., 2015), é induzida por ativacdo de
NOS, que é dependente de calcio/calmodulina e ocorre devido a estimulacdo dos receptores
NMDA (GRACE et al., 2016). A vitamina E modula a ativagio de canais i0nicos de receptor
de potencial transitorio relacionado a melastatina do tipo 2 (TRPM2), que sdo redox sensiveis
(NAZIROGLU; OZGUL, 2013). A vitamina C inibe a isoforma C,3.2 de canais de Ca®" tipo
T, que estdo envolvidos na dor neuropatica (NELSON et al., 2007). Essas a¢fes podem ter
contribuido para o efeito das vitaminas sobre os metabolitos do NO. Nos animais com CCI
que receberam apenas veiculo, 0 aumento dos metabdlitos do NO possivelmente tenha relacdo
com a queda nos valores de tiois totais encontrada nesses animais. A glutationa é um tiol com
papel importante na disponibilidade de NO. O aumento no NO pode levar a formagéo de S-

nitrosotiois, 0s quais preservam a bioatividade e aumentam o tempo de meia-vida do NO
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(ROBACZEWSKA et al., 2016). Esta reacdo possivelmente contribuiu para o aumento dos
metabdlitos do NO nos animais com CCI que receberam apenas veiculo, e também para a
reducdo do conteldo de tiois totais neste grupo.

O aumento dos valores de acido ascorbico nos animais CCI tratados com veiculo pode
ser decorrente das funcdes essenciais do ascorbato no SNC. Nesse tecido, o ascorbato atua
como uma importante molécula antioxidante, como um neuromodulador de atividade
sinaptica, e na troca metabdlica dos neurdnios durante condi¢bes de atividade e repouso,
conforme mecanismo descrito por Covarrubias-Pinto et al. (2015) e explicado a seguir:

Em encéfalo, uma lesdo nervosa provoca aumento na liberacdo de glutamato. Essa
molécula atua em diferentes tipos celulares presentes no tecido nervoso, incluindo os
astrocitos. Nessa célula, o glutamato estimula a liberacdo de ascorbato. O ascorbato liberado
entra no neurdnio devido a presenca na membrana plasmatica dessa célula do transportador
SVCT-2. Dentro do neurdnio, o ascorbato sustenta as necessidades antioxidantes e, nesse
processo, ¢ oxidado a dehidroascorbato. O dehidroascorbato sinaliza ao neurbnio a
necessidade de ativar a via das pentoses e se dirige ao espago extracelular passando por
transportadores de glicose do tipo GLUT 3. O dehidroascorbato entra no astrocito passando
por GLUT 1 e, nessa célula, é transformado em ascorbato, processo esse que depende, em
parte, de GSH (Figura 4).

Esse mecanismo ainda ndo foi descrito em medula espinal. Porém, parece plausivel
sugerir gue o0 mesmo também ocorra nesse tecido. Com base nessa proposi¢do, pode-se inferir
gue o aumento nos valores de acido ascorbico se deve a esse mecanismo de sinalizacdo entre
neurdnio e astrocito na medula espinal de ratos com CCI. E sabido que a dor neuropética
induzida por CCI ocasiona ativacdo de células da glia na medula espinal (JURGA et al.,
2017). Como as vitaminas C e E reduzem a ativacdo de células gliais (EGGER et al., 2003;
VANHOOK, 2017) e possuem acdes antioxidantes, a administracdo dessas vitaminas pode ter
ocasionado menor ativagédo do sistema de sinalizagdo do ascorbato na comunicacéo neurdnio-
astrocito. Ainda, como os animais que receberam administracGes de vitaminas C, E e C+E
apresentaram melhora na sensibilidade mecanica nos periodos analisados, sugere-se que esta
melhora tenha provocado reducgéo no glutamato extracelular, o que levaria a um fluxo menor
de ascorbato entre neurdnios e celulas da glia. O aumento nos tiois totais nos animais com
CCI tratados com vitaminas pode ser também um indicativo de menor consumo de GSH na
reciclagem de dehidroascorbato.

O presente estudo também mostrou, pela primeira vez, que a coadministracdo de

vitaminas C+E previne a reducdo na expressao de SVCT-2, a qual foi observada em animais
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com CCl tratados com veiculo. Acredita-se que este resultado tenha relagdo com a ativagdo de
células gliais. De acordo com Portugal et al., (2017), a reducdo na expressdo de SVCT-2
promove um fendtipo pro-inflamatorio na microglia e leva a sua ativacdo. Em condicgdes de
dor neuropética, observa-se ativacdo da microglia (WANG et al., 2017), a qual parece ser
essencial para o processamento nociceptivo patolégico da dor neuropética (POPIOLEK-
BARCZYK; MIKA, 2016). Considerando os resultados do presente estudo, € possivel que a
reducdo na expressdo de SVCT-2 tenha relacdo com a ativacdo da microglia em medula
espinal de animais com CCI que receberam apenas veiculo. E sabido que a CCl provoca
ativacdo das células da microglia (XU et al., 2016; POPIOLEK-BARCZYK; MIKA, 2016;
WANG et al., 2017), e quando hd internalizacéo dos transportadores SVCT-2, ha ativacdo da
microglia (PORTUGAL et al., 2017). A internalizacdo desse transportador pode ter
contribuido para a reducdo na expressdo de SVCT-2 na medula espinal de ratos com CCI. E
sabido que diferentes estimulos regulam a expressdo do gene do SVCT-2 (SOGAARD et al.,
2014; LI et al., 2016; ZAREBKOHAN et al., 2016). Contudo, a situacdo pode ser diferente
guando se administra vitaminas C+E. De acordo com dados da literatura, as vitaminas C e E
previnem a ativacdo da microglia (EGGER et al., 2003; VANHOOK, 2017). Essa prevencao
possivelmente se relaciona com a manutencao da expressao de SVCT-2 na medula espinal dos
ratos CCI tratados com vitaminas C+E. Contudo, essa sugestdo ndo exclui a participacdo de
outros mecanismos na manutencdo da expresséo de SVCT-2 em medula espinal de ratos CCI
que receberam administracGes de vitaminas C+E. Um estudo recente mostrou que a vitamina
C previne a reducdo na expressao de SVCT-2 no ganglio da raiz dorsal de ratos com CCI (LI
et al., 2016). Estes autores sugerem que a suplementagdo com vitamina C determina um
feedback positivo na entrada de vitamina C em neurdnios. Essa maior entrada de vitamina C
possivelmente também contribuiu para a manutencdo da expressdo de SVCT-2 no tecido
nervoso de ratos com CCI.

E interessante que a expressdo de SVCT-2 reduziu, enquanto os valores de &cido
ascorbico aumentaram na medula espinal de ratos CCI que receberam veiculo. Embora seja
cedo para especulacdes devido a limitacdo de resultados experimentais abordando esse tema
em condic¢Bes de dor, pode-se sugerir que o aumento do &cido ascérbico indica uma maior
comunicagdo entre neurdnio e astrocito. Isso possivelmente se deve ao aumento nas ROS e
RNS induzida pela dor (SALVEMINI et al., 2011; GEIS et al., 2016). A reducéo da expressao
de SVCT-2 limita, mas ndo impede a interacdo entre neurbnio e células da glia.
Provavelmente o fluxo maior de ascorbato seja uma consequéncia da reducdo no

transportador SVCT-2. Um apoio a essa sugestdo é a reducdo nos valores de tiois totais na
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medula espinal de ratos CCIl que receberam veiculo, e estudos que mostram aumento na
expressdo de GLUTS, responsaveis também pelo transporte de dehidroascorbato, em tecido
nervoso lesionado (LI et al., 2016).

As ROS e RNS, também atuam como moléculas sinalizadoras, as quais modulam vias
de sinalizagdo como a da p38 e a da PIK3/Akt. Um estudo recente mostrou que a ativagéo por
ROS de p38 e Akt induz ativagdo de NF-xkB (KOMATSU et al., 2017). Segundo esses
autores, o fator NF-«kB desencadeia a sintese de citocinas e inUmeros mediadores
proinflamatdrios que contribuem para a sensacéo dolorosa.

A p38 é uma molécula envolvida no desenvolvimento da dor neuropatica, cuja
ativacdo contribui para a hiperalgesia (JI, SUTER, 2007; COLLOCA et al., 2017). Os dados
da literatura indicam que o aumento na producdo de ROS estimula a fosforilacdo da p38
(KOMATSU et al, 2017). Assim, 0 aumento na expressdo da p-p38 nos animais CCI que
receberam veiculo pode se relacionar as alteracBes de parametros de estresse oxidativo e
nitrosativo encontradas no presente estudo. Essa mudanca possivelmente tenha também
relacdo com a nocicepcao, ja que a p38 possui papel importante na nocicepcao (XU et al.,
2007; QU et al, 2016). A administracdo de vitaminas, por sua vez, reduziu a expressao de p-
p38 na medula espinal. E possivel que as acdes antioxidantes das vitaminas C+E reduziram as
ROS, e essa reducdo contribuiu para evitar 0 aumento na expressao da p-p38 em medula
espinal de ratos com CCI. A diminuigdo da p-p38, por sua vez, provavelmente favoreceu o
efeito antinociceptivo das vitaminas C+E. Um apoio a essa hipotese € que a reducdo da p-p38
se deu paralelamente a antinocicepcdo. E sabido que a administracdo de inibidor de p38
provoca reducdo na hiperalgesia apds lesao nervosa em ratos (XU et al., 2007).

Apesar de estudos realizados em cOrtex pré-frontal indicarem que o aumento na
expressao da p-p38 induz acréscimo na expressdo de SVCT-2 (TIAN et al., 2016), o presente
estudo encontrou diminui¢do na expressdo desse transportador com 0 aumento na expressao
de p-p38. No momento ndo é possivel explicar essa diferenca, mas acredita-se que a mesma
seja decorrente das peculiaridades do cértex cerebral e da medula espinal. Estudos anteriores
de nosso grupo de pesquisa mostraram alteracfes distintas em respostas oxidativas na medula
espinal e encéfalo em modelo de transeccdo do nervo isquidtico (SCHEID et al., 2013).
Contudo, sabe-se que a ativacdo da microglia aumenta a expressdo da p38 em condigdes de
dor neuropética (BERTA et al., 2016). Acredita-se que no presente estudo, embora néo tenha
sido demonstrado experimentalmente, também houve ativacdo da microglia na medula espinal
de ratos com CCI tratados com veiculo. A prevencdo da ativacdo da microglia pelas vitaminas
C e E, como ja mencionado anteriormente (EGGER et al., 2003; VANHOOK, 2017), pode
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ocorrer devido a manutencgdo da expressdo de SVCT-2 nos animais com CCI que receberam
vitaminas C+E.

A expressao da p-Akt também foi diminuida com a coadministracdo de vitaminas C+E
apos CCIl. Um estudo recente mostrou que a inibicdo da via PI3K/Akt/mTOR contribui para a
atenuacdo da dor neuropatica (GUO et al., 2017). Assim, é possivel que a reducdo na
expressdo da p-Akt pela administragdo das vitaminas C+E contribuiu para o efeito
antinociceptivo dessas vitaminas. Segundo dados da literatura, a ativacdo de PI3K/Akt pode
levar a aumento nas ROS, especialmente 0 O, (ZHAO et al., 2017). O O,* parece ativar a
Akt (LI et al., 2013). Como o presente estudo mostrou que o tratamento com vitaminas C+E
diminuiu a SAG, sugere-se que esta a¢do tenha contribuido para a reducéo na expressao da p-
Akt nos animais CCI tratados com vitaminas C+E. Como a expressao da Akt ndo foi alterada
com o tratamento com vitaminas C+E, esse resultado indica que essas vitaminas atuam mais
rapidamente sobre a fosforilacdo do que sobre a sintese de Akt.

A ativacdo da microglia também pode estar relacionada com a Akt e 0 SVCT-2. Dados
da literatura indicam que a inibicdo da sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR reduz a ativacdo da
microglia em medula espinal de ratos com CCI (GUO, et al., 2017). Como o tratamento com
vitaminas C+E reduziu a expressao de p-Akt, pode-se inferir uma menor ativacdo microglial
na medula espinal desses ratos. Essa ativacdo menor das células microgliais poderia estar
relacionada a manutencdo da expressdo de SVCT-2, como discutido anteriormente. Dessa
forma, o0 aumento na expressdo de p-Akt pode contribuir para a ativacdo da microglia, e essa
ativacdo pode se relacionar com a reducdo na expressao de SVCT-2 nos animais com CCI que
receberam apenas veiculo. Neste contexto, o aumento do contetdo de &cido ascorbico nestes
animais pode ser uma tentativa de limitar os efeitos do alto metabolismo oxidativo, apesar da
reducdo na expressao de SVCT-2, como proposto anteriormente.

Cabe mencionar ainda que algumas modificagdes foram encontradas em animais do
grupo sham. Essas alteragdes podem ser decorrentes dos procedimentos envolvendo a
manipulacdo de tecidos profundos, como musculos e tecido conjuntivo adjacente, que induz
dor (SCHEID et al., 2013). Segundo esses autores, a manipulacdo sham deve induzir uma
sensibilizagdo muito menor na medula espinal, o que deve induzir alteracdes distintas em
pardmetros de estresse oxidativo e nitrosativo em medula espinal. Essa diferenga
provavelmente foi a responsavel pelas alteracoes distintas nos grupos sham e CCI encontradas
no presente estudo.

Assim, os resultados do presente estudo (para revisao, ver Figura 9) reforcam a agéo

antinociceptiva das vitaminas C, E e C+E em condicdo de dor neuropatica, e mostram que 0
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efeito € maior quando se administra vitaminas C+E. O estudo também mostra que o efeito
antinociceptivo ocorre quando as vitaminas sdo administradas i.p. e por via oral, que este
efeito dura por vérias horas ap0s o término das administracdes diarias por 3 e 10 dias, e que 0
efeito de atenuacdo da nocicepcdo do farmaco gabapentina é maior quando se faz
administracdo do mesmo concomitante a das vitaminas C+E. Paralelamente, a administragio
das vitaminas C, E e C+E muda pardmetros oxidativos no nervo isquiatico lesionado, e
parametros oxidativos e nitrosativo, e de sinalizacdo intracelular no segmento lombossacral da
medula espinal, sendo muitas das alteracbes em direcdo oposta aquelas induzidas pela CCI.
Interessantemente, as administracdes das vitaminas ndo parecem induzir toxicidade ao
organismo, pelo menos frente aos parametros analisados no estudo. Assim, a administracao
das vitaminas C, E e C+E poderia ser uma alternativa como coadjuvante a medicacbes
classicas usadas no tratamento de condicdes de dor neuropatica. Porém, é necessario cautela
na extrapolacdo dos resultados para os humanos. Ratos e humanos exibem diferencas nas

respostas a dor, e isto torna necessaria a realizacdo de estudos complementares em humanos.
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Figura 9: Esquema mostrando breve resumo dos principais resultados do presente trabalho quando se
administrou vitaminas C+E em ratos com dor neuropética por lesdo por constricdo cronica no nervo isquiético
(linhas transversais de cor preta no nervo representado na cor cinza). Foram omitidos os dados dos efeitos das
administracfes de vitaminas C e E por ser esses muito similares aos das vitaminas C+E. Para descrigdo das
abreviaturas, consulte a lista de abreviaturas na pagina 15 dessa tese (Elaborado pela autora).



138

7. CONCLUSOES

Este estudo mostrou que o tratamento com vitamina C, vitamina E e vitaminas C+E
atenuou a nocicepcdo em ratos com CCI, um modelo de dor neuropatica, e o efeito foi maior
quando as vitaminas foram administradas conjuntamente. A administracdo das vitaminas
concomitante com gabapentina, um farmaco usado no tratamento de dor neuropética,
provocou maior efeito antinociceptivo nos ratos com CCI do que quando se usou apenas
gabapentina. Ainda, pela primeira vez se observou que o efeito antinociceptivo das vitaminas
C, E e C+E dura por varias horas ap0s o término do periodo de administracdo de 3 e 10 dias, e
melhora o IFI, uma medida de recuperacao pos-lesdo nervosa.

Paralelamente, observou-se que a administragdo das vitaminas C, E e C+E modifica
parametros oxidativos em nervo isquiatico lesionado, e parametros oxidativos e nitrosativos
em segmento lombossacral da medula espinal, a regido de entrada das informacdes aferentes
do nervo isquiatico. No nervo isquiatico, as vitaminas preveniram acréscimo nos valores de
hidroperoxidos lipidicos e aumentaram a TAC. Na medula espinal, as vitaminas reduziram a
formacéo de O,*", os metabdlitos do NO e os hidroperéxidos lipidicos, além de prevenirem a
reducdo nos valores de tiois totais, aos 3 e 10 dias, e 0 acréscimo no &cido ascorbico aos 10
dias, sem induzir qualquer alteracdo nos valores de H,O, e TAC. A administra¢do conjunta de
vitaminas C+E ainda preveniu, na medula espinal, o aumento na expressdo das proteinas p-
p38 e p-Akt e a reducdo na expressao do transportador SVCT-2, sem modificar a expressao da
Akt aos 3 dias apos a CCI.

Como a reducdo de ROS e RNS parece constituir alternativa no tratamento da dor
neuropaética, e as vitaminas C e E ja foram usadas, separadamente, para tratar humanos em
condicgéo de dor, os resultados do presente estudo reforcam o uso das vitaminas C, E e C+E
para tratar condicdo de dor neuropatica. Os resultados também ampliam o conhecimento sobre
os efeitos do tratamento com essas vitaminas sobre o tecido nervoso, tema que ainda possui
muitas questdes em aberto. O estudo ainda sugere que 0 uso das vitaminas ndo parece induzir
toxicidade ao organismo e poderia ser uma alternativa como coadjuvante a medicacoes
classicas usadas no tratamento de condi¢Ges de dor neuropédtica. Porém, é necesséria a
realizacdo de estudos complementares em humanos, dada as diferengas nas respostas a dor em

ratos e humanos.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, propde-se avaliar moléculas de sinalizagdo, como exemplo a
expressao do NF-kB e de citocinas como o TNF-a e a IL-10 em medula espinal lombossacral
de ratos com CCI tratados com vitaminas C, E e C+E. Propde-se também avaliar nesse tecido
vias de apoptose/sobrevivéncia celular, mediante determinacdo das expressdes das proteinas
Bax e BCI-2. Sugere-se ainda avaliar a expressdo de proteinas relacionadas a sinalizagdo
glutamatérgica, como as subunidades NR1 e NR2B do receptor NMDA e os transportadores
de aminoéacido excitatério tipos 1 e 2 (EAAT1 e EAAT2, respectivamente).

Dada a fundamental importancia da ativacdo de células da glia no contexto desse
trabalho, propde-se ainda determinar os efeitos do tratamento com vitaminas C, E e C+E
sobre o padrdo de imunorreatividade e a expressdo de marcadores de células da glia, como
GFAP (marcador de astrécitos) e OX42 e IBA 1 (marcador de microglia).

Sugere-se também avaliar, mediante uso de técnicas histologicas, a recuperacdo do
nervo isquiatico e o padrdo de distribuicdo da atividade da enzima NADPH-diaforase, que é
uma NOS, em medula espinal de ratos com CCI tratados com vitaminas C, E e C+E.

Como se sabe que os efeitos da dor neuropatica se estendem a regibes mais superiores
do neuroeixo, propde-se avaliar parametros de estresse oxidativo e nitrosativo em coértex e

tronco encefalico de ratos com CCI tratados com vitaminas C, E e C+E.
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