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RESUMO

Titulo: VITAMINA D ATENUA NOCICEPCAO E MODIFICA PARAMETROS DE
ESTRESSE OXIDATIVO EM MEDULA ESPINAL DE RATOS COM DOR
NEUROPATICA

Autora: MARIA DO CARMO QUEVEDO SANTOS
Orientadora: WANIA APARECIDA PARTATA

Atualmente, muitos estudos indicam um papel benéfico de compostos com acdo antioxidante
no manejo da dor neuropética, a dor devido a lesdo no tecido nervoso. A vitamina D possui
papel importante na regulacdo de antioxidantes enddgenos. Essa vitamina também parece
desempenhar papel importante na dor, pois sua deficiéncia estd associada a condicGes
dolorosas. Todavia, desconhece-se a relacdo entre analgesia induzida por vitamina D e
marcadores de estresse oxidativo no tecido nervoso em condi¢cdo de dor. Assim, este estudo
avaliou os efeitos temporais da administracao oral de vitamina D3 (Vit. D3), a forma ativa da
vitamina D, sobre limiar mecénico e térmico, como medidas nociceptivas; indice funcional do
nervo isquiatico (IFI), como indicador de recuperacdo funcional desse nervo; e parametros de
estresse oxidativo em nervo isquiatico lesionado e segmento lombossacral da medula espinal
em ratos adultos com constricdo crbénica no nervo isquiatico (CCI, do inglés chronic
cronstriction injury), um modelo de dor neuropatica amplamente usado na literatura. A
administracdo da vitamina foi por gavage, na dose de 500 unidades internacionais/kg/dia
durante 7 e 28 dias, tendo inicio 24 h ap6s a CCI. Como veiculo foi usado azeite de oliva. A
Vit. D3 atenuou a reducgdo nos limiares mecanico e térmico e IFI, os quais foram diminuidos
pela CCI. Paralelamente, a Vit. D3 preveniu o acréscimo significativo na concentracdo de
hidroperdxidos lipidicos em nervo isquiatico lesionado, o qual foi induzido pela CCI. Nesse
nervo ndo foram observadas alteracdes estatisticamente significativas na capacidade
antioxidante total (TAC, do inglés total antioxidant capacity), independente do tratamento
recebido pelo rato CCl. Na medula espinal, a Vit. Dz ndo preveniu o aumento significativo na
geragdo de anion superdxido (SAG, do inglés superoxide anion generation) e nos valores de
peroxido de hidrogénio (H202) induzidos pela CCI somente aos 7 dias apos a lesdo. Aos 7
dias houve correlacdo negativa significativa entre valores de limiar mecénico e SAG e H20..
A Vit. D3 foi capaz de prevenir o acréscimo nos valores de hidroperoxidos lipidicos em
medula espinal, mas ela aumentou significativamente a TAC nesse tecido aos 28 dias, esse
ultimo efeito observado apenas quando se compararam os valores aqueles obtidos em ratos
CCI tratados com veiculo por igual periodo. A vitamina preveniu a queda no contetdo de tiois
totais da medula espinal, tanto aos 7 quanto aos 28 dias. Nos ratos do estudo, ndo foram
encontradas alteracdes significativas no peso corporal, e nos indicadores de funcdo hepatica,
como bilirrubina direta, aspartato amino transferase e alanina amino transferase, e de funcéo
renal, como creatinina. Assim, os resultados do presente estudo reforcam o efeito
antinociceptivo da vitamina D e mostram, pela primeira vez, que alteragdes em parametros de
estresse oxidativo na medula espinal contribuem para esse efeito dessa vitamina.

Palavras-chave: Limiar mecanico, limiar térmico, indice funcional do nervo isquiatico,
geracdo de anion superoxido, peroxido de hidrogénio, tidis totais.



ABSTRACT

Title: VITAMIN D ATTENUATES NOCICEPTION AND MODULATES OXIDATIVE
STRESS PARAMETERS IN SPINAL CORD OF RATS WITH NEUROPATHIC PAIN

Author: MARIA DO CARMO QUEVEDO SANTOS
Advisor: WANIA APARECIDA PARTATA

Currently, many studies indicate a beneficial role for compounds with antioxidant action in
the management of neuropathic pain, which is caused by damage to nervous tissue. Vitamin D
plays an important role in the regulation of endogenous antioxidants. This vitamin also
appears to play an important role in pain, since its deficiency is associated with painful
conditions. However, the relationship between vitamin D-induced analgesia and markers of
oxidative stress in nerve tissue during pain is unknown. Thus, this study evaluated the
temporal effects of oral administration of vitamin D3 (Vit. Dz), the active form of vitamin D,
on mechanical and thermal thresholds, as nociceptive measurements; sciatic functional index
of sciatic nerve (SFI), as an indicator of functional recovery of this nerve; and oxidative stress
parameters in injured sciatic nerve and lumbosacral spinal cord in adult rats with chronic
constriction injury (CCI) of sciatic nerve, a model of neuropathic pain widely used in the
literature. Vitamin D was administered by gavage, at a dose of 500 international units/kg/day
for 7 and 28 days, starting 24 h after the CCI. Olive oil was used as vehicle. Vit. D3 attenuated
the reduction in mechanical and thermal thresholds and IFI caused by the CCI. At the same
time, Vit. D3 prevented the significant increase in lipid hydroperoxides levels in injured
sciatic nerve induced by the CCI. There were no statistically significant changes in the total
antioxidant capacity (TAC) in this nerve, regardless of the treatment received by the animal
that underwent the CCI. In spinal cord, Vit. D3 did not prevent the significant increase in
superoxide anion generation (SAG) and in the values of hydrogen peroxide (H-0O>) induced by
CCl only at 7 days after the injury. At 7 days, there was a significant negative correlation
between mechanical threshold values and SAG and H20». Vit. D3 was able to prevent the
increase of lipid hydroperoxides levels in the spinal cord, but it significantly increased TAC
in this tissue at 28 days, the latter effect observed only when comparing the values obtained in
CCI rats treated with vehicle for the same period. The vitamin prevented the drop in the total
thiol content of the spinal cord, both at 7 and 28 days. No significant changes were found in
body weight and liver function indicators of the animals, such as direct bilirubin, aspartate
aminotransferase, alanine aminotransferase and renal function, such as creatinine. Thus, the
results of the present study reinforce the antinociceptive effect of vitamin D and demonstrate
for the first time that changes in oxidative stress parameters in the spinal cord contribute to
the effect of vitamin D.

Keywords: Mechanical threshold, thermal threshold, sciatic functional index, superoxide
anion generation, hydrogen peroxide, total thiols.
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1. INTRODUCAO
1.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor é uma sensacdo desagradavel, constituindo um dos componentes essenciais do
sistema de defesa do organismo (FEIN, 2011). De acordo com a definicdo dada pela
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, International Association for the Study
of Pain), a dor € uma experiéncia sensorial desagradavel associada a dano tecidual real ou
potencial ou descrita em termos que sugerem tal dano. Nesse sentido, a dor pode se referir a
sensacOes como irritacdo, ardéncia, inflamacdo ou latejar, geralmente sensacGes que sdo
provenientes de alguma parte do corpo e constituem uma sensacdo de carater subjetivo
(THOMPKINS et al., 2017; CAREY & AS-SANIE, 2016; MACHELSKA & CELIK, 2016;
BALIKI & APKARIAN, 2015; OSSIPOV et al, 2014, BASBAUM et al.,, 2009;
VANDERAH, 2007; LOESER et al., 2001; MILLAN,1999). A subjetividade da sensagédo
dolorosa se deve ao fato da informacdo nociceptiva ndo se destinar apenas as regides do
sistema somatossensorial (sistema que transmite informacOes téteis, proprioceptivas,
nociceptivas, viscerais e térmicas), mas também a regides que compdem o chamado sistema
limbico, o sistema que compreende as varias areas corticais e subcorticais envolvidas no
processamento das emocdes (BALIKI AND APKARIAN, 2015; BASBAUM et al., 2009;
VANDERAH, 2007; BEYES E BONICA, 2001; MILLAN, 1999). Sendo assim, a dor pode
ser modulada por vérios fatores cognitivos, tais como distracdo, atencdo, emocdes e elementos
socioculturais (PIMENTA, 1998; MEINELT et al., 2007; LOESER; TREEDE, 2008;
COHEN; MAO, 2014; WIECH, 2016;).

O termo dor € diferente de nocicepc¢do. A nocicepcao se refere aos sinais que chegam
ao sistema nervoso central (SNC) resultante da ativacdo de receptores sensoriais
especializados periféricos denominados nociceptores (FEIN, 2011). Os nociceptores fornecem
informagdes sobre a lesdo tecidual ocasionada por estimulos nocivos. A nocicepgéo, portanto,
aparece como 0 objeto de estudo mais apropriado nas abordagens para o estudo da dor onde
sdo empregados modelos animais, que sdo incapazes de verbalizar sua percepcdo do
fendmeno doloroso (KAVALIERS, 1988).

Geralmente a dor acompanha a nocicepg¢édo (FEIN, 2011). De modo geral, os eventos
gue modulam a transmiss@o nociceptiva ocorrem primariamente no corno dorsal da medula

espinal e em nucleos do tronco encefalico, por serem essas as principais regides de entrada de
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informagdes nociceptivas no SNC. Posteriormente, a informac&o nociceptiva é modulada em
centros encefalicos e estruturas corticolimbicas (FEIN, 2011).

Existem diferentes tipos de dor, podendo essa ser classificada quanto a sua intensidade
(leve, moderada ou severa), duracao (aguda ou cronica) ou tipo (nociceptiva, inflamatoéria ou
neuropética) (DAS, 2015). Independentemente da sua classificacdo, a dor € a principal razéo
de procura pelo sistema de salde e estd entre as principais causas de incapacitacdo e
absenteismo ao trabalho (LANGLEY; RUIZ-IBAN, 2011; PICAVET; SCHOUTEN, 2003).
No Brasil, estima-se que a dor crbnica atinja em torno de 22 a 40% da populacdo adulta
(LEOPOLDINO et al., 2016; DEPINTOR et al., 2016; COSTA, 2015; DELLAROZA et al.,
2013). Neste trabalho sera destacada a dor neuropatica.

A dor neuropética decorre de lesdo ou doenca que afeta o sistema somatossensorial,
em seus componentes periféricos (dor neuropética periférica) ou no SNC (dor neuropatica
central) (COLLOCA et al., 2017; NICKEL et al., 2012). A dor neuropética ocorre devido a
traumas mecanicos (seccdo ou constricdo em nervo periférico, lesbes no SNC), doencas
metabolicas como diabetes, doencas nutricionais, alcoolismo, uso de farmacos, exposicao a
toxinas, neoplasias, lesbes vasculares, entre outros (BARON; BINDER; WASNER, 2010). Na
dor neuropatica, o sistema nervoso responde inapropriadamente ao dano mediante multiplos
mecanismos que resultam em interpretacdes inadequadas dos impulsos sensoriais e sensagoes
dolorosas espontaneas (MEACHAM et al., 2017; VAN HECKE et al., 2014).

Estima-se que a dor neuropatica afeta entre 1.5 a 8% da populacdo mundial, gerando
custos significativos para os individuos acometidos por ela e aos sistemas de saude (CHEN
ET AL., 2019; ALLEN; SMITH, 2018; COLLOCA et al., 2017; FINNERUP et al., 2015;
VAN HECKE et al., 2014; HEHN; BARON; WOOLF, CLIFFORD, 2012). No Brasil, a
prevaléncia estimada de provavel dor neuropética é 14,5% (UDALL et al., 2019). E possivel
que a dor neuropética se torne ainda mais prevalente devido ao maior tempo de vida da
populacdo mundial, ao aumento da incidéncia de diabetes mellitus, e ao maior indice de
sobrevida apds quimioterapias para tratamento de canceres, uma vez que essas condicdes
levam a quadros dolorosos (COLLOCA et al., 2017). Além de reducdo significativa na
gualidade de vida das pessoas acometidas por dor neuropatica, frequentemente esse tipo de
dor esta associada a ansiedade, depressdo e distirbios de sono (COLLOCA et al., 2017;
DWORKIN et al., 2007; FINNERUP et al., 2015; ZHAO, H. et al., 2017). E comum aos
pacientes que experienciam dor neuropatica alteragdes 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
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neurdnios a estimulacdo normal ou recrutamento de uma resposta a estimulos normalmente
sublimiares). A sensibilizacdo ocorre na periferia (sensibilizacdo periférica) e no SNC
(sensibilizacdo central). A sensibilizacdo central parece ser um fendémeno chave na
fisiopatologia da dor neuropatica (COLLOCA et al., 2017).

Os mecanismos envolvidos na sensibilizagdo sao complexos, multifatoriais e evoluem
ao longo do tempo (PASERO, 2004), tornando a dor neuropatica complexa e de dificil
tratamento. O entendimento incompleto da fisiopatologia da dor neuropética limita as
alternativas terapéuticas para esse tipo de dor (GEIS et al., 2017; MEACHAM et al., 2017). A
principal abordagem utilizada atualmente no tratamento da dor neuropética é a farmacoldgica,
onde se destaca os farmacos gabapentina e pregabalina (analogos de GABA), e opidides e
antidepressivos triciclicos (COLLOCA et al., 2017; FINNERUP et al., 2015). No entanto, 0s
tratamentos com esses farmacos sao inespecificos, com eficacia limitada e associados a
efeitos adversos variados, como sedacdo, sonoléncia, taquicardia, nausea, retencao 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 (COLLOCA et al., 2017; MAGRINELLI; ZANETTE;
TAMBURIN, 2013; DWORKIN et al., 2007). Portanto, torna-se necessario maior
esclarecimento acerca dos mecanismos patofisiolégicos associados ao desenvolvimento e
manutencdo da dor neuropatica, como também ampliar as possibilidades terapéuticas com o

desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e com menos efeitos adversos.

1.2 USO DE MODELOS ANIMAIS NO ESTUDO DA DOR NEUROPATICA

Embora os seres humanos possuam a capacidade de verbalizagdo do fendmeno
doloroso, os estudos de dor em humanos permitem apenas uma abordagem limitada. Os
modelos animais, especialmente roedores, sdo 0s mais comumente utilizados na busca de
avancos no entendimento dos mecanismos patofisioldgicos e desenvolvimento de tratamentos
mais eficazes para a dor neuropatica (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017; JAGGI,
JAIN; SINGH, 2011). Apesar de ndo possuirem capacidade de verbalizar sua percep¢do do
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
(DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988).

Dentre os modelos de dor neuropatica, o0 modelo de constricdo crénica no nervo
isquiatico (CCI, do inglés chronic constriction njury), desenvolvido por BENNETT & XIE

(1988), € um dos mais comumente utilizados por simular situagdes clinicas comuns aos
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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 isquidtico (Figura 1), de modo que um segmento de

aproximadamente 7 mm desse nervo fica lesionado pelo estrangulamento e pela posterior

reacdo inflamatdria local.

Trance comum doe nervo isquidtico —e———r7*

S

Nﬁhu7
N. tibial

M. sural

Figura 1: Esquema do sistema nervoso de rato, com énfase na medula espinal lombar, ilustrando a
formagdo do nervo isquidtico. 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 isquidtico estdo mostradas as
quatro amarraduras que promovem a constricdo nesse nervo (Elaborado pela autora).

Em virtude da lesdo nervosa, diversos mediadores quimicos sdo produzidos
localmente e atuam tanto no local da lesdo como no SNC. Dentre os mediadores quimicos,
destacam-se as espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species). A
liberacdo dessas espécies contribui para a hiperalgesia e a alodinia (GRACE et al., 2016;
SALVEMINI et al., 2011). Para atender os propositos desse estudo, serd destacada a

participacdo das ROS na dor neuropatica.
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1.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E SISTEMAS
ANTIOXIDANTES: ALTERACOES NA DOR NEUROPATICA

A formacdo de ROS ocorre em virtude dos processos do metabolismo energético
celular (Figura 2). A fosforilagdo oxidativa mitocondrial e a atividade de enzimas pro-
oxidantes, como nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases (NADPH oxidases) sdo
algumas das fontes enddégenas usuais de geracdo de ROS, como anion superdxido (O2*),
radical hidroxil (OH®) e peréxido de hidrogénio (H202) (POLJSAK; SUPUT, MILISAV,
2013).

Por sua natureza altamente reativa, as ROS, quando em excesso, podem levar a
quadros de estresse oxidativo (KALLENBORN-GERHARDT et al., 2013; POLJSAK et al.,
2013; SIES, 2015; GRACE et al., 2016). Por outro lado, em baixas concentracdes, as ROS
atuam beneficamente em diversas funcgdes fisioldgicas, como respostas mitogénicas, ativacao
de fatores de transcricdo e regulacdo de vias de sinalizacdo intracelular (DROGE, 2002;
PIZZINO et al., 2017). De acordo com Poljsak et al. (2013), um ambiente levemente proé-
oxidativo é necessario para manter os processos de sinalizacdo em condicGes ideais, 0 que
sugere que as corregdes nas concentracoes de ROS devem ser sutis.

A homeostase redox das células é cuidadosamente mantida por um elaborado sistema
de defesas antioxidantes, constituido por componentes enzimaticos e ndo enzimaticos
(POLJSAK et al., 2013). Os antioxidantes sdo moléculas que quando presentes em baixas
concentragcbes em relacdo ao substrato oxidavel previnem a oxidacdo do substrato
(HALLIWELL; GUTTENDGE, 2015; SALMON et al., 2010). Os antioxidantes possuem
papel essencial na regulacdo da producdo de ROS e na protecdo do meio intracelular aos
danos causados pelo excesso de ROS (PIZZINO et al., 2017; DROGE, 2002). Dentre as
primeiras linhas de defesas antioxidantes enziméticas, destaca-se a superoxido dismutase
(SOD), que catalisa a conversdo de O2* em H202. O H20>, por sua vez, pode ser eliminado
pela catalase ou peroxidases (FRIDOVICH, 1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007)
(Figura 2). Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, destaca-se 0 acido ascorbico, a glutationa
e o alfa-tocoferol. A glutationa é um tripeptideo capaz de reduzir e regenerar varias moléculas
oxidadas, atuando também como um eficiente scavenger de ROS (HALLIWELL,;
GUTTENRIDGE, 2015; SALMON et al., 2010). Os tidis totais, dentre os quais esta a
glutationa, sdo particularmente sensiveis as reacfes redox e sdo considerados sensores redox,
0s quais interagem com diferentes tipos de oxidantes para formar, em diversas situagdes, uma

modificacdo covalente reversivel que inclui a formagéo de pontes dissulfidicas, principal
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mecanismo por meio do qual se pode controlar a funcdo de proteinas (EATON, 2006;

DROGE, 2002). Assim, um marcador importante de oxidacdo de proteinas é o contetudo de

tiois totais (TROMM et al., 2012).

NOx/FOx SOD CAT/GPx

l l i

O, — 0 ——— M0, ——

Fe*?
v

*OH

v

Peroxidacdode lipideos,
proteinas e oxidacaode

acidos nucleicos

Figura 2: Reducéo do oxigénio molecular (O,) até a formacdo de &gua (H.O) pela acdo de enzimas
NADPH oxidases (NOx) e da fosforilagdo oxidativa (FOx). No esquema é mostrada a formacdo de anion
superéxido (0,°") e radical hidroxil (OH®), assim como a acéo das enzimas antioxidantes superéxido

dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). NADPH: nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato (Adaptado de Grace et al., 2016).

Em condicbes de dor neuropatica, diversos estudos mostram mudancas em

antioxidantes e incrementos na formacdo de ROS, tanto no local da lesdo como em regides do
SNC (GUEDES et al., 2008; SCHEID et al., 2013; HORST et al., 2014; KIM, H. Y. et al.,
2015; NAIK et al., 2006). O envolvimento do O.* e H202 no desenvolvimento da
sensibilizagdo associada a dor cronica vem sendo bastante destacado (GRACE et al., 2016;
KIM, H. Y. et al., 2015; SALVEMINI et al., 2011). O O>°* parece mediar a potencializacao a

longo prazo dos neurdnios excitatorios do trato espinotaldmico (neurdnios que retransmitem

informacdes nociceptivas da medula espinhal para o cérebro) e a depressdo a longo prazo em
interneurdnios inibitorios GABAérgicos da medula espinhal (BITTAR et al., 2017). O H20-

parece aumentar a frequéncia dos potenciais de acdo nos neurdnios primérios envolvidos na
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dor neuropatica (SOZBIR; NAZIROGLU, 2016). Outro parametro que sabidamente esta
alterado na dor neuropética sdo os tiois totais, reduzidos tanto no nervo quanto na medula
espinhal em condic¢éo de dor neuropatica (BHAT et al., 2016; NAIK et al., 2006).

1.4 POTENCIAL EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTIOXIDANTE DA VITAMINA
D

Como destacado anteriormente, as ROS desempenham papel importante na dor
neuropética. Sendo assim, alguns estudos enfocam a administracdo de compostos com
propriedades antioxidantes como uma alternativa para a atenuacdo da dor neuropética
(DROGE, 2002; SALVEMINI et al., 2011; GRACE et al., 2016; PIZZINO et al., 2017;
BITTAR et al., 2017; RIFFEL et al., 2018; SCHEID et al., 2018).

A vitamina D (Vit. D), a qual inclui a vitamina D3z (Vit. D3) (colecalciferol) e a
vitamina D> (Vit. D2) (ergocalciferol), é uma vitamina lipossoltvel conhecida por possuir
diversos efeitos bioldgicos no metabolismo do célcio e do fosforo (NORMAN et al., 1992).
No entanto, a Vit. D também parece desempenhar papel importante na dor. Ha um ndmero
crescente de estudos indicando que a deficiéncia de Vit. D pode estar associada a varias
formas de dor cronica (POISBEAU et al., 2019; RONDANELLI et al., 2018; DE OLIVEIRA
et al., 2017; BELLEI et al., 2017; YESIL et al., 2018; BASIT et al., 2016; MASCITELLI et
al., 2011). Ainda, a suplementacdo com Vit. D em pacientes com dor provocou redu¢do nos
seus escores de dor (DE OLIVEIRA et al., 2017; WU et al., 2016). Em modelo animal, a
administragdo cronica de vitamina D3, a forma biologicamente ativa da Vit. D, atenuou 0s
escores comportamentais de dor neuropatica em ratos com CCl (BANAFSHE et al., 2018).
Ainda, a Vit. D parece atuar como modulador de respostas inflamatérias e imunoldgicas
(SASSI et al., 2018; COLOTTA et al., 2017) e, recentemente, foi sugerido papel modulador
da Vit. D em genes que codificam peptideos opioides, 0s quais possuem papel importante na
analgesia (POISBEAU et al., 2019).

A Vit. D também parece possuir potencial antioxidante (NAKAI et al., 2014; UBERTI
et al., 2014; ASEMI et al.,, 2013; MASSZI et al., 2013; SALUM et al., 2013). Foi
demonstrado que essa vitamina desempenha papel importante na regulacdo das ROS, o que
parece ocorrer mediante seu controle sobre a expressédo de antioxidantes celulares como parte
da sua funcéo para manter a estabilidade fenotipica das vias de sinaliza¢do celular e a fungao
mitocondrial (BERRIDGE, 2017; 2016; 2015). Nesse contexto, foi demonstrado que a Vit. D

regula a expressdo da y-glutamiltranspeptidase, glutamato cisteina ligase e glutationa
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redutase, as quais desempenham papel importante na sintese de glutationa. Ainda, a Vit. D
aumenta a atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase, o que também contribui para
acréscimos na formacéo de glutationa (BERRIDGE, 2017; 2016; 2015). Segundo este autor, a
Vit. D participa na regulacdo da expressao de muitos dos sistemas antioxidantes que impedem
0 estresse oxidativo por remover ROS e reverter as alteracfes oxidativas que ocorrem durante
a sinalizacdo normal dessas espécies. No sangue, uma revisdo sistematica recente e uma meta-
analise de ensaios clinicos mostraram que a suplementacdo comVit. D aumentou a capacidade
antioxidante total e a glutationa, enquanto diminuiu a peroxidacéo de lipideos, um marcador
de danos a lipidios causados por ROS (SEPIDARKISH et al., 2019).

Assim, tendo a Vit. D propriedades antioxidantes, e as ROS estando envolvidas na dor
neuropatica, postulou-se que a antinocicepcao induzida pela vitamina D envolveria alteracfes
em parametros de estresse oxidativo no tecido nervoso. Desta forma, o presente estudo
avaliou o efeito do tratamento com Vit. D3 sobre nocicep¢do, funcionalidade do nervo
isquiatico e marcadores pro-oxidante e antioxidante em nervo isquidtico lesionado e medula
espinhal de ratos com dor neuropética induzida por CCI, a fim de demonstrar a relacdo entre

essas variaveis apos administracao da vitamina.
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2. HIPOTESE

Como a Vit. D parece induzir analgesia em certas condic¢des de dor, espera-se que a
administracdo oral dessa vitamina em ratos com dor neuropética induzida por CCI aumente as
sensibilidades mecénica e térmica, e o indice funcional do nervo isquiatico, reduzidos pela
CCIl. Como a Vit. D possui acdo antioxidante e € lipossolivel, e é sabido que na dor
neuropética ha alteracbes em ROS, espera-se que 0 tratamento com essa vitamina provoque
alteracfes no quadro oxidativo no nervo isquiatico e na medula espinal lombossacral, a regido
de entrada das informacgdes sensoriais do nervo isquiatico, e que as mudancas sejam na
direcdo oposta aquela induzida pela CCI. Espera-se ainda que o efeito benéfico da Vit. D

ocorra sem causar sinais de toxicidade aos animais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo avaliou os efeitos da administracdo oral de Vit. D3 sobre parametros
nociceptivo, de recuperacdo funcional do nervo isquiatico, e de estresse oxidativo em nervo
isquiatico e medula espinal de ratos sem e com CCI no nervo isquiatico direito, considerando
para isso os periodos experimentais de 7 e 28 dias de tratamento para determinar a variacéo

temporal dos indicadores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar os efeitos da administracdo oral de Vit. D3, na dose de 500 unidades
internacionais (Ul) por kg, por dia (500 Ul/kg/dia), durante os periodos de 7 e 28 dias, em
ratos sem e com CCI no nervo isquiatico direito, mediante avaliacéo de:

a) Parametros nociceptivos, pelo uso dos testes de von Frey eletrénico e placa quente,
que avaliam sensibilidades mecanica e térmica, respectivamente;

b) indice funcional do nervo isquiatico (IFI), que avalia as alteragbes na marcha
decorrentes da lesdo nervosa por meio do teste de impressao das pegadas;

c) Parametros de estresse oxidativo em nervo isquiatico lesionado, mediante
determinacdo dos valores de hidroperdxidos lipidicos e da capacidade antioxidante total
(TAC, do inglés total antioxidant capacity);

d) Parametros de estresse oxidativo no segmento lombossacral da medula espinal,
mediante determinacdo da formacgdo de O2*, H202 e hidroperdxidos lipidicos, e TAC e
conteddo de tidis totais.

3.2.2 Avaliar a possivel toxicidade da administracdo oral de Vit. D3 (500 Ul/kg/dia)
por 28 dias em ratos sem e com CCI, mediante determinacéo da:
a) Atividade da alanina amino transferase (ALT), aspartato amino transferase (AST),

bilirrubina direta e creatinina, em plasma.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS: PROCEDENCIA E MANUTENCAO

Apds aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (#32295,
ANEXO 1), foram solicitados ao Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratdrio (CREAL) dessa Universidade 72 ratos da linhagem Wistar, machos, com peso de
180-250g 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 agua e alimentacdo, sob ciclo claro/escuro de 12 horas (das 07h0Omin 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 Laboratério de Neurobiologia

Comparada ocorreu nos dias dos testes, da cirurgia e/ou morte.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos nos grupos experimentais descritos a seguir e mostrados
na Figura 3:

- Grupo controle: ratos que ndo sofreram manipulacdo cirdrgica;

- 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 constricdo nesse nervo;

- Grupo CClI: 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:

- Solucéo veiculo: 0,3 mL de azeite de oliva, administrada por 7 ou 28 dias;

- Vit. D3 (500 Ul/kg/dia) diluida em solucéo veiculo, administrada por 7 ou 28 dias.
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fAmmals que n?o i Animais onde o nervo Animais que re;eberam
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Figura 3: Esquema mostrando 0s grupos experimentais e os tratamentos usados na pesquisa.

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram mortos por decapitacdo 7 e 28
dias apo6s o inicio do tratamento, o que corresponde a 8 e 29 dias apds a cirurgia, para a
obtencdo do nervo isquiatico direito, do segmento lombossacral da medula espinal, e do
plasma. Cada grupo experimental foi composto por seis (06) animais.

4.3 CONSTRICAO NO NERVO ISQUIATICO

O procedimento de constricdo no nervo isquiatico foi realizado segundo a técnica
descrita por BENNETT & XIE (1987), com algumas modificagdes (RIFFEL et al., 2018;
SCHEID et al., 2018; RIFFEL et al., 2016; HORST et al., 2014). De forma resumida, os ratos
foram inicialmente anestesiados com solucao mista de quetamina (90 mg/kg de peso corporal)
e xilazina (10 mg/kg de peso corporal). Apos anestesia, o rato foi posicionado em decubito

dorsal para a realizagcdo da tricotomia em sua coxa direita (Figura 4A). A intervencgéo foi
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iniciada pela assepsia da pele com alcool iodado 2%, seguida de incisdo cuténea e subcutanea
longitudinal na regido do terco médio da coxa (Figura 4B,C). Nos ratos do grupo sham, o
nervo isquiatico foi apenas visualizado e manipulado (Figura 4D). Nos animais do grupo CCl,
0 nervo isquiatico recebeu 4 amarraduras com fio de sutura catgut cromado 4.0 tipo ¢
bioabsorvivel (Shalon) em seu tronco comum, sendo a distancia entre os nds cerca de 1 mm
(Figura 4E,F). Assim, o comprimento do nervo afetado foi de aproximadamente 7,0 mm. O
grau de constricdo usado retarda, mas ndo interrompe totalmente a circulacdo sanguinea da
superficie epineural.

Apo6s a manipulagdo ou constricdo 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 4G,H). Os animais do
grupo controle ndo sofreram intervencdo cirdrgica.

Ressalta-se que todos os procedimentos cirurgicos foram realizados pelo mesmo
pesquisador, para garantir 0 mesmo grau de constricdo nos animais CCI e a padronizacgdo da

manipulacdo nos ratos do grupo sham.

Figura 4: As fotografias mostram a sequéncia dos procedimentos para a realizacdo da constrigdo crénica no
nervo isquiatico de ratos. (A) Pata posterior direita de um rato em posicdo de declbito dorsal mostrando a
tricotomia na regido média da coxa. (B) Inicio da incisdo do tecido cutadneo 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) Realizagdo do primeiro né no tronco comum do nervo isquiatico direito. (F) Realizacdo do quarto 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).
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Apobs os procedimentos cirdrgicos, os animais foram reacomodados nas caixas com
maravalha e mantidos em observacdo no Laboratério de Neurobiologia Comparada até a
recuperacdo da anestesia. Neste periodo, os ratos receberam alimento e agua ad libidum. Apds
a recuperacdo da anestesia, 0s animais receberam administracdo de aspirina por via oral na
dosagem de 100 mg/kg de peso corporal. Em seguida,os ratos foram levados ao ratario, onde
permaneceram até o dia da morte. A administracdo de Vit. D3 iniciou no dia seguinte a
cirurgia. Durante o periodo de tratamento, os ratos receberam diariamente as solucdes veiculo
ou de Vit. D3, de acordo com o grupo experimental a que pertenciam.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 Manutencdo”. A mortalidade durante

0 estudo foi zero, ou seja, ndo correu perda de rato durante ou apds o processo cirdrgico.

4.4 ADMINISTRACAO DE VEICULO E VITAMINA D

No presente estudo foi utilizada Vit. D3 (colecalciferol- Sigma), por ser esta a forma
biologicamente ativa da vit. D. A vitamina D3 foi administrada por gavage, na dose de 500
Ul/kg/dia (BANAFSHE et al., 2018). Devido a sua lipossolubilidade, a Vit. D3 foi diluida em
solucdo veiculo, que consistia em 0,3 mL de azeite de oliva, obtido comercialmente (Monde,
Argentina). O preparo da solucdo de Vit. D3 ocorreu na semana das administracdes, e a
solugdo permaneceu armazenada na geladeira (20°C) em frasco de cor &mbar e protegida da
luz por papel laminado. A solucdo veiculo, que consistia apenas em azeite de oliva, foi
também armazenada em frasco de cor &mbar e protegida da luz por papel laminado, sendo
guardada em geladeira (20 °C).

Nos dias das administracdes, as solu¢bes foram mantidas no minimo 1h sob agitacao
em temperatura ambiente, protegidas da luz por papel aluminio, antes de serem administradas
por gavage aos ratos. As administracfes ocorreram a partir do primeiro dia apés a cirurgia e
foram realizadas diariamente, as 17h, pelo mesmo pesquisador (BANAFSHE et al., 2018;
SCHEID et al., 2018; HORST et al., 2017; RIFFEL et al., 2016).
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4.5 PARAMETROS NOCICEPTIVOS

4.5.1 Determinacao do limiar mecanico

Para avaliacdo da sensibilidade mecénica se determinou o limiar de resposta da pata
direita (ipsilateral a lesdo nos ratos com leséo tecidual ou nervosa), mediante utilizacdo do
aparelho de von Frey eletrénico (Insight, Brasil).

Para a realizacdo do teste, os ratos foram colocados individualmente em caixas de
vidro (12 x 20 x 20 cm) apoiadas sobre uma superficie elevada e revestida por tela metalica.
Neste ambiente, os animais foram aclimatados por 20 minutos. O teste consistiu na aplicacéo
de forcas crescentes na regido plantar da pata posterior direita do animal (Figura 5). A
resposta foi considerada positiva quando o rato realizou o movimento de retirada da pata
estimulada durante o teste. Neste momento, a intensidade da pressdo exercida 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, ho 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.

O teste foi realizado antes do procedimento cirdrgico (pré-lesdo) e no 4° e 8° dia pos-
cirurgia, no grupo que recebeu tratamento por 7 dias, e aos 4, 8, 15, 22 e 29 dias no grupo que
recebeu tratamento por 28 dias. Os resultados do teste de von Frey foram expressos como
médiaterro padrdo da média das respostas pré e poés-lesdo dos ratos nos periodos
considerados.

C

A
Figura 5: Esquema mostrando o teste de
3 S von Frey eletrbnico, onde se nota o
! B | aparelho de von Frey (A), a ponteira (B)
.__!.,.. M usada para aplicar forca a regido plantar da
pata direita de um rato com CCI (C). Para
® detalhes da CCI, consultar a Figura 1

(Elaborado pela autora).
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4.5.2 Determinacao do limiar térmico

Para avaliagdo da sensibilidade térmica nos animais dos diferentes grupos
experimentais, os mesmos foram submetidos ao teste da placa quente (Insight, Brasil). Para
isto, os animais foram inicialmente aclimatados um por um, por um periodo de 20 minutos, a
placa em temperatura ambiente. Apos este procedimento, a placa foi aquecida e mantida a
temperatura de 50 °C. Ent3o, cada animal foi colocado sobre esta placa (Figura 6) 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 nao lesionar os tecidos com a alta temperatura.

O teste foi realizado em ambiente silencioso, no inicio da manha e pelo mesmo
pesquisador. Da mesma forma que no teste de sensibilidade mecanica, o teste foi realizado
antes do procedimento cirargico (pré-lesdo) e no 4° e 8° dia pos-cirurgia, no grupo que
recebeu tratamento por 7 dias, e aos 4, 8, 15, 22 e 29 dias no grupo tratado por 28 dias. Os
resultados foram expressos como médiaterro padrdo da média da laténcia de resposta dos

ratos.

Figura 6: Esquema mostrando o aparelho usado no teste da placa quente. Note o rato sobre a placa quente, dentro
do cilindro de contencéo do animal. No esquema se pode ainda visualizar os marcadores de temperatura (50,0) e

tempo (007,8), e o pedal de controle do aparelho (Elaborado pela autora).
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4.6 Determinacédo do indice funcional do isquiatico (IFI)

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 isquidtico.

No teste, o animal foi colocado em um corredor de madeira (8,5 x 100 cm) com acesso
a um ambiente escuro (Figura 7). 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.

Figura 7: Fotografia do aparato usado no
teste de marcagdo das patas. Note o rato
no campo iluminado, cujo assoalho se
encontra coberto por tira de papel branco
com as mesmas dimensdes da pista de
caminhada. No final da pista se observa a
entrada para a caixa escura.

Todos os ratos foram previamente treinados com trés passagens pelo corredor,
permitindo a adaptagdo e exploragdo do local. No dia de teste, o rato deixava impressas varias
pegadas na tira de papel branco devido a tintura de suas patas posteriores. Porém, foram
selecionadas para analise as pegadas com qualidade e clareza de impressdao. Na analise foram
aferidas as patas operada (direita) e contralateral (esquerda). As aferi¢cGes foram feitas sempre

pelo mesmo examinador e o IFI foi calculado conforme formula a seguir:
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IF1= -38,3[(EPL-NPL)/NPL)+109,5[(ETS-NTS)/NTS]+13,3[(EIT-NIT)-NIT]-8,8

Na férmula, a pata esquerda, ou normal, corresponde a letra N, e 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 8). Os valores obtidos por esta formula foram considerados como um indice da
condicdo funcional do nervo isquiatico, expresso em déficit funcional. Variacdes de 0 a +11
estdo nos desvios de normalidade da pegada. O zero representa funcdo normal e o —100
representa perda total da funcdo. Os valores intermediérios correspondem a déficits parciais
de funcdo. O teste foi realizado antes da cirurgia (pré-lesdo) e no 4° e 8° dia pds-cirurgia, nos
animais tratados por 7 dias, e nos dias 4, 8, 15, 22 e 29 ap0s a cirurgia, nos animais tratados
por 28 dias. O teste sempre foi realizado no primeiro horario da manhd e pelo mesmo

experimentador.

PataNormal Pats E xperimental
(operada)
NTS = «—ETS o
LSS EIT

TOF 1

EPL

FIGURA 8: Representacio esquematica dos parametros medidos para calcular o indice Funcional do Isquiatico
(IF1). N: normal; E: experimental (operada); TS: abertura total dos dedos (1° a 5°); IT: abertura dos dedos
intermediérios (2° ao 4°); PL: comprimento da pegada (Adaptado de Monte-raso et al., 2006).

Para facilitar o entendimento do leitor, a Figura 9 mostra linha temporal da realizacdo

dos testes de sensibilidade dolorosa (testes de von Frey eletrénico e da placa quente) e da
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marcacdo das patas (IFI). Nela é mostrada ainda as datas da realizacdo da cirurgia, o dia da
morte dos ratos para a coleta dos tecidos usados nas determinagdes bioquimicas do estudo, e

os dias de administracdo oral da Vit. Ds.

Dias apos alesdo no nervo isquiatico

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

|
I |

IM LM LM LM LM LM
LT IT LT IT LT LT
IFI IFI IFI IFI IFI IFI
Procedimento Morte Morte
cirfirgico

| Administracio de Vitamina Ds (500 Ul’kg/dia) por gavage |

Figura 9 — Esquema temporal mostrando os dias das avaliagdes dos limiares mecéanico (LM) e térmico (LT), do
indice funcional do nervo isquidtico (IFI), da realizagdo do procedimento cirlrgico, morte, e dias de
administracéo de vitamina D3, por gavage, na dose de 500 Ul/kg/dia.

4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS

Ap0s o periodo experimental, os ratos foram mortos por decapitacdo. Em seguida, o
sangue foi coletado em tubos eppendorfs individuais contendo anticoagulante heparina. O
sangue foi imediatamente centrifugado, por 20 minutos, a 1000 xg, em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC5B- Rotor SM 24). Ap6s esse procedimento, o plasma foi coletado, aliquotado e
armazenado a temperatura de -70 °C.

De cada rato foi ainda coletado um segmento (+1,5 cm) do nervo isquiatico lesionado
(nervo direito) localizado acima do sitio de lesdo, e o segmento lombossacral da medula
espinal. A medula espinal foi dividida em trés partes. Uma das partes foi utilizada para a
determinacédo dos valores de O.*. A segunda parte foi usada para a determinacdo dos valores
de H20.. Essas duas partes foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas intactas a
temperatura de -70 °C. A terceira parte da medula espinal e o segmento do nervo isquiatico
lesionado foram homogeneizados e usados para a determinacdo da TAC e hidroperdxidos
lipidicos. O homogeneizado da medula espinal foi também usado para determinar os valores

de tiois totais. A homogeneizacdo dos tecidos foi realizada em solucdo contendo cloreto de
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potéssio (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).

4.8 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.8.1 Formacéao de anion superoxido (O2*)

A formacdo de O2* (SAG, do inglés superoxide anion generation) foi estimada pela
reducdo de azul de nitrotetrazol (NBT), conforme técnica descrita por Wang et al. (1998). O
método consistiu na reacdo de cortes de medula espinal com NBT, ap6s incubacdo de 90
minutos, para formacdo de formazan, o indicador da formagdo do O.*". A absorbancia do
formazan foi determinada espectrofotometricamente a 540 nm (Espectrofotdémetro 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/(T x Wtx e x 1)

Na formula, o A representa a absorbancia do formazan, V o volume de solucéo, T o
periodo de incubagdo das amostras com NBT, Wt o peso do tecido, € o coeficiente de
extingdo molar (0,72 L.mmol-1.mm™), e | representa o caminho 6ptico. Os resultados foram

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

4.8.2 Peroxido de hidrogénio (H20z2)

O ensaio para mensurar 0 H20 se baseou na oxidacdo do vermelho de fenol por H20»,
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). Apo6s 5 minutos de incubacéo, adicionou-se a mistura hidroxido de sodio (1,0 M) e se
realizou a leitura da absorbancia, em comprimento de onda de 610 nm (Espectrofotometro
T60, PG Instruments). Os resultados foram expressos em micromols de perdxido por grama

de tecido.
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4.8.3 Hidroperdxidos 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 lipoperoxidos,
em pH &cido, formando complexos de Fe*3xilenol laranja. Em solugdo &cida, o corante mostra
pico a 560 nm e a absorbancia cresce linearmente com o aumento da concentragdo 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, & temperatura
ambiente. Ap6s 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%,
XO 2 mmol/L para concentragdo final de 100 uM, H>SO4 1 mmol/L para concentracédo 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 pumol/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, Biochrominc, UK). Para o0s
célculos, foram descontados os valores de absorbancia com TPP dos valores obtidos das
duplicatas com MEOH. O resultado foi expresso em nmol por grama de tecido.

4.8.4 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 (aparelho Zenyth 200, Biochrominc, UK) e a taxa de
branqueamento foi inversamente relacionada a TAC da amostra. A velocidade da reacdo foi
calibrada com Trolox, que é largamente utilizado como um padrdo para 0s ensaios de medicao
tradicional de capacidade antioxidante. Os resultados foram expressos em equivalentes de
micromol de Trolox por grama de tecido. O ensaio tem uma excelente precisdo, superior a
97%.
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4.8.5 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’-
ditiobis (2-nitrobenzoéico) (DTNB, 10 mM). Ap6s 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 = (A412 - As12sem proteina — As12sem DTNB)/ As12TnB, ONdE:

Asizrne = 14.150 Mtem?, Ag, é a absorbincia da amostra; Asizsem proteina € a
absorbancia do meio reacional sem amostra; Asi2sem pTng € @ absorbancia do meio sem DTNB.

Os resultados foram expressos em mmol por grama de tecido.

4.9 INDICADORES DE FUNCAO HEPATICA E RENAL

Para avaliar um possivel efeito toxico do tratamento com Vit. Dz por 28 dias foi
determinado, em plasma, as atividades das enzimas ALT, AST e bilirrubina direta, como
indicadores de funcdo hepadtica, e creatinina, como indicador de fungdo renal. As
determinacbes foram realizadas por meio de kits comerciais (LABTEST), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

4.10 DETERMINACAO DO PESO CORPORAL

Para acompanhamento do ganho de peso corporal nos ratos usados no
presente estudo, se fez a pesagem de todos os animais em diferentes momentos. O
peso corporal dos ratos foi avaliado no dia 0, antes da realizag&o da cirurgia, e nos
dias 8, 15, 22 e 29 apos a CCI. A ultima pesagem dos ratos ocorreu ha manhd da

realizacdo da morte.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

€C_ %

Previamente a realizagdo do estudo se fez o célculo do “n” (nimero minimo de

animais) utilizando o software WIN PEPI, versdo 9.1. Este calculo foi baseado em dados de
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estudos prévios (RIFELL et al., 2015; COURTES et al., 2015; Da ROSA et al., 2014). Foi
estabelecido um nivel de significancia de 0,05, poder estatistico de 90%, desvio padrao
assumido de 0,01. Assim, foi obtido numero amostral 6 por grupo experimental. Nenhuma
perda foi assumida para esse estudo.

Para a anélise estatistica dos dados nociceptivos e do IFI, os mesmos foram analisados
por dois pesquisadores independentes, um dos quais era cego aos grupos experimentais.
Quando houve inconsisténcia nos resultados dos dois pesquisadores, um terceiro pesquisador
analisou os dados, e o resultado final foi a média dos resultados obtidos pelos trés
pesquisadores.

As andlises estatisticas foram realizadas usando SigmaPlot versdo 11.0 (Systat
Software Inc., Chicago, IL) para Windows. A distribuicdo gaussiana normal dos dados foi
analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, enquanto o teste de Levene foi usado para analisar a
homogeneidade da variancia. Os resultados dos testes de nocicepcdo (von Frey e placa
quente) e IFI foram analisados pelo emprego de ANOVA de medidas repetidas, seguido do
pos-teste de Tukey. Para a analise dos resultados dos parametros oxidativos e ganho de peso
corporal, a comparacdo dos resultados se deu mediante emprego do teste de analise de
variancia (ANOVA) de duas vias (fatores: lesdo e tratamento). Havendo diferenca
estatisticamente significativa, foi utilizado o pds-teste de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou P < 0,05. Os dados foram

apresentados como médiazterro padréo da média.

4.12 DISPOSICAO FINAL DOS RESIDUOS DA PESQUISA
4.12.1 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 eliminagéo.

4.12.2 Residuos biologicos

O lixo biologico, apo6s acondicionamento correto e identificagdo, foi encaminhado ao
CREAL do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude para sua devida eliminagéo.
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5. RESULTADOS

5.1 PARAMETROS NOCICEPTIVOS

5.1.1 Limiar mecanico

No limiar mecanico, a ANOVA de medidas repetidas mostrou efeito do tratamento
(F2,53 = 234,136, p<0,001) (Figura 10). O pds-teste mostrou que nos ratos CCI que receberam
administraces de veiculo, o limiar mecanico estava reduzido por aproximadamente 67% no
dia 4. Nesse dia, a reducdo foi em torno de 52% nos animais CCI tratados com Vit. D3,
comparados aos valores obtidos na pré-lesdo e grupo controle. Enquanto a diminuicdo no
limiar mecénico foi 64% nos ratos CCI tratados com veiculo, a queda foi apenas 38% nos
ratos que receberam Vit. D3 por 7 e 14 dias (limiares medidos nos dias 8 e 15 ap6s a CCl),
comparado a valores obtidos na pré-lesdo e grupo controle. Nos dias 22 e 29 apds a CCl, a
reducdo no limiar mecéanico foi 56% nos ratos CClI tratados com veiculo, mas apenas 23% nos
ratos CCI que receberam Vit. D3, comparado a valores obtidos na pré-lesdo e grupo controle.
A comparacao entre ratos CClI tratados com Vit. Dz e veiculo revelou que a vitamina induziu
acréscimo de 43% no limiar mecanico no dia 4, 72% nos dias 7 e 15, e 74% nos dias 22 e 29
apos a CCI.

Os ratos do grupo sham exibiram reducao (20%) no limiar mecanico aos 4 dias apés a
lesdo tecidual, comparado a valores obtidos na pré-lesdo e grupo controle. A queda ocorreu
tanto nos ratos sham tratados com veiculo como nos que receberam Vit. D3 Aos 8 dias, a
queda foi 16% e 13% nos ratos sham tratados com veiculo e Vit. D3, respectivamente.
Nenhuma alteragcdo ocorreu no limiar mecéanico de ratos sham tratados com veiculo e vitamina
nos demais periodos avaliados.O limiar mecénico ndo exibiu alteraces estatisticamente

significativas no grupo controle.
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Figura 10: Medida do limiar mecénico em ratos sem (Controle) e com constri¢do crbnica no nervo
isquiatico (CCI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina D3 (Vit. D3) (500 Ul/kg/dia) ou
veiculo (azeite de oliva) por 28 dias apds o primeiro dia da cirurgia. Os limiares foram avaliados antes
da cirurgia (pré-lesdo) e aos 4, 8, 15, 22 e 29 dias ap6s a CCIl. Os dados sdo mostrados como
médiaz+erro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). “P<0,05 comparado a ratos controle e sham. #P<0,05
comparado a ratos controle. "P<0,05 comparado a ratos CCl tratados com vitamina do mesmo
periodo experimental (ANOVA de medidas repetidas seguido de pés-teste de Tukey). Sham: ratos que

tiveram o nervo isquidtico direito exposto, porém sem constrigdo.
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5.2.2 Limiar térmico

No limiar térmico, a ANOVA de medidas repetidas mostrou efeito do tratamento (F2 53
= 2,568, p<0,001) (Figura 11). O pds-teste revelou que o limiar reduziu significativamente
nos animais CCI tratados com veiculo por 3 e 7 dias (medidas do limiar realizadas nos dias 4
e 8). Nesses periodos, a reducdo no limiar térmico foi 23% e 40%, respectivamente,
comparado a valores obtidos na pré-lesdo. Nos dias 4 e 8, nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi encontradanos animais CCI tratados com Vit. Ds. A comparacao entre ratos
CCI tratados com veiculo e Vit. Ds revelou que a administragdo de vitamina proporcionou
acréscimo de 39% e 80% no limiar térmico medido nos dias 4 e 8, respectivamente. Nos
demais dias avaliados, o limiar térmico ndo variou significativamente nos ratos CClI tratados
com veiculo e Vit. Ds. Nenhuma alteracdo estatisticamente significativa foi encontrada em

ratos controle e sham.
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Figura 11: Medida da laténcia de retirada da pata (limiar térmico) em ratos sem (Controle) e com
constricdo crdnica no nervo isquiatico (CClI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina Ds
(Vit. D3) (500 Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 28 dias apds o primeiro dia da cirurgia. Os
limiares foram avaliados antes da cirurgia (pré-lesdo) e aos 4, 8, 15, 22 e 29 dias ap6s a CCI. Os
dados sdo mostrados como médiazerro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). *P<0,05 comparado a ratos
controle e sham. ™P<0,05 comparado a ratos CCI tratados com vitamina do mesmo periodo
experimental (ANOVA de medidas repetidas seguido de pds-teste de Tukey). Sham: ratos que tiveram
0 nervo isquiatico direito exposto, porém sem constrigdo.
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5.3 Indice Funcional do Isquiatico (IFI)

Na anélise dos resultados do IFI, a ANOVA de medidas repetidas mostrou efeito do
tratamento (F253 = 3916,512, p<0,001) (Figura 12). O pds-teste mostrou que os valores do IFI
nos grupos controle e sham foram préximos de zero em todos 0s periodos experimentais
analisados, o que indica normalidade de func¢do no nervo isquiatico desses ratos. Porém, o IFI
reduziu nos ratos CCI. Nos dias 4, 8, 15, 22 e 29 apds a cirurgia, os valores do IFI foram
préximos de -100 nos ratos CCI que receberam veiculo e Vit. D3, 0 que indica perda de
funcionalidade no nervo. Contudo, observou-se alguma recuperacdo no IFI de ratos que
receberam administracdo de Vit. Ds3. A comparacdo entre ratos CCI tratados com veiculo e
Vit. Dz revelou que a administragio da vitamina proporcionou recuperacdo de
aproximadamente 10%, 17%, 21% e 15% no IFI nos dias 4, 15, 22 e 29 apds a CClI,
respectivamente. Nos ratos CCI tratados com veiculo por 28 dias, a recuperacdo no IFI foi de
apenas 11% comparado aos valores obtido no dia 4.
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Figura 12: indice funcional do isquiatico em ratos sem (Controle) e com constri¢do crénica no nervo isquiatico
(CClI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina D3 (Vit. D3) (500 Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva)
por 28 dias ap0s o primeiro dia da cirurgia. O IFI foi determinado antes da cirurgia (pré-leséo) e aos 4, 8, 15, 22
e 29 dias apds a CCI. Os dados sdo mostrados como médiazerro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). *P<0,05
comparado a ratos controle e sham. “P<0,05 comparado a ratos CCI tratados com vitamina do mesmo periodo
experimental (ANOVA de medidas repetidas seguido de pds-teste de Tukey). Sham: ratos que tiveram o nervo
isquidtico direito exposto, porém sem constricao.
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5.4 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

5.4.1 Pro-oxidante

Na analise estatistica dos resultados dos hidroperdxidos lipidicos do nervo isquiatico
lesionado, a ANOVA revelou diferenca significativa entre tratamento (p=0,018), mas néo
grupo (p=0,087). N&o houve interacdo significativa entre os fatores grupo e tratamento (F2,53 =
0,287, p =0,754). O pos-teste mostrou que os hidroperoxidos lipidicos aumentaram
significativamente apenas no nervo isquidtico lesionado de ratos CCIl que receberam
administracdes de veiculo por 7 dias, comparado aos animais CCI tratados com Vit. D3
durante 0 mesmo periodo de tempo (Figura 13). Nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi encontrada nos hidroperédxidos lipidicos em nervo isquiatico lesionado de

ratos CCI tratados com Vit. Dz por 7 e 28 dias.
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Figura 13: Valores de hidroperoxidos lipidicos em nervo isquidtico lesionado de ratos sem (Controle) e com
constri¢do cronica no nervo isquiatico (CCI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina D3 (Vit. Ds) (500
Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 7 ou 28 dias apds o primeiro dia da cirurgia. Os dados sdo mostrados
como médiazerro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). ““P<0,05 comparado a ratos CCI tratados com Vit. D3 do
mesmo periodo experimental (ANOVA de duas vias seguida de p6s-teste de Tukey). Sham: ratos que tiveram o
nervo isquiatico direito exposto, porém sem constricao.
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Na analise dos resultados dos hidroperdxidos lipidicos no segmento lombossacral da
medula espinal, a ANOVA de duas vias indicou diferenca significativa entre grupo (p=0.004),
mas ndo tratamento (F2s3 = 1,835, p=0,180). O pos-teste revelou que os hidroperoxidos
lipidicos estavam aumentados apenas em medula espinal de ratos CCI que receberam veiculo
por 28 dias, comparado ao grupo controle. N&o houve diferencas estatisticamente
significativas nos hidroperoxidos lipidicos da medula espinal de ratos CCI tratados com Vit.
D3 (Figura 14).
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Figura 14: Valores de hidroperoxidos lipidicos em segmento lombossacral da medula espinal de ratos sem
(Controle) e com constri¢do cronica no nervo isquiatico (CClI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina
D3 (Vit. D3) (500 Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 7 ou 28 dias apds o primeiro dia da cirurgia. Os
dados sdo mostrados como médiaterro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). #P<0,05 comparado a ratos controle
(ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey). Sham: ratos que tiveram 0 nervo isquiatico direito

exposto, porém sem constricao.
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Na SAG, a ANOVA de duas vias mostrou diferenca significativa entre grupo
(p>0,001) e tratamento (p>0,001). Também houve interacdo significativa entre os fatores
grupo e tratamento (F2s53 = 19,756, p<0,001). O pos-teste revelou que a SAG aumentou
significativamente na medula espinal de ratos CCI que receberam veiculo por 7 e 28 dias,
comparado aos grupos controle e sham (Figura 15). Na medula espinal de ratos com CCI
tratados com vitamina D3, a SAG estava significativamente aumentada apenas no dia 7,
comparado aos valores obtidos em ratos controle. Aos 28 dias, ndo se observou alteracdes
estatisticamente significativas na SAG em medula espinal de ratos com CCI que receberam
administracdes de vitamina D3. Aos 7 dias apos a CClI, a andlise de correlacdo revelou
correlagdo negativa significativa entre SAG e valores do teste de von Frey (ratos CClI tratados
com veiculo: r=-0,832, P=0,0008; ratos CCI tratados com Vit. D3: r=-0,659, P=0.0382). N&o
houve diferencas estatisticamente significativas na SAG na medula espinal de ratos controle e

sham.
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Figura 15: Geracdo de anion superdxido (SAG) em segmento lombossacral da medula espinal de ratos sem
(Controle) e com constrigdo crénica no nervo isquiatico (CCI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina
D3 (Vit. D3) (500 Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 7 ou 28 dias apds o primeiro dia da cirurgia. Os
dados sdo mostrados como médiaterro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). P<0,05 comparado a ratos controle e
sham. ). #P<0,05 comparado a ratos controle (ANOVA de duas vias seguida de pds-teste de Tukey). Sham: ratos
que tiveram o nervo isquiatico direito exposto, porém sem constricao.
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Na analise dos resultados do H20., a ANOVA de duas vias mostrou diferenca
significativa entre grupo (p<0,001) e tratamento (p<0,001). Também houve interacdo
significativa entre os fatores grupo e tratamento (F253 = 16,761, p<0,001). O pos-teste revelou
que o H20, aumentou significativamente na medula espinal de ratos CCI que receberam
veiculo por 7 e 28 dias, comparado aos grupos controle e sham (Figura 16). Na medula
espinal de ratos com CCI tratados com vitamina D3, 0 H20. estava significativamente
aumentado apenas no dia 7, comparado aos valores obtidos em ratos controle e sham. Aos 28
dias, ndo se observou alteracdes estatisticamente significativas no H.O2 em medula espinal de
ratos com CCI que receberam administracGes de vitamina Ds. Aos 7 dias apos a CCl, a
andlise de correlacdo revelou correlacdo negativa significativa entre H2O> e valores do teste
de von Frey (ratos CCI tratados com veiculo: r=-0,928, P=0,000109; ratos CCI tratados com
Vit. Dz: r=-0,632, P=0,05). Ndo houve diferencas estatisticamente significativas na SAG na

medula espinal de ratos controle e sham.
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Figura 16: Valores de perdxido de hidrogénio em segmento lombossacral da medula espinal de ratos sem
(Controle) e com constri¢do cronica no nervo isquiatico (CCI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina
Ds (Vit. D3) (500 Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 7 ou 28 dias ap0s o primeiro dia da cirurgia. Os
dados sdo mostrados como médiaterro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). “P<0,05 comparado a ratos controle e
sham (ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey). Sham: ratos que tiveram o nervo isquiatico direito

exposto, porém sem constricao.
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5.4.2 Antioxidante

A TAC nao variou significativamente no nervo isquiatico lesionado, tanto em ratos
CCIl que receberam administracbes de veiculo como naqueles tratados com Vit. Ds,

comparado aos grupos controle e sham (F253 = 1,080, p>0.359) (Figura 17).
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Figura 17: Capacidade antioxidante total (TAC) em nervo isquiatico lesionado de ratos sem (Controle) e com
constri¢do cronica no nervo isquiatico (CCI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina D3 (Vit. Ds) (500
Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 7 ou 28 dias ap6s o primeiro dia da cirurgia. Os dados sdo mostrados
como médiaterro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). Nao houve diferenca significativa entre os grupos
experimentais(ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey). Sham: ratos que tiveram o nervo isquiatico

direito exposto, porém sem constrigdo.
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Na analise dos dados do segmento lombossacral da medula espinal, o tratamento
provocou efeito significativo (p<0.007) na TAC (Figura 18). A ANOVA revelou interagéo
significativa entre os fatores grupo e tratamento (F253 = 4,689, p<0,019). O pos-teste mostrou
que a TAC aumentou significativamente na medula espinal de ratos CCIl que receberam
administracdes de veiculo por 28 dias, comparado aos valores obtidos em ratos CCI tratados
pelo mesmo periodo com veiculo. Porém, ndo houve alteracéo significativa quando os valores
da TAC de ratos CCI tratados com vitamina foram comparados aqueles obtidos em ratos
controle e sham. Nenhuma alteracéo significativa foi observada na TAC da medula espinal de

ratos CCI tratados com veiculo, e ratos controle e sham.
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Figura 18: Capacidade antioxidante total (TAC) em segmento lombossacral da medula espinal (de ratos sem
(Controle) e com constricdo cronica no nervo isquiatico (CCI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina
D3 (Vit. D3) (500 Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 7 ou 28 dias apds o primeiro dia da cirurgia. Os
dados sdo mostrados como médiazerro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). “*P<0,05 comparado a ratos CCI
tratados com veiculo do mesmo periodo experimental (ANOVA de duas vias seguida de pds-teste de Tukey).

Sham: ratos que tiveram o nervo isquiatico direito exposto, porém sem constricao.
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Na andlise estatistica dos dados de tiois totais da medula espinal, a ANOVA mostrou
diferenca significativa entre grupo (p<0,001), mas nédo entre tratamento (p=0,307). Uma
interacdo significativa foi encontrada entre os fatores grupo e tratamento (F253 = 7,891,
p=0,003). O pos-teste revelou que o conteudo de tidis totais diminuiu significativamente na
medula espinal de ratos CCI tratados com veiculo (Figura 19). Nos ratos que receberam
veiculo, a diminuicdo nos tiois totais foi de aproximadamente 29% e 32% apds 7 e 28 dias de
tratamento, respectivamente. A percentagem de reducdo nos tiois totais foi em torno de 20%
na medula espinal dos ratos CCI que receberam administragdes de Vit. Dz por 7 dias. Porém,
ndo se observou alteragdes significativas no contetido de tidis totais aos 28 dias, sendo o valor
encontrado similar aquele obtido na medula espinal de ratos controle e sham. Assim, enquanto
o0 tratamento com Vit. D3 preveniu por aproximadamente 12% a redugdo do contetdo de tiois
totais da medula espinal de ratos CCl aos 7 dias, esse efeito foi completo aos 28 dias,
comparado ao grupo CCI tratado com veiculo. Nenhuma diferenga estatisticamente

significativa foi encontrada nos tidis totais da medula espinal de ratos controle e sham.
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Figura 19: Valores de tidis totais em segmento lombossacral da medula espinal de ratos sem (Controle) e com
constri¢do cronica no nervo isquiatico (CCI), que receberam diariamente, por gavage, vitamina D3 (Vit. Ds) (500
Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 7 ou 28 dias apds o primeiro dia da cirurgia. Os dados sdo mostrados
como médiaterro padrdo da média (n=6 ratos/grupo). P<0,05 comparado a ratos controle e sham (ANOVA de
duas vias seguida de pés-teste de Tukey). Sham: ratos que tiveram o nervo isquiatico direito exposto, porém sem

constrigdo.
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5.5 INDICADORES DE FUNCAO HEPATICA E RENAL

Os indicadores plasmaticos de funcdo hepatica (AST, TGP e bilirrubina direta) e de
funcdo renal (creatinina) ndo modificaram significativamente apds a administracdo de Vit. D3
por 28 dias. Os valores foram similares entre ratos tratados com vitamina e veiculo (Tabela 1),

0 que sugere auséncia de toxicidade do tratamento por este intervalo de tempo.

Tabela 1: Efeito da administracdo oral de vitamina D3 (Vit. D3) por 28 dias sobre parametros

plasmaticos em ratos sem qualquer manipulacéo cirdrgica.

Veiculo Vit. D3
AST (U/L) 175,4+9,86 163,5+13,40
ALT (U/L) 43,7+7,00 36,9+11,20
Bilirrubina direta (mg/dl) 0,81+0,08 0,74+0,06
Creatinina (mg/dl) 0,74+0,10 0,61+0,06

Os valores estdo expressos como mediaterro padrdo da média. AST (aspartato amino
transferase), ALT (alanina amino transferase). N&o houve diferenca significativa entre os

grupos (p>0,05).
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5.6 Peso corporal

Os ratos do presente estudo foram alimentados ad libitum. Assim, os ratos
continuaram a crescer e ganhar peso durante o periodo experimental. A ANOVA
mostrou diferenca significativa no peso corporal nos dias 21 e 28 comparado a
valores obtidos antes da cirurgia e aos 7 e 14 dias apos a lesdo nervosa periférica
(F2s3= 140,058, p<0,001). Porém, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa no peso corporal de ratos tratados com Vit. Dz comparado a animais

que receberam veiculo (Figura 20).
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Figura 20. Peso corporal de ratos que receberam vitamina D3 (500 Ul/kg/dia) ou veiculo (azeite de oliva) por 28
dias apds constricdo cronica no nervo isquiatico direito (CCI). Os dados sdo mostrados como média+erro padrao
da média (n=6 ratos/grupo). “P<0,05 comparado a valores obtidos antes da lesdo nervosa e aos 7 e 14 dias apos a
CCI (ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey). Sham: ratos que tiveram o nervo isquiatico direito

exposto, porém sem constricao.
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6. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito da Vit. D3, administrada por gavage na dose de 500
Ul/kg/dia, sobre parametros nociceptivos, como sensibilidades mecéanica e térmica, e
recuperacdo funcional do nervo isquiatico lesionado, mediante determinacéo do IFI, em ratos
submetidos a CCI, um modelo de dor neuropatica amplamente usado na literatura. Com o
intuito de analisar se a administracdo da vitamina por 28 dias poderia induzir toxicidade ou
dano no organismo, foi mensurado indicadores de fungdo hepética e renal, como ALT, AST,
bilirrubina direta e creatinina no plasma. Paralelamente se determinou o efeito da
administracdo da vitamina sobre os valores de hidroperédxidos lipidicos e da TAC em nervo
isquiatico lesionado, e formacdo de O>* e valores de H.O>, hidroperdxidos lipidicos, tidis
totais e TAC no segmento lombossacral da medula espinal dos ratos.

Antes da discussdo dos resultados obtidos no estudo, merecem destaque algumas
consideracBes sobre a Vit. D. Essa vitamina € um horménio esteroide, o qual desempenha
papel importante na regulacdo da concentracdo plasmatica de célcio. E sabido que o aumento
na concentracdo plasmatica de Vit. D provoca acréscimo no célcio livre (HUR et al., 2014;
SLOMINSKI et al., 2010). Sendo assim, poderia se pensar que a administracdo da Vit. D3
provocou alteracbes na homeostase corporal do calcio livre. Foi demonstrado que a
suplementacdo com Vit. Ds, administrada por via intraperitoneal na dose de 2 pg/kg,
aumentou significativamente a concentragdo sérica de calcio livre, tanto em camundongos
quanto em ratos (CHEN et al., 2014; WANG et al., 2012; SLOMINSKI et al., 2010). Porém,
sabe-se que a rota de administracdo de Vit. D influencia em sua concentracdo plasmatica. A
quantidade de Vit. D3 na circulagdo diferiu se a administracdo foi por via intraperitoneal ou
oral (VIETH et al., 1990). Segundo estes autores, a administracdo por vias oral e
intraperitoneal de dose Unica de Vit. D3 provocou a mesma alteragdo em sua concentragdo
plasmética. Porém, quando foram feitas administragdes repetidas de doses suprafisiologicas
de Vit. D3 houve diferencas dependentes da rota de administragdo. A rota intraperitoneal
induziu aumento significativo na concentragdo plasmatica de Vit. D3, porém, quando a
administracdo se fez por via oral, uma quantidade menor dessa vitamina foi encontrada na
circulacdo. Nessa ultima condicdo houve efeito menor da Vit. D3 sobre a concentracdo
plasmatica de célcio livre (VIETH et al., 1990). Posteriormente se observou gque ndo ocorreu
hipercalcemia em ratos que receberam Vit. D, em doses de 0,015, 0,25 e 3,75 mg/dia durante
4 semanas (MIRHOSSEINI et al., 2016). Também ndo houve alteracdo na concentracdo
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plasmética de calcio livre em ratos que receberam 500 Ul/kg/dia de Vit. D3 durante 12
semanas (CHABAS et., 2013). Assim, embora o presente estudo ndo tenha avaliado a
concentracdo plasmatica de calcio livre, se pode sugerir que os ratos tratados com Vit. D3, na
concentracdo de 500 Ul/kg/dia por 7 e 28 dias, ndo tiveram variacdes grandes na homeostase
do caélcio livre plasméatico. Porém, torna-se necessario determinar os valores de ion célcio no
plasma de ratos tratados com Vit. D3, na dose de 500 Ul/kg/dia por 7 e 28 dias, para
comprovacao da auséncia de hipercalcemia no plasma dos ratos.

O modelo de dor neuropéatica usado no presente estudo reproduziu os sintomas
classicos de diminuicdo nos limiares mecanico e térmico, e IFI, ap6s a CCIl, como mostrado
em estudos anteriores (SCHEID et al., 2018; HORST et al., 2017; RIFFEL et al., 2020, 2018;
2016; SANTOS et al., 2014; HORST et al., 2014). A administracdo de Vit. D3 atenuou a
reducdo nos limiares, 0 que sugere que o tratamento induziu efeito antinociceptivo nos ratos
CCI que receberam administragdo de vitamina, tanto por 7 como 28 dias. Um estudo recente
também relatou antinocicep¢do em ratos CCl que receberam administrag@es intraperitoneais
de Vit. D3 (BANAFSHE et al., 2018). Segundo esses autores, 0s ratos da linhagem Sprague-
Dawley submetidos a CCI, e que receberam Vit. D3 por via intraperitoneal desde o primeiro
dia apo6s a cirurgia até o 21° dia pos-operatorio, nas doses de 250, 500 e 1000 Ul/kg, exibiram
atenuacdo em sua resposta a estimulo frio; houve queda também na hiperalgesia ao calor.
Porém, os autores ndao observaram mudanca significativa no limiar mecanico (BANAFSHE et
al., 2018). Esse resultado diferiu do que foi encontrado no presente estudo, no qual a
administracdo de Vit. D3 j& provocou atenuacéo no limiar mecénico apos 3 dias de tratamento.
No momento € impossivel explicar a diferenca entre os estudos. Todavia, as linhagens de
ratos usadas devem ser consideradas como possivel contribuidor as diferencas. Foi
demonstrado que ratos de diferentes linhagens exibem comportamentos frente a estimulos
dolorosos que diferem entre si (YOON et al., 1999).

A Vit. Dz também atenuou a reducdo no IFI em ratos CCl que receberam esse
tratamento. Uma atenuagdo também foi encontrada no indice funcional fibular (também
denominado indice funcional peroneal) em ratos submetidos & seccdo e autoenxerto invertido
do nervo fibular (também chamado nervo peroneal), os quais receberam por via oral Vit. D3
por 12 semanas (CHABAS et al., 2013). Segundo esses autores, a recupera¢do completa na
atividade elétrica do tecido, e a obtencédo de valores do indice funcional fibular similar aqueles
de ratos sem qualquer manipulagdo cirargica, sé ocorreu no terceiro més apds a lesdo nervosa
periférica. E possivel que um periodo similar seja necessério para o retorno do IFI a valores

proximos a zero, indicador de normalidade de funcdo no nervo. Assim, pode-se sugerir que
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mais tempo seja necessario para a recuperacdo completa do IFI nos ratos CCI tratados com
Vit. Ds.

Foi sugerido que as deformidades no padrdo de caminhada de ratos, induzidas pela
CCl, provavelmente se relacionam mais a dor espontanea em curso do que a alodinia
mecanica (NAKAZATO-IMASATO & KUREBAYASHI, 2009). Sendo assim, pode-se
sugerir que o maior acréscimo no IFI se relaciona a atenuacéo da dor espontanea em curso nos
ratos CCI tratados com Vit. Ds. E sabido que a cascata neuroinflamatoria, caracterizada por
infiltracdo de leucocitos, ativacdo de células da glia, e liberacdo de mediadores proé-
inflamatorios € uma importante caracteristica na dor neuropatica (FERNANDES et al., 2017).
Recentemente se observou que a administracdo intraperitoneal de 25-hidroxivitamina D
[25(OH)Vit. D], por 8 semanas, provocou queda significativa em fatores pré-inflamatorios,
enquanto aumentou significativamente moléculas com acdo antiinflamatoria (HAN et al.,
2019). Foi demonstrado ainda que a Vit. D3 induziu atenuacéo na formacao de moléculas com
acdo inflamatoria em cultura de neurdnios-glia (HUANG et al., 2015). E sabido que a reducéo
em processos inflamatorios contribui para a antinocicepcdo em ratos com CCl (CAMARA et
al., 2013). Assim, pode-se sugerir que a acdo antiinflamatoria da Vit. D contribuiu para a
antinocicep¢do mostrada no presente estudo e, assim, para a atenuacdo no IFIl. Porém, é
possivel que outros mecanismos também estejam desempenhando papel importante na
atenuacdo do IFI em ratos CCI tratados com Vit. Ds. Foi demonstrado que essa vitamina
modificou a expressdo de genes envolvidos no processo de axogénese e mielinizacdo
(CHABAS et al., 2013). Segundo esses autores, o tratamento com vitamina D3 provocou:
aumento no numero de axdnios preservados ou recém-formados na extremidade proximal do
nervo lesionado; acréscimo no didmetro médio do axdnio em sua extremidade distal; e maior
namero de neuritos mielinizados nas extremidades distal e proximal do nervo. Assim, essas
acOes da Vit. D3 pode também estar contribuindo para a atenuagéo no IFI.

Outro foco do presente estudo foram as ROS por seu envolvimento nos mecanismos
de dor, incluindo a dor neuropética (BITTAR et al., 2017; GRACE et al., 2016; SALVEMINI
et al., 2011). Em concordancia com dados da literatura (RIFFEL et al., 2018; SCHEID et al.,
2018; HORST ET AL., 2017a; b; NAIK et al., 2006), os resultados do presente estudo
mostraram acréscimo nos valores de hidroperdxidos lipidicos em nervo isquiatico lesionado e
segmento lombossacral da medula espinal de ratos CCI que receberam veiculo e, ainda,
aumentos na SAG e H202 na medula espinal desses ratos. Assim, pode-se sugerir que o
modelo experimental de dor neuropética usado no presente estudo reproduziu as alteragdes

caracteristicas em parametros de estresse oxidativo no tecido nervoso dos ratos CCI. Nesse
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modelo se mostrou, pela primeira vez, que a administragdo oral de Vit. Dz foi capaz de
prevenir as alteracdes nos marcadores pro-oxidantes, tanto em nervo isquiatico lesionado
como em medula espinal. Como a queda nos valores de SAG e H;O foram encontrados na
medula espinhal dos mesmos ratos que exibiram atenuacdo nos limiares mecanico e térmico e
no IFI, uma relagdo entre esses fatores ndo pode ser descartada. De fato, foi demonstrada
atenuacdo na nocicepcdo e IFI em ratos com CCI que exibiram queda em marcadores de
estresse oxidativo no nervo isquiatico lesionado e medula espinal apos a administracdo de
substancias com acdo antioxidante (RIFFEL et al., 2018; 2016; SCHEID et al., 2018; HORST
ET AL, 2017a; b). Ainda, a deficiéncia na enzima NOX4, envolvida na formagdo de ROS,
provocou diminuigdo na regulagdo para cima de citocinas pré-inflamatdrias no local da leséo
nervosa e uma atenuacdo na hiperssensibilidade mecanica induzida pela CCI (GEIS et al.,
2017). A Vit. D parece regular para baixo a NOX, enzimas geradoras de ROS, mas regula
para cima a enzima antioxidante superoxido dismutase (BERRIDGE, 2015). A Vit. D também
regula para cima a enzima antioxidante glutationa peroxidase (BERRIDGE, 2015; 2016). A
superdxido dismutase é a enzima que converte superéxido em H20;, e a glutationa peroxidase
catalisa a quebra de H.O2 em H>0 e Oz (POLJSAK et al., 2013). Assim, a diminui¢do na SAG
e H202 na medula espinhal de ratos CCI tratados com Vit. D3 pode estar relacionada as acGes
dessa vitamina sobre as enzimas NOX, superdxido dismutase e glutationa peroxidase.
Infelizmente o presente estudo ndo avaliou a atividade dessas enzimas. Essa questdo serd
abordada em estudos futuros do grupo de pesquisa.

Os efeitos antioxidantes da Vit. Dz também podem estar relacionados & manutencéo do
contetido de tidis totais na medula espinhal de ratos com CCI que receberam essa vitamina.
Foi demonstrado que a Vit. D regula a expressdao das enzimas y-glutamiltranspeptidase,
glutamato cisteina ligase e glutationa redutase, as quais desempenham papel importante na
sintese de glutationa (BERRIDGE, 2017). Segundo este autor, a Vit. D também aumenta a
atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase, o que também contribui para acréscimos na
formacéo de glutationa. A glutationa é o tiol mais abundante em mamiferos (POOLE, 2015).
Assim, todos esses mecanismos devem estar contribuindo para a auséncia de queda nos
valores de tidis totais na medula espinal de ratos com CCI tratados com Vit. D3. A reducéo no
conteudo de tidis totais na medula espinal de ratos CCI que receberam veiculo esta de acordo
com dados da literatura (RIFFEL et al., 2018).

Considerando as ac¢des da Vit. D diminuindo SAG e H>O, e prevenindo diminui¢do
no conteldo de tidis totais, pode-se sugerir que estes efeitos contribuiram para a falta de

alteraces significativas nos hidroperdxidos lipidicos em nervo isquiatico lesionado e medula
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espinal de ratos CCI que receberam administracdes dessa vitamina. E sabido que no SNC o
dano a lipidios é um evento muito comum causado por ROS devido a grande quantidade de
acidos graxos poliinsaturados presentes nesse tecido (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2010). Além disso, a glutationa é um agente protetor e reduz ROS (ROBACZEWSKA et al.,
2016).

Interessantemente, a TAC ndo alterou significativamente em nervo isquiatico
lesionado e medula espinal de ratos CCI que receberam veiculo por 7 e 28 dias e naqueles
tratados com Vit. D3 por 7 dias. A medida da TAC avalia a presenga de compostos
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaéticos no tecido, tais como superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa (SAHIN et al., 2014). Os ti6is parecem ser 0
principal determinante da TAC em tecidos homogeneizados (BALCERCZYK et al., 2003).
Em nervo isquidtico, foi observado que a CCI provocou aumento na peroxidacdo de lipideos,
diminuiu os valores de glutationa, aumentou a atividade da superoxido dismutase, sem alterar
significativamente a atividade da enzima antioxidante catalase (NAIK et al., 2006). Em
medula espinal, a glutationa e a atividade das enzimas glutationa peroxidase e glutationa
transferase diminuiram, enquanto a atividade da superdxido dismutase aumentou, € nenhuma
alteracdo significativa ocorreu na atividade da catalase apés a CCI (SCHEID et al., 2018).
Assim, é possivel que as alteragBes inter-relacionadas em pro-oxidantes e antioxidantes
podem estar contribuindo para a falta de alteragdes significativas na TAC do nervo e da
medula espinhal dos ratos CCI. A determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes, como
foi previamente sugerido, trard contribuicdo significativa para melhor entendimento da
relacdo entre CCI, TAC e Vit. Da.

Interessantemente, a TAC aumentou na medula espinal de ratos CCI que receberam
Vit. D3 por 28 dias, mas esse efeito so foi observado quando se fez a comparacao dos valores
da TAC de ratos CCI que receberam vitamina aqueles obtidos em ratos CCI tratados com
veiculo por igual periodo. Nenhuma mudanca significativa foi encontrada na comparacao dos
dados da TAC de ratos CCI tratados com vitamina e ratos controle. O acréscimo na TAC
provavelmente se relaciona as agdes antioxidantes da vitamina D, como previamente
discutido. A falta de mudancas significativas na comparacéo entre ratos CCI tratados com Vit.
D3 e ratos controle sugere que a administragdo dessa vitamina ndo foi capaz de provocar
alteracdes nas redes bem integradas dos sistemas de defesa antioxidante onde a Vit. D poderia
interferir. Todavia, é preciso cautela nessa interpretacdo. Isso se deve ao fato do presente
estudo possuir algumas limitagOes. Neste estudo ndo foram avaliadas as concentragdes

plasmaticas de 25(OH)Vit. D, a principal forma circulante de Vit. D e a forma geralmente



57

usada para monitorar o status dessa vitamina (TUCKEY et al., 2019). Foi demonstrado que
fatores como tipo e quantidade de fibra alimentar, status da Vit. D, e variagOes genéticas em
proteinas envolvidas na absorcéo intestinal dessa vitamina sdo fatores com capacidade para
provocar alteracBes na biodisponibilidade da Vit. D (BOREL et al., 2015). Além disso, sabe-
se que a resisténcia na circulagdo arterial e a pressao sistdlica do sangue exibem curva dose-
resposta em forma de U ap0s tratamento com Vit. D, com os valores mais baixos (bom
funcionamento do sistema cardiovascular) ocorrendo quando a concentracdo plasmatica de
25(0OH)Vit. D foram 43 nmol/L em ratos Wistar sem qualquer manipulacdo cirdrgica
(MIRHOSSEINI et al., 2016). Segundo esses autores, a concentracdo plasmatica de
25(0OH)Vit. D foi 108 nmol/L em ratos que receberam diariamente Vit. D em dose
equivalente a 5,45 pg/dia. Nesses ratos houve aumento de 10 mmHg (ndo significativo) na
pressdo sistdlica do sangue, o que ndo ocorreu na pressdo diastolica (MIRHOSSEINI et al.,
2016). Como o presente estudo utilizou Vit. D3 na dose de 500 Ul/dia (equivalente a 12,5
pg/dia), pode-se sugerir que a concentracdo plasmatica de 25(OH)Vit. D foi superior a 108
nmol/dia. Assim, ndo se pode descartar a possibilidade de mudancas em parametros do
sistema cardiovascular nos ratos tratados com Vit. Ds.

Outra limitacdo do presente estudo é que ndo se avaliou o efeito de uma dose
intermediaria de Vit. D3 em nosso modelo animal. No entanto, nenhuma evidéncia de
toxicidade foi observada nos ratos que receberam Vit. D3, embora tenham sido avaliados
apenas os indicadores plasmaticos ALT, AST, bilirrubina direta e creatinina. Todavia, 0s ratos
usados na pesquisa ndo mostraram alteraces comportamentais durante o periodo de
observacdo. Além disso, nenhuma morte ocorreu e nenhuma mudanca significativa foi
encontrada no peso corporal. A falta de alteracfes nesses parametros esta de acordo com um
estudo anterior, onde foram usados ratos que receberam semanalmente Vit. D3 na dose de 500
Ul/kg/dia (CHABAS et al., 2013).

Apesar de possuir limitacdes, o presente estudo € o primeiro a mostrar a relacdo entre
tratamento com Vit. D3z e marcadores pro-oxidante e antioxidante em nervo isquiatico
lesionado e medula espinal, sendo essa ultima o principal local de acdo de ROS na dor
neuropatica (KIM et al., 2015). Embora sejam necessarios mais estudos para melhor
entendimento da relagdo entre Vit. D3 e ROS no tecido nervoso em condi¢do de dor
neuropatica, a acao dessa vitamina nos parametros de estresse oxidativo aqui demonstrados
precisa ser considerada ao avaliar a analgesia induzida por Vit. D.

Merece também ser considerada a falta de efeito do veiculo sobre os pardmetros

analisados no estudo. Em uma revisdo recente sobre dor cronica e constituinte da dieta com
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acdo antiinflamatoria e antioxidante, recomendou-se o consumo diério de azeite de oliva extra
virgem e, semanalmente, de azeitonas para pacientes com dor cronica (RONDANELLI et al.,
2018). Segundo esses autores, 0s componentes presentes no azeite de oliva, como &cidos
graxos monoinsaturados e polifendis, teriam papel importante no manejo da dor crénica
devido as suas acOes antiinflamatoria, antimicrobiana e antioxidante. A falta de efeito do
veiculo nos ratos CCI tratados com veiculo sugere que o azeite de oliva, na dose usada no
presente estudo e administrada por 28 dias, ndo proporcionou efeito benéfico na nocicepcéo
induzida por CCI, e ndo modificou o status oxidativo induzido pela dor no tecido nervoso.
Todavia, é preciso cautela nessa interpretacdo. No estudo ndo foi avaliada a composi¢do do
azeite de oliva. Ainda, ndo foi avaliado o efeito de um tempo maior de administracdo de
azeite de oliva em ratos com CCIl. Assim, é necessaria a realizacdo de estudos
complementares para melhor entendimento do efeito da ingestdo de azeite de oliva na dor
neuropaética.

Cabe ainda destacar o aumento na sensibilidade mecanica nos ratos com lesdo sham
que receberam administracdo de veiculo e vitamina D3 por 4 e 8 dias apds a cirurgia.
Provavelmente esse resultado seja consequéncia da incisdo nos tecidos cutaneo e muscular.
Sabe-se que a lesdo tecidual provoca liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias, fatores de
crescimento e outros mediadores, ocasionando maior excitabilidade em neurdnios aferentes
primarios e sensibilizacdo periférica, que posteriormente leva a maior excitabilidade em
neurdnios do corno dorsal da medula espinal, a sensibilizacdo central e ao desenvolvimento
de hiperalgesia (MIFFLIN; KERR, 2014). Entretanto, a hiperalgesia decorrente de lesdes
teciduais em animais sham é observada de forma transitoria, como relatado em estudos
anteriores deste grupo de pesquisa (SCHEID et al, 2018; HORST et al., 2014; GUEDES et al.,
2006). Interessantemente, a administracdo de vitamina D3, na dose de 500 Ul/kg/dia por 4 e 8
dias ndo foi capaz de atenuar essa sensibilizacdo. Porém, houve uma variacdo maior nos
dados obtidos nos ratos sham nesses intervalos de tempo. Assim, estudos complementares
serdo realizados para melhor entendimento dos efeitos da administracdo de Vit. Dz em ratos

sham.
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7. CONCLUSAO

Este estudo reproduziu o efeito antinociceptivo da Vit. Dz em ratos com CCI. Pela
primeira vez se mostrou que a administragéo de Vit. Dz induz atenuagéo no IFI e, em medula
espinal, reduz a SAG, os valores de H»0- e hidroperoxidos lipidicos, além de prevenir a queda
em tidis totais e provocar pouca alteracdo na TAC desse tecido. Como as ROS desempenham
papel importante na dor neuropéatica (GRACE et al., 2016; SALVEMINI et al., 2011), e 0
scavenger de ROS parece ajudar a normalizar o status oxidativo da medula espinal alterado
pela dor, os resultados do presente estudo sugerem que alteracbes em parametros de estresse
oxidativo na medula espinal contribuem para o efeito benéfico dessa vitamina em condicdes

de dor neuropética.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, propde-se avaliar a atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase em medula espinal de ratos sem e com
CCI no nervo isquiatico, os quais receberam Vit. Dz ou veiculo por gavage durante 7 e 28
dias. PropGe-se também avaliar nesse tecido a expressdao de TNF-a e das proteinas p38 e
NF«B, determinacfes que estdo em andamento. O TNF-a devido a sua agdo pro-inflamatoria,
e a p38 e o NFkB por estarem envolvidos no desenvolvimento da dor neuropética.

Prop6e-se também finalizar a redacdo do manuscrito cientifico referente aos dados do

presente estudo, o qual se encontra em fase adiantada de elaboracéo.
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