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RESUMO

Os hormonios tireoidianos (HTs) s3o importantes mediadores do crescimento e
desenvolvimento do organismo, principalmente do SNC. A falta dos HTs diminui o volume
neuronal, e provoca defeitos na mielinizagdo, deprindo a excitabilidade e reduzindo a
velocidade de condugdo. O hipotireoidismo provoca alteragdes no desenvolvimento da resposta
neuronal, com aumento do limiar de excitabilidade da fibra nervosa periférica. Investigamos e
avaliamos os efeitos nociceptivos e morfologicos periféricos e centrais do hipotireoidismo na
presenga da dor neuropatica. Foram utilizados ratos Wistar machos, 180 a 220 g, mantidos a
24°C, ciclo dia/noite - 12/12 h, agua ad libitum, livre acesso a ra¢ao balanceada, alojados em
grupos de 4 por gaiola. Os animais foram divididos em 6 grupos de 6 animais: controle (C),
neuralgia do trigémeo (NT), NT Sham, hipotireoidismo (H), H+NT, H+ NT Sham. O
hipotireoidismo foi induzido com propiltiuracil (PTU) 0,05% por 21 dias, e confirmado por
dosagem de T4. Foi realizada indugdo da neuralgia trigeminal através da constri¢do do nervo
infraorbital. O limiar nociceptivo foi aferido por teste de Von Frey eletronico 2 vezes por
semana apo6s a cirurgia por 21 dias. Foram coletados o subntcleo caudal do trigémeo (SCT),
ganglio trigeminal (GT), nervo infraorbital (NIO), tireoide e pele da vibrissa. O material
marcado por imunofluorescéncia com os anticorpos, anti-NeuN, anti-c-Fos, anti-PBM, anti
ATF-3 e anti-PGP 9.5 para evidenciar sinais de injuria celular, nocicep¢ao e integridade das
fibras nervosas e as tireoides coradas em HE para analise histopatoldgica. A analise estatistica
foi feita pela média + EPM das medidas registradas, normaliza¢do de dados por Shapiro-Wilk,
analise de variancia (ANOVA one way ou two way), com pos-teste de Turkey ou Games-
Howell determinado pelo teste de homogeneidade de variancia de Levene, onde valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos e teste de correlagdo de Spearman.
Os resultados mostraram nos grupos com hipotireoidismo redugdo dos niveis de T4, perda
ponderal, aumento nas dimensdes e peso das glandulas tireoides, hiperplasia folicular e
hipertrofia da tireoide, € houve correlacdo negativa entre os niveis de T4 e a morfometria da
Tireoide. Houve redugdo do limiar nociceptivo no NT, contudo no grupo H mostraram aumento
do limiar e o limiar do grupo H+NT mostrou a niveis do controle, sugerindo uma manifestagao
subclinica, além de correlacdo negativa com os niveis de T4. ATF3 mostrou-se elevado nos
grupos neuropaticos no GT, mas ndo expressou no SCT. C-Fos elevou-se no grupo NT,
reduzido no H+NT em GT, contudo no TE o c-Fos no grupo H+NT elevou-se acima do grupo
NT, que também se apresentava aumentado. PBM e DAPI apresentaram-se aumentados nos
grupos neuropaticos, houve sinais de morte axonal e delamina¢do da bainha de mielina. PGP
9.5 mostrou diminui¢do do nimero de terminagdes nervosas na pele das vibrissas nos grupos
com NT. Concluimos que o modelo de indugdo do hipotireoidismo com PTU em ratos ¢ eficaz,
reproduz as alteracdes encontradas em humanos com hipotireoidismo, demonstrado através de
estudos soroldgicos, comportamentais, anatomopatoldgicos e histopatologicos. Ha uma
correlagdo negativa entre os niveis de T4 e a morfometria da tireoide. O hipotireoidismo leva a
disturbios na resposta nociceptiva em ratos, € levando os sinais de dor em estado neuropatico a
niveis subclinicos. H4 uma correlagdo negativa entre os niveis de T4 e o limiar nociceptivo. A
expressdo de reducdo de c-Fos do ganglio trigeminal evidencia a predominancia do efeito
periférico na nocicep¢do do hipotireoidismo. A expressao de ATF3 mostra que o
hipotireoidismo ndo influencia na capacidade do neurdnio periférico de iniciar uma resposta. O
hipotireoidismo diminui da capacidade de reparo axonal e remielinizagdo das vias periféricas
reduzindo a quantidade de fibras e terminagdes nervosas mostrados na expressdo de PBM e
PGP 9.5.

Palavras — chave: Hipotireoidismo, Neuralgia Trigeminal, Nocicepgao, Dor.



ABSTRACT

Thyroid hormones (HTs) are important mediators of the growth and development of the
organism, mainly of the CNS. The lack of HTs decreases neuronal volume, and causes defects
in myelination. Hypothyroidism depresses neuronal excitability when associated with chronic
peripheral lesion in rats, reduces conduction velocity, with absence of sensory potentials.
Considering that hypothyroidism causes changes in the development of the neuronal response,
with an increase in the excitability threshold of the peripheral nerve fiber. We investigated and
evaluated peripheral and central nociceptive and morphological effects of hypothyroidism in
the presence of neuropathic pain. Male Wistar rats, 180 to 220 g, maintained at 24 ° C, day /
night cycle - 12/12 h, water ad libitum, free access to balanced feed, housed in groups of 4 per
cage were used. The animals were divided into 6 groups of 6 animals: control (C), trigeminal
neuralgia (NT), NT Sham, hypothyroidism (H), H + NT, H + NT Sham. Hypothyroidism was
induced with 0.05% propylthiuracil (PTU) for 21 days, and confirmed by T4 dosing. Induction
of trigeminal neuralgia was performed through infraorbital nerve constriction. The nociceptive
threshold was measured by electronic Von Frey test 2 times a week after surgery for 21 days.
The caudal trigeminal subnucleus (SCT), trigeminal ganglion (GT), infraorbital nerve (NIO),
thyroid and vibrissa skin were collected. Immunofluorescence-labeled material with antibodies,
anti-NeuN, anti-c-Fos, anti-PBM, anti-ATF-3 and anti-PGP 9.5 to evidence signs of cellular
injury, pain and the integrity of nerve fibers. Thyroid stained in HE for histopathological
analysis. Statistical analysis was done by mean + SEM of the measurements recorded, data
normalization by Shapiro-Wilk, analysis of variance (ANOV A one way or two way), with post-
test of Turkey or Games-Howell determined by the test of homogeneity of variance of Levene,
where values of p <0.05 were considered statistically significant and Spearman's correlation
test. Our results showed a reduction in T4 levels, weight loss, increase in thyroid gland size and
weight, follicular hyperplasia and thyroid hypertrophy, and negative correlation between T4
levels and thyroid morphometry. There was a reduction in the nociceptive threshold in the NT,
but in the H group they showed an increase in the threshold and the threshold of the H + NT
group showed at the control levels, suggesting a subclinical manifestation, in addition to a
negative correlation with the T4 levels. ATF3 was shown to be elevated in neuropathic groups
in GT, but did not express in SCT. C-Fos was elevated in the NT group, reduced in the H + NT
in GT, but in the TE the c-Fos in the H + NT group rose above the NT group, which was also
increased. PBM and DAPI were increased in the neuropathic groups, there were signs of axonal
death and delamination of the myelin sheath. PGP 9.5 showed a decrease in the number of nerve
endings in the skin of vibrissae in NT groups. We conclude that the induction model of
hypothyroidism with PTU in rats is effective, reproduces the alterations found in humans with
hypothyroidism, demonstrated through serological, behavioral, anatomopathological and
histopathological studies. There is a negative correlation between T4 levels and thyroid
morphometry. Hypothyroidism leads to disturbances in the nociceptive response in rats, and
leading the pain signals in neuropathic state to subclinical levels. There is a negative correlation
between T4 levels and the nociceptive threshold. The expression of c-Fos reduction in the
trigeminal ganglion evidences the predominance of the peripheral effect in the nociception of
hypothyroidism. Expression of ATF3 shows that hypothyroidism does not influence the ability
of the peripheral neuron to initiate a response. Hypothyroidism decreases axonal repair ability
and remyelination of peripheral pathways by reducing the amount of fibers and nerve endings
shown in the expression of PBM and PGP 9.5.

Key-words: Hypothyroidism, Trigeminal Neuralgia, Nociception, Pain.
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1 INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos estao envolvidos em diversas atividades no organismo.
Promovem crescimento, sinalizagdo, migracdo, proliferagdo e diferenciacdo celular,
envolvendo o estabelecimento dos fenotipos celulares (GAMBORINO et a., 2001). Estimulam
o metabolismo energético de carboidratos, proteinas e lipidios, nos quais estes hormonios
participando de uma série de eventos em Orgdos e sistemas diferentes, o que os torna
importantes fatores mediadores do crescimento e desenvolvimento do organismo (SMITH et
al, 2002).

Estudos demonstram que a falta ou diminui¢ao das concentragdes plasmaticas dos
hormonios tireoidianos leva a diminui¢ao no desenvolvimento da arvore dendritica, redugao do
numero de sinapses axodendriticas, diminui¢ao do volume neuronal e redugao no niimero de
células da glia, além de provocar defeitos na mielinizagdo (CLOS; LEGRAND,1970; XIAO;
NIKODEM, 1998; PATEL et al, 2011).

Mwangi (1998) relatou que o desenvolvimento do sistema nervoso central esta
diretamente relacionado com concentragdes normais de hormonios tireoidianos. Sousa (2006)
demonstrou que o hipotireoidismo deprime a excitabilidade neuronal quando associado a lesdo
cronica periférica por ligadura do nervo isquidtico em ratos. Naraynan et al (1986)
demonstraram que os hormonios tireoidianos exercem papel crucial no desenvolvimento do
trato espinhal do nervo trigémeo.

A neuralgia trigeminal (NT) ¢ considerada a mais séria € mais comum dentre as
neuralgias de cabega e pescogo. E uma doenga cronica debilitante, caracterizada pela presenga
de uma dor paroxistica e lancinante, semelhante a um choque elétrico, limitada a um ou mais
ramos do nervo trigémeo, em que a duracdo da dor pode chegar aos dois minutos, embora o
ataque total possa consistir em numerosos espasmos de curta duragdo (MACIANSKYTE et a/
2011, FPA, 2016).

A NT tem maior incidéncia sobre o género feminino e acima da sexta década de
vida. Na maioria dos casos, a crise de dor ¢ abrupta e geralmente desencadeada por estimulos
nao dolorosos em regides da face (alodinia), na manipulacao ou toque em regidoes como angulo
da boca, a bochecha, a asa do nariz e regido lateral da fronte (MACIANSKYTE et al 2011). A
dor na NT prejudica habitos didrios, interrompendo-os, levando a uma diminui¢ao na qualidade
de vida, o que pode levar a apresentagdo de niveis de ansiedade e depressao (MACIANSKYTE
etal,2011).



20

Estudos relatam que injlria periférica em um nervo leva a alodinia ou hiperalgesia
em humanos e animais (GAUTRON et al, 1990, GUILBAUD et al, 1990, GARRISON et al,
1991, BENNETT, 1993, BENNETT, 1994, WOOLF; MAX, 2001). A injaria que segue a lesdo
de um nervo ¢ muitas vezes intratavel e o conhecimento dos mecanismos de desenvolvimento
da doenga ainda ¢ pouco compreendido (SOUNVORAVONG et al., 2004; PATEL et. al,
2011). O tratamento farmacoldgico tem limitada eficicia e produz frequentemente efeitos
adversos (WALLACE, 2007).

Animais com polineuropatia associada ao hipotireoidismo demonstraram moderada
reducdo da velocidade de condugdo motora em estudos eletrofisiologicos (SOUSA, 2006) e
ainda, estudos morfologicos revelaram uma diminui¢do das fibras de mielina de todos os
diametros, mais particularmente aquelas de largo didmetro, indicando uma degeneragao axonal
(POLLARD et al,1982). Quattrini et al (1993) observaram que a amplitude do potencial de
acao motor do nervo caudal de ratos estd reduzido em animais submetidos ao hipotireoidismo
experimental, efeito este revertido quando utilizada a terapia de reposi¢do dos hormdnios
tireoidianos.

Modelos desenvolvidos em animais, tais como o modelo de ligadura parcial do nervo
isquiatico (SELTZER et al,1990) e de lesdo por constri¢do cronica do nervo infraorbital ou de
transec¢do completa dos nervos infraorbitais, alveolar inferior ou lingual (XU et a/, 2008) vem
sendo utilizados para a compreensdo dos mecanismos ativos na dor neuropatica. Nosso grupo
vem desenvolvendo pesquisa em ratos com hipotireoidismo, os quais apresentam maior limiar
nociceptivo quando estimulados na regido infraorbital através do teste de Von Frey eletronico,
area essa inervada pelo ramo maxilar do nervo trigémeo. Tal fato nos estimulou a investigar as
alteragdes nociceptivas e morfoldgicas que possam estar relacionadas a essa resposta, bem

como avaliar o hipotireoidismo no desenvolvimento da neuralgia trigeminal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tireoide

A glandula tireoide ¢ um 6rgdo impar, localizado na regido cervical anterior no
homem e na regido cervical ventral nos quadrupedes (KONIG; LIEBICH, 2016), sobre a parede
anterior e lateral da traqueia e da cartilagem tiredidea. E uma das maiores glandulas enddcrinas
do corpo e possui dois lobos laterais unidos por um istmo medialmente, que no rato (Figura 1A)
¢ bem menos volumoso que no homem (Figura 1B) (KONIG; LIEBICH, 2016). A tireoide
possui inervagdo simpatica vasomotora, € ndo secretomotora, e ¢ irrigada pelas artérias

tiredideas inferior e superior (KRATZSCH; PULZER, 2008; NETTER, 2011; MIHAI, 2014).

Figura 1 - Ilustracdo da tireoide do rato e do homem

A

Polo Cranial ——»

Tireoide
Humana

Polo Caudal ——»

Lobo Lobo
Direito Esquerdo

Figura A, ilustra a anatomia topografica da glandula tireoide do rato, que possui um istmo bastante delgado quando
comparado proporcionalmente a mesma glandula no homem ilustrado na figura B.
Fonte: elaborada pelo autor.
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A fun¢do primaria da tireoide ¢ a sintese dos hormoénios triiodotironina (T3) e
tiroxina (T4), que sdo formados pela incorporacdo do iodo as moléculas do aminodcido tirosina,
e sdo armazenados no coloide intrafolicular. O T4 ¢ a forma mais abundante tanto no coloide
como na forma livre na circulagdo (cerca de 93%), entretanto a forma mais ativa € o T3, que ¢
convertido a partir da desiodagdo do T4 dentro das células alvo, no figado e nos rins
(LOEVNER et al, 2008, GUYTON, 2011).

O parénquima da glandula tireoide ¢ composto de foliculos de morfologia globular,
também chamados de acinos. Cada foliculo ¢ composto por camada tnica de cé€lulas epiteliais
do tipo cuboides, que envolvem um limen ocupado por uma substancia coloide produzida por
suas cé¢lulas foliculares, composto basicamente por tireoglubulina (Figura 2) (SILVERTHORN,
2017). O espago interfolicular reserva uma pequena quantidade de tecido conjuntivo, onde se
encontram capilares e células parafoliculares ou células C, produtoras de calcitonina (Figura 2).

As células foliculares da tireoide possuem reticulo endoplasmatico rugoso e o
complexo de Golgi, o que favorece bastante a sintese de proteinas especificas da tireoide, como
a tiroglobulina (TG) e a peroxidase tireoidiana (TPO). A TG ¢ secretada para o limen dos
foliculos tireoidianos formando o coloide que os preenchem (SILVERTHORN, 2017). No polo
basal das células foliculares, estdo presentes os receptores para o hormonio estimulante da
tireoide (TSH) e outros fatores reguladores (KRATZSCH; PULZER, 2008; SARKAR; SINGH,
2016).
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Figura 2 - Corte histologico da glandula tireoide de rato

Fotomicrografia mostrando corte histologico corado em H.E. em magnitude 400x de glandula tireoide de rato
saudavel, onde podemos visualizar foliculos tireoidianos contendo coloide de tiroglobulina (setas vermelhas),
células foliculares cuboides (setas pretas), tecido conjuntivo (seta amarela) e célula parafolicular (setas azuis).
Fonte: Arquivo pessoal.

2.2 Hormonios Tireoidianos (HT's)

Os hormonios tireoidianos (HTs) sao produzidos pelas células foliculares e
permanecem ligados a tireoglobulina, armazenados no coloide, e liberados como iodotironinas
hormonalmente ativas, sendo elas: a tiroxina ou tetra-iodotironina (T4) e a triiodotironina (T3).
Tais substancias sao liberadas mediante controle do eixo hipotalamo-hip6fise-tireoide, através
do modelo feedback negativo com o TSH (SARKAR; SINGH, 2016).

Tais hormonios possuem efeitos a longo prazo no metabolismo, além de serem
essenciais para o crescimento e desenvolvimentos nos mamiferos. Sua caréncia pode levar a

atrasos no crescimento e sua auséncia também pode acarretar uma redu¢ao do metabolismo
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basal em 40% a 50% do normal e o excesso pode aumentar o metabolismo em 60% a 100%
(GUYTON, 2011; SILVERTHORN, 2017).

O efeito geral dos HTs consiste em ativar a transcri¢do de um grande nimero de
genes. Portanto, ha influéncia dos mesmos em praticamente todas as células do organismo, na
sintese de enzimas e proteinas estruturais, resultando no aumento da atividade funcional
metabolica (GUYTON, 2011; SILVERTHORN, 2017). Os HTs tém diversos papéis
fisiologicos, pois modulam as vias metabolicas através da regulagdo do consumo de oxigénio e
intervengdo no metabolismo de proteinas, lipidios, carboidratos e vitaminas (SMITH et al,
2002).

Adicionalmente, acredita-se que os HTs promovam o crescimento através da
estimulagao do horménio de crescimento (GH) a nivel génico e sinergicamente estimulando a
sintese do receptor tecidual de GH a nivel de placa de epifisaria (VALSESIA et al, 2015;
BHUMIKA; DARRAS, 2014; SILVERTHORN, 2017). A deficiéncia de T3 ¢ T4 ¢ a causa
principal de alteragdes no desenvolvimento antero-posterior do cranio e da face
(GAMBORINO et al, 2001).

A producao dos HTs estd envolvida com o transporte ativo de ions de iodo para o
interior dos foliculos tireoidianos por meio de um transportador transmembrana especifico
(NIS) (MIHAL 2014). A iodagdo da tirosina produz como resultado a monoiodotironina (MIT)
e a diiodotironina (DIT) que sdo posteriormente ligadas para formar T4 e T3, que sdo as formas
biologicamente ativas dos hormonios tireoidianos no metabolismo (WAJNER et al, 2008;
BHUMIKA; DARRAS, 2014).

O TSH ¢ regulador primdrio da liberagao e secre¢do dos hormonios tireoidianos, e
tem um importante papel no crescimento e desenvolvimento da glandula tireoide (BHUMIKA;
DARRAS, 2014). O TSH estimula a captacao de iodo, a sintese de peroxidase tireoidiana (TPO)
e tireoglobulina, a producao intracelular de peroxido de hidrogénio (H20.) e parece influenciar
também na reabsorc¢ao do coloide (QUATRINNI ez a/, 1993; YEN, 2001).

A transformagdo metabodlica dos HTs nos tecidos periféricos envolve uma série de
reacOes enzimaticas, dentre as quais a desiodagao ¢ o mecanismo para a ativacao ou desativagao
hormonal, no caso, a conversao do T4 em T3 e o inverso (WEINBERGER et al, 1986;
WAINER et al, 2008).

Ao atingir a célula alvo, os HTs sdo transportados para o interior da célula por
transportadores transmembrana (VISSER et al, 2011; MUZZIO et al, 2014). A forma de agdo

dos HTs nas células alvo ocorre a nivel génico, por meio da ativagao de receptores ligados a



25

molécula de DNA, que resulta na expressao de genes especificos, modificando a expressao das
proteinas nas células alvo (OPPENHEIMER et al,1987).

E de fundamental importancia a manutengio de concentragdes adequadas de HTs
para a resposta inflamatoria, pois estdo intrinsecamente ligados a relagdo entre os sistemas
imune ¢ endécrino (HODKINSON, 2009). Os HTs estdao envolvidos na fungdo imune, assim
como na imunossupressao. Tais atividades dos HTs sdo moduladas através de receptores
nucleares (TRs) os quais se ligam para ativar a transcri¢ao de genes-alvo (YEN, 2001: HIROI,
2006). Assim, o sistema imune tanto regula, como ¢ regulado, pelos HTs. Alteracdes nos niveis
de HTs livres reduzem a capacidade do organismo na reagdo ao estresse, uma vez que
participam das mais variadas fungdes metabdlicas (KLEIN, 2006).

Na fase inicial da resposta inflamatoéria, os concentragdes plasmaticas de T3 estdao
diminuidos e de T3 inativos (T3r) estdo aumentados. As concentragdes plasmaticas séricas de
T4 diminuem entre 24 a 48 horas, enquanto as concentracdes plasmaticas de TSH permanecem
inalteradas (PEETERS ef al, 2003). A produgdo local de citocinas exerce um importante
feedback negativo na regulacao da liberacao do TSH na hipofise. Citocinas pro-inflamatorias
produzidas perifericamente agem diretamente na tirotrofina hipofisaria para diminuir a
liberagdo do TSH, em especial a IL-6, que apresenta potente supressdo do TSH no plasma

(PEETERS et al, 2003).

2.3 Modelo de Inducio do Hipotireoidismo

A literatura cita diferentes modelos experimentais de inducdo do hipotireoidismo,
tais como a tireoidectomia (GROSSIE, 1965), a administragdo de carbimazol ¢ methimazol
(SIMSEK, 1997) e o propiltiuracil (PTU) a 0,05% em agua de beber, proposto por Blake e
Henning em 1985, consistindo no modelo mais difundido e usado (RIAL, 1987; YU, 2014;
SARKAR, 2016).

Os tiolureilenos, como o carbimazol, methilmazol e propiltiouracil, sdo utilizados
no tratamento do hipertireoidismo, inibindo a sintese dos HTs, através do bloqueio do
transportador de Na" e Iodo (NIS), que leva ions de Iodo para o acoplamento com o radical
tirosina nas células foliculares da tireoide, através de oxidacao, catalisadas pela tireoperoxidase.
O PTU age, paralelamente, inibindo a desiodacdo do T4 em T3 nos tecidos periféricos, o que
torna o PTU uma 6tima opg¢ao no tratamento do hipertireoidismo grave (MAIA et al, 2013).

A desiodase tipo-1 (D1) ¢ inibida pelo PTU, mas ndo pelo methilmazol ou pelo

carbimazol, o que potencializa seu efeito, pois a deiodacdo do T4 nos tecidos periféricos ¢é



26

responsavel por cerca de 80% de todo T3 circulante € mantém os niveis constantes de T3
intracelular no sistema nervoso central (GARNER; SHOBACK, 2011; BIANCO; KIM, 2006;
MAIA et al, 2013).

De fato, cerca de 40% do T4 produzido diariamente sdo transformados em T3.
Outros 40% sdo transformados em T3, metabdlito do T4 sem atividade bioldgica conhecida.
A enzima que catalisa esta reacdo ¢ a D3, presente primeiramente no sistema nervoso central e
placenta. A enzima D2 ¢ encontrada largamente no cérebro e na hipoéfise, sendo resistente ao
propiltiuracil, porém muito sensivel ao T4 circulante (KRONENBURG et al, 2010; MAIA et
al, 2013)

2.4 Acao dos Hormonios Tireoidianos no Sistema Nervoso

As concentragdes plasmaticas normais de HTs estdo intrinsecamente relacionadas
com o desenvolvimento ¢ fungdo do sistema nervoso central (SNC) (MWANGI, 1998;
BERNAL, 2002), as quais afetam dramaticamente a maturacao de populagdes especificas de
neurdnios, que desempenham um papel primordial no desenvolvimento, na formagao
embriondria, expressao génica, e tém resultados no desenvolvimento do aprendizado, memoria
e habilidades motoras (CHAN, 2000; SCHWARTZ et al, 1997).

Os HTs sao responsaveis por estimular a proliferacdo e a diferenciagdo celular em
fases iniciais do desenvolvimento cerebral nos mamiferos. A auséncia ou deficiéncia nas
concentracdes dos HTs no periodo inicial do desenvolvimento neural, que ¢ uma fase critica,
até seis meses de idade em humanos, leva a danos ao sistema nervoso de carater irreversivel
(DUSSAULT; RUEL, 1987; OPPENHEIMER; SCHWARTZ, 1997, ANDERSON, 2001).
Estudos demonstram falhas na mielinizagdo dos axonios, redu¢do do ntimero de sinapses,
deficiéncia na migracao neuronal e redug¢do da sintese de neurotransmissores, que podem
comprometer a morfologia cerebral (DUSSAULT; RUEL, 1987; CHAPA et al 1995,
OPPENHEIMER; SCHWARTZ, 1997, ANDERSON, 2001).

No sistema nervoso central e periférico, os HTs influenciam, sobretudo, na
neurotransmissdo, aumentando a sintese e sensibilidade a catecolaminas (ENGSTROM et al,
1974). Distirbios cognitivos, em individuos hipotireoideos, sdo associados a redugdo da
excitabilidade neuronal no SNC ¢ SNP de individuos ndo tratados (POLLARD et al, 1982).

O T3 estimula a formacdo, reorganizacdo, o transporte, a estabilidade e a
plasticidade axonal, sendo também responsaveis pela regulacdo da sintese de proteinas

estruturais relacionadas com o crescimento, transporte axonal e regeneracdo de nervos
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periféricos, como a tubulina e a vimentina (HOFFMAN; CLEVELAND, 1988; SCHENKER et
al, 2002).

Os HTs também sdao responsaveis pela modulagdo da produgdo dos
neurofilamentos, principais estruturas do citoesqueleto neuronal, onde o diametro dos axénios
estd diretamente relacionado com tal producdo. Durante o crescimento do axdnio, os
neurofilamentos sdo dinamicamente incorporados ao cone de crescimento, estabilizando seu
avango (CHAN et al, 2000).

No hipotireoidismo neonatal em ratos, ha reducao do numero de fibras mielinizadas
e diminui¢do do didmetro do axdénio no nervo isquidtico, afetando o crescimento das fibras
mielinizadas, além da redu¢do do niimero de células de Schwann, fundamentais para a
maturacao do sistema nervoso central e desenvolvimento de nervos periféricos (CLOS;
LEGRAND, 1970; SCHENKER et al, 2002). Alguns estudos tém mostrado uma diminui¢do na
liberacdo de glutamato e na expressdo dos receptores NMDA nos neuronios de ratos
hipotireoideos induzidos (SHUAIB et al., 1994; LEE et al., 2003).

Os mecanismos moleculares, os quais os HTs levam a defeitos no desenvolvimento
do cérebro ainda sao pouco elucidados, e acredita-se que em sua grande maioria sejam através
da ativacdo de receptores nucleares, modulando a expressdo de genes especificos que
transcrevem proteinas essenciais ao desenvolvimento do sistema nervoso (ANDERSON, 2001;

BERNAL et al, 2002).

2.5 Dor

A dor ¢ conceituada pela International Society for Study of Pain (IASP) como uma
a uma experiéncia emocional e sensorial subjetiva e desagradavel, associada a um dano real ou
potencial dano tecidual (IASP, 2012). E um mecanismo de sinalizagdo fisiologica, que leva a
atengdo consciente ou inconsciente do individuo para a o local da lesdo através de uma resposta
sensorial e motora de protegdo, o que pode ser considerada uma grande vantagem evolutiva
(AGUGGIA, 2003, CORTELLI; PIERANGELI, 2003).

Assim, a dor funciona como uma adverténcia ao sistema nervoso de algum
comprometimento bioldgico, e normalmente ¢ acompanhada da nocicepgdo, que se refere a
sinais que estimulam o sistema nervoso central através da ativagdo de receptores sensoriais
periféricos, os nociceptores (FEIN, 2012). A incapacidade para sentir dor ou analgesia pode

leva a danos muito graves a saide (AXELROD; HILZ 2003).
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A dor pode ser classificada em dor nociceptiva (ativacao de nociceptores periféricos
e esta relacionada a estimulos potencialmente prejudiciais ao individuo), neuropatica (iniciada
ou causada por lesdes primarias, ou por disfungdes no sistema nervoso central ou no sistema
nervoso periférico) e dor psicogénica (relacionada a fatores psicologicos, com auséncia de um
dano fisico associado) (MACFARLANE et al, 1997, CALIXTO et al, 2000, IASP, 2012).

A dor geralmente ¢ desencadeada por excesso de estimulos das vias nociceptivas
ou por deficiéncia na funcionalidade do sistema supressor de dor, tal como ocorre em casos de
dor por desaferentacao (dor neuropatica). Em condigdes fisiologicas, a informacgao sensorial €
captada pelas estruturas do Sistema Nervoso Periférico (SNP) e transmitida para as unidades
do Sistema Nervoso Central (SNC), onde ¢ decodificada e interpretada, e mecanismos
modulatdrios sensibilizam ou suprimem a nocicepcdo em todas as estagdes em que ela ¢
processada (TEIXEIRA, 2001).

A via classica aferente nociceptiva consiste em uma cadeia de trés neurdénios que
transmitem informacdes da periferia para o corno dorsal da medula ou nucleo do tronco
encefalico, e deste para o talamo antes de terminar no cortex somatossensorial, onde ¢
processado. Entretanto, a experiéncia da dor ¢ multidimensional. O aspecto sensorial-
discriminativo da dor envolve a intensidade, qualidade e localizacdo da dor, enquanto que os
fatores cognitivos e afetivos/emocionais, constituem varidveis psicoldgicas mais subjetivas,
como atencao, ansiedade, medo, expectativa e antecipagdo (AHMAD; AZIZ, 2014).

As fibras nervosas que transmitem a mensagem nociceptiva ao SNC sao fibras
mielinizadas de pequeno calibre (fibras A 0) e fibras nao-mielinizadas (fibras C), capazes de
transmitir o estimulo nociceptivo em diferentes velocidades (FEIN, 2012, BRADY et al, 2011).

Os receptores envolvidos na detec¢do da dor sdo chamados de nociceptores. Esses
receptores sdo terminagdes nervosas livres de alto limiar, capazes de traduzir estimulos
agressivos de natureza quimica, térmica ou mecanica em estimulos elétricos. Tais receptores
podem ser sensibilizados por substincia algogénicas, tais como bradicinina, acetilcolina,
prostaglandinas, histamina, serotonina, leucotrieno, tromboxano, fator de ativagdo plaquetario,
radicais acidos e ions potassio, liberadas nos tecidos por células de defesa, vasos sanguineos e
células lesadas (TEIXEIRA, 2001).

O potencial de acdo gerado por estimulos nociceptivos levam a despolarizagao da
membrana neuronal por tempo prolongado, havendo abertura de canais de sodio e célcio, e
redu¢do do influxo de potassio e cloro para o citoplasma. Os canais de sodio sao classificados
em dois grupos: sensiveis a tetrodotoxina (TTXs), presentes nas fibras A 6, no SNC e ganglios

da raiz dorsal e trigeminal; e os resistentes a tetrodotoxina (TTXr), presentes nas fibras C dos
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mesmos ganglios (LAL; GOLD; KIM, 2002). Além, de influéncia sobre os canais i6nicos, o
potencial de agdo também ativa uma cascata de receptores e segundos mensageiros que levam
a sensibilizacdo sinéptica (potencializagao de sinal, redugdo de limiar nociceptivo) e expressao
de genes de formacao imediata c-Fos, c-Jun e COX-2 e genes de expressao tardia na medula
espinhal, relacionados a resposta a possivel agressdo (HUNT, 1987).

A nocicepgdo também ¢ modulada por uma via descendente, que na grande maioria
das vezes sinaliza analgesia, sendo ativada no estresse, situagdes de medo e exercicio intenso
(FIELDS, 2000).

Existem condi¢des ndo fisioldgicas, em que a dor, mesmo na auséncia de agressao
tecidual ou estimulos nociceptivos, pode se instalar como uma condigdo patoldgica, das quais
as dores neuropdticas, as neurogénicas e psicogénicas podem ser enquadradas. A dor
neuropatica manifesta-se como dores cronicas graves e persistentes, levando seus portadores ao

sofrimento e reducdo da qualidade de vida (FRIED et al, 2001).

2.5.1 Dor Neuropatica

A dor neuropatica normalmente esté relacionada a uma lesdo de nervos periféricos
ou doenga no sistema somestésico. A etiologia ¢ variada, e os mecanismos bioldgicos ainda nao
estdo esclarecidos. Teorias infamatérias e imunes podem estar envolvidas na patogénese, o que
dificulta a abordagem ao paciente e a escolha de um tratamento apropriado, tornando-se um
desafio para médicos e pesquisadores (GUIMARAES; SILVEIRA, 2008, KRAYCHETE et al,
2008). Tem como caracteristica a presenca de dor espontanea e ¢ comumente relatada por
pacientes com uma dor em “choque elétrico”, “queimacdo”, “fina” ou “formigamento”
(TREEDE et al, 2008).

A manifestagao de hiperalgesia secundaria em quadros neuropaticos € comum, € €
originada do comprometimento de tecidos nervosos e tecidos adjacentes a lesdo, e pode estar
associada a sensibilizacdo central (KRAYCHETE et a/, 2008). A sensibilizagdo central por sua
vez, aumenta a transmissao na fenda sinaptica por excessiva liberagao de neurotransmissores
excitatorios (KRAYCHETE et al, 2008). A dor de origem central pode surgir decorrente de
dano no trato espino-talamico-cortical, que pode levar a perda da inibi¢do descendente da dor,
contribuindo para a instalacdo da dor neuropdtica de caracteristicas centrais através de
mecanismo ainda nao compreendidos (SKHESTATSKY, 2008).

A etiologia da dor neuropatica também pode estar envolvida com fatores

constitucionais e genéticos. As propriedades morfofuncionais dos nociceptores e das estruturas
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centrais necessitam ser mantidas integras para que a transmissao nociceptiva seja conduzida
adequadamente. Modifica¢cdes morfofuncionais das terminagdes nervosas, ganglionares, ou em
qualquer ponto das vias de condugdo ou de interpretagao central da informacao podem levar a
manifestagdo de dor espontanea ou alodinia (TEIXEIRA, 2001).

A sensibilizagdo dos receptores, focos ectopicos de potencial de acdo nos
nociceptores e vias centrais e as alteracdes funcionais das estruturas de processamento central
da aferéncia sensitiva sdo mecanismos importantes responsaveis pela instalagdo da dor por
desaferentacdo, a dor neuropatica (TEIXEIRA, 2001).

No mecanismo de lesdo no SNP acontecem eventos fisiologicos que levam ao
processo de regeneracdo, através de modificacdes estruturais e funcionais, alterando a
condutibilidade nervosa, levando a sensibilizacao central e periférica. Durante tais eventos,
ocorre a ativacdo de macréfagos pelas células de Schwann que sintetizam mediadores
inflamatorios, levando a disparos anormais de potenciais de agdo (DICKENSON et al 2002;
SCHWARTZMAN et al, 2001; NICHOLSON, 2004).

A desmielinizacdao de nervos periféricos, do tipo walleriana (degeneragao axonal
pos-solucao de continuidade) (Figura 3) sdo fatores que podem levar a dor neuropatica, bem
como esclerose do SNP e SNC. Processos de remielinizacao, divisdo das células de Schwann,
podem ocorrer de forma erronea levando a geracdo de alodinia, excitagdo cruzada e disparos
espontaneos (MURRAY, 2005; KRAYCHETE et al, 2008).

Uma das dores neuropaticas mais comumente observadas na regido de cabeca e
pescoco ¢ a neuralgia do trig€meo, uma doencga altamente debilitante, com elevada incidéncia
e prevaléncia e cujos mecanismos ainda ndo estdo completamente esclarecidos (ESKANDAR,

BARKER e RABINOV, 2006).
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Figura 3 - Representacdo da degeneragdo walleriana
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Iustracdo demonstrando a degeneracao axonal do tipo walleriana por solu¢do de continuidade.
Fonte: MURRAY, 2005

2.5.2 Neuralgia Trigeminal (NT)

A NT ¢ descrita como uma sindrome dolorosa facial neuropatica, sendo a forma
mais comum de dor na face em pessoas na terceira idade, acometendo mais mulheres do que
homens em uma propor¢dao de 5:1 (PRASAD; GALETTA, 2009). Diversos estudos
epidemiologicos tém demonstrado que a incidéncia anual ¢ de cerca de 4 a 5 casos a cada
100.000 individuos (KATUSIC et al, 1990, PRASAD; GALETTA, 2009).

O primeiro caso comprovado de NT descrito na literatura, foi o do bispo Inglés
chamado Button, falecido em 1274. Hé relatos que o bispo se queixava de dor dentaria, € mesmo
apo6s inimeras avaliagdes, faleceu sem cura. Chama-se atengdo neste caso, o fato de poder ser

encontrado em sua lapide, uma figura de um homem com a face expressando extrema agonia
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apontando um dente. Um exame realizado posteriormente revelou auséncia de anormalidades
dentarias (TEIXEIRA, 1984).

Muitos pacientes t€ém suas atividades didrias comprometidas, impossibilitados de
exercerem cuidados basicos de higiene ou de convivio social, 0 que compromete intensamente
sua qualidade de vida e os torna deprimidos e isolados, o que mostra que a neuralgia trigeminal
apresenta caracteristicas incapacitantes, refletindo na capacidade produtiva do individuo como
trabalhador (KOOPMAN et al, 2009; SIQUEIRA et al, 2010).

A NT ¢ uma condicdo de dor cronica caracterizada por disparos bruscos
(paroxismos) de dor facial nas areas de atuagdo do V par craniano (Figura 4), o nervo trig€meo.
Tais episodios de dor podem ser desencadeados por um leve toque em torno da boca ou rosto
ou mesmo por falar ou comer e sio acompanhados de hiperalgesia e alodinia (SCHESTATSKY,
2008). Os ramos do nervo trig€émeo mais afetados na neuralgia trigeminal sao os ramos maxilar

e mandibular (OKESON, 2005).
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Figura 4 — Representacao da area de atuagdo do nervo trig€meo e sua origem
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Tlustracdo da area de atuagdo do nervo trigémeo de acordo com seus ramos. Na mesma figura sua origem no troco
encefalico.
Fonte: Adaptada de Silverthorn (2017).

As dores se apresentam de forma severa, repentina e geralmente s3o unilaterais.
Podem ser causadas por uma simples irritagdo em algum ramo trigeminal ou estimulagdo do
nervo trigémeo por compressao de estruturas circunvizinhas ou por vasos sanguineos proximos
a raiz trigeminal (66% dos casos). Em alguns casos ¢ associado a esclerose multipla ou tumor
(SCHESTATSKY, 2008, FEIN, 2012). Eventualmente, a dor irradia-se para fora da area de
distribuicdo do nervo trigémeo (FRONN et al, 1990), e desencadeia fendomenos
neurovegetativos como salivagdo, lacrimejamento, ruborizac¢ao da face e rinorréia (FRONN et
al, 1990; DEVOR et al., 2002).

Acredita-se também que a etiologia da NT pode estar relacionada a lesdes em ramos
do nervo trigémeo por desmielinizagdo de suas fibras nervosas que levam a despolarizagdes
anormais e geracao de impulsos ectdpicos. A injuria direta do nervo e seus ramos, angiomas €
até acidentes vasculares cerebrais também podem ser considerados causas etioldgicas da NT
(DE LEEUW, 2008, VAN KLEEF et al, 2009).

Apesar das controvérsias, nas neuropatias trigeminais, os testes sensitivos
demonstraram envolvimento de fibras amielinicas, com diminui¢ao do limiar aos estimulos

térmicos e sensibiliza¢do de nociceptores periféricos do tipo C (LANG et al, 2005; RENTON
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et al., 2003). Ha evidéncias de um possivel envolvimento de canais de Na' voltagem-
dependentes na fisiopatologia da neuropatia trigeminal (bem como em outros processos de dor
neuropatica), principalmente os subtipos Navl.3 e Navl.7, sugerindo que a neuropatia

trigeminal possa ser uma canalopatia (SIQUEIRA et al, 2009).

2.6 Via trigeminal

O nervo trigémeo (V par craniano) ¢ um nervo misto com fibras aferentes
(sensitivas) e eferentes (motoras), o mais calibroso entre os 12 pares cranianos (Figuras 6 e 8).
Este nervo ¢ responsavel pela sensibilidade geral (tato, pressdo, dor e temperatura) da cabega,
inervando a pele e as tinicas mucosas, onde seu componente sensitivo ¢ consideravelmente
maior. Possui trés ramos principais: o oftalmico (Vi), o maxilar (V2) (do qual o nervo
infraorbital ¢ ramo) e o mandibular (V3) (Figura 4), onde os ramos oftdlmico e maxilar sdo
sensitivos e o0 mandibular possui um componente motor que atua na mastigacao (FRIED et al,
2001, MACHADO, 2013).

Semelhantemente aos sistemas somatosensoriais espinhais, os corpos celulares das
fibras sensoriais (pseudounipolares) do nervo trigémeo, sdo encontrados em um ganglio proprio
sensorial periférico, o ganglio trigeminal. Os corpos celulares das fibras motoras presentes no
nervo trigémeo, se localizam no nucleo motor e mesencefalico no troco encefalico (Figura 4)
(MACHADO, 2013; MARTIN, 2013).

Posterior ao ganglio trigeminal, junto a ponte, localizam-se duas raizes trigeminais:
uma motora e outra sensitiva, que penetram separadamente no tronco encefalico, onde a raiz
sensitiva possui em torno de 144.000 fibras, dificilmente paralelas pois formam numerosas
anastomoses entre as duas raizes. Tais anastomoses constituem o plexo triangular. A raiz
principal do nervo trig€meo penetra na ponte, e suas fibras alcancam os nucleos trigeminais do
trato espinhal no troco encefalico (Figura 5) (JANNETA, 1963; MACHADO, 2013; MARTIN,
2013).
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Figura 5 — Representacdo do complexo nuclear trigeminal
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Tlustracdo dos componentes que formam o complexo nuclear trigeminal no troco encefalico.
Fonte: Adaptada pelo autor a partir de Martin (2013).

O complexo nuclear trigeminal espinhal (Figura 5) envolvido no processamento da
informagao exteroceptiva da face e da cavidade oral ¢ subdividido, em ntcleo mesencefélico e
principal, situados rostralmente, e nucleo do trato espinhal do nervo trigémeo, situado
caudalmente (Figura 5 e 7). Esse ultimo foi subdividido com base na sua com posi¢ao celular,
em subntcleos caudal, interpolar e oral (Figura 5) (ALVES-NETO, et al, 2009). Admite-se que
todo o complexo nuclear trigeminal espinhal e o nticleo trigeminal principal estejam envolvidos
na nocicepcao facial, havendo unidades nociceptivas no subnucleo caudal e nas regides
superficiais e profundas do subntcleo interpolar e nos ntcleos oral e principal (MERSKEY,
1979; ALVES-NETO, et al, 2009).

A sensibilidade nociceptiva da face ¢ principalmente processada no subnucleo
caudal (area Sp5C) do complexo trigeminal, as fibras projetam no complexo ventrobasal
contralateral do talamo e nos nucleos intralaminares, e as fibras do ntcleo sensitivo principal
no complexo ventrobasal homo e contralateral do tdlamo. Os neurdnios do subnticleo caudal
tém importancia fundamental no processamento da dor facial (TEIXEIRA, 2001, ALVES-
NETO, et al, 2009).
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Figura 6 - Ilustracdo do Encéfalo e tronco encefilico do rato e suas principais estruturas
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Tlustragdo representa a anatomia do encéfalo do rato, demonstrado os principais nervos cranianos, e em destaque
amarelo, a via trigeminal: nervo trigémeo e subnucleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo, e o ganglio
trigeminal em azul.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Figura 7 - Ilustragdo da localizagdo do subnucleo caudal do trato espinhal do nervo trig€émeo

(Sp5C) no tronco encefalico

Anterior Ventral

A Figura mostra cortes histologicos de tronco encefalico de rato (B) e humano (C) e a representagdo grafica da
mesma estrutura do rato (A) em bregma -15,72, onde a seta vermelha indica na regido hachurada de azul as
delimita¢des do subntcleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo (Sp5C) correspondente em cada espécie.
Fonte: Adaptada pelo autor a partir de MARTIN, 2013 (C) e PAXINOS; WATSON, 2007 (A e B).

2.7 Modelo de Neuropatia no Nervo infraorbital

O nervo infraorbital (NIO) ¢ um nervo exclusivamente sensitivo, ramo de uma das
raizes do nervo trigémeo, o nervo maxilar. Apés sua origem no nervo maxilar (que emerge pelo
forame oval), adentra a Oorbita, pela fissura orbital inferior e perfura a maxila (canal
infraorbitario), saindo no forame infraorbital para inervar a pele do labio superior, asa do nariz
e a parte anterior da bochecha, a tinica mucosa do seio maxilar, os dentes incisivos, canino e
pré-molar (nervo alveolar antero-superior) e a parte superior da gengiva e mucosa do labio e
parte anterior da mucosa jugal (Figura 8A) (NETTER, 2011; MARTIN, 2013; MACHADO,
2013). Nos ratos, além de inervar as mesmas estruturas analogas, os ramos no nervo infra orbital
também inervam na mesma regido, os foliculos pilosos das vibrissas, que possuem fungao
sensorial para a espécie (Figura 8B) (MALMMIERCA, MERCHAN, 2002; PAXINOS,
WATSON, 2007).
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Figura 8 - Representacdo da inervagdo da face, ramos do nervo trigémeo
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Tlustracdo compartiva mostrando os principais ramos trigeminais no homem (A) e no rato (B), em destaque nas
setas vermelhas, trajeto, ramos e inervagdo do nervo infraorbital.
Fonte: A — Adaptada pelo autor apartir de Netter, 2011, B — Elaborada pelo autor.

Modelos experimentais sdo relevantes para o estudo de disturbios periféricos em
humanos (neuropatias, plexopatias e radiculopatias), e sdo utilizados para representar doencas
que possam, de alguma forma, levar a alteracdes neuropaticas ou que levem a nocicepgao
(WOOLF; MANNION, 1999). Dentre tais intervencdes, a lesdo neuronal periférica ou
processos inflamatorios locais sao bastante comuns como modelos de situagdes nociceptivas
(ZIMMERMENN, 2011).

Grande parte dos modelos de dor neuropatica consiste em lesdes periféricas por
trauma, que devem reproduzir déficits sensitivos, como alodinia, hiperalgesia e dor espontanea
em animais, que manifestam a dor como resposta a estimulos térmicos (frio ou calor),
mecanicos (pressao) ou quimicos (WOOLF; MANNION, 1999).

Existem vérios modelos experimentais de lesdes nervosas periféricas em nervos
espinhais, que simulam distarbios sensoriais e dor neuropatica no homem. A sec¢do e a ligadura
de nervo periférico levam a formagdao de neuroma, que ¢ acompanhada de alteracdes
comportamentais que confirmam os sinais de nocicep¢ao (ato de lamber, cogar e morder a area
desenervada) como indicio de sensa¢do anormal e/ou desagradavel, na forma aguda (DEVOR;
SELTZER, 1999). Nos neuromas experimentais do nervo isquiatico, os axonios mielinizados e
ndo mielinizados desenvolvem atividade espontanea e sensibilidade mecanica, que se

assemelham a diferentes tipos de lesdes possiveis em nervos periféricos. As mesmas lesdes
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experimentais no sistema trigeminal levam a atividade espontanea ectdpica e sensibilidade
mecanica das fibras aferentes mielinizadas (DEVOR; SELTZER, 1999).

Através de estudos eletrofisioldgicos em ratos, ao se comparar atividade ectopica
anormal dos neuromas do ramo infraorbital do nervo trigeminal com a atividade dos neuromas
do nervo isquidtico, verificou-se que a atividade anormal no nervo infraorbital era menor ou
decrescia mais rapidamente ao longo do tempo, devido ao menor trajeto do nervo, o que
facilitaria o reparo (TAL; DEVOR, 1992).

Um modelo de lesdao por constrigdo cronica do nervo infraorbital foi desenvolvido
por Gregg et al (1973) e modificado por Bennett e Xie (1988), em que ligaduras frouxas de fio
Catgut cromado sdo colocadas em torno do nervo para produzir a lesdo de constri¢cao. Estudos
comportamentais, apos lesdo de constricao cronica de ramos de nervos espinhais, mostraram
sinais prolongados de hiperalgesia e alodinia ap6s estimula¢ao mecéanica, térmica ou quimica,
como sinais da presenca de parestesia e disestesia (BENNETT; XIE, 1988).

O modelo original de Gregg (1973), consiste em uma constrigdo do nervo
infraorbital, por ligadura frouxa, com acesso pela fossa orbital, dissecando os ossos frontal,
lacrimal e zigomatico, rebatendo a musculatura (temporal e masseter) onde a parte caudal ao
forame infraorbital é acessada (CHRISTENSEN, 1999), entretanto, a dificuldade do acesso
cirirgico e um pos-operatorio com complicagdes levou a Bennett e Xie (1988) a fazer
modifica¢des na metodologia, realizando o acesso da porg¢ao rostral ao forame infraorbital do
nervo no espago subcutaneo maxilo-nasal (Figura 9) (BENNETT; XIE, 1988, CHUDLER;
ANDERSON, 2002, CHRISTENSEN et al, 1999, FRIEND et a/, 2001, XU et al, 2008, VOS
et al, 1994).

Vos et al (1994) realizaram um excelente estudo comportamental usando um
modelo de lesdao de constri¢ao cronica de Gregg et al (1973) modificada por Bennett; Xie (1988)
(Figura 8) no nervo infraorbital em ratos, que mostrou o desenvolvimento de comportamento
de dor espontanea e alodinia mecanica na regido inervada pelo nervo, onde diferentes sinais
comportamentais de fase aguda comegaram imediatamente apds a lesdo, seguido do
desenvolvimento tardio de alodinia mecanica (IMAMURA et al, 1997; CHRISTENSEN et al,
1999).
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Figura 9 - Modelo de constri¢do do nervo infraorbital
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Ilustracdo da indug@o de neuralgia trigeminal por constricdo de ramos do nervo trigémeo, com destaque para a
constri¢ao do ramo infraorbital do nervo maxilar proposto por Gregg (1973) e modificado Bennett; Xie (1988).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Além da constrigdo do nervo infraorbital ha estudos que induzem as mesmas
condi¢des através da inoculacdo de veneno de cobra diretamente no nervo infraorbital, acessado
cirurgicamente (ZHAO et al, 2015), indugdo de neuralgia trigeminal através de constricdo do
ramo mandibular trigeminal, levando a desordens sensitivas € motoras (FRIEND et al, 2001),
além de outras metodologias que incluem o uso de agente quimicos inflamatorios,
congelamento, agentes biologicos e inducdo de doencas que levam a neuropatia (SOUSA et al,
2016). Entretanto, o modelo de uma lesdo de constri¢ao cronica no nervo infraorbitario € o mais
utilizado por diversos pesquisadores para reproduzir as condi¢des neuropaticas e nociceptivas
como na neuralgia trigeminal, principalmente quando se objetiva avaliar condigdes estritamente
sensitivas, sem interferéncia em fung¢des motoras (VOS et al, 1994, CHRISTENSEN et al,
1999, FRIEND et al, 2001, CHUDLER; ANDERSON, 2002, XU et a/, 2008,).
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2.8 Marcadores de injuria a ativacdo da via nociceptiva

No processo de sinalizacao celular, sabemos que substancias sinalizadoras que
interagem com receptores de membrana celular podem alterar segundos mensageiros e estes,
posteriormente, podem indiretamente induzir a expressdo de genes especificos e podem afetar
a funcdo celular através da regulacdo da expressdo génica ativadas por diversas cascatas de
sinalizagdo. Além disto, as moléculas que passam facilmente pelas membranas podem
modificar diretamente a expressao génica ao interagir com os receptores nucleares (HERRERA;
ROBERTSON, 1996).

Dentre os genes que sdo ativados rapidamente apds a estimulacdo celular e cuja
expressao nao pode ser prevenida por inibidores da sintese proteica destacam-se os genes de
expressao imediata (IEGs), tais como o ATF3 e o c-Fos, que sdo ativados logo apos agressdes
a estruturas nervosas ou estimulos nociceptivos. Considera-se que esses IEGs codificam, na
maioria dos casos, fatores de transcricdo que, por sua vez, modificardo a expressido de outros
genes conhecidos como genes alvo, ¢ a expressao do gene alvo ira modificar o fenotipo da
célula em questdo. Assim, os sinais externos podem alterar a expressao fenotipica das células

(HERRERA; ROBERTSON, 1996).

2.8.1 Fator de ativacao de transcricdo 3 (ATF3)

O Fator de Ativagao de Transcricao 3 (ATF3) ¢ um IEG, ¢ expressado em diversos
tecidos em resposta ao estresse. Como todo fator de transcricdo, essa pequena sequéncia
genética, estd sempre ativa, pronta para responder a sinalizacao de agressao celular, regulando
a transcricao, ligando-se a sitios de DNA maiores, com proteinas Jun, como homodimero, que
reprime a transcri¢do, ou como um heterodimero, que ativa a transcri¢ao, ou seja, inicia e
finaliza a transcricdo do DNA. O ATF3 reage como inicializador imediato da transcri¢do, isto
¢, ele codifica fatores de transcricdo que controlam genes-alvo especificos responsaveis pela
regulacao das principais fungdes na medicdo de resposta direta a uma lesao, e especificamente
no neurodnio, ativa a maquinaria metabdlica responsavel pela sua sobrevivéncia e regeneragao
(LINDA et al, 2011).

O ATF3 ¢ induzido por sinais de estresse em diversos tecidos, como no figado, no
coragdo, no rim, e no cérebro. O ATF3 também ¢ induzido ap6s a axotomia em neurdnios
espinhais motores e nos neurdnios sensitivos do ganglio da raiz dorsal (TSUJINO et a/, 2000;

HAI; HARTMAN, 2001).
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Embora o ATF3 seja amplamente utilizado como marcador para lesdes axonais, as
interagdes complexas de ATF3 com outros fatores de transcricao tornam dificil a avaliagao do
seu papel no sistema nervoso lesionado, haja vista, o ATF3 mostrar-se como um gene de
resposta adaptativa que permite que mecanismos celulares em células ndo neuronais seja
modulado para produzir uma resposta apropriada aos estimulos de estresse ou lesdo (HUNT et
al, 2012).

A expressao do ATF3 em muitos tecidos também esta associada a disfungao
tecidual e a progressdao da doenga, entretanto nos neurdénios sua expressao geralmente estd
correlacionada com as respostas as lesdes que levam a regeneragdo axonal e a neuroprotecao
(SEUUFFERS et al, 2006). Também associado a condi¢des de dor por periodos prolongados
como ¢ o caso das dores neuropaticas, incluindo a neuralgia trigeminal (OBATA et al, 2003).

Apos a lesao do nervo periférico, pode ocorrer regeneragao de nervos lesionados e
restauragdo da funcdo. Os neurdnios afetados e suas células da glia circundantes reagem ao
insulto com mudancas morfologicas, metabolicas e bioquimicas, contudo, atualmente, o
mecanismo que leva a ativacao do ATF3 ainda ¢ desconhecido, mas estudos j& demonstraram
que os fatores de crescimento neural e fator neurotrofico derivado de células da glia influenciam
diretamente na expressao de ATF3 (AVERILL et al, 2004, LINDA et al, 2011).

Como o ATF3 nao ¢ expresso de forma constitutiva em ganglios da raiz dorsal e
medula espinhal, sua indu¢do pode ser uma resposta celular a sinais de estresse, pois pode ser
induzido em neuronios submetidos a axotomia. Assim, como o ATF3 ¢ induzido em neurdnios
sensoriais € motores da medula espinhal ap6s lesdao do nervo, ele ¢ considerado um marcador
de injuria neuronal (TSUJINO et al, 2000).

Apesar de sua expressao no corno dorsal da medula espinhal, de modo geral o ATF3
ndo ¢ expresso apds injuria em vias centrais, o que corrobora com a pouca capacidade
regenerativa dos neurdénios do SNC (SEIJFFERS et al., 2006; TSUJINO et al, 2000). Situagao
que se reproduz no trato espinhal do nervo trigémeo, onde o ATF3 ndo ¢ expresso apos injlria
periférica como resposta central da via (LATREMOLIERE et al, 2008). Assim, o ATF3 ¢
considerado um importante marcador da presenca de lesdo, e da capacidade regenerativa

neuronal periférica (PETERS et al, 2007; LINDA et al, 2011).

2.8.2 c-Fos

Na presenca de lesdes teciduais, estimulos externos levam as células lesadas a

liberagdo de substancias (mediadores), que induzem a sinalizag@o e resposta em outras células,
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podendo induzir uma série de modificagdes intracelulares. Essas mudangas podem incluir:
altera¢des na concentragdo intracelular de segundos mensageiros que podem modular as taxas
de fosforilacao de diferentes proteinas, alteragcdes no influxo de ions e modificagdes nos canais
10nicos, que por sua vez iniciam processos de expressao génica em resposta a essas agressoes
(HERRERA; ROBERTSON, 1996). E dentre essas expressdes, a ativacao dos genes de resposta
imediata sdo na maioria das vezes o pontapé de uma resposta a uma agressao, como por exemplo
a sensibilizacao da via nociceptiva (KRAYCHETE et al, 2008) e um desse genes ¢ o c-Fos
(TEIXEIRA, 2009).

O c-Fos faz parte da familia Fos de fatores de transcri¢do que inclui também b-Fos,
Fra-1 e Fra-2, e forma heterodimero com c-Jun (parte da familia Jun de fatores de transcri¢do),
resultando na formacao do complexo proteina de ativagao-1 (AP-1) que se liga ao DNA em
locais especificos de genes alvo, convertendo sinais extracelulares em expressao génica (CHIU
et al, 1988; MILDE-LANGOSCH, 2005). O c-Fos desempenha um papel importante em muitas
funcdes celulares e, em wuma variedade de canceres, pode estar subexpressado
(HALAZONETIS et al, 1988).

A ativagdo de c-Fos no cérebro pode se induzida por um grupo diversificado de
estimulos. O mRNA e o c-Fos s3o uns dos primeiros a serem expressados, assim o gene c-Fos
¢ referido como um gene de resposta imediata ou inicial imediato (IEGs) (NESTLER, 2012).

O c-Fos tem sido utilizado como ferramenta para estudar a ativagdo neuronal em
diferentes estruturas do sistema nervoso, podendo ser considerado como um dos varios IEGs
que respondem a sinais celulares externos com alteragdes fenotipicas nas células nervosas.
Diferentes conjuntos de IEGs podem ser ativados por diferentes estimulos e, por sua vez, esses
IEGs podem induzir ou inibir a transcri¢do de genes tardios ou alvos que podem, por sua vez,
produzir mudancas de longo prazo, como por exemplo alteracdes neuroplasticas que levam
maior expressao de receptores € neurotransmissores da via nociceptiva, bem como inibicao da
via inibitoria descendente (SUPRONSINCHAI STORER, 2015; MILDE-LANGOSCH, 2005
NESTLER, 2012).

Hunt, em 1987, foi o primeiro a associar o aumento de c-Fos em determinadas
regides como o corno dorsal da medula espinhal com a nocicepgao. Assim, a expressao de c-
Fos vem sendo utilizada para a identificagdo anatomica de multiplos neurénios em nuicleos
cerebrais que respondem especificamente a estimulos nociceptivos € mapeamento das vias
nociceptivas ascendentes e descendentes envolvidas, inclusive como um marcador de dor

craniofacial e orofacial (SUPRONSINCHAI; STORER, 2015).
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O c-Fos ¢ expresso em interneurdnios e neurdnios que se projetam a partir da
medula espinhal em resposta a estimulagcdo somadtica, articular e visceral nociva (TAVARES,
et al, 1993). Neurdnios do corno dorsal superficial da medula espinhal podem expressar c-Fos
ap6s estimulo nociceptivo cutaneo. Muitos tipos de estimulos nociceptivos induzem a
expressao de c-Fos, incluindo elétrica, quimica e estimulos térmicos, quando aplicados a polpa
dentaria. A localiza¢do anatomica (area imuno-marcada) da expressao de c-Fos pode ser usada
como uma estratégia ndo invasiva para medir o processamento nociceptivo onde, os resultados
podem ser correlacionados com estudos comportamentais (SUGIMOTO et al, 1998;
CHATTIPAKORN et al, 2002; CHATTIPAKORN et al, 2005).

Ap0s a aplicagdo de estimulos dolorosos, c-Fos se expressa em varias estruturas do
SNC envolvidas no processo nociceptivo, incluindo medula espinhal, substancia periarquedutal
mesocefalica, os nlcleos parabraquiais e o tdlamo. A expressao de c-Fos esta relacionada a
atividade neuronal e a intensidade da dor. Os neur6nios na via nociceptiva da medula espinhal
e do nucleo trigeminal da coluna vertebral conduzem a informag@o nociceptiva ao cortex
somatossensorial através das estruturas do talamo e do tronco encefalico, incluindo a substancia
cinzenta periaquedutal (AHMAND; ISMAIL, 2002; TEIXEIRA, 2009).

A marcagdo imunohistoquimica de Fos, juntamente com a marcag¢do de outras
proteina e/ou marcadores neurais, torna possivel a caracterizagdo dos neurdénios que expressam
c-Fos, em resposta a estimula¢do nociceptiva. Assim, o c-Fos pode ser usado como um
marcador de atividade nociceptiva neuronal, permitindo investigacao destes neurdnios através
da marcagao de estruturas centrais e periféricas ativadas por estimulo periférico, bem como para
o estudo de alteracdes funcionais destes neuronios apods tais estimulos (PRADO; DEL BEL,

2009).

2.8.3 Proteina Basica de Mielina (PBM)

As células de Schwann do SNP e os oligodendrécitos no SNC sdo as responsaveis
pela sintese da proteina de mielina, presente nas lamelas celulares que formam a bainha de
mielina que envolve os axonios (FERNANDEZ-VALLE et al, 1995). Podemos destacar a
existéncia de diversas proteinas que modelam a forma lamelar da bainha de mielina, onde duas
dessas proteinas compdem pelo menos 85% da proteina total na bainha de mielina que envolve
0 axonio, a Proteina Bésica de Mielina (PBM) presente no SNC e SNP e proteina proteolipidica

(PLP) presente no SNC (ASIPU; BLAIR, 1994).
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As proteinas basicas de mielina sdo proteinas hidrofilicas localizadas no lado
citoplasmatico de membranas mielinicas que contribuem para a estabilizacdo da mielina por
complexos formados com lipidios carregados negativamente, sub dividida em duas familia de
proteinas PBM, a Pl e a P2, onde P2 ¢ encontrada em concentracdes mais baixas e
complementa a PBM/P1, sendo responsavel por interagir com lipidios acidos durante a
principal consolidacdo da linha densa e ¢ expressa somente em uma seleta populacao de fibras
mielinicas (GARBAY et al, 2000).

ApoOs uma injaria neuronal, as células de Schwann diminuem sua sintese de mielina
dentro de 12 horas e interrompem totalmente a sintese dentro de 48 horas (VARGAS; BARRES
2007). Assim, ap0s sua ativacdo, entram em estado de diferenciacdo, ou seja, entram em ciclo
celular, proliferam e realizam a remoc¢ao da mielina (PELLEGRINO et al, 1986; LIU et al,
1999; MURINSON et al, 2005; VARGAS; BARRES 2007).

No entanto, o processo de remieliniza¢do a partir destas mesmas células, s6 vem
ocorrer posteriormente, apos uma diferencia¢do, multiplicagdo e rediferenciacao celular, a qual
¢ direcionada pela via de sinalizagdo intracelular RAS/RAI/ERK (HARRISINGH et al, 2004).
O processo de rediferenciacao das células de Schwann e remielinizagdo ocorre no sentido
proximal para o distal em relacdo ao local de injuria. Haja vista que estas células necessitam de
sinais a partir dos ax6nios em crescimento para entrar neste estagio (GUPTA et al, 1993;
CAMARA, 2015).

Tendo em vista que, ap0s a injaria neural predominam os processos de remog¢ao da
mielina pelos macrofagos e as proprias células de Schwann, seguido mais tardiamente uma
nova génese da mielina estimulada pelo alongamento e reparo do axdnio, a avaliagdo e
quantificacdo da PBM consiste em uma importante ferramenta na avaliagdo de injuria axonal.
Além disto, estd associado com a capacidade de reparo e ainda possibilita avaliar, juntamente
com outros parametros (principalmente comportamentais), a influéncia da injaria na
funcionalidade neuronal. Assim, a expressdo da PBM pode ser usada como uma ferramenta
associada a outros parametros para avaliar o grau da velocidade da degeneracdo ou da
regeneragdo do nervo dependendo do tempo poés-injuria (GUPTA et al, 1993; CAMARA,
2015).

2.8.4 PGP 9.5

O PGP 9,5 também ¢ conhecido como ubiquitina carboxil-terminal hidrolase-1

(UCH-L1), proteina originalmente isolada de extratos cerebrais. Embora a expressdo de PGP9.5



46

em tecidos normais tenha sido originalmente observada em neurdnios e células
neuroenddcrinas, foi posteriormente verificada em epitélio tubular renal distal, em
espermatogonias, células de Layding, oocitos, melanocitos, epitélio secretor da prostata, células
do ducto ejaculatorio, epididimos, células epiteliais mamarias, células de Merkel e fibroblastos
dérmicos (JACKSON; THOMPSON, 1981; THOMPSON et al, 1983; MARTIN et al, 2000).
O produto génico anti-proteico (PGP 9,5), um marcador pan-axonal, tem sido
usado, para a visualizagdo das fibras nervosas intraepidérmicas, por sua grande sensibilidade
em estudos desses terminais nervosos, tanto em padrdes normais de distribuicao da inervagao,
como em outros componentes neurais da pele, e em situagdes patologicas do sistema nervoso
periférico, em especial nos processos que comprometem as fibras mielinicas de pequeno calibre

e as amielinicas (MOURA et al, 2004).

2.9 Hipotireoidismo e a Neuropatia

E comum a associagio do hipotireoidismo com a presenca de polineuropatias. Em
torno de 71% dos casos de hipotireoidismo ¢ possivel identificar, eletrofisiologicamente, a
prevaléncia de polineuropatias, que, em alguns casos se manifestam com problemas motores, e
em outros com desordens sensitivas (hiperalgesia ou parestesia) ou ambas e na maioria das
vezes de forma subclinica ou ndo diagnosticada corretamente através de estudos
eletrofisiologicos (BEGHI et al, 1989).

A presenca de neuropatias periféricas também foi relatada em animais, e foi
demonstrado que o tratamento com suplementagdo de T4 revertia tanto o hipotireoidismo como
quanto as polineuropatias (FARIA et al, 2012). Em testes eletrofisioldgicos, foi demonstrado
que o hipotireoidismo parece influenciar na percepgao da dor, ou na sensibilidade mecanica e
térmica (WRSTAVIK, NORHEIM E JORUM, 2006).

Pacientes diagnosticados com hipotireoidismo apresentaram dor nas extremidades,
sintomas e achados neurofisioldgicos compativeis com neuropatia de fibras de grande e
pequeno calibre, bem como sinais de sensibilizacao central (ORSTAVIK, NORHEIM E
JORUM, 2006). Também foi relatado casos de neuropatias dolorosas em pacientes com
hipotireoidismo subclinico, responsivel ao tratamento com reposi¢ao hormonal (PENZA et al,
2009).

Foi demonstrado que hipotireoidismo experimental na gestacao leva a prole a
disturbios nociceptivos € motores, onde o limiar nociceptivo térmico pode estar reduzido, € o

limiar mecanico aumentado (ALVES et al, 2013). Também que os HTs podem regular a
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percepcdo da dor modulando a fungdo do sistema Acido-Gama-Amino-Butirico (GABA),
apontado os HTs como importantes biomarcadores de dor cronica em sua instalagdo e
manuteng¢ado, o que pode favorecer intervencao terapéuticas no futuro (CHEN et al, 2016).
Sousa (2016), em um estudo “in vivo”, avaliou, experimentalmente, em modelos
animais, o efeito do hipotireoidismo e da injuria por constri¢do cronica em nervo isquiatico de
rato. Foram encontradas alteracdes nos parametros eletrofisioldgicos associados a um aumento
da cronaxia (duracdo minima de estimulo necessaria para obter uma resposta ou gerar um
potencial de acdo), elevagao da reobase (valor da intensidade do menor estimulo capaz de gerar
uma resposta) e diminui¢do da velocidade de condu¢do nervosa e amplitude do potencial de

acao composto (PAC) (SOUSA, 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o hipotireoidismo pode levar a quadros neuropaticos e nociceptivos,
inclusive cranio faciais e provoca alteragdes no desenvolvimento da resposta neuronal a
injarias, entretanto hd uma lacuna nas informagdes sobre a caracterizacdo das alteragdes
sensitivas e morfofuncionais na via nociceptiva.

Em estudos prévios do nosso grupo em modelo de dor do nervo isquidtico em
animais hipotireoideos, foi observado aumento do limiar de sensibilidade mecanica e aumento
de expressdo de marcadores de injuria neuronal e sinalizadores de resposta nociceptiva.
Entendendo que a inervagdo cidtica ¢ mista (motora e sensitiva), torna-se essencial a
investigacao de uma via exclusivamente sensitiva.

A 1njuria neural leva a alteragdes neuroplasticas, com consequente sensibilizagdo
periférica e central, podendo sofrer interferéncia dos HTs. Além disso, ¢ desconhecido o
comportamento de um quadro neuropatico na presenca do hipotireoidismo, tal como a neuralgia
trigeminal, a qual acomete um nervo que apresenta ramos puramente sensitivos.

A via Trigeminal possui diferencas morfofuncionais das demais vias espinhais,
onde podemos destacar componentes exclusivamente sensitivos e diferenciados de
componentes motores. Dessa forma, ha necessidade de estudos adicionais para melhor
caracterizacao dos efeitos do hipotireoidismo sobre os nervos periféricos na via trigeminal na

presenca da dor neuropatica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Avaliar as alteragdes nociceptivas e morfologicas periféricas e centrais em ratos

com hipotireoidismo no modelo de neuralgia trigeminal por constri¢ao do nervo infraorbitario.

4.2 Objetivos Especificos

e Induzir o Hipotireoidismo por ingestao de PTU.

e Confirmar o modelo experimental de hipotireoidismo com PTU através da
dosagem do hormonio tireoidiano tiroxina (T4), alteragdes macroscopicas e
histoldgicas da glandula tireoide e evolugao ponderal.

e Verificar a correlagdo entre as concentragdes plasmaticas de T4 e a morfometria
da glandula tireoide.

e Verificar a correlagdo entre as concentragdes plasmaticas de T4 e o peso das
glandulas tireoides.

e Verificar e avaliar a variagcdo do limiar nociceptivo em condi¢des normais, na
neuralgia trigeminal, no hipotireoidismo e na neuralgia com hipotireoidismo.

e Verificar a correlacdo das concentragdes plasmaticas de T4 com o limiar
nociceptivo.

e Verificar as alteragdes estruturais periféricas no ganglio trigeminal e centrais no
subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo através de marcagdo de injuria
neuronal ATF3 e de ativacdo da via nociceptiva trigeminal c-Fos.

e Verificar as alteragdes estruturais periféricas no nervo infraorbital e suas
terminagdes em pele da almofada vibrissal através do marcador de bainha de

mielina PBM, e de fibras nervosas PGP 9.5 respectivamente.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 72 ratos Wistar machos (Ratus norvegicus) pesando entre 180 e
220 g e idade aproximada de 2 meses, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara (UFC) e mantidos no Biotério do Nucleos de Estudos em Microscopia e Processamento
de Imagens (NEMPI) da UFC. Todos os animais foram submetidos a temperatura média de
24°C, obedecendo o ciclo dia/noite de 12/12 h, com disponibilidade de dgua ad libitum e livre
acesso a ragdo balanceada, alojados em grupos de quatro animais por gaiola, distribuidos
aleatoriamente para formar os grupos experimentais.

Os protocolos experimentais usados no estudo foram submetidos a analise pela
Comissao de Etica em Pesquisa Animal — CEPA da UFC, tendo sido aprovado sob o protocolo
45/2015 (Anexo 1). Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais,
bem como o numero de animais utilizados, estando de acordo com as diretrizes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) / Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

5.1.1 Grupos experimentais

Seis grupos experimentais foram formados por seis animais em cada, separados
randomicamente, sendo assim descritos: Grupo “C” — Grupo controle; Grupo “NT” — Grupo
Neuralgia Trigeminal, composto por animais os quais foi induzida a neuralgia do trigeminal
por ligadura “frouxa” (constri¢do) do Nervo Infraorbital (NIO); Grupo “NT-S” — Grupo
Neuralgia trigeminal Sham, composto por animais os quais foram submetidos ao ato cirtargico
sem constri¢do do nervo infraorbital; Grupoe “H” — Grupo Hipotireoidismo, composto por
animais os quais foram induzidos apenas o hipotireoidismo, ndo submetidos a protocolo
cirtrgico; Grupo “H+NT” — Grupo Hipotireoidismo + Neuralgia trigeminal, composto por
animais com hipotireoidismo induzido, os quais foram submetidos a ligadura frouxa do nervo
infraorbital e o Grupo “H+NT-S” — Hipotireoidismo + Neuralgia trigeminal Sham, composto
por animais com hipotireoidismo induzido, os quais foram submetidos ao ato cirurgico sem
constricao do nervo infraorbital (Figura 10).

Os protocolos experimentais foram repetidos duas vezes cada para coleta de material

(nervo infraorbital, trato espinhal do trigémeo, ganglio trigeminal, pele da vibrissa e tireoide) a
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serem usados em diferentes estudos morfoldgicos (imunofluorescéncia e morfometria). Assim,
foram utilizados um total de 72 ratos divididos em 6 grupos de 6 animais em 2 experimentos.
Os animais de cada grupo eram identificados pela referéncia das gaiolas e pela marcagdo

individual na cauda.

Figura 10 - Representagdo esquematica dos grupos experimentais
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Tlustracdo esquematica dos grupos experimentais, demonstrando a divisdo dos animais entre os grupos de acordo
com o protocolo experimental os quais foram submetidos. Em cada experimento (2) 36 animais foram divididos
em 6 grupos de 6 ratos, onde 3 grupos (C, NT e NT-S) receberam dgua em suas dietas e 3 grupos (H, H+NT e
H+NT-S) receberam solucdo 0,05% de PTU. 4 destes grupos foram submetidos a protocolo cirargico (NT, NT-S,
H+NT e H+NT-S).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.2 Inducio e Confirmacao do Hipotireoidismo

Para promover diminuicdo das concentracdes plasmaticas dos hormonios
tireoidianos, foi administrado o Propiltiuracil (PTU) Biolab® a 0,05% em agua de beber (YU et
al, 2014, CHAALAL et al, 2014), aos animais dos grupos H, H+NT e H+NT-S + H, durante os
42 dias experimentais, onde o periodo minimo de inducao foi de 21 dias.

As solugdes de PTU a 0,05% foram preparadas a partir de comprimidos de 100mg
da droga (5 comprimidos por litro), macerados com cadinho e pistilo e dissolvidos em agua
tratada usada na hidratacdo usual dos animais, homogeneizada em agitador magnético
(SOLAB® SL-91), e oferecido aos animais em bebedouros. Os bebedouros eram lavados ¢
tinham suas solu¢des de PTU 0,05% trocadas diariamente. As garrafas dos bebedouros eram
revestidas de papel aluminio para evitar a exposi¢ao do farmaco a luz.

A solu¢do foi ofertada aos animais durante todo o periodo experimental, onde os
primeiros 21 dias foram a fase indutora do hipotireoidismo e o restante do periodo experimental
a fase de manutengao em concentragdes baixas dos hormonios tireoidianos. Apods o periodo de
inducdo, foi realizada a coleta de material sanguineo para dosagem hormonal e confirmagao do
hipotireoidismo (YU et al, 2014, CHAALAL et al, 2014) (Figura 11). O controle destes grupos

constitui-se de animais que ingeriram agua nao tratada com o PTU.

5.2.1 Avalia¢ao ponderal dos animais

Todos os ratos foram pesados semanalmente em balanga digital (Filizola® MF
4006082) antes e durante o periodo experimental (dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42) para avaliacao
da evolucao ponderal (Figura 11). Os ratos foram pesados de forma aleatoria no periodo da
manha, sempre no mesmo horario, em dias ndo coincidentes com trocas de caixa e cama
(maravalha), onde seus pesos eram registrados em planilha de acordo com grupo e numero do

animal.



53

Figura 11 - Representacdo esquematica da inducdo, manutencdo e confirmac¢do do

Hipotireoidismo

Tlustragdo esquematica do protocolo de indug@o e manutengdo do Hipotireoidismo e sua confirmag@o laboratorial,
demostrando a administragdo de PTU 0,05% em agua de beber durante todo o periodo experimental, o qual é
dividido em fase indutora e fase de manutencdo, e a coleta de sangue ao 21° dia para analise laboratorial, bem
como a pesagem semanal para o acompanhamento ponderal.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.2 Dosagem de Tiroxina (T4)

Amostras de sangue total foram obtidas dos animais apos 21 dias de consumo do
PTU, para mensuragdo das concentracdes séricas do hormdnio T4 e comprovagao do estado de
hipotireoidismo (Figura 11). Os animais foram previamente anestesiados com quetamina (10%)
e xilazina (2%) nas doses de 100 mg/kg e 10 mg/kg respectivamente por via intraperitoneal.

Foi coletado 1ml de sangue do plexo orbitdrio por um tubo capilar inserido
medialmente ao globo ocular em tubos tipos eppendorf de 2 ml, devidamente identificados com
o grupo e numero do animal, e resfriados a 4°C. O sangue coletado foi centrifugado a 6500 rpm
por 10 minutos para obtengao do soro em centrifuga refrigerada 4°C. As amostras de soro foram
conservadas em freezer a uma temperatura de - 20°C até realizagao das analises de tiroxina total

(T4), no mesmo dia.
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As analises hormonais foram realizadas no laboratério VETTINGS servigos
laboratoriais especializados, em parceria com o Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Estadual do Ceara (UECE). Foi utilizado o aparelho
MiniVidas (Biomerieux®) que processa as amostras de modo automatizado e independente por
ensaio fluorescente ligado a enzima (ELFA), combinando o método ELISA com uma leitura
final em fluorescéncia. O volume necessario foi de 100 um para a dosagem do hormoénio T4

(Figura 11).

5.3 Inducio da neuralgia trigeminal (NT)

A indugdo da NT foi realiza nos grupos neuropaticos (NT e H+NT) apos 21° dia de
protocolo experimental (fase indutora do hipotireoidismo), imediatamente apds a confirmacgao
do hipotireoidismo via andlise sorologica de T4 e apds a afericdo do limiar nociceptivo e
pesagem dos ratos. A inducgdo da NT foi feita utilizando o modelo de ligadura falsa do nervo
infraorbital esquerdo descrita por Gregg (1973), modificada por Vos et al (1994) e adaptada
por nosso grupo de pesquisa (Figura 12 e Figura 13). Também foi realizada cirurgia Sham (sem

constri¢do do nervo) nos grupos Sham (NT-S e H+NT-S) (FIGURA 14).

5.3.1 Procedimentos Pré-operatorios

Os animais foram anestesiados com quetamina (10%) e xilazina (2%) nas doses de
100mg/kg e 10 mg/kg respectivamente por via intraperitoneal. Posteriormente, os animais eram
devidamente tricotomizados na regido rostral lateral esquerda da face do rato, obedecendo o
cuidado em nao depilar nenhuma vibrissa. Também foi realizada a antissepsia local com
clorexidina 0,5% em alcool metilico. Os campos e materiais cirirgicos eram esterilizados por

calor imido (autoclave) (Figura 12).
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Figura 12 - Representacdo esquematica do protocolo cirargico
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Tlustragdo demonstrando o protocolo cirtirgico dos grupos neuropaticos e grupos Sham. O protocolo foi composto
das etapas 1 — Anestesia, 2 — procedimentos pré-operatorios: tricotomia, assepsia e prepara¢do do campo cirargico,
3 — Incisdo infraorbital e acesso ao nervo, 4 — Dupla ligadura do nervo infraorbital nos grupos neuropaticos, 4* -
ndo ligadura do nervo, 5 — sutura e 6 — Procedimentos p6s-operatorios.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3.2 Procedimento operatorio de indu¢io da Neuralgia Trigeminal

O acesso ao nervo infraorbital foi realizado através de incisdo infraorbital usando
lamina de bisturi n® 15. A incisdo iniciou-se 2 mm lateralmente e abaixo do angulo medial do
olho esquerdo, paralela ao trajeto do nervo, na altura do forame infraorbital, em dire¢do a regido
vibrissal rostralmente. Para acessar o nervo infraorbital, foram utilizados espacadores,
chumacos de algodao e um afastador cirargico. Foi feito o debridamento dos tecidos adjacentes
com tesoura até que se pudesse identificar o nervo infraorbital e o ramo zigomatico do nervo
facial, afim de que ndo fosse feita a constricdo do nervo facial juntamente com o nervo
infraorbital (Figura 13).

Uma por¢ao de cerca de 5 mm do nervo infraorbital, estendendo-se mais
rostralmente a orbita e ao forame infraorbital, foi exposta (Figura 13). Duas amarras frouxas
com fio indcuo de polipropileno n°® 6-0, separadas uma da outra por aproximadamente 2 mm,
foram feitas ao redor do nervo infraorbital, o mais proximo possivel da regido caudal do nervo
e do forame infraorbital. Um espacador de nylon com didmetro de 0,5 mm foi colocado

paralelamente ao nervo e retirado por deslizamento ap6s a realiza¢dao das amarras, assegurando
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uma folga constante e suficiente para diminuir o didmetro do nervo e retardar, mas sem ocluir,
a passagem do impulso nervoso e da vasculatura superficial, conforme descrito por Bennett e
Xie (1988). A incisdo foi entdo fechada com trés pontos de fio de nylon 4-0 (Figura 13).

A cirurgia foi realizada seguindo padrdes de limpeza e assepsia.

Figura 13 - Cirurgia com ligadura do nervo infraorbital

Ilustragdo demonstrando a indug@o da neuropatia trigeminal através da ligadura frouxa do nervo Infraorbital. 1 —
Incisdo infraorbital em linha caudo-rostral, 2 — Forame infraorbital, 3 — Nervo infraorbital, 4 — Dupla amarradura
do nervo infraorbital com espagamento de 2mm sobre espagador de nylon ¢ 5 — Ramos zigomatico do Nervo
Facial.

Fonte: Elaborada pelo autor

5.3.3 Procedimento operatdrio da cirurgia Sham

Na cirurgia falsa ou Sham, o nervo infraorbital esquerdo foi dissecado e identificado
da mesma forma que na cirurgia com constri¢do, usando a mesma incis@o e sendo liberado dos
tecidos conjuntivos (Figura 14). Entretanto, os animais destes grupos (NT-S e H+NT-S) nao
receberam a amarradura do nervo infraorbital (Figura 14). Os demais procedimentos seguiram
0s mesmos passos cirargicos descritos anteriormente (Figura 14). A cirurgia foi realizada

seguindo padrdes de limpeza e assepsia.
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Figura 14 - Cirurgia sem ligadura do nervo infraorbital (Sham)

Ilustragdo demonstrando a cirurgia Sham, onde ¢ feito apenas a incisdo e o acesso do Nervo Infraorbital sem
ligadura.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3.4 Procedimentos pos-operatorios

Apds os procedimentos cirirgicos, os animais foram acondicionados em local
silencioso, com pouca luminosidade e manipulacdo minima em gaiolas individuais, mantidos a
temperatura entre 27 ¢ 30 °C, usando lampada aquecedora. No periodo pos-operatorio, todos
os animais foram observados por 2 horas ou tempo retorno anestésico, onde foi controlada a
ingestao de liquidos e alimentos.

Apos esse periodo, os animais retornaram as condi¢des de temperatura, umidade,
alimentacdo e ingestdo hidrica descritas anteriormente. Apos 24 horas, os animais voltaram para
as gaiolas comunitarias de origem. Os animais continuaram sendo observados diariamente
durante todo o periodo experimental, onde era verificado o estado da ferida cirargica, possiveis

infecgdes, remocao das suturas e possiveis alteracdes comportamentais ou clinicos que
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demonstrassem sinais de sofrimento animal (piloerecdo, agressividade, autolimpeza, apatia e
isolamento) (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

Como o estudo objetivava avaliar os parametros da dor neuropatica e de
neuroprote¢do, ndo foi administrado nenhum tipo de droga que pudesse alterar padrdes

comportamentais, bioquimicos e nociceptivos dos animais.

5.4 Avaliacoes do limiar nociceptivo - Estimula¢ao mecanica

Para o teste de nocicepcao, por estimulacdo mecanica, submetemos os animais a
sessdes de condicionamento durante os 5 dias que antecederam a realizacdo da inducdo do
hipotireoidismo e inicio do experimento. Os ratos foram condicionados a0 manuseio, a caixa
onde era realizado o teste e ao brago transdutor do analgesimetro digital (Von Frey eletronico
INSIGHT®).

O limiar de nocicep¢ao do animal foi aferido através do registro da intensidade de
forga aplicada na regido da almofada vibrissal esquerda (Figura 15) com a resposta reflexa,
movimento de retirada da cabeca ou vocalizagdo. Para isso, o analgesimetro acoplado a uma
ponteira rigida (extremidade de didmetro 0,5 mm), foi aplicado perpendicularmente na regido
a ser avaliada (Figura 15). O analgesimetro digital ¢ um transdutor de forca que afere a pressao
exercida em gramas (g) (capacidade de transduc¢ao de 0,1 g, limite de 1000g e tempo de reacao
de 1 ms). A quantidade de gramas de pressdo suficiente para provocar a reacao de retirada da
cabeca com “flinch” (sacudida da cabega) ou entdo vocalizagdo, ¢ registrada por esse aparelho

e significa o limiar de retirada da cabeca ou limiar nociceptivo.
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Figura 15 - Ilustracdo da aferi¢do do limiar nociceptivo na almofada vibrissal

Tlustracdo da afericdo do Limiar nociceptivo na almofada vibrissal (2) com transdutor de for¢a de analgesimetro
digital (Von Frey eletronico INSIGHT®) (1).
Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os testes de nocicepgdo mecanica foram realizados em ambiente silencioso € na
penumbra, aleatoriamente, por grupo e numero do animal, nos dias 0, 7, 14 e 21, que
corresponde ao periodo de indugdo do hipotireoidismo, em todos os grupos experimentais, onde
o dia 0 consistiu ao dia anterior ao primeiro dia de exposicao ao PTU e o dia 21 foi o dia final
da fase indutora do hipotireoidismo (Figura 16).

Apos confirmacao do hipotireoidismo e realizacdo das cirurgias de indugdo da
neuralgia trigeminal e cirurgias “Sham”, novos testes de nocicep¢ao foram realizados nos dias
21 (imediatamente antes da indu¢ao da neuralgia trigeminal), 24, 28, 31, 35, 38 ¢ 42, em todos
0s grupos experimentais. Apoés o termino da fase neuropdtica, todos os animais foram

eutanasiados para coleta de amostras para as analises morfoldgicas (Figura 16).
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Figura 16 - Representagdo esquematica do delineamento experimental referente a afericao do

limiar nociceptivo

Condicionamento Indugdo do Hipotireoidismo Cirurgia de Indugdo da neuralgia

w*‘p’

0 7 14 1 % 2% 3 % 3 0

» <
P& 4

-

Avaliago de Nocicepcio Coleta de sangue Avaliag3o de Nocicepgdo Eutandsia

Tlustragdo demostrando o delineamento experimental do protocolo de aferi¢do do limiar nociceptivo nos dias 0, 7,
14, 21, 24, 28, 31, 35, 38 ¢ 42, onde o dia 21 ¢ o dia da coleta de sangue para confirmacdo do hipotireoidismo e
dia da cirurgia de indugdo. Na fase de indugdo do hipotireoidismo o limiar nociceptivo é aferido semanalmente e
na fase neuropatica o limiar nociceptivo ¢ aferido 2 vezes por semana.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 Extracao do subniicleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo, ganglio trigeminal,

nervo infraorbital, pele da vibrissa e tireoide

Apos o protocolo experimental, os animais foram eutanasiados por inje¢ao de dose
anestésica de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) seguida de perfusdo transcardiaca
de solucdo salina (NaCl) 0,9% e de solu¢dao de paraformaldeido (PFA) a 4% tamponado. O
conjugado anestésico foi administrado via peritoneal usando agulha hipodérmica.

Para realizacdo da perfusdo, foi verificada o grau de anestesia com auséncia de
reflexo nociceptivo, e entdo foi rebatida a pele da regido toracica ventral, seguida de uma incisao
na altura do apéndice xifoide estendida paraesternalmente nas cartilagens costais até a altura
dos vasos da base do coragao. Uma agulha de ponta romba foi introduzida Smm no ventriculo
esquerdo caudo-cranialmente partindo do apice do coragdo paralela ao septo interventricular.
Uma abertura no atrio direito foi feita para drenagem de sangue, salina e paraformaldeido
excedentes, oriundos da circulagdo forcada.

Em seguida, as carcagas dos animais foram rapidamente resfriadas e imediatamente
iniciadas a coleta do material a ser estudado (subnucleo caudal do trato espinhal do nervo

trigémeo, ganglio trigeminal, nervo infraorbital, pele da vibrissa e tireoide) (Figura 19).
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Inicialmente, o subnucleo caudal do trato espinhal do trig€meo foi coletado através
da extragdo do bloco encefalico, contendo: cérebro, cerebelo e tronco encefalico, pela abertura
dorsal da caixa craniana e das vertebras cervicais. Posteriormente, seguiu-se da localizacao da
regido do tronco encefalico contendo o subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo por meio
de estereotaxia em uma matriz propria para encéfalo de rato (INSIGHT®) (Figura 18),
utilizando como guia o bregma -14,04 até -15,72 mm (Figura 17) (PAXINOS & WATSON,
2007).

Figura 17 - Localizag¢ao do subnucleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo (Sp5C)
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Tustracdo da localizagdo do subniicleo caudal do trato espinhal do trigémeo (Sp5C) entre Bregmas -14,04 ¢ -15,72
(seta vermelha).
Fonte: PAXINOS & WATSON, 2007.
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Figura 18 - Matriz para encéfalo de rato

Ilustragdo de uma matriz para corte estereotaxicos em cérebro de rato. (INSIGHT®).
Fonte: INSIGHT®.

O ganglio trigeminal esquerdo foi removido por abertura das meninges e
fraturamento dos ossos da base do cranio (temporal e esfenoide). J4 o nervo infraorbital foi
coletado seguindo os mesmos passos da abordagem cirargica de ligadura, seccionando desde
sua saida, no forame infraorbital, at¢ o inicio de sua ramificagdo para a regido vibrissal,
mantendo o cuidado de isolad-lo dos feixes do ramo zigomatico do nervo facial que inerva a
mesma regido. Por fim, um retalho retangular (5 x 3 mm) da pele da almofada vibrissal foi
coletado, onde o excesso de pelos (vibrissas) foi removido.

Tais materiais foram pos-fixados por 2 horas em PFA 4% tamponado e em seguida
crioprotegidos em uma solugdo de sacarose 30% a 0,1M, a 4° C por 72 h (onde esta solugdo era
renovada com 1h, 24h e 48h). Em seguida, os tecidos foram embebidos e emblocados em OCT-
Tissue-Tek®, e armazenados em freezer -80°C até o corte e montagem das laminas para os
ensaios de imunofluorescéncia. A regiao do subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo foi
cuidadosamente posicionada durante o emblocamento com a face caudal da amostra para a
superficie, a fim de facilitar a identificagdo do lado esquerdo e direito do corte.

A tireoide foi removida extraindo-se o bloco laringe-traqueia, seguida de dissecagao
da glandula da parede externa da cartilagem tiredidea e da traqueia. Imediatamente apos a
coleta, as tireoides foram pesadas em balanca digital analitica e aferida as suas medidas:
comprimento do polo cranial ao caudal (medida craniocaudal) e largura (medida médio-lateral)

de cada lobo (Figura 20), com um paquimetro digital (Disma®). As medidas do istmo da tireoide
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foram desprezadas devido a seu volume ser insignificante em relagdo ao volume total da
glandula no rato (KONIG; LIEBICH, 2016). A tireoide foi em seguida fixada em formaldeido
10% tamponado por 12 h em cassetes identificados com o grupo e nimero do animal. Apos as
12h, as tireoides foram transferidas para solugdo de alcool etilico 70%, onde ficaram submersas
em temperatura ambiente até a confec¢@o das laminas histologicas. As medidas do istmo foram
ignoradas por serem muito delgadas no rato e de dificil remogao.

ApoOs as coletas, as carcagas dos animais eutanasiados foram armazenados em

freezer para posterior descarte em lixo (residuos solidos bioldgicos) destinado a incineragao.

Figura 19 - Material extraido para analises

Ilustracdo mostrando o material coletado apds eutandsia para as andlises histopatoldgicas e imunofluorescéncia. 1
— Nervo Infraorbital, 2 — Subnucleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo, 3 — Géanglio Trigeminal, 4 —
Glandula Tireoide e 5 — Pele da almofada vibrissal.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 20 - Medidas da Tireoide
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Tlustragdo demonstrando a medi¢@o das grandezas da Glandula Tireoide.
Fonte: Elaborada pelo proprio autor

5.6 Imunofluorescéncia

O material coletado e preservado a -80°C, foi posteriormente cortado em criostato
Leica® CM1100 a temperatura de -25°C na espessura de 8 pum e montado em laminas
silanizadas ImmunoSlide para imunohistoquimica (Easy Path®) para realiza¢io do protocolo de
imunofluorescéncia.

Para evidenciar as fibras nervosas da pele foi feita imunofluorescéncia utilizando-
se anticorpo anti-PGP 9.5 (Abcam®) e DAPI (Invitrogen®) para evidenciar niicleos celulares
das células de Schwann e demais células adjacentes. O ganglio trigeminal e o subnucleo caudal
do trato espinhal do trigémeo foram incubados com os anticorpos anti-ATF3 (Abcam®), anti-
c-Fos (Santa Cruz Biotechonology®) para marcar a expressio das proteinas correspondentes e
com o anticorpo NeuN (conjugado com Alexa fluor 488 - Millipore®™) para evidenciar os corpos

celulares de neuronios. Os cortes de nervos infraorbitais foram incubados com anti-PBM (Santa
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Cruz Biotechonology®™) para evidenciar a bainha de mielina nas fibras nervosas e DAPI para
marcar os nucleos das células de Schwann.

Para isso, os cortes histoldgicos foram secados em temperatura ambiente, fixados
por 2 min em 4lcool metilico (Metanol) P.A. (Sigma®), lavados em solu¢do tamponada de
fosfato (PBS), e imersos em tampao citrato 0,1M (pH 6,0), sob aquecimento a 95°C em forno
de micro-ondas, por 15 minutos para a recuperacgao antigénica. Apos o resfriamento, obtido em
temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solucdo de PBS e
bloqueio das ligac¢des inespecificas com glicina (0,3M) em Albumina Sérica Bovina 5% (BSA)
durante 30 min. Os cortes foram incubados “overnight” (4°C) com os anticorpos primarios
policlonais anti-PGP 9.5, anti-ATF3, anti-c-Fos e anti-PBM.

Depois de incubados overnight os cortes foram lavados e depois incubados por 90
minutos em solugdes contendo espécies anticorpos especificos secundario Anti IgG para coelho
conjugados a Alexa fluor 568, 594 ou 488 (Invitrogen®). O DAPI foi acrescentado ao final
para evidenciar os nucleos celulares. Estudos de controle de imunomarcagdo foram realizados
por omissao dos anticorpos primarios (controle negativos). Para diferenciacao de neurdnios foi
utilizado o anticorpo fluorescente NeuN (conjugado a Alexa flaor 488) por imunofluorescéncia
direta. Apds lavagens, todas as se¢des foram montadas em meio proprio e armazenadas em

cAmara escura a 4 °C até a leitura em microscopio confocal (Zeis® LSM-710).

5.7 Histopatologia das tireoides

As glandulas tireoides preservadas em dlcool etilico 70% (Dinamica®), foram
desidratadas em banhos de alcool etilico 70%, 80%, 90% e 100%, e desengorduradas em Xilol
P.A. (Dindmica®), depois emblocadas em parafina. Em seguida, os blocos contendo as tireoides
foram cortados em micrétomo (Leica®) e montadas em laminas histolégicas, coradas com

Hematoxilina e Eosina (HE), e cobertas com laminula fixada em Entellan (Merk®).

5.8 Analise da Imagens

As imagens foram coletadas sequencialmente usando um microscopio laser de
varredura confocal (Zeis® LSM-710), observando-se a padronizagio do ganho mestre (“master
gain”), contraste (“offset”) e o ganho digital (“digital gain”) para todas as amostras
fotografadas. As imagens obtidas foram editadas (inclusdo da escala) e convertidas para o

formato de imagem TIFF (Tagged Image File Format) usando o software ZEN® Blue.
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A localizacdo do subnticleo caudal do trato espinhal do nervo trig€meo nos cortes,
foi feita encontrando na lamina a regido “Sp5C” esquerda (Paxinos & Watson, 2007).

A quantificacdo da area marcada com ATF3 e c-Fos nas fotomicrografias foram
feitas demarcando-se a area de interesse (onde se encontravam os corpos celulares) nos ganglios
trigeminais e no subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo, excluindo-se a area restante.
Afim de definir o nivel de expressdo desses marcadores, depois de isolada a area de interesse,
foi realizada a mensuragdo das dreas marcadas (um?) pela maior saturacdo de cor associada
(vermelha) em razao da area total demarcada também pela maior saturagcdo da cor associada a
marcagdo do NeuN (Verde), expressada em percentagem (%).

A quantificacdo da marcacdo de PBM nas fotomicrografias foi feita pela obtengao
da densidade de marcacao no histograma (pixels) em razao da area total das fibras nervosas
demarcadas pela maior saturagiio da cor associada (vermelha) expressados em pixels/um?. A
quantificagdo da marcagdo de DAPI nas fotomicrografias foi feita pela mensuragdo das areas
marcadas (um?) pela maior saturagio de cor associada (azul) em razdo da drea total do nervo
infraorbital demarcada por selec¢fio. Para isso, foi utilizado um software de livre acesso Fiji®
Imagel® (versdo 1.51k).

As marcagdes em PGP 9.5 das fibras nervosas na pele, foram obtidas em
microscopio laser de varredura confocal (Zeis® LSM-710) em trés dimensdes (3D) pela
varredura em camadas sequenciadas, e depois sobrepostas, para formar uma imagem de duas
dimensdes (2D). Devido as caracteristicas nas imagens 3D, tais como as disposi¢des das
terminacdes nervosas ¢ a quantidade de imagem obtidas, ndo foi possivel quantificar as
estruturas marcadas. Assim, os resultados da imuno-marcacdo de PGP 9.5 foi expresso
descritivamente.

As laminas de tireoide foram observadas qualitativamente e fotografadas em
microscopio otico (Leica®) no aumento de 400x. As imagens foram submetidas a anélise
histopatologica, para verificagdo do formato e preenchimentos dos foliculos tireoidianos

(coloide), da morfologia das células foliculares e alteragdes na quantidade de células foliculares.
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5.9 Analise estatistica

Os resultados referentes as analises da evolucao temporal dos pesos dos animais,
das dosagens soroldgicas do hormonio tireoidiano T4, dos pesos e medidas das tireoides
coletadas, da aferi¢do do limiar nociceptivo na almofada vibrissal, da quantificacdo da area
marcada nos ensaios de imunofluorescéncia de ATF3 e c-FosS dos ganglio trigeminal e
subnucleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo e da densidade de marcagdo do ensaio de
imunofluorescéncia de PBM e area marcada com DAPI no nervo Infraorbital foram expressos
pela média + EPM das medidas registradas com intervalo de confianca (CI) (méximo e
minimo), a fim de determinar a possivel associacdo entre os parametros, dosagens e aferi¢des
realizadas a partir de 6 animais por grupo.

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada variavel
analisada apresentavam distribui¢ao normal (dados paramétricos, com grupos com menos de
30 individuos). Os valores de “outliers” foram retirados (quando ocorreram e indicados pelo
teste), por ndo representarem os resultados que o estudo tinha o objetivo de generalizar (p-valor
>(0.05 para o teste de Shapiro-Wilk) (FIELD, 2013).

Os dados paramétricos foram analisados através do teste de ANOVA one-way, para
a comparacdo das médias entre variaveis dos grupos. O pos-teste (pos-hoc) para a ANOVA
one-way foi definido a partir da andlise da homogeneidade de variancias através do teste de
Levene. Caso houvesse homogeneidade de variancias (p>0,05), foi definido como pds-teste
para a ANOVA o teste de Tukey. Caso nao houvesse homogeneidade de variancias entre os
dados (p<0,05), foi definido como pos-teste para a ANOVA o teste de Games-Howell (FIELD,
2013).

O teste de correlagdo de Spearman foi utilizado para a obtencao dos valores der e
r-square (r*) que demonstram a influéncia das concentragdes plasmaticas dos hormoénios
tireoidianos sobre o comprimento, largura e peso da glandula tireoide, e sobre o limiar
nociceptivo dos grupos ndo neuropaticos (C, NT-S, H e H+NT-S). A analise da correlagdo foi
assim considerada: desprezivel, para 0 <r<0,3 ¢ -0,3 >r > 0; fraca para 0,3 <r<0,5¢-0,5 >
r>-0,3; moderada para 0,5 <r<0,7e¢-0,7 >r>0,5; forte para 0,7 <r<0,9¢-0,9>r>-0,7; ¢
muito forte parar> 0,9 e r <-0,9 (MUKAKA, 2012).

O nivel de significancia estatistica utilizado foi de p<0,05 e todas as analises foram
efetuadas com recurso do software IBM® SPSS® statistics 20 e grafico elaborados usando os

recursos do software GraphPad Prism® 6.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Implantacio e validacio do modelo experimental de inducio do hipotireoidismo em
ratos sob administracao de PTU

6.1.1 Concentracao Sérica de Tiroxina (T4) no 21° dia de experimentacio

A determinacdo das concentragdes séricas do hormdnio T4 foi realizada para
comprovagao da indugado e instalacao do hipotireoidismo no modelo de inducao da doencga por
ingestdo do PTU. Inicialmente, demonstramos os resultados das dosagens de T4 (ng/ml) na
associagdo entre os grupos de animais que ndo foram induzidos o hipotireoidismo (C, NT e NT-
S) e os grupos os quais foram induzidos o hipotireoidismo (H, H+NT e H+NT-S) (Grafico 1).

Nesta andlise, pode-se observar que as concentragdes plasmaticas de T4
encontravam-se significantemente reduzidas nos grupos com hipotireoidismo induzido (H:
19,86 £+ 1,25 ng/ml, H+NT: 20,14 £ 2,45 ng/ml, H+NT-S: 19,64 + 1,69 ng/ml) em relacdo aos
grupos hipotireoidismo nao induzidos (C: 132,55 + 8,42 ng/ml, NT: 132,50 + 11,29 ng/ml, NT-
S: 130,42 £+ 7,96 ng/ml), (p<0,0001, Grafico 1, ver Apéndice A).

Grifico 1 - Dosagem hormonal de tiroxina (T4)
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O grafico representa a concentragdo sérica de tiroxina (T4) em ng/ml, medida ap6s 21 dias de uso do propiltiuracil
(PTU). Os grupos com indugdo de hipotireoidismo (H, H+NT e H+NT-S) apresentaram diminuigdo da
concentragdo de tiroxina (T4) comparado aos grupos sem indu¢ao de hipotireoidismo (C, NT e NT-S). *, diferenga
estatisticamente significativa quando comparado os com e sem indugdo do Hipotireoidismo (P < 0,0001, ANOVA
one way, pos-hoc de Games-Howell).
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6.1.2 Analise da evolucio ponderal

O acompanhamento do ganho ponderal foi realizado para avaliar os efeitos da
inducgdo do hipotireoidismo sobre o ganho de peso dos animais, bem como corroborar com a
comprovag¢do da inducao e instalacdo do hipotireoidismo na confirmagdo do modelo de indugao
da doenga por ingestdo do PTU. Além disso também confirma que o ato cirtirgico ndo causa
dano incapacitante nos animais.

No grafico 2A, podemos observar a curva de ganho ponderal durante todo o periodo
experimental de 42 dias. Primeiramente, somente a partir do 14° dia em diante (21°, 28°, 35° ¢
42°), de execugdo do protocolo de indugdo, foi possivel identificar uma significante diferencga
dos pesos (g) dos animais dos grupos hipotireoidismo induzidos (H, H+NT e H+NT-S) quando
comparados aos pesos dos animais dos grupos hipotireoidismo ndo induzido (C, NT e NT-S)
(p<0,001, Gréfico 2A).

Mais detalhadamente, podemos ver, por exemplo, no grafico 2B que, ao inicio do
protocolo experimental, ndo havia diferenga estatistica entre os pesos dos animais € 0s grupos
experimentais analisados (p>0,05, Apéndice B). Entretanto, ao analisarmos as aferi¢des dos
pesos dos animais nos 21° (fim do periodo de indugdo) e 42° (fim do periodo experimental)
dias, pudemos observar uma diferencga significante entre os pesos dos grupos hipotireoidismo
induzidos (H, H+NT e H+NT-S), tratados com PTU e hipotireoidismo ndo induzido (C, NT e
NT-S), ndo tratados com PTU, demonstrando o efeito da instalacao do hipotireoidismo sobre o
ganho ponderal dos animais tratados com PTU (Graficos 2C e 2D; ver Apéndices C e D).

Além dos achados analisados do ganho ponderal, também foi verificado alteragdes
comportamentais nos grupos experimentais hipotireoidismo induzidos (H, H+NT e H+NT-S)

durante o periodo experimental, tais como apatia, letargia e anorexia.
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Griaficos 2A, 2B, 2C e 2D - Curva de evolugdo ponderal em 42 dias experimentais
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O grafico A representa o ganho ponderal dos ratos de todos os grupos experimentais, tratados e ndo tratados com
PTU, por 42 dias, onde os grupos H, H+NT ¢ H+NT-S (tratados com PTU) apresentaram decréscimo do peso ao
longo dos 42 dias, enquanto os grupos C, NT e NT-S (ndo tratados com PTU) apresentam ganho ponderal positivo.
*,p<0,0001 diferenga entre os grupos nao tratados com PTU comparado aos grupos que receberam PTU (H, H+NT
e H+NT-S). O grafico B, mostra a auséncia de diferenca (p>0,05) entre os pesos dos grupos experimentais ao
inicio do experimento, nos graficos C e D, ap6s o periodo de inducdo do hipotireoidismo com PTU e ao final da
experimentacdo (42 dias) respectivamente, houve diferenca entre os grupos tratados com PTU e ndo tratado
(ANOVA two way, teste pos-hoc de Tukey).

6.1.3 Efeito da Inducio do Hipotireoidismo sobre a morfometria da Glandula Tireoide

As mediacdes das dimensdes, bem como a pesagem da glandula tireoide, foram
feitas para verificar o efeito do hipotireoidismo sobre o desenvolvimento da glandula em todos
0s grupos experimentais apds 42 dias de protocolo (Figura 21). Além de mostrar dados
morfologicos que corroborem com a comprovagdo da instalacio do hipotireoidismo e

confirmag¢do do modelo de indugdo da doenga por ingestdo do PTU.



71

Figura 21 - Tireoides de ratos com e sem hipotireoidismo
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Rato com Rato sem
hipotireoidismo hipotireoidismo

Fotografia de tirecoides coletadas durante as eutanasias dos grupos experimentais, mostrando a diferenca
morfolégica entre uma tireoide de animal com hipotireoidismo (hipertrofiada da gldndula) e uma de animal sem
hipotireoidismo.

Fonte: Fotografada e editada pelo proprio autor.

Inicialmente, foram analisados os comprimentos craniocaudais médios dos lobos
da tireoide dos ratos de todos os grupos experimentais avaliados (Grafico 3). Nesta andlise,
observamos que o comprimento médio das tireoides nos grupos de animais que receberam PTU
(H: 6,19 = 0,28 mm, H+NT: 6,32 = 0,39 mm, H+NT-S: 6,57 £ 0,41lmm) mostrou-se
significativamente aumentado em relacdo ao comprimento médio das tireoides dos grupos de
animais que ndo receberam PTU (C: 4,81 = 0,45 mm, NT: 4,13 = 0,35 mm, NT-S: 4,56 + 0,41
mm) (p<0,0001; Grafico 3; ver Apéndice E).
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Grifico 3 - Comprimento craniocaudal dos lobos da glandula tireoide
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O grafico representa os comprimentos craniocaudal médios das tireoides dos ratos de todos os grupos
experimentais, tratados e ndo tratados com PTU, no dia 42 do experimento. Os grupos tratados com PTU (H,
H+NT e H+NT-S) apresentaram diferenca estatistica significante comparado aos grupos ndo tratados (C, NT e
NT-S). *, p<,0001 comparando os grupos que receberam PTU aos grupos que ndo receberam ao dia 42 (ANOVA
one way, teste pos-hoc de Tukey).

Posteriormente, avaliamos as medi¢des da largura médio-lateral média dos lobos
da tireoide dos ratos de todos os grupos experimentais analisados (Grafico 4). Observamos que
a largura média das tireoides nos grupos de animais que receberam PTU (H: 3,61 = 0,59 mm,
H+NT: 3,56 + 0,32 mm, H+NT-S: 3,70 + 0,22 mm) mostrou-se significativamente aumentada
em relacdo a largura média das tireoides dos grupos de animais que ndo receberam PTU (C:
2,62+0,32 mm, NT: 2,21 £ 0,21 mm, NT-S: 2,31 £ 0,17 mm) (p<0,05; Grafico 4; ver Apéndice
F).
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Gréfico 4 - Largura médio-lateral dos lobos da Glandula Tireoide
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O grafico representa as larguras médio-lateral médias das tireoides dos ratos de todos os grupos experimentais,
tratados e ndo tratados com PTU, ao dia 42 do experimento. Os grupos tratados com PTU (H, H+NT e H+NT-S)
apresentaram diferenga estatistica significante comparado aos grupos ndo tratados (C, NT e NT-S). *, p<0,05
comparando os grupos que receberam PTU aos grupos que nao receberam ao dia 42 (ANOVA one way, teste pos-
hoc de Games-Howell).
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Por fim, foram aferidos os pesos médios dos lobos da tireoide dos ratos de todos os
grupos experimentais analisados (Grafico 5). Para esta analise, identificamos que o peso das
tireoides nos grupos que receberam PTU (H: 0,078 + 0,017 mm, H+NT: 0,076 £ 0,010 mm,
H+NT-S: 0,078 £ 0,014mm) mostrou-se significativamente aumentado em relagdo ao peso das
tireoides dos grupos que nao receberam PTU (C: 0,021 £ 0,004 mm, NT: 0,019 + 0,002 mm,
NT-S: 0,023 £ 0,002 mm) (p<0,001; Gréfico 5; ver Apéndice G).

Assim, ap0s as analises de todos estes dados morfométricos, podemos inferir que o
hipotireoidismo induzido por PTU, leva a glandula tireoide a uma hipertrofia significativa

(Figura 21).

Grafico 5 - Peso médio da Glandula Tireoide
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O grafico representa o peso médio das tireoides dos ratos de todos os grupos experimentais, tratados e nao tratados
com PTU, ao dia 42 do experimento. Os grupos tratados com PTU (H, H+NT e H+NT-S) apresentaram diferenga
estatistica significante comparado aos grupos nao tratados (C, NT e NT-S). *, p<0,0001 comparando os grupos
que receberam PTU aos grupos que nio receberam ao dia 42 (ANOVA one way, teste pos-hoc de Games-Howell).
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6.1.4 Correlacio entre as concentracdes plasmaticas de T4 e a morfometria e peso da

Tireoide

As analises de correlacdo entre as concentragdes plasmaticas de T4 sanguineo e as
dimensdes e pesos das glandulas tireoide (hipertrofia) (Graficos 6, 7 e 8), foram obtidas a partir
da analise do teste de correlagdo de Spearman (R) com obtengdo do 1 (R square), a fim de
definir a influéncia que o horménio T4 exerce sobre o desenvolvimento da glandula tireoide.

Inicialmente, observou-se que ha uma forte correlagdo negativa entre as
concentragdes plasmaticas de T4 sanguineo e o comprimento (r= -0,774524, p<0,000001),
demonstrando que o nivel de T4 ¢ responsavel por 81,7% (r*= 0,817) da variagdo do

comprimento dos lobos da glandula tireoide (Grafico 6; ver Apéndice H).

Grifico 6 - Correlagdo entre as concentragdes plasmaticas de T4 e o comprimento craniocaudal
dos lobos da glandula tireoide apos ingestao de PTU
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Grafico mostrando a correlagdo entre as concentragdes plasmaticas de T4 livre (nm/ml) e o comprimento (mm)
dos lobos das tireoides, ha uma forte correlagdo negativa entre o comprimento dos lobos das tireoides e as
concentragdes plasmaticas de T4 (r = - 0,774 em R>= 0,817) (Correlagio de Spearman).
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Posteriormente, identificou-se que ha uma forte correlagdo negativa entre as
concentragdes plasmaticas de T4 sanguineo e a largura (r= -0,773001, p<0,000001),
demonstrando que o nivel de T4 ¢ responsavel por 76,2% (1= 0,762) da variagio da largura

dos lobos da glandula tireoide (Grafico 7; ver Apéndice H).
Grifico 7 - Correlagdo entre as concentragoes plasmaticas de T4 e a largura (médio-lateral)
dos lobos da glandula tireoide apds ingestdo de PTU
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Grafico mostrando a correlag@o entre as concentragdes plasmaticas de T4 livre (nm/ml) a largura (mm) dos lobos

das tireoides, Ha uma forte correlag@o negativa entre a largura dos lobos das tireoides e as concentracdes de T4 (r
=-0,773 em R?= 0,762) (Correlagdo de Spearman).



77

Por fim, verificou-se que hd uma forte correlagdo negativa entre as concentragoes
plasmaticas de T4 sanguineo e o peso (r= -0,743213, p=0,000166) demonstrando que o nivel
de T4 ¢ responsavel por 88,5% (r’*= 0,885) da variagdo do peso dos lobos da glandula tireoide

(Grafico 8; ver Apéndice H).

Grafico 8 - Correlagdo entre as concentragdes plasmaticas de T4 e o peso dos lobos da

glandula tireoide ap6s ingestao de PTU
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Grafico mostrando a correlag@o entre as concentragdes plasmaticas séricos de T4 livre (nm/ml) o peso (g) dos

lobos das tireoides, ha uma forte correlagdo negativa entre o peso dos lobos das tireoides e concentragdes de T4 (r
=-0,741 em R?= 0,885) (Correlagdo de Spearman).
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6.1.5 Analise histopatolégica da glandula tireoide

Foram preparadas laminas histologicas das glandulas tireoides coletadas dos
animais na eutanasia apos 42 dias de protocolo de inducdo do hipotireoidismo por PTU para
todos os grupos analisados (C, NT, NT+S, H, H+NT E H+NT-S) (Figura 22). Primeiramente,
identificamos que nos grupos de animais que fizeram uso do PTU (H, H+NT E H+NT-S) houve
uma diminui¢ao parcial ou total do material coloide (indicado pelas setas pretas nas imagens
histoldgicas presentes nos grupos de animais sem Hipotireoidismo), bem como alteragdes na
morfologia dos foliculos tireoidianos, onde ocorreu perda do formato folicular (circular) e
hiperplasia das células foliculares, indicadas pelas setas vermelhas (Figura 22). Os grupos C,
NT e NT+S, ndo apresentaram tais alteracdes, mantendo sua morfologia usual (Figura 22).

Assim, apos as andlises histopatoldgicas, podemos inferir que o hipotireoidismo

induzido por PTU induziu a glandula tireoide a uma hiperplasia significativa (Figura 22).
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Figura 22 - Imagens histologicas das glandulas tireoides de todos os grupos experimentais
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Ilustracdo contendo fotomicrografias de cortes histologicos de tireoides em HE, mostrando a area folicular nos
grupos experimentais. Conforme indicam as setas pretas, visualizamos a presenca de coloide (tiroglobulina) no
interior dos foliculos tireoidianos, bem como seus formatos arredondados nos grupos sem hipotireoidismo, nas
setas vermelhas visualizamos auséncia de coloide total ou parcial deformagdo na morfologia do foliculo e ainda
hiperplasia. Imagens observadas em fotomicrografias em aumento de 400x.
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6.2 Avaliacdo do Limiar nociceptivo no teste de hiperalgesia mecinica na almofada

vibrissal esquerda

O limiar nociceptivo foi aferido em todos grupos durante todo periodo
experimental, semanalmente, durante a fase de inducao do hipotireoidismo (primeiros 21 dias),
e, apos a realizacdo das cirurgias, na fase de inducdo da neuropatia trigeminal, foi aferido 2
vezes por semana (por mais 21 dias) até o 42° dia (dia da eutanésia) (Grafico 9A).

Ao 1nicio do protocolo de indugdo do hipotireoidismo (dia 0), pela andlise da
ANOVA two-way, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os limiares nociceptivos
dos grupos experimentais avaliados (C: 75,99 £ 2,98 g, NT: 73,25 £4,68 g, NT-S: 76,46 + 9,45
g, H: 77,69 £2,17 g, H+NT: 74,14 + 4,77 g, H+NT-S: 74,30 = 10,37 g, p>0,05) (Graficos 9A,
9B; ver Apéndice I). Ainda no Grafico 9A, podemos observar a evolugdo temporal do limiar
nociceptivo no periodo de inducdo do hipotireoidismo, o qual manteve-se sem diferenga
estatistica nas andlises intergrupos (p>0,05) até a instalagdo do hipotireoidismo por volta do 21°
dia, confirmada pela dosagem de T4 (Grafico 1).

Ao 21° dia, confirmada a instala¢dao do hipotireoidismo (Grafico 1), foi observado
uma diferenga significante entre os limiares nociceptivos dos grupos de animais com
hipotireoidismo induzido (H: 109,25 + 2,39g, H+NT: 106,94 + 3,64g ¢ H+NT-S: 106,71 £
4,96g) e os grupos de animais hipotireoidismo ndo induzido (C: 79,28 + 2,28g, NT: 83,90 +
4,92g ¢ NT-S: 81,99 + 2,30g) (p<0,000001; Graficos 9A e 9C; ver Apéndice J).

Apos a cirurgia de inducao da neuralgia trigeminal, entre o 21° e o 28° dias,
aproximadamente, observou-se uma queda no limiar nociceptivo de todos grupos que
receberam intervencdo cirurgica (NT, NT-S, H+NT e H+NT-S) (p<0,0001) quer seja com
ligadura do nervo, quer seja Sham (Grafico 9A). Podemos ainda constatar no mesmo grafico
que, passada a fase inflamatoria pos-cirargica (entre 0 21° € 0 28° dias): 1. nos grupos Sham, o
limiar nociceptivo retornou ao patamar anterior (do 21° dia); 2. no grupo NT, o limiar manteve-
se baixo, e 3. no grupo H+NT, o limiar elevou-se, mas mantendo-se proximo aos valores
referentes ao grupo controle (Grafico 9A).

Ao final do protocolo experimental (42° dia), os limiares nociceptivos de todos os
grupos foram aferidos momentos antes da eutanasia e coleta de material. Referente ao 42° dia,
identificamos que ndo houveram diferengas significantes entre os grupos C (74,19 + 2,85g),
NT-S (80,81 £ 2,42g) e H+NT (82,46 = 2,05g) (p>0.05; Grafico 9A e 9D; ver Apéndice K).
Contrariamente, foi possivel identificar que o limiar de nocicepgao do grupo NT (40,75 +5,45g)

foi significativamente menor quando comparado a todos os grupos (complementa-se com o0s
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valores de H: 106,41 + 3,06g e H+NT-S: 102,93 £ 2,84¢g) (p<0,000001; Graficos 9A e 9D; ver
Apéndice K).

Graficos 9A, 9B, 9C e 9D - Evolucdo temporal do Limiar nociceptivo de todos os grupos

experimentais entre os dias 0 e 42 e limiares nos dias 0, 21 ¢ 42
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Graficos representando o limar nociceptivo dos grupos experimentais no decorrer dos 42 dias de protocolo
experimental. Grafico 9A representando a evolucdo temporal do limiar nociceptivo, na fase de indugdo do
hipotireoidismo e na fase de inducdo da neuralgia (ANOVA two way, teste pos-hoc de Tukey), *, Diferenga em
relacdo ao controle (p <0,0001), #, diferenca em relagdo ao grupo Neuralgia Trigeminal (p<0,001). No grafico 9B
representando o limiar nociceptivo dos grupos no dia 0 do protocolo experimental, onde ndo havia diferenga entre
os limiares nociceptivos dos grupos no dia 0 (p>0,05). No grafico 9C representando o limiar nociceptivo dos
grupos no dia 21 do protocolo experimental, *, diferenca entre os grupos com hipotireoidismo (H, H+NT e H+NT-
S) e o controle no dia 21 (p<0,000001) e grafico 9D representando o limiar nociceptivo dos grupos no dia 42 do
protocolo experimental, *, diferenga em relagdo ao Controle (p<0,000001), #, diferengca em relagdo ao grupo NT
(ANOVA one way, teste pos-hoc de Tukey).
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6.3 Correlacao entre as concentracdes plasmaticas de T4 e o limiar nociceptivo

As analises de correlacdo entre as concentragdes plasmaticas de T4 sanguineo € o
limiar nociceptivo ao final dos 42 dias de protocolo experimental (Grafico 10), foram obtidas a
partir da analise do teste de correlacdo de Spearman (R) com obtencio do r* (R square), a fim
de definir a influéncia que o hormonio T4 exerce sobre a flutuagdo do limiar nociceptivo dos
animais dos grupos experimentais.

Inicialmente, observou-se que ha uma forte correlagdo negativa entre as
concentragdes plasmaticas de T4 sanguineo e o limiar nociceptivo (r= -0,745, p<0,000166),
demonstrando que a concentragio de T4 ¢é responsavel por 81,7% (r*= 0,817) da variacdo do

limiar nociceptivo (Grafico 10; ver Apéndice L).

Grifico 10 - Correlagdo entre as concentracdes plasmaticas de T4 e o limiar nociceptivo 42
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Grafico mostrando a correlagao entre as concentragdes plasmaticas de T4 livre (nm/ml) e o limiar nociceptivo. Ha
uma forte correlacdo negativa entre concentracdes de T4 e o limiar nociceptivo (r = - 0,741 em R>= 0,885)
(Correlagdo de Spearman).
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6.4 Imunofluorescéncia para c-Fos de ganglio trigeminal de ratos submetidos a inducio

de hipotireoidismo e inducio de neuralgia trigeminal

A imunofluorescéncia para c-Fos em ganglio trigeminal de ratos, para todos os
grupos experimentais, foi analisada, a partir de fotomicrografias, pela estimativa da area
marcada com c-Fos em relacdo a area total celular marcada com NeuN (Figura 23). Para esta
analise, foi observado que os grupos NT (6,55 + 0,942%), H (1,60 + 0,13%), H+NT (1,82 +
0,10%) e H+NT-S (1,76 + 0,10%)apresentavam aumento significativo da expressdo de c-Fos
quando comparados aos grupos C (0,85 +0,13%), NT-S (0,47 £ 0,61%) (p<0,0001; Grafico 11;
ver Apéndice M). Além disto, especificamente o grupo NT apresentou um significativo
aumento de expressao de c-Fos quando comparado aos grupos H, H+NT e H+NT-S (p<0,0001,
Grafico 11; ver Apéndice M).

Grafico 11 - Expressdo de c-Fos em ganglio trigeminal
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Grafico representa a quantificacdo da expressao de c-Fos pela area marcada em ganglio trigeminal. *, a expressao
de c-Fos apresenta-se aumentada nos grupos neuropaticos (NT, H, H+NT e H+NT-S) em relagdo aos demais
grupos, p<0,0001 e #, apresenta diferenga significantes com o grupo NT, p<0,0001 (ANOVA one way, pos-hoc
Games-Howell).




Figura 23 - Fotomicrografia de imunoexpressao de c-Fos em ganglio trigeminal
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Fotomicrografias de ganglio trigeminal mostrando em verde: NeuN (corpo celular), em Vermelho: c-Fos e em
Laranja: fus@o dos canais, para todos os grupos (Magnitude 200x).
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6.5 Imunofluorescéncia para c-Fos de subnucleo caudal do trato espinhal do nervo
trigémeo de ratos submetidos a inducdo de hipotireoidismo e inducio de neuralgia

trigeminal

A imunofluorescéncia para c-Fos em subntcleo caudal do trato espinhal do
trigémeo de ratos, para todos os grupos experimentais, foi analisada, a partir de
fotomicrografias, pela estimativa da area marcada com c-Fos em relagdo a area total celular
marcada com NeuN (Figura 24). Para esta andlise, foi observado que os grupos NT (4,18 +
0,45%), H (2,37 £ 0,19%), H-NT (8,65 + 0,59%) e H+NT-S (2,85 £+ 0,35%) (p<0,0001; Grafico
12; ver Apéndice N) apresentavam aumento significativo da expressdo de c-Fos quando
comparados aos grupos C (0,50 + 0,10%) e NT-S (0,79 + 0,57%). Além disto, especificamente
o grupo H+NT apresentou um significativo aumento de expressao de c-Fos quando comparado

aos grupos NT, H e H+NT-S (p<0,0001, Grafico 12; ver Apéndice N).

Grifico 12 - Expressao de c-Fos em subnucleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo
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Grafico representa a quantificagdo da expressao de c-Fos pela area marcada em subnucleo caudal do trato espinhal
do nervo trigémeo. *, a expressdo de c-Fos apresenta-se aumentada nos grupos NT, H, H+NT e H+NT-S em
relacdo aos demais grupos (C e NT-S), p<0,0001 ¢ #, o grupo H+NT apresenta diferenga significantes com os
grupos NT, H e H+NT-S, p<0,0001 (ANOVA one way, pos-hoc Games-Howell).



Figura 24 - Fotomicrografia de imunoexpressao de c-Fos em subnucleo caudal do trato
espinhal do nervo trigémeo
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Fotomicrografias subnucleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo mostrando em verde: NeuN (corpo
celular), em Vermelho: c-FOS e em Laranja: fusdo dos canais, para todos os grupos (Magnitude 200x).
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6.6 Imunofluorescéncia para ATF3 de gianglio trigeminal de ratos submetidos a inducio

de hipotireoidismo e inducio de neuralgia trigeminal

A imunofluorescéncia para ATF3 em ganglio trigeminal de ratos, para todos os
grupos experimentais, foi analisada, a partir de fotomicrografias, pela estimativa da area
marcada com ATF3 em relagdo a area total celular marcada com NeuN (Figura 25). Para esta
analise, foi observado que os grupos NT (8,34 £ 1,92%) e H-NT (9,32 + 3,95%) apresentavam
aumento significativo da expressao de ATF3 quando comparados aos grupos C (0,42 + 0,14%),
NT-S (0,37 + 0,20%), H (0,39 + 0,15%) e H+NT-S (0,25 + 0,08%), ndo diferenga significativa
entre os grupos NT e H+NT (p<0,05; Gréfico 13; ver Apéndice O).

Grafico 13 - Expressdao de ATF3 em ganglio trigeminal
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Grafico representa a quantificagdo da expressdo do fator de ativacao de transcri¢ao (ATF3) pela area marcada em
ganglio trigeminal. *, a expressdo de ATF3 apresenta-se aumentada nos grupos neuropaticos (NT e H+NT) em
relacdo aos demais grupos, p<0,05 (ANOVA one way, pos-hoc Games-Howell).
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Figura 25 - Fotomicrografias de imunoexpressdao de ATF3 em ganglio trigeminal
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Fotomicrografias de ganglio trigeminal mostrando em verde: NeuN (corpo celular), Vermelho: Fator de ativagao
de transcri¢do — ATF3 e em Laranja: fusdo dos canais, para todos os grupos (Magnitude 200x).
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6.7 Imunofluorescéncia para ATF3 de subniicleo caudal do trato espinhal do nervo
trigémeo de ratos submetidos a inducdo de hipotireoidismo e inducio de neuralgia

trigeminal

A imunofluorescéncia para ATF3 em subnucleo caudal do trato espinhal do
trigémeo de ratos, para todos os grupos experimentais, foi analisada, a partir de
fotomicrografias, pela estimativa da area marcada com ATF3 em relacdo a area total celular
marcada com NeuN (Figura 26). Para esta analise, foi observado que nao houve expressao
significativa de ATF3 no subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo, haja visto ndo haver
diferenga entre o controle e os demais grupos experimentais (C: 1,50 + 0,25 %, NT: 1,54 £ 0,20
%, NT-S: 1,44 + 0,18 %, H: 1,52 £ 0,06 %, H+NT: 1,66 + 0,10 %, H+NT-S: 1,46 = 0,11 %)
(p>0,05; Grafico 14; ver Apéndice P).

Grafico 14 - Expressdo de ATF3 em subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo
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Grafico representa a quantificagdo da expressdo do fator de ativacao de transcri¢ao (ATF3) pela area marcada em
subnucleo caudal do trato espinhal do trigémeo. A expressdo de ATF3 ndo apresentou diferenca significativa entre
os grupos experimentais, p>0,05 (ANOVA one way, pos-hoc Games-Howell).
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Figura 26 - Fotomicrografia de imunoexpressdo de ATF3 em subnucleo caudal do trato
espinhal do nervo trigémeo
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Fotomicrografias de subnucleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo, em verde: NeuN (corpo celular), em
Vermelho: ATF3 e em Laranja: fusdo dos canais, para todos os grupos (Magnitude 200x).
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6.8 Imunofluorescéncia para PBM de nervo infraorbital de ratos submetidos a inducio

de hipotireoidismo e inducio de neuralgia trigeminal

A imunofluorescéncia para PBM de nervo infraorbital de ratos, para todos os grupos
experimentais, foi analisada, a partir de fotomicrografias, pela estimativa da densidade da
marcagdo em pixels com PBM em relagdo a area total celular também marcada com PBM
(Figura 27). Para esta andlise, foi observado que os grupos NT (56,16 + 4,44%), H (32,68 +
4,47%), H-NT (60,80 + 0,93%) e H+NT-S (34,23 + 2,87%) (p<0,0001; Grafico 15; ver
Apéndice Q) apresentavam aumento significativo da expressdo de PBM quando comparados
aos grupos C (9,90 £+ 1,30%) e NT-S (10,91 £+ 1,60%). Além disto, especificamente os grupos
NT e H+NT apresentaram um significativo aumento de expressao de PBM quando comparado

aos grupos H e H+NT-S (p<0,0001, Grafico 15; ver Apéndice Q).

Grifico 15 - Expressao de PBM em nervo infraorbital

80-
g. * #
3 60- T - C
)
X C NT
: * @B NT-S
@ 40+ T & H
2 B H+NT
o
_'g 20- 3 H+NT-S
[
[}]
a

JIL

Grafico representa a quantificagdo da expressdo de PBM pela densidade da marcagdo em nervo infraorbital. *, a
expressdo de PBM apresenta-se aumentada nos grupos NT, H, H+NT e H+NT-S em relag¢do aos demais grupos (C
e NT-S), p<0,0001 e #, os grupos NT e H+NT apresentam diferenca significantes em relacdo aos grupos H e
H+NT-S, p<0,0001 (ANOVA one way, pos-hoc Games-Howell).
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6.9 Imunofluorescéncia para DAPI de nervo infraorbital de ratos submetidos a inducio

de hipotireoidismo e inducio de neuralgia trigeminal

A imunofluorescéncia para DAPI em nervo infraorbital de ratos, para todos os
grupos experimentais, foi analisada, a partir de fotomicrografias, pela estimativa da area
marcada com DAPI em relagdo a area total do nervo demarcada manualmente (Figura 7). Para
esta andlise, foi observado que os grupos NT (10,45 + 2,28%) e H-NT (8,88 = 2,61%)
apresentavam aumento significativo da expressao de DAPI quando comparados aos grupos C
(2,47 £ 0,68%), NT-S (1,93 + 0,76%), H (1,47 + 0,18%) ¢ HtNT-S (2,10 + 0,08%) (p<0,05;
Grafico 16; ver Apéndice R).

Grafico 16 - Marcagao de DAPI em nervo infraorbital
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Grafico representa a quantificacdo da marcagdo de DAPI pela area total do nervo infraorbital. *, a expressdo de
DAPI apresenta-se aumentada nos grupos neuropaticos (NT e H+NT) em relagdo aos demais grupos, p<0,05
(ANOVA one way, pos-hoc Games-Howell).



Figura 27 - Fotomicrografia de imunoexpressdao de PBM e DAPI em nervo infraorbital
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Fotomicrografias de fibras nervosas de nervo infraorbital mostrando em Vermelho: PBM e em Azul: DAPI
(nucleos celulares), para todos os grupos (Magnitude 200x).
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6.10 Analise Morfologica da Expressdo de PBM no Nervo Infraorbital

Além dos achados de expressio de PBM e marcacdo de DAPI nos nervos
infraorbitais, foram observadas alteragdes morfoldgicas na composi¢ao histoldgica dos nervos
dos grupos NT e H+NT (Figura 28). No grupo NT, podemos observar diminui¢do do nimero
de fibras nervosas, aumento do espacamento entre fibras e algumas fibras com sinais de
deformacao e delaminagdo. No grupo H+NT, a combinacdo da neuropatia induzida com o
hipotireoidismo mostra um conjunto de alteragcdes morfologica bem mais acentuado, no qual
podemos visualizar diminui¢cdo do numero de fibras nervosas, aumento do espagamento entre
fibras nervosas, ¢ uma quantidade expressiva de fibras com deformacdes, delaminacdo e

retracao axonal.
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Figura 28 - Fotomicrografia de imunoexpressao de PBM em nervo infraorbital dos grupos

experimentais C, NT, H e H-NT
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Fotomicrografias de fibras nervosas de nervo infraorbital mostrando em Vermelho expressdo de PBM para todos
os grupos C, NT, H e H+N, setas azuis mostrado o espagamento entre as fibras e as setas amarelas mostrando
alteragdes morfologicas das fibras (deformacgao, delaminagdo e retragdo axonal) (Magnitude 630x).
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6.11 Imunofluorescéncia para PGP 9.5 de pele da almofada vibrissal de ratos submetidos

a inducio de hipotireoidismo e indug¢io de neuralgia trigeminal

A imunofluorescéncia para PGP 9.5 da pele da almofada vibrissal de ratos, em todos
0s grupos experimentais, para verificar possiveis alteragdes em terminacdes nervosas, foi
analisada de forma descritiva, a partir de fotomicrografias 3D. Devido as caracteristicas e
disposi¢do das terminagdes nervosas, que passam entre as células que compdem as camadas da
pele, atravessado diversos planos, foi necessario executar uma varredura do microscopio
confocal dos cortes de tecido em diversos focos (planos) para formar uma imagem em trés
dimensdes (3D) que possibilitasse a visualizagdo da maior quantidade de secgdes das fibras
nervosas. As imagens 3D foram usadas para formar imagens em duas dimensdes (2D) pela
sobreposicdo de imagens (Figura 29).

Foi observado pelas imagens obtidas, uma quantidade significante de fibras
nervosas no grupo controle (setas amarelas), enquanto nos grupos NT e H, o ntimero de fibras
nervosas aparentava estar bastante reduzido em relacao ao grupo C. Adicionalmente, no grupo

H+NT as fibras nervosas foram encontradas em quantidade bastante reduzidas (Figura 29).
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Figura 29 - Fotomicrografia de imunoexpressao de PGP 9.5 em pele da almofada vibrissal de
ratos dos grupos experimentais
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Fotomicrografias de pele da almofada vibrissal mostrando em Vermelho: PGP 9.5 e em Azul: DAPI (nucleos
celulares), para todos os grupos. Setas amarelas: termina¢des nervosas (Magnitude 100x).
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7 DISCUSSAO

Foram analisados neste estudo os efeitos do hipotireoidismo sobre a nocicepgao,
associado a alteragdes morfofuncionais na via nociceptiva trigeminal (nervo, ganglio e
subnucleo caudal do trato espinhal), com e sem a presenca de uma desordem neuropatica
induzida, a neuralgia trigeminal.

ApoOs o protocolo experimental realizado nesta pesquisa, em primeiro lugar,
confirmamos a indu¢do do hipotireoidismo por ingestdo de propiltiuracil (PTU) a 0,05% em
agua de beber por 21 dias, proposto por Blake e Henning (1985), através da dosagem de T4,
acompanhamento da evolucdo ponderal, andlise andtomo-patologica da glandula tireoide e
achados clinicos.

O protocolo proposto por Blake e Henning (1985) corresponde ao método mais
eficiente para a indug@o de hipotireoidismo em modelos murinos (BLAKE; HENNING,1985;
SARKAR, 2016), haja visto as doses usadas de PTU levam a uma diminuicdo severa nas
concentragdes plasmaticas dos hormonios tireoidianos (HTs), como demonstra nosso estudo e
a literatura (RIAL, 1987; YU, 2014; SARKAR, 2016).

Apesar de Shiraki et a/ (2015) propor o uso de PTU a 0,5% administrado por 28
dias por gavagem, a metodologia tem recebido criticas pelos conselhos de ética animal, pelo
periodo prolongado de estresse animal com gavagens (SARKAR, 2016). No nosso estudo,
consideramos que o protocolo de Shiraki et a/ (2015) ¢ mais longo e dificulta a realizagao de
outros protocolos posteriores, por questdes temporais, ¢ pelo aumento da debilidade dos
animais, aumentando riscos de perdas.

Os animais tratados com PTU do nosso estudo, também manifestaram sinais
comportamentais, clinicos e andtomo-patologicos caracteristicos da doenga, tanto em ratos,
como em humanos em fase de crescimento, tais como: retardo no crescimento, diminui¢ao no
ganho ponderal, anorexia, apatia e letargia, além de hipertrofia da glandula tireoide, com
aumento de suas dimensdes e peso, € a presenga de hiperplasia folicular acompanhada de
alteragdes morfoldgicas e estruturais severas (SARKAR, 2016; LOPES; VALE; OGAWA,
2016).

Nosso trabalho foi o primeiro a confirmar o modelo, demonstrando sua eficacia em
reproduzir os efeitos do hipotireoidismo a niveis sorologicos, anatomopatoldgicos e clinicos,
que, apesar do modelo ja ser bem estabelecido e aceito, até entdo, s6 havia sido confirmado pela
dosagem de HTs, e em alguns poucos estudos, também pela evolu¢ao ponderal (YU, 2014;

GHENIM], et al, 2010; SARKAR, 2016).
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Nossos achados macroscopicos, onde as tireoides dos animais hipotireoideos
apesentavam aumento em suas dimensdes e pesos, corroboram com os achados encontrados em
algumas formas da doenga em humanos, onde o hipotireoidismo primario estd associado a
hipertrofia da glandula tireoide (SCHEITHAUER et al., 1985).

Verificamos também, em achados histopatoldgicos, a presenca de hiperplasia das
células foliculares e uma redu¢do do coloide de tiroglobulina, com perda da morfologia
estrutural folicular, que acompanham as alteragdes encontradas na literatura, em modelos
animais de hipotireoidismo, onde essa glandula também se encontra aumentada, com sinais de
hiperplasia folicular (LOPES; VALE; OGAWA, 2016).

Nossos achados, mostram uma forte correlacdo negativa entre as concentragdes
plasmaticas do T4 livre e as dimensdes e peso da glandula tireoide, corroborando com
alteragcdes encontradas macro € microscopicamente.

A hipertrofia da glandula tireoide e hiperplasia folicular funcionam como uma
resposta glandular e tecidual aos possiveis maiores concentragdes de TSH, que apesar de ndo
terem sido dosados em nosso estudo, ¢ sabido que, as concentragdes plasmaticas de TSH se
elevam, estimulados pelo feedback negativo a baixas as concentragdes plasmaticas de T4
encontrado, em uma tentativa de suprir as fungdes reduzidas da glandula (QUATTRINI et
al.,1993; SIDENIUS et al., 1997, UKIBE, et al, 2017).

Ainda em relag@o aos efeitos do hipotireoidismo induzido nos animais, a auséncia
de ganho ponderal, ou até mesmo a perda ponderal, torna evidente o estado de catabolismo
proteico, com consequente perda de massa muscular, devido a diminui¢ao das concentragdes
plasmaticas dos HTs, que estdo intrinsecamente envolvidos com as fun¢des metabolicas, seja
na agdo dos fatores de crescimento, de vitaminas ou na absor¢do no trato gastrointestinal de
carboidratos (FERREIRA et.al., 2007), corroborando, assim, com nossos achados.

Podemos ainda relacionar a perda de peso significativa observada nos animais
hipotireoideos de nosso estudo, as alteracdes de apetite como também mostrado por Yu (2014),
onde os animais hipotireoideos induzidos com PTU mostravam, além de alteracdes
comportamentais em suas atividades, uma baixa procura por alimentos (TOHEI et al., 1997,
HASEBE et al., 2008). Lopes, Vale e Ogawa (2016), afirmam que esta condi¢ao deve estar
associada a uma correlacdo negativa entre as concentracdes plasmaticas de hormodnios
tireoidianos e da leptina secretada por células adiposas, hormonio indutor da sensagdo de
saciedade, resultando na supressao da regulacao na saciedade alimentar a nivel hipotalamico

(TOHEI et al., 1997; HASEBE et al., 2008; EBLING, 2014).
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Portanto, apontamos o protocolo de Blake e Henning de 1985, como ainda sendo o
mais eficaz para uso como modelo experimental de hipotireoidismo, visto que nosso estudo
demonstrou que o modelo reproduz, tanto alteragdes nas concentragdes plasmaticas de T4,
como alteracdes clinicas, comportamentais, anatomicas ¢ histopatologicas semelhantes as
encontradas em humanos na mesma faixa etaria correspondente (SCHEITHAUER et al., 1985;
LOPES; VALE; OGAWA, 2016).

Em relagdo aos resultados comportamentais de avaliagdo do limiar nociceptivo,
observamos que, no decorrer de todo periodo experimental, os animais apresentaram,
primeiramente, uma elevacdo no limiar nos grupos com hipotireoidismo induzido apds o
periodo de indugdo de 21dias, mostrando um efeito antinociceptivo do hipotireoidismo, como
demonstrado por Lopes, Vale e Ogawa (2016). Estes autores avaliaram a nocicepgao a partir de
testes térmicos de alodinia, os quais sdo compativeis com os achados em estudos anteriores que
mostram que o hipotireoidismo pode levar, além de neuropatias periféricas, a alteracdes na
resposta nociceptiva. Tal fato se confirma quando se observamos o estudo clinico de
ORSTAVIK et al. (2006) que mostrou que o hipotireoidismo influenciava na redugao da
sensibilidade térmica de pacientes com dor espontanea associada.

Em um segundo momento, apds a indugdo de uma neuropatia periférica nociceptiva
(neuralgia trigeminal), o limiar nociceptivo que, normalmente deveria estar reduzido na
presenca da dor neuropatica, como demonstrado no grupo NT, apresentou padrdes normais na
resposta ao estimulo mecanico nos animais com hipotireoidismo e neuropatia associada
(H+NT), levando, assim, os sinais nociceptivos da neuropatia trigeminal a niveis subclinicos.

Até entdo, as pesquisas realizadas apenas relacionavam a diminuicdo das
concentragdes plasmaticas de HTs a alteragdes na resposta nociceptiva (CHEN et al, 2016),
entretanto, nossos resultados sdo os primeiros a demostrar como se comporta a resposta
nociceptiva em quadros neuropaticos na presenca do hipotireoidismo. Os resultados nos levam,
em um primeiro momento, sem considerar os resultados obtidos na avaliacdo morfofuncional
da injaria, a entender que o hipotireoidismo poderia de alguma forma, diminuir ou reverter os
efeitos nociceptivos da neuropatia, em uma possivel diminui¢cdo do dano causado pela indugao
da neuralgia.

Por outro lado, também constatamos que as concentragdes dos HTs estdo
relacionados com a resposta nociceptiva, através de uma correlacdo negativa entre as
concentracoes plasmaticas de T4 e o limiar nociceptivo, independentemente de haver patologia
neuronal ou ndo. Tal fato pode estar relacionado a redugdo da condutibilidade elétrica das vias

periféricas na presenga de baixas concentragdes de HTs, como demonstrou Sousa (2006), em
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testes eletrofisioldgicos em ratos hipotireoideos, que comprovou a redugdo da velocidade de
condugdo nervosa e diminui¢do da excitabilidade neural em nervo isquiatico em fibras nervosas
de grande, médio e pequenos calibres.

Com relagdo a alteragdes na respostas nociceptiva, apenas aparecerem apos a
segunda semana de indugdo, bem como altera¢do na curva ponderal, podemos atribuir, o inicio
do aparecimento de tais alteracdes a deple¢do das reservas corporeas de HTs, na propria
glandula tireoide, figado, sangue demais tecidos (KRONENBERG, et al, 2010)

Trabalhos encontrados na literatura, mostram que, a relagdo entre as concentragdes
dos HTs e as alteragdes na resposta nociceptiva variam de acordo com a fase do
desenvolvimento a qual a diminui¢do ou aumento destas concentra¢des ocorreu (BRUNO et al.
2005a; BRUNO et al, 2005b; ALVES, 2013; YI, 2014). Por exemplo, no trabalho de Bruno e?
al (2005a), que induziu hipotireoidismo em ratas durante a gestagao e em ratos com 60 e 420
dias de idade, a prole das ratas hipotireoideas apresentava, em testes térmicos, hipoalgesia e os
ratos hipotireoideos aos 60 e 420 dias apresentavam hiperalgesia e hipoalgesia respectivamente.
Ja em um segundo artigo de Bruno et al (2005b), onde foi induzido hipertireoidismo em ratos
aos 5, 60 e 420 dias de idade, observaram que os animais hipertireoideos apresentavam, em
teste térmico, hipoalgesia aos 5 e hiperalgesia aos 60 e 420 dias.

Adicionalmente, o mesmo foi verificado por Alves (2013) em prole de ratas com
hipotireoidismo gestacional, onde os neonatos apresentavam hiperalgesia térmica, mostrando a
importancia dos HTs maternos no desenvolvimento das vias nociceptiva embrionarias. Alves
(2013) também demonstrou que o hipotireoidismo materno, além de afetar o desenvolvimento
das vias nociceptivas, prejudicava o desenvolvimento das vias motoras.

Yi et al (2014) também demonstraram o aumento da sensibilidade térmica em
camundongos hipotireoideos de 2 semanas, entretanto, 0 mesmo nao aconteceu com o limiar
mecanico, Yi et al (2014) também verificaram que a reposi¢ao hormonal reverteu o efeito
hiperalgésico. J& Rohani (2009), verificou hiposensibilidade a estimulagdo nociceptiva com
formalina em ratos jovens. Em contrapartida, Lopes et al. (2016) e Sousa (2017) demonstraram
que o limiar nociceptivo mecanico pode estar aumentado em animais hipotireoideos,
corroborando com os resultados encontrados em nossa pesquisa que também demonstrou esse
efeito hipoalgésico no limiar nociceptivo mecanico em ratos hipotireoideos com e sem lesao
neuropatica periférica associada.

Apesar, de alguns trabalhos mostrarem diferentes comportamentos da resposta a
dor em animais hipotireoideos (BRUNO et al. 2005a; BRUNO et al, 2005b; ROHANI, 2009;
ALVES, 2013; Y1, 2014; LOPES et al, 2016, SOUSA, 2017), esta claro que os efeitos dos HTs
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na modulacdo da dor, estdo relacionados diretamente ao papel destes HTs no desenvolvimento
das vias nociceptivas em seus diferentes estdgios, podendo levar tanto a hiperalgesia como uma
analgesia transitoria, dependendo da fase de desenvolvimento em que o individuo ou animal foi
acometido pelo hipotireoidismo ou pela falta dos HTs maternos (ROHANI ez al, 2009; ALVES,
2013).

Sabe-se que o papel do HTs no desenvolvimento de estruturas fundamentais do
sistema nervoso dos vertebrados pode estar relacionado a regulagdo da transcri¢ao de genes
criticos do desenvolvimento neuronal através da ativagao de receptores nucleares pelos HTs
dos TRal, TRB1 e TRP2 (EVANS, 1988; LARSEN, 1981; YEN, 2001). Assim, a sensibilidade
a dor esta relacionada ao estado da tiroide e as concentragdes dos HTs através da regulacdo do
desenvolvimento e das fungdes neuronais nas vias nociceptivas (OPPENHEIMER, 1997,
KEMPERS, 2006; GUASTI 2007).

Para avaliar a ativagdo das vias nociceptivas trigeminais, periférica e centralmente,
em condi¢des de neuralgia, na presenca do hipotireoidismo e em condi¢des eutireoideas, foram
realizadas a imunomarcacao por fluorescéncia do gene imediato c-Fos, que se expressa em
varias estruturas do SNP, como o ganglios, ¢ do SNC (NESTLER, 2012), envolvidas no
processo nociceptivo, incluindo medula espinhal, substancia periaquedutal mesencefalica, os
nucleos parabraquiais e tdlamo apos estimulagdo dolorosa (AHMAND, 2002; TEIXEIRA,
2009).

Nas lesoes do SNP acontecem eventos que levam ao processo de regeneragao,
causando modificagdes estruturais e funcionais que levam a alteragcdes de condugao nervosa,
induzindo a sensibilizagdo central e periférica (SCHWARTZMAN et al. 2001; NICHOLSON,
2004). Tais sensibilizagdes, ativam genes imediatos como o c-Fos, que ¢ um marcador util para
rastrear os efeitos de estimulos farmacologicos, elétricos e fisiologicos no sistema nervoso, €
tem sido utilizado para marcar evidéncias de dor e neuroplasticidade (AZEVEDO et al., 2013).

Baseado neste contexto, nossos resultados mostraram um aumento bastante
significativo da expressdo de c-Fos no ganglio trigeminal no grupo com neuralgia trigeminal
(NT), mostrando a ativagdo das vias nociceptivas € conducao de estimulos dolorosos. Esse
achado, se confirma com os resultados obtidos nos testes de avaliagdo do limiar nociceptivo,
que se mostravam reduzidos, evidenciando uma maior resposta nociceptiva da via trigeminal.
Ainda encontramos, que, embora ainda que significantemente expressado em relagdo ao grupo
controle (C), o grupo com neuralgia trigeminal e hipotireoidismo (H+NT), apresentou uma
redugdo significativa na expressdo de c-Fos comparado ao grupo NT, mostrando uma

diminuic¢do da ativagdo das vias nociceptivas em animais neuropaticos com hipotireoidismo,
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resultado que também se confirmam comportamentalmente com a elevagdo do limiar
nociceptivo do mesmo grupo, a niveis proximos do grupo controle, podendo ser considerados
como sinais de dor subclinica.

Tal resultado deixa claro a interferéncia do hipotireoidismo na resposta nociceptiva,
ndo somente comportamentalmente elevando o limiar nociceptivo em animais com e sem
neuropatia, mas também através da confirmac¢do do decréscimo da ativacdo da via nociceptiva
trigeminal perifericamente.

No subntcleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo, a expressdao de c-Fos
mostrou-se diferenciada da ocorrida perifericamente no ganglio trigeminal, onde, assim como
no ganglio houve uma grande expressao de c-Fos, mostrando a ativacao central das vias
nociceptivas no processo neuropatico. Entretanto, na presenca de baixas concentracdes dos
HTs, ao contrario do ocorrido perifericamente, ndo levou a diminuig¢ao da expressao de c-Fos,
e sim um super-expressao. Também foi verificado uma maior expressao de c-Fos no subntcleo
caudal do trato espinhal em animais hipotireoideos mesmo sem indugao de estado neuropatico.

O estudo de Schmidt, Cramer e Offringa (1993) evidencia que a expressao de c-
Fos pode ser regulada pelos hormonios tireoidianos, através do receptor nuclear tireoidiano que
reprime a ativagdo do fator de transcri¢do funcional ou proteina-ativadora-1 (AP-1), portanto
suprimindo a expressao de c-Fos. Vé-se que os HTs atuam como silenciadores transcripcionais
de proteinas que se acoplam ao local de ligagdo da AP-1. Assim, na auséncia dos HTs
circulantes, ha uma maior expressao de c-Fos a nivel de SNC (YUAN &YANG. 2005),
justificando os resultados encontrados em nosso estudo.

Além disso, IEGs como o c-Fos podem induzir ou inibir a transcricdo de genes
tardios, que levam mudancas de longo prazo, como, por exemplo, alteragdes neuroplasticas que
levam maior expressdao de receptores e neurotransmissores da via nociceptiva, bem como
inibicdo da via inibitéria descendente (SUPRONSINCHAI; STORER, 2015; MILDE-
LANGOSCH, 2005; NESTLER, 2012), que pode também influenciar na diferente expressao
de c-Fos em vias periféricas e centrais no decorrer da evolugdo do processo de instalacao e
manuten¢do da neuropatia.

Tais resultados e achados na literatura, nos levam a crer que os mecanismos, que
levam a menor resposta nociceptiva em animais hipotireoideos, estejam mais fortemente
relacionados a alteragdes periféricas, que possam levar a uma diminui¢do na condug¢do dos
estimulos nociceptivo, como relata Sousa (2006) em estudo eletrofisiologico de animais

hipotireoideos, visto que, a nivel periférico no ganglio trigeminal houve redugdo da resposta
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nociceptiva e a nivel central no subnticleo caudal, o hipotireoidismo nao suprimiu ativagdo da
via nociceptiva.

Também podemos hipotetizar que ativagdo central da via nociceptiva trigeminal
deve ter ocorrido no inicio da lesao, e como os efeitos desta ativacao levam a modificagdes a
longo prazo (SUPRONSINCHAI; STORER, 2015; MILDE-LANGOSCH, 2005; NESTLER,
2012), e a falta de HTs ¢ importante na supressao de c-Fos (YUAN &YANG. 2005), isso levou
a uma maior expressao de c-Fos no subnucleo caudal ao final do periodo experimental, fato que
provavelmente ndo ocorreu perifericamente por se tratar justamente das proprias células
injuriadas.

Podemos ainda hipotetizar que, os diferentes resultados encontrados por Bruno et
al (2005a e 2005b), Alves et al (2013), Yi et al (2014), Lopes, Vale e Ogawa (2016) e Sousa
(2017), em fases diferentes de desenvolvimento, possam estar relacionados a diferencas de
maturagdo e desenvolvimento de componentes das vias nociceptivas periféricas e centrais,
podendo, assim, manifestar tanto quadros hiperalgésicos como analgésicos, tornando
necessario maiores investigagdes em fases diferentes de desenvolvimento das vias periféricas e
centrais, bem como em sob niveis diferentes de hipotireoidismo.

As analises de imunofluorescéncia de ATF3, para verificagdo de injiria neuronal,
mostraram uma elevagdo na expressdo de ATF3 nos ganglios trigeminais nos grupos cuja a
neuralgia trigeminal foi induzida por constricdo do nervo infraorbital (NT e H+NT),
independentes da presenca ou ndo do hipotireoidismo, onde os grupos hipotireoideos nao
apresentaram alteragdes na expressao de ATF3. Estes resultados demonstraram, a principio,
que a ligadura do nervo infraorbital levou a um dano no nervo, seguido de uma resposta celular,
com expressdo de tais fatores de ativacdo génica, haja vista o ATF3 ser considerado um
importante marcador tanto de lesdo neuronal como da capacidade regenerativa neuronal
periférica (LINDA et al, 2011, HUNT, et al, 2012) e nao ser um marcador expressado
significativamente em niveis basais nas células ndo expostas a agressdes (BOESPFLUG et al,
2017) como também mostram nossos resultados nos ganglios trigeminais.

Neste caso, os HTs, apesar de sua importancia para o metabolismo celular e reparo
neuronal periférico, em niveis baixos, ndo impediram a cé€lula de iniciar uma resposta ou uma
reacdo primaria a agressdo, a niveis periféricos, o que ndo quer dizer que os HTs ndo possam
interferir no reparo neuronal, atuando em outra via como, por exemplo, na remielinizagao
axonal ou na regeneracdo axonal. Assim, tal resultado deixa claro que a influéncia das baixas

concentracdes plasmaticas de HTs sobre a resposta nociceptiva, ndo estd relacionada a
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diminuicdo da injuria causada pela constricdo do nervo infraorbital associada ao
hipotireoidismo.

Apesar do ATF3 expressar-se em niveis elevados no ganglio trigeminal em animais
neuropaticos, 0 mesmo nao aconteceu na avaliagao de sua expressdao no subnucleo caudal do
trato espinhal do nervo trigémeo, onde seus niveis mostraram-se basais, semelhantemente aos
dos grupos controle, e grupos ndo submetidos a protocolo de inducdo de neuropatia por
constricao. Tal resultado confirma os achados da literatura que mostraram que o ATF3, apesar
de se expressar a nivel central no corno dorsal da medula espinhal apds injuria periférica
(SEUUFFERS et al, 2006; TSUJINO et al,2000), ndo se expressa no subnucleo caudal do trato
espinhal do trigémeo nas mesmas condicdes de injuria periférica (LATREMOLIERE, et al,
2008).

Sabemos que a simples estimulacao nociceptiva executada durante o protocolo de
afericao do limiar nociceptivo ndo ¢ suficiente para elevar ATF3 dos niveis basais (TSUJINO
et al, 2000). O que nos mostra que o ATF3 ¢ um bom marcador de dano neuronal periférico
expressando-se tanto em ganglio perifericamente como em corno dorsal da medula espinhal,
com excecao da via trigeminal que ndo se expressa a niveis centrais no subnucleo caudal do
trato espinhal do trigémeo apos dano periférico (LATREMOLIERE, et al, 2008; COSTA-
SOBRINHO et al, 2017).

Assim, tais resultados e consideragdes da literatura a respeito da expressdo de ATF3
nos mostram que, apesar do hipotireoidismo exercer um efeito na resposta nociceptiva, através
da elevacao do limiar nociceptivo, mesmo em condigdes neuropaticas nociceptivas, os baixas
concentragdes plasmaticas dos HTs ndo exercem influéncia sobre a reacdo neuronal periférica
das vias trigeminais a agressdes externas. Ou seja, o hipotireoidismo pode causar um efeito
antinociceptivo (analgésico) durante processos neuropaticos sem diminui¢ao do dano neuronal
ou da resposta ao dano nas vias trigeminais.

Tal constatacdo, corrobora com nossa hipotese de que a diminuigdo da ativagdo via
nociceptiva trigeminal periférica no hipotireoidismo esta ligada a injuria axonal e possivel dano
no mecanismo de reparo, que por sua vez pode levar a diminui¢ao da capacidade de condugao
do nervo dos impulsos nociceptivos, corroborando também com os achados de Sousa (2006).

Para verificar a integridade e regeneracao axonal no NIO, foi analisada a expressao
da proteina constitutiva PBM da bainha de mielina e de DAPI para evidenciagdo dos nucleos
de células de Schwann e possiveis infiltrados de macrofagos por imunofluorescéncia. Nesta
analise, foi verificado um aumento da expressio de PBM nos grupos neuropaticos e

hipotireoideos, onde nos grupos neuropdticos a expressdo mostrou-se evidentemente mais
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acentuada, além disso nos grupos neuropaticos houve um aumento expressivo da marcacdo de
DAPI.

O aumento de PMB, apds 21 dias da injiria neuronal, observado em nossos
resultados, corroboram com dados achados na literatura, que mostram que as cé€lulas de
Schwann diminuem e, em seguida, interrompem totalmente a sua sintese de mielina logo nos 2
primeiros dias apds injiria (VARGAS; BARRES 2007), entrando em novo ciclo celular, onde
proliferam e realizam a remoc¢do da mielina (PELLEGRINO et al., 1986; LIU et al., 1999;
MURINSON et al., 2005; VARGAS; BARRES 2007), sofrendo uma remodelagem e
retomando a produ¢do de mielina no local da lesdo, aumentando consideravelmente a
quantidade de PBM (HARRISINGH et al., 2004, CAMARA et al, 2015), estimulada pela
sinalizagdo axonal (GUPTA et al, 1993; CAMARA et al, 2015). Tal aumento de expressdo de
PBM, evidencia a tentativa neuronal de reparo axonal.

O aumento de PBM no nervo infraorbital dos animais hipotireoideos nao
neuropaticos, evidenciam a correlagdo negativa encontrada entre baixas concentragdes
plasmaticas dos HTs e o aumento do limiar nociceptivo, que, provavelmente se deve a uma
resposta compensatdria a reducao da condutibilidade aumentando a producao de mielina.

Além disso, Camara et a/ (2015) demonstraram haver um influxo de macrofagos
periférico para dentro do endoneuro apds o 6° dia da injuria, que atuam na remog¢ao da mielina
liberando sinalizadores que levam a proliferacao das células de Schawnn, corroborando com a
intensa marcacao de DAPI em nosso que resultados, que podem ser interpretados como um
possivel infiltrado de macréfagos no nervo infraorbital lesionado por constrigao.

A avaliagdo e quantificagdo da PBM sdo importantes ferramentas na avaliagao de
injuria axonal, bem como da capacidade de reparo, e ainda possibilita avaliar
comparativamente, juntamente com outros parametros (principalmente comportamentais) e a
influéncia da injuria na funcionalidade neuronal (GUPTA et al., 1993; CAMARA, 2015).

A expressdo da PBM pode ser um parametro do grau da velocidade da degeneracao
ou da regeneracao do nervo, dependendo do tempo pds-injuria em que ¢ avaliada (GUPTA et
al., 1993; CAMARA, 2015), visto que, apds injaria neural, verificamos uma diminui¢cdo da
expressao de PBM, devido a reabsor¢do da mielina, seguida de uma retomada de sua sintese
mais tardiamente (GARBAY et al., 2000).

Além do aumento da expressao de PBM e DAPI no 21° dia ap6s injuria, também
foi verificado qualitativamente alteragdes morfoldgicas na expressao de PBM na estrutura do
nervo infraorbital, nos levando a identificar diminui¢ao da quantidade de fibras nervosas com

aumento do espaco entre as fibra e alteragdes no formato das fibras (espessamento da bainha
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de mielina, degeneracdo axonal) nos grupos com neuralgia trigeminal induzida por constri¢ao.
Estes achados podem ser interpretados como sinais de morte ou degeneragao axonal, visto que
tal espessamento da bainha de mielina, na verdade ¢ um “afrouxamento” das lamelas formadas
pelas células de Schwann, que acontece devido a retragdo ou degeneragdo do axdnio
(FERNANDEZ-VALLE et al., 1995).

Tais achados se confirmam com nossos resultados de marcagao de PGP 9.5, usado
para identificar a presenca de terminagdes nervosas nos cortes de pele da almofada vibrissal,
onde encontramos, apesar de uma avaliacdo apenas qualitativa, uma diminui¢do na quantidade
de terminag¢des nervosas chegando no local de inervagdo do nervo infraorbital.

Sabemos que as concentragdes normais de HTs estdo intrinsecamente relacionados
com o desenvolvimento e fungdo do sistema nervoso central (MWANGI, 1998; BERNAL,
2002), onde alteragdes nas concentragdes dos HTs podem afetar a maturacao de populacdes
especificas de neurdnios, que tém resultados no desenvolvimento do aprendizado, memoria e
habilidades motoras ¢ sensitivas (CHAN, 2000; SCHWARTZ et al., 1997).

A auséncia ou deficiéncia nas concentragdes plasmaticas dos HTs no periodo inicial
do desenvolvimento neural ou em fase de reparo apos injuria, leva a danos ao sistema nervoso
de carater irreversivel, tais como falhas na mielinizag¢ao dos axonios, podendo levar a alteragdes
levam a mudangas drasticas na morfologia cerebral (DUSSAULT; RUEL, 1987;
OPPENHEIMER; SCHWARTZ, 1997, ANDERSON, 2001).

Os HTs estimulam a formagao, reorganizagdo, o transporte, a estabilidade e a
plasticidade axonal, onde proteinas estruturais estdo relacionadas com o crescimento e
transporte axonal, responsaveis pela estabilidade citoesqueleto e pela regeneragdo de nervos
periféricos (HOFFMAN; CLEVELAND, 1988; SCHENKER et al., 2002), que influenciam
indiretamente a remielinizagdo do axénio em reparo (CAMARA et al, 2015). Processos de
remielinizagdo, divisdo das células de Schwann, podem ocorrer de forma erronea levando a
geracdo de alodinia, excitacdo cruzada e disparos espontaneos (MURRAY, 2005;
KRAYCHETE et al., 2008).

Os mecanismos moleculares os quais os HTs levam a defeitos no desenvolvimento
do sistema nervoso ainda sao pouco elucidados, e acredita-se que em sua grande maioria sejam
através da ativagdo de receptores nucleares, modulando a expressdo de genes especificos que
transcrevem proteinas essenciais ao desenvolvimento e ao reparo do sistema nervoso
(ANDERSON, 2001; BERNAL et al., 2002).

Tais consideragdes nos levam a acreditar ainda, que a dificuldade na condugao

nervosa causada pelo hipotireoidismo (SOUSA, 2006), associado ou ndo a uma lesdo axonal, ¢
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suficiente para estimular as células de schwann a uma maior producdo de PBM na tentativa de
compensar a deficiéncia na transmissao como observado em nosso estudo. Assim hipotetizamos
que os niveis aumentados de PBM nos grupos nao neuropaticos com hipotireoidismo se deva a
uma resposta compensatoria aos distirbios eletrofisioldgicos (redugdao da velocidade de
conducdo e diminui¢do dos potenciais sensoriais) descritos por Sousa (2006), merecendo
maiores investigagdes, e corroborando com os resultados encontrados por Sousa (2017) e
Costa-Sobrinho (2017).

Por fim, considerando os resultados encontrados em nosso trabalho, e as
informagdes achadas na literatura, relacionamos a diminui¢do dos sinais comportamentais de
dor em animais neuropaticos com hipotireoidismo, a uma inibicdo da capacidade de reparo
axonal por parte das baixas concentracdes plasmaticas dos HTs, quando comparamos os
resultados de PBM e DAPI a aos achados da expressdao de ATF3, com consequente falha na
remielinizagdo, perda axonal e degeneracdo das fibras e terminag¢des nervosas, que levam a
falhas na conducdo nervosa dos sinais nociceptivos confirmados quando confrontamos os
resultados obtidos na avaliagdo do limiar nociceptivo a expressao do marcador de dor c-Fos.
Mostrando-nos, ainda, que os efeitos do hipotireoidismo na resposta nociceptiva estdo mais
fortemente ligados a desordens de reparo neuronal periférica que centrais, sugerindo uma

degeneragdo do tipo Walleriana ap6s injuria periférica no hipotireoidismo em vias trigeminais.
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8 CONCLUSAO

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Baseado no exposto em nosso estudo, concluimos que:
O modelo de indugdo do hipotireoidismo com PTU em ratos, ¢ eficiente em reproduzir
as alteracdes encontradas em humanos com hipotireoidismo, onde nosso trabalho foi o
primeiro a demonstrar isso, através de estudos sorologicos, comportamentais,
anatomopatolédgicos e histopatoldgicos.
O hipotireoidismo leva a modificagdo da resposta nociceptiva trigeminal em ratos,
elevando o limiar nociceptivo de ratos normais € neuropaticos.
A alteragdo do limiar nociceptivo correlaciona-se negativamente com as concentragoes
plasmaticas de hormoénio T4.
O hipotireoidismo leva a uma reducao da expressao de c-Fos no ganglio trigeminal em
animais neuropaticos evidenciando a baixa resposta nociceptiva, entretanto eleva o c-
Fos no subntcleo caudal do trato espinhal, evidenciando o efeito periférico
predominante sobre a resposta nociceptiva.
O hipotireoidismo nao alterou a expressao de ATF-3 em ganglio trigeminal de animais
normais e neuropaticos, sugerindo que ha uma preservagao da capacidade de resposta
a injuria pelo nervo infraorbital.
O hipotireoidismo promove alteragdes estruturais periféricas, diminuindo a quantidade
de terminacdes nervosas periféricas na pele da almofada vibrissal, e mostra sinais de
diminui¢do da capacidade de reparo axonal pela diminui¢do do niimero de fibras do
nervo infraorbital e aumento da expressao de PBM.
O hipotireoidismo leva a uma modificacdao da quantidade e morfologia da expressdo de
PBM em animais neuropaticos € ndo neuropaticos, o que sugere uma compensagao da

diminui¢do de conducao e desorganizagdo e possivel perda axonal.
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APENDICE A — Teste de normalidade, homogeneidade de varidncias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para dosagem de T4
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APENDICE B — Teste de normalidade, homogeneidade de variancias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para peso dos ratos no dia 0

Tests of Normality
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H+MT-5 13,80000000 13,38979711 803 [ -27 60033102 | 5520033102

NT C -2,800000000 13,38979711 1,000 | -44,20033102 | 3860033102
MT-5 11,40000000 13,38979711 ,954 [ -30,00033102 | 52,80033102

H 16,60000000 13,38979711 813 [ -24,80033102 | 58,00033102

H+MT 6,300000000 13,38979711 995 | -34,60033102 | 48,20033102

H+MT-5 11,00000000 13,38979711 961 | -30,40033102 | 52,40033102

NT-5 C -14,20000000 13,38979711 ,892 | -5560033102 | 27,20033102
T -11,40000000 13,38979711 954 [ -52 80033102 | 30,00033102

H 5,200000000 13,38979711 999 [ -36,20033102 | 46,60033102

H+MNT -4,600000000 13,38979711 999 [ -46,00033102 | 36,80033102

H+MT-5 -, 400000000 13,38979711 1,000 | -41,80033102 | 41,00033102

H C -19,40000000 13,38979711 698 | -60,80033102 | 22,00033102
T -16,60000000 13,38979711 813 [ -58,00033102 | 24,80033102

MT-5 -5,200000000 13,38979711 999 [ -46,60033102 | 36,20033102

H+MT -9,800000000 13,38979711 976 | -51,20033102 | 31,60033102

H+MT-5 -5,600000000 13,38979711 998 | -47,00033102 | 3580033102

H+MNT C -9,600000000 13,38979711 978 | -51,00033102 | 31,80033102
T -6,800000000 13,38979711 995 [ -48,20033102 | 3460033102

MNT-5 4,600000000 13,38979711 999 [ -36,80033102 | 46,00033102

H 9,800000000 13,38979711 976 [ -31,60033102 | 51,20033102

H+MT-5 4,200000000 13,38979711 1,000 | -37,20033102 | 4560033102

H+MNT-5 C -13,80000000 13,38979711 903 | -55,20033102 | 27,60033102
MT -11,00000000 13,38979711 961 | -52,40033102 | 30,40033102

MT-5 400000000 13,38979711 1,000 | -41,00033102 | 41,80033102

H 5,600000000 13,38979711 998 | -3580033102 | 47,00033102

H+MT -4,200000000 13,38979711 1,000 | -4560033102 | 37,20033102
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APENDICE C - Teste de normalidade, homogeneidade de varidncias e ANOVA com teste

pos-hoc de Tukey para peso dos ratos no dia 21

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk 350000000
Grupos Statistic df Sig Statistic df Sig.
peso_dia_21 C 223 6 ,200 856 6 216
NT 228 6 200" 838 6 160
NT-S 254 6 ,200° 842 6 an o
H 310 6 31 845 6 180 — )
H+NT 194 6 ,200° 948 6 723 '
H+NT-S 285 6 200° 917 6 510
*.This is a lower bound of the true significance. & o
a. Lilliefors Significance Correction .El B
Test of Homogeneity of Variances :' 250,000000°]
"
peso_dia_21 e 2
Levene
Statistic dft df2 Sig
412 5 24 836 200,000000 :3'0 =
ANOVA o
peso_d|a_‘.‘1
Sum of 2
Squares df Mean Square F Sig. 150,000000-
Between Groups 30191,767 5 6038,353 13,153 ,000
Within Groups 11018,400 2 459,100 NT NS M Hen HoNT-S
Total 41210167 29 Grupos
Multiple Comparisons
DependentVariahle: peso_dia_21
~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (|-
() Grupos () Grupos J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD Cc MT -15,40000000 13,55138369 708 | -61,29994561 22 48594561
MT-5 -6,200000000 13,55138368 897 | -48,09994561 35 6959094561
H 58,E.'IIZIII.'JE.'IIZJE.'IIIIII.'J== 13,55138369 oo3 16,10005439 99 Ba594561
H+MNT 45:1,2[][JE.'I[JE.'I[.'|[J’c 13,55138368 015 F,30005439 91,0959584561
H+MNT-5 53,EHZIII.'JE.'IIZJE.'IIIIII.'J== 13,55138369 oov 11,90005439 95 69594561
MT 4] 19,40000000 13,55138368 708 | -22,49994561 61,295954561
MNT-5 13,20000000 13,55138368 822 | -28,69994561 55 0959594561
H ??,40000000‘ 13,55138369 000 35500054359 119,25999456
H+MNT 68,Ei[ll[JE.‘ltJE.‘l[Zl[J== 13,55138368 oo 26,70005438 110,459859456
H+MNT-3 ?3,2IZJIIJEJIZJEJ[.'I[J’c 13,551383689 000 31,30005438 115,0999456
MT-5 C 6,200000000 13,55138365 897 | -3569994561 48 0959594561
MT -13,20000000 13,55138369 822 | -55,09994561 28 69594561
H 64,2[][1(.’![1(.’![.’![1’= 13,55138365 001 2230005438 106,0989456
H+MNT 55,a‘rli]l.'JE.'IIZJE.'IIZZII.'J== 13,55138369 0045 13,50005439 97 28594561
H+MT-5 Ei[J,E][][JE.’I[JE.’I[.’I[J’c 13,55138365 0oz 1810005438 101,85989456
H C -58,0000000 13,55138369 003 | -85 89994561 -16,10005439
MT -Tf‘.'f‘,-'-HJE.'I[JE.’I[.'I[Jx 13,55138365 000 | -119,2089456 | -3550005435
MNT-5 —64,2[10[10[][1== 13,55138364 001 -106,0995456 | -22 30005439
H+MNT -8,800000000 13,55138369 986 | -50,69994561 33,09994561
H+MT-5 -4,200000000 13,551383689 1,000 | -46,09994561 37699584561
H+MNT c -48,2000000 13,55138369 015 | -91,09994561 -7,30005439
MT -6EE,E[JE.’I[JE.’I[.’I[J== 13,55138368 000 | -110,4999456 | -26,70005435
MT-5 —55,4I.'JE.'IIZJE.'IIIIII.'Jx 13,55138369 0058 | -97 29994561 -13,50005439
H 23,800000000 13,55138368 JH86 | -33,09994561 50,695954561
H+MNT-S 4 600000000 13,55138369 8599 [ -37,29994561 46 49594561
H+MT-5 [#] -53,8000000 13,55138368 007 | -95 69994561 -11,80005439
MT —F’3,2I.'JE.'IIZJE.'IIIIII.'J== 13,55138369 000 [ -115,0995456 | -31,30005439
MT-5 -EE],[J[JE.'I[JE][.'IUx 13,55138368 002 | -101,89959456 | -1810005438
H 4200000000 13,55138368 1,000 | -37 69994561 46 09954561
H+MNT -4 600000000 13,55138369 990 | -46,49994561 37,295994561

* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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APENDICE D - Teste de normalidade, homogeneidade de varidncias e ANOVA com teste
pos-hoc de Tukey para peso dos ratos no dia 42

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Grupos Statistic df Sig. Statistic df Sig
Peso dos Ratos no 42° C 202 6 ,200 944 6 696
dia NT 238 6 200" 895 6 381

NT-S 267 6 200" 843 6 A73

H 350 6 044 841 6 167

H+NT 263 6 ,200° 91 6 A75

H+NT-S 251 6 200" 932 6 608

*.This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Sianificance Correction
Test of Homogeneity of Variances

Peso dos Ratos no 42° dia

Levene

Statistic dft df2 Sig
847 5 24 530
ANOVA
Peso dos Ratos no 42° dia
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 118005,767 5 23601,153 55,676 ,000
Within Groups 10173,600 24 423,900
Total 128179,367 29

400,004

350,00

300,00

250,00

200,00

Peso dos Ratos no 42° dia

150,00

100,001

49

Multiple Comparisons

DependentWariable: Peso dos Ratos no 42° dia

T
NT

T T
NT-S H

Grupos

T T
H+NT HNT-S

~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (J-

M Grupos () Grupos J) Std. Error Sig. Lower Bound [ Upper Bound
Tukey HSD c MT -27,40000 [ 1302152 318 -67,6616 12,8616
MT-5 -16,40000 [ 1302152 803 -56,6616 23,8616

H 114,40000° | 13,02152 000 74,1384 154 6616

H+MNT 107,20000 | 13,02152 000 65,9384 147 4616

H+MNT-5 107,60000 | 13,02152 000 67,3384 147 8616

MNT c 27.,40000 [ 13,02152 318 -12,8616 67,6616
MNT-5 11,00000 [ 13,02152 958 -29,2616 51,2616

H 141,80000° | 13,02152 000 101,5384 182,0616

H+MT 134,60000° | 13,02152 000 94,3384 1748616

H+MT-5 135,00000° | 13,02152 000 94,7384 1752616

MT-S c 16,40000 [ 1302152 803 -23,8616 56,6616
MNT -11,00000 [ 13,02152 958 -51,2616 20,2616

H 130,80000 | 13,02152 ,000 90,5384 171,0616

H+MNT 123,60000 | 13,02152 000 83,3384 1638616

H+MNT-5 124,00000 | 13,02152 000 83,7384 1642616

H c -114,40000 [ 13,02152 000 -154,6616 -74,1384
MT -141,80000° | 13,02152 000 -182,0616 -101,5384

MT-5 -130,80000° | 13,02152 000 -171,0616 -90,5384

H+MT -7,20000 | 13,02152 993 -47 4616 33,0616

H+MNT-5 -6,80000 | 13,02152 995 -47 0616 33,4616

H+MNT c -107,20000 [ 13,02152 000 -147 4616 -66,9384
MNT -134,60000° | 13,02152 000 -174,8616 -G4,3384

MNT-5 -123,60000° | 13,02152 000 -163,8616 -83,3384

H 7,20000 | 1302152 993 -33,0616 47 4616

H+MT-5 40000 | 1302152 1,000 -39,8616 40,6616

H+MT-5 c -107,60000 [ 13,02152 000 -147, 8616 -67,3384
MT -135,00000° | 13,02152 000 -175,2616 -04,7384

MNT-5 -124,00000° | 13,02152 000 -164,2616 -83,7384

H 6,80000 | 13,02152 995 -33,4616 47,0616

H+MNT - 40000 | 13,02152 1,000 -40,6616 39,8616

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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APENDICE E — Teste de normalidade, homogeneidade de variancias e ANOVA com teste
pos-hoc de Tukey para comprimento das tireoides

Tests of Normality

7,000000+

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Grupos | Statistic df Sig Statistic df Sig

Comprimento dos polos C 233 6 ,200 943 6 684

da Glandula Tireoide NT 184 6 200" 950 6 738
NT-S 174 6 200 934 6 814
H 265 6 12007 896 6 352
H+NT 291 6 123 835 6 118
H+NT-S 126 6 200" 983 6 963

*.This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Test of H of Vari
Comprimento dos polos da Glandula Tireoide
Levene
Statistic df dr2 Sig.
193 5 29 963
ANOVA
Comprimento dos polos da Glandula Tireoide
Sum of
Squares df Mean Square F Sig

Between Groups 31,272 5 6,254 40,493 ,000

Within Groups 4,479 29 154

Total 35,751 34

6,000000]

5,000000]

Comprimento dos polos da Glandula Tireoide

4,000000-]

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Comprimento dos polos da Glandula Tireoide

T T
NT-S H

Grupos

T T
HeNT HeNT-S

~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

I Grupos ()1 Grupos J) Std. Error Sia. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD C T JGEEGE6EEY | 237979401 072 -,03880861 141214195
MNT-5 250000000 | 226904456 B7T - 44171354 94171354

H -1,37500000° | , 226904456 ,000 | -2,06671354 - 68328646

H+MT -1,50833333 | 226904456 ,000 | -2,20004687 - B1661978

H+MT-5 -1,75833333 | 226904456 ,000 | -2,45004687 | -1,06661979

MT C - GBEEE666AY [ 23797941 072 | -1,41214195 03880861
NT-S - 436666667 | 23797940 460 | -1,16214195 28880861

H -2,06166667 | ,237979401 000 | -2,78714195 | -1,33619138

H+MT -2,18500000° | 237979401 ,000 | -2,892047528 | -1,46952472

H+MT-5 -2,44500000° | 237979401 ,000 | -3,17047528 | -1,71952472

MT-S C -, 250000000 | 226904456 BFT -94171354 44171354
T A36EE6EEY | 237979401 460 -,28880861 116214195

H -1,62500000 | , 226904456 000 | -2,31671354 - 93328646

H+MT -1,756833333 | 226904456 ,000 | -2,45004687 | -1,06661979

H+MT-5 -2,00833333 | 226904456 ,000 | -2,70004687 | -1,31661978

H C 1,375000000 | 226904456 000 GB3I2B646 206671354
T 2061666667 | 237979401 000 1,33619139 278714195

MNT-5 1,625000000° | 226904456 ,000 93328648 231671354

H+MT -133333333 | 226904456 891 -,82504687 55838021

H+MT-5 -383333333 | 226904456 549 | -1,07504687 30838021

H+MT C 1,608333333 | 226904456 000 81661978 2,20004687
T 2,195000000° | 237979401 000 1,46952472 292047528

NT-5 1,758333333 | 226904456 ,000 1,06661979 245004687

H 133333333 | 226904456 891 -,55838021 B2504687

H+MT-5 -, 250000000 | 226904456 B7T -94171354 44171354

H+MT-5 C 1, 768333333 | 226904456 000 1,06661975 245004687
T 2,445000000° | 237979401 000 1,71952472 317047528

MT-5 2008333333 | 226904456 000 1,31661979 270004687

H 383333333 | 226904456 5449 -,30838021 1,07504687

H+MT 250000000 | 226904456 B7T - 44171354 94171354

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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APENDICE F - Teste de normalidade, homogeneidade de varidncias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para largura das tireoides

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirmov® Shapiro-Wilk
4500000
Grupos Statistic df Sig Statistic df Sig
Largura dos polos da Cc ,303 6 091 87 6 231
Glandula Tireoids NT 173 6 200° 970 6 LICH I
NT-S 205 6 ,200° 932 6 593 | T 40000007
H 183 6 ,200° 952 6 756 E
H+NT 196 6 200" 928 6 563 |
H+NT-S 167 6 200° 972 6 908 | 3 3500000
*.This is a lower bound of the true significance g
a. Lilliefors Significance Correction )
]
Test of Homogeneity of Variances ': 3,0000007]
°
Largura dos polos da Glandula Tirzoide 'g'.
Levene 2 5 -
Statistic dft dn Sig. § e
2,965 5 29 028 g
)
ANOVA £
3 2,000000]
Largura dos polos da Glandula Tireoide
Sum of
Squares df Mean Square F Sig 15 1]
Between Groups 13,886 5 2,777 23,647 000

Within Groups
Total

3,406
17,291

29 A7
34

Dependent Variakble: Largura dos polos da Glandula Tireoide

Multiple Comparisons

T
NT

T T
NT-S H

Grupos

T T
HeNT H+NT-S

~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

I Grupos ()1 Grupos J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Games-Howell C MNT 415000000 | 163732505 212 - 17147806 1,00147806
MNT-5 308333333 | 150231303 ,385 -,24611094 BE2TTTE1

H - 991666667 | 276410524 047 -2,01086277 02752843

H+MT -,E:I-'-H1’56666?"c 87268375 005 -1,59211208 -,29122125

H+MT-5 -1,[]?‘5[1[.’![][][]’c 60078106 .00 -1,64597373 -50402627

MNT C - 415000000 | 163732505 212 | -1,00147306 7147806
MNT-S - 106666667 | 120254360 439 -,55008436 33675103

H -1,40666667 | ,261332058 010 | -2,419821068 -,39412265

H+NT -1,35666667 | 164188389 000 | -1,94501856 - TEB31477

H+MNT-5 -1,49000000° | 132350545 000 | -1,86356315 | -1,01643685

MT-5 C -, 308333333 | 150231303 385 - BE2TTTE 24611084
MT J0EE6666T | 120254360 838 -, 33675103 55008436

H -1,3[][]0[.’![][][]’c 2530818380 017 -2,31556618 -, 28443382

H+NT -1,25000000° | 150738924 0oo | -1,B0669689 -, 69330311

H+MNT-5 -1,38333333° | 115229240 000 | -1,78786112 - 97880555

H C 991666667 | 276410524 047 -02752943 2,01086277
MNT 1,406666667 | 261332058 010 39412265 241921068

MT-5 1300000000: 2530818380 017 ,28443382 231556618

H+MT 050000000 [ 2YEGE6746 1,000 - 96952128 1,06852129

H+MT-5 -083333333 | 258058123 8848 -1,09448683 927820186

H+MNT C JS4166666T | 187268375 0os 29122125 1,59211208
MNT 1,356666667 | 164198389 000 TEB3I1477 1,94501856

MNT-S 1,250000000° | 150738921 000 69330311 1,806659689

H - 050000000 | ,27GGB6T46 1,000 | -1,06952129 969521249

H+MT-5 - 133333333 | 160554554 854 - 70632624 43965858

H+MT-5 C 1,075000000 | 160078106 .00 50402627 1,64587373
MT 1,45![][]0[.’!0[][]’c 132350545 ,000 1,01643685 1,86356315

NT-5 1,383333333 | 115229240 000 JH7BB0555 178786112

H 083333333 | 259058123 9949 -92782016 1,08448683

H+NT 133333333 | 160554594 954 -, 43065958 70632624

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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APENDICE G - Teste de normalidade, homogeneidade de variancias e ANOVA com teste
pos-hoc de Tukey para o peso das tireoides

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov®

Shapiro-Wilk

Grupos | Statistic df Sig Statistic df Sig. 100000
Peso da Glandula c 161 6 200 941 6 664
treojde NT 296 6 173 837 6 156
NT-S 299 6 099 876 6 1250
H 181 6 200" 944 6 690 0800007
H+NT 192 6 1200 949 6 735 -
H+NT-S 328 6 043 871 6 232 2
*. This is a lower bound of the true significance .._.L
a. Lilliefors Significance Correction E 0600007
3
Test of Homogeneity of Variances E
Peso da Glandula tireoide [
Levene 8 ]
Statistic dt dr sig ] A
7161 5 29 ,000 [ o x
ANOVA 020000+ ; =
Peso da Glandula tireoide
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 028 5 ,006 49157 ,000 000000
Within Groups ,003 29 ,000 T T T T T
Total 031 2 NT NT-S H HeNT HeNT-S
Grupos
Muhtiple Comparisons
Dependent Variable: Peso da Glandula tireoide
~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
) Grupos  (J) Grupos J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Games-Howell C MT 001336667 | 0019591150 880 -, 00596985 00864314
MT-5 -,002000000 | 002191625 834 -, 00969281 00569231
H -,05T533333x 007368273 002 - 08764543 -02742124
H+MT -,055283333’: 004707541 000 - 07352918 - 03703751
H+MT-5 —,[JSTEEJ[J[J[][]’c 006038699 0m -, 08151235 -,03308765
MT c -, 001336667 | 001991150 880 -,00864318 00596885
MT-5 -, 003336667 | 001693323 425 -,00939687 00272354
H —,I.'IISBBF’I.'IIIZIIIZIII;'I’c 007235715 003 -,08925085 -,02848901
H+MT —,[IlﬁEil’iE[IIEIIIZI[]x 004457229 000 - 07506116 -03817884
H+MT-5 -,[IISBI’iBEEiI’iT== 005876224 001 -,08311543 - 03415791
MT-5 [ 002000000 [ 002191625 B34 -, 00569281 00969281
MT 003336667 | 001693323 A25 -,00272354 008358687
H -,[I|55533333== 007283429 003 -,08578391 - 02528276
H+MT -,[I|53283333== 004589511 000 - 07159585 -,03497081
H+MT-5 -,[JSSSEJ[JEJ[J[]== 005947147 0m - 07963962 -,03096038
H C ,[JSTf'533333’c 007368273 002 02742124 08764543
MT ,EJSE!E!.?’[J[][]T.]’c 007235715 003 02843901 08925094
MT-5 ,[155533333’c 007293429 003 02528276 0857839
H+MT 002250000 [ 008399514 1,000 -,02817485 03267485
H+MT-5 000233333 | 009211774 1,000 -,03204822 032514849
H+MT C 055283333 | 004707541 000 03703751 07352816
MT ,[ZISEiEiE[ZI[ZI[ZI[.‘Ix 004457229 000 03817884 07506116
MT-5 ,[Z|53283333== 004539511 000 03487081 07158585
H -,002250000 | 0083948514 1,000 - 03267485 02817485
H+MT-5 -, 002016667 | 007261286 1,000 - 02761498 02358164
H+MT-5 [ 057300000 | 006038654 0o 03308765 08151235
MT ,[.'ISBEBEEE?== 005876224 001 0341570 08311543
MT-5 ,[15530[][][][]== 005947147 .0m 03086038 07963862
H - 000233333 | 008211774 1,000 -03251488 03204822
H+MT 002016667 | 007261286 1,000 -, 02358164 027614598

*. The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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APENDICE H - Teste de normalidade e correlagdo de Spearman entre as dosagens de T4 e

os comprimentos, larguras e os pesos das tireoides

Tests of Normality

Kolmogorav-Smirnov® Shapiro-Wilk
GRIUPO CORREL Statistic df Sig. Statistic df Sig.
DOSAGEMDE T4 FTL 318 36 ,aoa 716 36 aoo
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
GRUPO CORREL Statistic dr Sig. Statistic dr Sig.
Comprimento dos polos PTL AT 36 026 915 36 LOZ20
da Glandula Tireoide
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Willk
GRIUPO CORREL Statistic of Sig. Statistic of Sig.
Largura dos polos da PTL BT 36 ,032 ,a09 36 ,014
Glandula Tireoide
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kolmogol'Dv—Smirnova Shapiro-Wilk
CRUPO CORREL Statistic df Sig. Statistic of Sig.
FPeso da Glandula PTL 253 ELS 000 833 36 000
tireoide
a. Lilliefors Significance Correction
Correlations
Comprimento
dos polos da
DOSAGEM Glandula
DET4 Tireoide
Spearman's rho DOSAGEM DE T4 Correlation Coefficient 1,000 - frh
Sig. (2-tailed) ; oo
& 36 36
Comprimento dos polos Correlation Coefficient - 775 1,000
da Glandula Tireoide Sig. (2-tailed) o0oo )
& 36 36
** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
Correlations
Feso da
DOSAGEM Glandula
DET4 tireoide
Spearman's rho DOSAGEM DE T4 Correlation Coefficient 1,000 - 743
Sig. (2-tailed) . oo
I+ 36 36
Peso da Glandula Correlation Coefficient -, 743 1,000
tirzaide Sig. (2-tailed) 000 .
& 36 36
** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
Correlations
Largura dos
polos da
DOSAGEM Glandula
DE T4 Tireoide
Spearman's rho DOSAGEM DE T4 Correlation Coefficient 1,000 - ¥T7A
Sig. (2-tailed) ; oo
I 36 36
Largura dos polos da Correlation Coefficient - 773 1,000
Glandula Tireoide Sig. (2-tailed) 000 )
& 36 36

** Correlation is significant atthe 0.01 level (2-tailed).
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APENDICE I — Teste de normalidade, homogeneidade de variancias e ANOVA com este

pos-hoc de Games-Howell para o limiar nociceptivo no dia 0 (zero)

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupos Statistic df Sig Statistic df Sig.
LIMAR_NOC_ 0 C 188 6 ,200 901 6 416
NT 252 6 2007 895 6 384
NT-S 312 6 A25 791 6 068
H 295 6 A79 844 6 176
HeNT 215 6 200" 880 6 31
H+NT-S 231 6 12007 901 6 47
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
LIMIAR_NOC_0
Levene
Statistic df dr2 Sig.
2,901 5 24 035
ANOVA
LIMIAR_NOC_0
Sum of
Squares df Mean Square F Sig
Between Groups 70,268 5 14,054 330 890
Within Groups 1021,695 24 42571
Total 1091,963 29

DependentYariable: LIMIAR_MNQC_0D

LIMIAR_NOC_0

100,000000-

90,000000-]

80,000000-

70,000000-

60,000000-

. T

Multiple Comparisons

NT

T T
NT-S H

Grupos

T T
H+NT H+NT-S

~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

() Grupos  (J) Grupos J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Games-Howell C MT 2737666000 | 2484299274 (866 -6,75931694 | 1223464894
MT-8 - 467334000 | 4,436071127 1,000 | -19,74044195 | 1B,80577385

H -1 695666000 | 1,652855560 896 -7,88316106 449182006

H+MT 1,852666000 | 2520187470 970 -7,81632510 | 11,52165710

H+MT-8 1,691000000 | 4827088512 999 [ -19,54207839 | 2252407839

NT c -2, 737666000 | 2,4842089274 866 [ -12,23464894 6,75931694
MT-8 -3,205000000 | 4,719701042 978 [ -2215635450 | 1574635450

H -4, 433332000 | 2,308415563 873 [ -13,82106585 495440185

H+MT -,885000000 | 2,991353501 1,000 | -11,81571367 | 10,04571367

H+MT-5 -1,046666000 | 50885971830 1,000 | -21,85421746 | 1076088546

MNT-5 C 467334000 | 4,436071127 1,000 | -18,80577395 | 1074044185
MT 3,205000000 | 4719701042 978 | -15,74635450 | 2215635450

H -1,228332000 | 4,340015151 1,000 | -20,79258333 | 1B,33591933

H+MT 2,320000000 | 4738689685 995 [ -16,63180204 | 2127180204

H+MT-5 2158334000 | 6277309818 999 [ -20,82661573 | 2514328373

H c 1,695666000 | 1652855569 896 -4,49182906 7,88316106
MT 4433332000 | 2,308415563 873 -4,95440185 | 13,82106585

MT-5 1,228332000 | 4,340015151 1,000 | -18,33591933 | 20,79258333

H+MT 3,548332000 | 2,346994763 972 -6,03369164 | 13,13035564

H+MT-5 3,3B6666000 | 4738968562 970 [ -18,14283699 | 24 91616899

H+MT C -1,852666000 | 2520187470 970 [ -11,52165710 7,81632510
MT ,885000000 | 2,991353501 1,000 | -10,04571367 | 1181571367

MT-5 -2,320000000 | 4,738689685 995 [ -21,27180204 | 1663180204

H -3,548332000 | 2,346994763 972 [ -13,13035564 6,03369164

H+MT-5 - 161666000 | 5106587548 1,000 | -20,95999718 | 20636665148

H+MT-5 c -1,691000000 | 4,827088512 999 [ -22/92407839 | 1954207839
MT 1,046666000 | 5088971839 1,000 | -19,76088546 | 2185421746

MT-5 -2,158334000 | 6,277309818 999 [ -2514328373 | 2082661573

H -3,386666000 | 4,738968562 970 [ -2491616899 | 1814283699

H+MT 61666000 | 5106587548 1,000 | -20,63666518 | 20,9509497148
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APENDICE J — Teste de normalidade, homogeneidade de varidncias e ANOVA com teste
pos-hoc de Tukey para o limiar nociceptivo no dia 21

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov®
Grupos Statistic df Sig
LIMAR_NOC_21 C ,280 ,200 869 262
NT 201 2007 936 636
NT-S 165 ‘300: 991 983 it %
H A70 ,200 973 891 '
H+NT 262 200" 929 588
H+NT-S ,209 200" 897 396

Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.

120,000000-]

oo 0000
o000 0o

*.This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

100,000000+

Test of Homogeneity of Variances

LIMIAR_NOC_21
Levene
Statistic df1 dr2 Sig

2453 5 24 062

LIMIAR_NOC_21

90,000000-

ANOVA
80,000000

LIMIAR_NOC_21

Sum of

Squares df Mean Square F

5108,573 5 1021,715 78,151
313,766 24 13,074

5422,338 29 c NT

Sig.
,000

Between Groups
Within Groups
Total

70,000000-

T T T
NT-S H H+NT H+NT-S

DependentVariable: LIMIAR_MNOC_21

Multiple Comparisons

Grupos

~ Mean 95% Canfidence Interval
Difference (-

(N Grupos  (J) Grupos J) Std. Errar Sig. Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD c MNT -4,621666000 | 22867936590 (360 | -11,69227468 2,44894268
MT-5 -2,710000000 | 2,2B6793650 840 -9, 7BOGOAEGE 4,36060868

H -29,9683400° | 2,286793690 000 | -37,03894868 | -22,89773132

H+MNT -27, 6616660 | 2,286793690 000 | -34 73227468 | -20,59105732

H+MT-5 -27,4316680° | 2,286793690 000 | -34 50227668 | -20,36105932

MNT c 4 621666000 | 22867936590 ,360 -2,44894268 | 11,69227468
MNT-5 1,911666000 | 2,2867936590 958 -5,15894268 8,98227468

H -25,3466740° | 2,286793690 000 | -32,41728268 | -18,27606532

H+MNT -23,0400000° | 2,286793690 000 | -3011060868 | -15,968389132

H+MT-5 -22,8100020° | 2,286793690 000 | -29.8B061068 | -15,73939332

MT-5 c 2,710000000 | 22867936590 840 -4 36060868 9,78060868
MNT -1,911666000 | 22867936590 958 -8,98227468 5158594268

H -27,2583400° | 2,286793690 000 | -34,32894868 | -20,18773132

H+MNT -24 9516660 | 2,286793690 000 | -3202227468 | -17,88105732

H+MT-5 -24 7218680° | 2,286793690 000 | -31,79227668 | -17,65105932

H C 2996834000 | 22867936590 000 | 2289773132 | 37,03894868
MNT 2534667400 | 2286793690 000 | 1827606532 | 32,41728268

MT-5 27,25834000° | 2,2867936490 000 | 2018773132 | 34,32894868

H+MNT 2306674000 | 2,2B67936590 510 -4 76393468 5,37728268

H+MT-5 2536672000 | 22867936590 873 -4 53393668 9,60728068

H+MNT c 2766166600 | 22867936590 000 | 2059105732 | 3473227468
MT 23,04000000° | 2,286793690 000 | 1596938132 | 30,11060868

MT-5 2495166600 | 2286793690 000 | 1788105732 | 32,02227468

H -2,306674000 | 22867936590 510 -9,37728268 4,76393468

H+MT-5 ,229998000 | 2,286793650 1,000 -6,84061068 7,30060668

H+MT-5 c 2743166800 | 22867936590 000 | 2036105932 | 34,50227668
MNT 22,31000200° | 2,286793690 000 | 1573939332 | 2938061068

MT-5 24, 72166800 | 2286793690 000 | 1765105832 | 31,79227668

H -2,536672000 | 22867936590 873 -9,60728068 4,53393668

H+MNT -,228598000 | 2,286793690 1,000 -7,30060668 6,84061068

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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APENDICE K - Teste de normalidade, homogeneidade de variancias e ANOVA com teste
pos-hoc de Tukey para o limiar nociceptivo no dia 42

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov®

Shapiro-Wilk

Statistic df

Sig.

Statistic df

Sig.

120,000000

LIMIAR NOCICEPTIVO
NO 42°DIA

Grupos
Cc

NT
NT-
H

H+
H+

-S

NT
NT-S

A79
191
273
RE]]
255
124

o oo oo

1200
200"
200"
200"

,200°

942
955
875
895
921
995

TN - - -3

682
73
287
382
540
994

100,000000-]

*.This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances

LIMIAR NOCICEPTIVO NO 42° DIA

Levene
Statistic dft df2 Sig.
1,291 5 23 302
ANOVA
LIMIAR NOCICEPTIVO NO 42° DIA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig
Between Groups 13973,570 5 2794714 | 249297 000
Within Groups 257,838 23 11,210
Total 14231,409 28

80,000000

60,000000

LIMIAR NOCICEPTIVO NO 42°DIA

40,000000

20,000000-

Multiple Comparisons

DependentVariable: LIMIAR NOCICEPTIVO MO 42° DIA

T T
NT-S H

Grupos

T T
HeNT HeNT-S

~ Mean 95% Confidence Intarval
Difference (-

() Grupos ()1 Grupos J) Std. Errar Sig. Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD c MT 33,44000000 | 2117580501 000 2686913913 40,01086087
MT-5 -1’5,625E.'I[.’I[.'I[J[J== 2117580501 047 [ -13,19586087 -,05413813

H -32,22(][][][10== 2117580501 000 [ -3879086087 | -25,64913813

H+MT -8,27041 750° 2246033298 014 [ -1523986792 -1,30096708

H+MT-5 -28,?’450[.’![10== 2117580501 000 [ -3531586087 | -2217413813

MT C -33,4400000 | 2117580501 000 [ -40,01086087 | -26,86913813
MT-5 -4[.'!,[.'!85[][.'![1[1== 2117580501 000 [ -46 63586087 | -33,49413813

H -65,6600000° | 2117580501 000 | -72,23088087 | -59,08813913

H+NT 417104175 | 2,246033298 000 | -48 67986792 | -34, 74096708

H+MT-5 -62,1850000° | 2117580501 000 | -68,755868087 | -55,61413913

MNT-5 C 6625000000 | 2117580501 047 05413813 | 13,19588087
MNT 40,06500000° | 2117580501 000 | 3340413813 | 46,63586087

H -25,5950000° | 2117580501 000 | -32 16586087 | -19,02413913

H+NT -1,645417500 | 2,2460332898 976 -8,61486792 5,32403282

H+MT-5 -22,1200000° | 2117580501 000 | -28,60088087 | -15,54813913

H C 32,22000000 | 2117580501 000 | 2564813813 | 38,70088087
MNT 65,66000000° | 2117580501 000 | 5908813813 | 72,23088087

MNT-5 25,59500000° | 2117580501 000 | 1902413813 | 3216588087

H+NT 23,04858250° | 2,246033298 000 | 1698013208 | 30,91803292

H+MT-5 3,475000000 | 2117580501 581 -3,00588087 | 10,04588087

H+NT C 8,270417500 | 2,246033288 014 1,30086708 | 1523986782
MNT 41,71041750° | 2,246033298 000 | 3474096708 | 48,67986792

MNT-5 1,645417500 | 2,246033288 976 -5,32403292 8,61486782

H -23,9405825 | 2,246033298 000 | -30,91803292 | -16,98013208

H+MT-5 -20,4745825 | 2,246033298 000 | -27,44403292 | -13,50513208

H+MT-5 C 28,74500000 | 2117580501 000 | 2217413813 | 3531588087
MNT 62,18500000° | 2117580501 000 | 5561413813 | 68,75586087

MNT-5 22,12000000° | 2117580501 000 | 1554813813 | 28,60088087

H -3,475000000 | 2117580501 581 | -10,04588087 3,09586087

H+NT 20,47458250° | 2,246033298 000 | 1350513208 | 27,44403292

* The mean difference is significant at the 0.05 lavel.




141

APENDICE L — Teste de normalidade e correlagdo de Spearman entre as dosagens de T4 e o
limiar nociceptivo

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnoy® Shapiro-Wilk
GRUPD CORREL | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
DOSAGEMDET4  PTU 324 24 Nili[y] 714 24 000
a. Lilliefors Significance Correction
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
GRUPO CORREL | Statistic df Sig. Statistic df Sig.
LIMIAR MOCICEFPTND PTU 245 24 003 843 24 004
MO 42° DIA
a. Lilliefors Significance Carrection
Correlations
LIMIAR
DOSAGEM MOCICEPTIV
DET4 QMO 42° DIA
=
Spearman'srho  DOSAGEM DE T4 Correlation Coefficient 1,000 - 745
Sig. (2-tailed) . 000
M 24 24
LIMIAR NOGICEFTIVO Correlation Coefficient - 745 1,000
HEEEE= B Sig. (2-tailed) 000 .
M 24 24

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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APENDICE M - Teste de normalidade, homogeneidade de varidncias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para a expressao de c-Fos em ginglio

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Grupos Statistic df Sig Statistic df Sig
AREA MARCADA EM C- Cc A77 8 200 946 8 667
FOSDO 6T NT 188 8 200" a4 8 623
NT-S 213 8 200" 882 8 199
H 161 8 200" 937 8 578
H+NT 246 8 167 864 8 133
H+NT-§ 258 6 200" 873 6 281
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
AREA MARCADA EM C-FOS DO GT
Levene
Statistic df df2 Sig
6,967 5 39 000
ANOVA
AREA MARCADA EM C-FOS DO GT
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 193,199 5 38,640 | 226,913 ,000
Within Groups 6,641 39 170
Total 199,840 44

10,000000+1

8,000000-

6,000000-

4,000000

AREA MARCADA EM C-FOS DO GT

2,000000

000000+

ok
0

Muhiple Comparisons

Dependent Variable: AREA MARCADA EM C-FOS DO GT

T T
H#NT HNT-S

~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

) Grupos ) Grupos J) Std. Errar Sig. Lower Bound | Upper Bound
Games-Howell C MNT -5,62482375 | 336999449 000 | -6,88815957 | -4,36148793
MNT-5 452536250 | 050976333 000 27528865 62978385

H -677356250 | 067552035 ,0oa -, 80906496 - 45564754

H+MT -,B5492500° | 059289661 000 | -1,081226827 - G9975873

H+MT-5 -,B37814250° | 064746060 000 | -1,06162508 -61420341

MT C 5624823750 | ,336989440 000 436148793 6,88815957
NT-5 6,077360000° | 334518438 ,000 481281843 7, 34190157

H 4947467500 | 337443158 000 368430022 6,21063478

H+MT 4729331250 | 335888450 ,0o0 3465518492 599314358

H+MT-5 4,786909500° | 336892655 000 352344413 6,05037487

MT-5 C - 452536250 | 0509765933 ,aoo -.62978385 -, 27528865
MNT -6,07736000° | ,334519430 000 | -7,34190157 | -4,81281843

H 112889250 | 053894748 000 | -1,31864322 -94114178

H+MT -1,34802875 | 043102391 000 | -1,49442003 | -1,20163747

H+MT-5 -1,20045050° | ,050333080 000 | -1,49247342 | -1,08842758

H C JB7T7356250 | 067552035 000 45564754 80006496
MNT -4 947467507 | 337443158 000 | -6,210683478 | -3,68430022

MNT-5 1,128892500° | 053894748 000 94114178 1,31864322

H+MT -,218136250 | ,061825832 034 -, 42310201 - 01317048

H+MT-5 - 160558000 | 067067500 240 -,38092151 06980551

H+MT C ,B95492500 | 059299661 000 BO975BT3 1,09122627
MT -4 72833125 | 335888450 000 | -589314358 | -3,465518492

MNT-5 1,348028750° | 043102391 000 1,20163747 1,49442003

H 218136250 | 061825832 034 01317048 42310201

H+MT-5 057578250 | 058747101 913 - 15167382 (26683032

H+MNT-5 C 837914250 | 64746069 000 /61420341 1,06162509
MNT -4 78890950 | 336892655 000 | -6,05037487 | -3,52344413

MT-5 1,290450500° | 050333088 000 1,08842758 1,49247342

H 160558000 | 067067500 240 -, 06980551 39082151

H+MT - 057578250 | 058747101 913 - 26683032 15167382

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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APENDICE N - Teste de normalidade, homogeneidade de variancias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para a expressao de c-Fos em subntcleo caudal do trigémeo

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk 10,000000-]
| Grupos Statistic df Sig. Statistic df Sig
AREA MARCADA EM C- c 224 5 ,200 919 5 525
FOSDOTE NT 143 5 200" 986 5 966 E
NT-$ 209 5 200" 970 5 875 W 8000000
H 218 5 ,200° 895 5 382 ;
H+NT 272 5 ,200° 817 5 110 a
H+NT-S 244 5 ,200° 826 5 130 8
*.This is a lower bound of the true significance. 'U‘-' 6,000000
a. Lilliefors Significance Correction s
w
Test of Homogeneity of Variances g
AREA MARCADA EM C-FOS DO TE é 4,000000-] %
e <
;?av::trc dft df2 Sig f g
8,691 5 24 000 y
ANOVA € 2,000000-] ?
AREA MARCADA EM C-FOS DO TE —
Sum of =
Squares df Mean Square F Sig 000000
Between Groups 226,912 5 45382 | 365,774 ,000
Within Groups 2,978 24 24 cr N'T NTI-S :1 Ho;ﬂ m}r-s
Total 229,889 29 Grupos
Multiple Comparisons
Dependent Variable: AREA MARCADA EM C-FOS DO TE
~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
) Grupos L)) Grupos J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Games-Howell C MT -3,67769400 | 208633458 000 -4 61370822 -2 74167978
MT-5 -,283886[][][.‘!== 55256551 016 -50352162 - 06421038
H -1 ,---185?’8-'-1[][]== 088396841 000 -1,87434400 -1,09722400
H+MT -8.1 50595400 272328787 000 -9,39996977 -6,90193823
H+MT-5 -2,35069400“ JE6945176 000 -3,07893313 -1,62245487
MT c 3677694000 | 208633458 000 274167978 4 61370822
MT-5 3,35!3828[][]".]’c 204394478 000 2,44029895 4 34735705
H 2,15!15&1[][][][]’c 220462124 0 1,28063525 310318475
H+MT -4,4?‘326'1][][]x 3359862386 000 -5, 72412197 -3,22239803
H+MT-5 1,32?00[]00[]: 258058117 008 A7075050 2,28324350
MT-5 Cc 283866000 | 055256551 016 06421038 B0352162
MT -3,35!3828[][]== 204354478 000 -4, 34735705 -2,44020885
H -1,2(]1918[][]== 0890160496 000 -1,69731323 - BOGA22TT
H+MT —F’,8!’57"088[][.‘!== 268085060 000 -9,13109454 -6,60308146
H+MT-5 -2,05582800“ JE1616443 .00 -2,813628 -1,32002709
H c 1,485784000 | 095396241 000 1,08722400 1,87434400
MT —2,15:!191'1][][]x 220462124 0o -3,10318475 -1,28063525
MT-5 1,20191 so00" 090160436 000 80652277 1,59731323
H+MT -6,6651 7oo0” 281493511 000 -7,88445571 -5,44538429
H+MT-5 -,86491 oooo” 181511213 021 -1,58076764 - 14905236
H+MT Cc 8150854000 | 272328787 ,000 5,90153823 939986977
MT 4,4?‘326[][][][.‘!== 335986286 000 3,22238803 572412197
MT-5 F’,86?‘[.‘!88(]!1][]== 268085060 000 6,60308146 913109454
H Ei,l’iEiS'IF’[ZI[ZI[ZI[.'I== 281493511 000 544588429 7.,88445571
H+MT-5 5,8[11[112Fil.'ZIIZIIIIIIIZIx S11816543 000 4 59254713 7,00757287
H+MT-5 c 2350694000 | 166945176 000 1,62245487 307893313
MT -1 ,32?0[][][][]’c 258059117 009 -2,28324950 -, 37075050
MT-5 2,[]66828[][][]’c JE1616443 0 1,32002709 2813628
H 86491 oooo” 181511213 021 14805236 1,58076764
H+MT -5,8[][]26[][][]: S11816543 000 -7, 00757287 -4.59294713

*. The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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APENDICE O - Teste de normalidade, homogeneidade de variancias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para a expressdo de ATF3 em ginglio trigeminal

Tests of Normality

Kolmogorov-Smimov® Shapiro-Wilk
Grupos Statistic df Sig. Statistic df Sig.
AREAMARCADAEMATF3 C 1209 6 200 966 6 863 l
ROCE NT 229 5 2000 946 5 708 5553500
NT-S 227 5 200" 897 5 1396 ' .
H 343 6 027 811 6 22 . o
HeNT 268 6 200" 825 5 12| O
HeNT-S an4 5 782 4 074 | Q10000000
* This is a lower bound of the true significance. E
a. Lilliefors Significance Correction ’E Q
Test of Homogeneity of Variances E 7500000 =
AREA MARCADA EM ATF3 DO GT 3 1
Levene 5 o T
Statistic dt dr Sig. [ rr—
20552 5 28 000 =
<
ANOVA e
<
AREA MARCADA EM ATF3 DO GT 2,5000004
Sum of
Squares df Mean Square F Sig 2
Between Groups 487,879 5 97,576 | 31,351 ,000 =] = —
Within Groups 77,810 28 3112 oo00c-|
Total 565,699 33 NIT NTIAS y HOINY H«NIT»S
Grupos
Multiple Comparisons
DependentVariable: AREA MARCADAEM ATF3 DO GT
~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
() Grupos  (J) Grupos J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Games-Howell c MT -7 827492013 B61191431 004 [ -11,99273482 -3 86310544
MT-5 044883987 108628601 898 -, 36946782 A5023579
H 028465033 0860859561 994 -, 27139665 32832672
H+MT -8,901 20093 1,770519180 041 -17,28796196 -.51443991
H+MT-5 167154767 070191897 266 -,08971204 42402247
MT [#] 7,927920133 B61191431 004 386310544 11,88273482
MNT-5 7.9728041 20 864243188 004 3,92353620 12,02207204
H 7,9563851 67 BE1700370 004 3,89422502 12,01854532
H+MT -,897 3280800 1,967194521 894 -8,80252191 5,95596031
H+MT-5 8,EJ9.!5[.'!?'-'-15![2![1,= BE0257530 004 4 032532787 12164821493
MT-5 C -,044883987 108628601 a98 - 459235749 36046782
MNT -7,8728041 2 864243188 004 [ -1202207204 -3,82353620
H -,016418953 12692276 1,000 - 435496560 403127649
H+MT -8,9.!4!’5[]8-'-15!2,= 1,772005580 040 | -17,324583471 - 56723513
H+MT-5 122270780 1008574964 B18 -,29428152 53883308
H C -,028465033 0860859561 999 -, 32832672 27139665
MNT -7,9563851 7 JBE1700370 004 [ -12,01854532 -3,88422502
MT-5 016418453 112533276 1,000 - 403127649 43596560
H+MT -8,9296659?‘,= 1,7707TEETER 040 [ -17,31510182 - 54423012
H+MT-5 138689733 QOT7E182347 505 -, 14206780 41044728
H+MNT c 2,901200933 1,770519180 041 51443991 17,287V96196
MNT JHT3280800 1,967194521 894 -6,95596031 B,90252191
MT-5 8,E;ldEiElB-'-lEIEU,= 1,772005580 040 G6723513 17,32493471
H 8,@;1296'555:!6?’,= 1,770TEETER 040 54423012 17,31510182
H+MT-5 9,068355?[]0, 1,770065113 038 JBTE156740 17, 45755400
H+MT-5 C - 167154767 0701918487 266 -, 42402247 08471244
MT -8,E.'IEIS[ZITf'-'iEl[Jx B60257530 004 [ -1216482183 -4 02532787
MT-5 - 122270780 1008574964 B18 -,53883308 29428152
H -,138689733 OT7E182347 505 - 41944726 14206780
H+MT —9,068355?[3! 1,770065113 038 | -17,45755400 - 67915740

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.
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APENDICE P - Teste de normalidade, homogeneidade de varidncias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para a expressdo de ATF3 em subntcleo caudal do trigémeo

Tests of

Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupos Statistic df Sig Statistic df Sig
TE_ATF3_NORM C 213 6 963 6 795
NT .200 6 972 6 855
NT-S 297 6 826 6 157
H 335 6 867 6 287
H+NT 278 6 865 6 278
H+NT-S 139 6 1,000 6 1,000
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
TE_ATF3_NORM
Levene
Statistic dft dfr2 Sig.
3,350 5 18 026
ANOVA
TE_ATF3_NORM
Sum of
Squares df Mean Square F Sig
Between Groups 120 5 024 850 532
Within Groups 509 18 028
Total 630 23

Dependent Variahle: TE_ATF3_NORM

TE_ATF3

1,800000-
1,700000-
1,600000-

1,500000-]

1,400000-

1,300000- ‘Jj

1,200000-

|

Multiple Comparisons

NT

T
NT-S H

Grupos

T
HeNT

T
H+NT-S

~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

i Grupos  (J) Grupos J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Games-Howell C MNT - 037752000 | 163320217 1,000 - GO651892 62101492
MNT-5 056998000 | 156019507 ,9849 - 58516698 69916298

H - 020163250 | 130889423 1,000 - Ga824027 B5TE1377

H+MT - 160376250 | 137311270 834 -, 80714874 A4B639724

H+MT-5 041026000 | 1389771749 ,9849 - B0107730 683125830

MNT C Q037752000 | 163320217 1,000 - G2101492 GO651892
MNT-5 094750000 | 138145854 47T - 45788701 64738701

H 017588750 | 108968546 1,000 52682111 56195861

H+MT - 122624250 | 116604353 ,BB0 - G4339120 ,39814270

H+MT-5 078778000 | 118561573 4749 44028322 58783822

MT-5 C - 056938000 | 156019507 ,989 - 69916298 58516698
MNT - 094750000 | 138145854 97T - 64738701 45788701

H - 077161250 | 097687383 R -55228050 387895800

H+MT - 217374250 | 10813740849 430 - 67609337 24134487

H+MT-5 - 016972000 | 108284071 1,000 - 47630224 44335824

H C 020163250 | 130889423 1,000 - B5791377 69824027
MNT - 017588750 | 1089685946 1,000 -, 56159861 52682111

MNT-5 077161250 | 097687383 955 -,397595800 55228050

H+MT - 140213000 | 063679848 ,368 - 41001258 12958659

H+MT-5 061189250 | 067196685 8928 -, 22885877 35123727

H+MT C AB0376E250 | 137311270 834 - 48639724 80714574
MNT 122624250 | 116604353 ,BEB0 -,39814270 (64339120

MNT-5 217374250 | 1061374949 430 -, 24134487 BTE09337

H 140213000 | 063679848 ,368 -, 12958658 41001258

H+MT-5 201402250 | 078979354 243 - 11351420 S1631870

H+MT-5 C - 041026000 | 1388771749 ,9849 - 68312830 B0107730
MNT - 078778000 | 118561573 4749 -,58783822 44028322

MNT-5 018972000 | ,108284071 1,000 -, 44335824 47530224

H - 061189250 | 067196685 928 -, 35123727 22885877

H+MT -,201402250 | ,078979354 243 - 51631870 11351420
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APENDICE Q- Teste de normalidade, homogeneidade de varidncias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para a expressdao de PBM em nervo infraorbital

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupos Statistic df Sig Statistic df Sig o
S;E\;IEKDA:Z)EDDEAPBM - Cc 195 9 _200. 923 9 420 6
NERVO%O NT 165 8 ,200. 929 8 503 i 60,000000 é é
NT-S 183 8 ,200 883 8 .200 g
H 272 9 054 884 9 74 0
H+NT 181 8 2007 963 8 87| 2 1l
H+NT-S ,230 7 200" 900 7 330 g
*.This is a lower bound of the true significance. :
a. Lilliefors Sianificance Correction Q 40,0000007]
Test of Homogeneity of Variances ,2
DENSIDADE DA MARCAGAO DE PBM NO NERVO g
o
Levene g
Statistic dft df2 Sig <
8517 5 43 000 o 200000001
o
ANOVA E E
DENSIDADE DA MARCAGAO DE PBM NO NERVO 10 g E
Sum of lg
Squares df Mean Square F Sig
Between Groups | 19175801 5| 2835160 | 226984 000 00001
Within Groups 726,536 43 16,896 ¢ NI NS M HoNT HoNT-S
Total 19902,337 48
Grupos
Multiple Comparisons
DependentWariable: DEMSIDADE DA MAF{CAQAO DE PEM MO MERWO 10O
~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
) Grupos (] Grupos J) Std. Errar Sig. Lower Bound Upper Bound
Games-Howell C MT -46,2606350 | 1,630912674 000 | -52,20592054 | -40,31534946
MT-5 -1,015760000 F24067227 F25 -3,40576231 1,37424231
H —22,?8?'!5489== 1,553444575 000 | -28,25818203 [ -17,31611574
H+MT -50,9071 3500 1,033061534 000 [ -54,49960041 | -47 31466959
H+MT-5 -24,3349029° | 2905143325 001 | -35 72313783 | -12,94666789
MT C 46,26063500 | 1,630912674 000 40,31534546 52,20592054
MT-5 45,24‘.48?5[1[1== 1674945334 000 3927457363 51,21517637
H 23,4?’298'{511x 2166646850 000 16,42026723 30,52570459
H+MT -4, 646500000 | 1,828859190 80 [ -10,84551215 1,55251215
H+MT-5 21,9257321 ry 3,274297827 0 10,40774702 33,44371727
MT-5 C 1,015760000 F24067227 F25 -1,37424231 340576231
MT 452448750 | 1,674945334 000 | -51,21517637 | -39,27457363
H -21,?"?’18889,= 1,589611131 000 [ -27,29288318 | -16,250859460
H+MT —=‘+E:|,BQ13T5I.'J== 1101263754 000 | -53,60834921 | -46,17440079
H+MT-5 -23,319 429 2930089326 001 [ -34 68273308 | -11,895555264
H C 22,78764889 [ 1553444575 000 17, 31611574 28,25818203
MT -23,4?’29861x 2166646850 000 [ -30,52570499 | -16,42026723
MT-5 21,771 88589 1,599611131 000 16,250859460 27,29288318
H+MT —2E!,11€:|4E!61x 1, 761163977 000 [ -33,94545548 | -22,20351674
H+MT-5 -1,547253868 | 3236408528 B8E [ -12,99549108 990098315
H+MT c 50,90713500 | 1,033061534 ,0oo 47, 314665959 54,49960041
MT 4 646500000 | 1,829859180 180 -1,86251215 10,84551215
MT-5 4988137500 | 1,101263754 000 46174400749 53,60834921
H 28,11948611’= 1, 761163977 000 2229351674 33,94545548
H+MT-5 26572231 4 3021318627 000 1524863258 37,89583171
H+MT-5 C 2433490286 | 2,905143325 0o 1294666789 3572313783
MT -21,9257321° | 3274297827 001 | -33,44371727 | -10,40774702
MT-5 23,31914286x 29300893286 .0 11,95555264 3468273308
H 1,647253968 | 3,236408528 Rkl -9,90098315 12,99545108
H+MT —26,5?’22321x 3021318627 000 [ -37,89583171 | -15,24863258

* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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APENDICE R - Teste de normalidade, homogeneidade de variancias e ANOVA com teste
pos-hoc de Games-Howell para a expressdo de DAPI em nervo

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupos Statistic df Sig Statistic df Sig
NervoDapi  C 199 7 ,200 903 7 348
NT 261 6 200" 847 6 149
NT-S 300 5 161 906 5 441
H 213 5 200" 914 5 489
H+NT 242 6 200" 904 6 400
HeNT-§ 232 5 200° 875 5 289 |
*.This is a lower bound of the true significance %
a. Lilliefors Significance Correction 2
Test of Homogeneity of Variances g
Nervo Dapi
Levene
Statistic df df2 Sig.
12,190 5 28 .000
ANOVA
Nervo Dapi
Sum of
Squares df Mean Square F Sig
Between Groups 450,626 5 90,125 38,371 ,000
Within Groups 65,766 28 2,349
Total 516,391 33

DependentWariahle: Mervo Dapi

12,500000+]
10,000000
7,500000
5,000000-]

2,500000 é

,000000-]

2

T -

Multiple Comparisons

NT

T T
NT-S H

Grupos

T
H+NT

T
HeNT-S

Diﬁyriir;e i 95% Confidence Interval

I} Grupos  (J) Grupos J) Std. Errar Sig. Lower Bound | Upper Bound
Games-Howell C MNT -7,59511886 69137665 002 | -11,50367566 -3,686562058
MT-5 821238143 428174461 348 -, 634268960 247674588

H 1,3?‘7"‘?‘85?‘43’c 272754063 011 35017984 240539185

H+MT -6,[]2!’5289[12’c 11004587605 014 | -10,517578905 -1,5348958599

H+MT-5 752486743 262842640 6T -, 27953304 1,78450652

MNT C 7,585118857 JHB9137665 ,0o2 368656205 | 11,50367566
MT-5 851 6357000 JH83565560 0o 4 62168848 | 1241102552

H B,072904600 | 937141362 001 500040505 | 1294540415

H+MNT 1,568829833 [ 1,419483755 869 -3,37962379 6,51728346

H+MT-5 B,347605600 | 934304772 0oz 4 36726357 | 12,32794763

MNT-5 c -921238143 428174461 ,349 -2,47674588 63426960
MNT -8,51635700° | 993565560 001 | -12,41102552 | -4,62168848

H A56547600 349770621 774 -1,11327825 202637345

H+MNT -6,94752717 | 1,122069377 006 | -11,416830211 -2,47825222

H+MT-5 - 168751400 342097883 994 -1,77081067 1,43330787

H c -1,37778574 272754063 011 -2,40539165 -,35017984
T -3,97200460° | 937141362 001 | -12,54540415 | -5,00040505

MT-5 - 456547600 349770621 e -2,02637345 111327825

H+MNT -7,40407477 | 1,072427665 006 | -11,55681457 | -2,85133486

H+MT-5 -,62525!5![1[10’= L0B9957608 004 -,99243137 -, 25816663

H+MT C 6,026289024 [ 1,100497605 014 1,53499888 | 1051757905
MNT -1,668829833 | 1,419483755 BEY -6,51728346 337962378

MT-5 6,89475271 67 1,122068377 0086 247825222 [ 11, 41680211

H .'f‘,4[.’!---1[.'!?‘4?‘6.'r"c 1,072427665 006 2851334896 | 11,95681457

H+MT-5 Ei,.'f‘Tf‘EETf‘Tf‘S?f‘ﬁ.'r"c 1,069948798 010 221911382 [ 11,33843771

H+MT-5 C - 752486743 262842640 6T -1,78450652 27953304
MNT -8,34?60560x H34304772 002 [ -12,327947863 -4 36726357

MT-5 168751400 342097883 B84 -1,43330787 1,77081087

H ,FiESEEIEl[J[JD’c ,0B9957608 004 25816663 889243137

H+MT -Fi,Tf‘Tf‘EETf‘F’S?‘.'r"c 1,0699458798 010 | -11,33843771 -2,21911382

* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Anexo A: Certificado de aprovagio na Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Ceard (UFC)

Universidade Federal do Ceara
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "ANALISE MORFOLOGICA DAS
ALTERACOES PERIFERICAS E CENTRAIS NA NEURALGIA DO TRIGEMEO EM
RATOS COM HIPOTIREOIDISMO”, protocolo n°45/2015, sob responsabilidade do
Profa. Dra Mariana Lima Vale, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa ciéntifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de n°8
de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA)
¢ foi adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA), foi
aprovado pela Comissdo de Fitica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da Universidade

Federal do Ceara, em reunilo em 11 de novembro de 2015.

. a . . ’ P Fow 7"-—-_——ﬁ
Vigéncia do projeto 20/05/2015 a 04/10/2017

Espécie/Linhagem

Ratos Heterogénico Wistar

N? de Animais 96
Peso/ldade | 180g — 02 meses
Sexo | Machos/Fémeas

| Biotério Central da UFC

Origem

Fortaleza, 19 de novembro de 2015

Prof. Dr. godrigo Siqueira

Coordenador do CEUA - UFC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEAKA
RODRIGO JOSE BEZERRA DE SIQUEIRA
COORDERADOR DA COMISSAQ DE £71CA £ DO USO COM
ANIMAIS - CEUA/UFC - Matricula Siape 1520734
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Anexo B — Artigo publicado em “The FASEB Journal” (JCR - 5.498, Web-Qualis 2016 para
Ciéncias Biologicas II - Al) como uma “Short Comunication”, com resultados parciais

apresentados no “Experimental Biology 2017”

THE
FASEB oy:

on Juchenes tr Lipanmantal Bology

HOME | CURRENT ISSUE | NEW ARTICLES | ARCHIVE | ALERTS | RssED | susmiT | HeLe

TRIGEMINAL NEURALGIA IN RATS =]
WITH HYPOTHYROIDISM: A

MORPHOLOGICAL STUDY

| This Article

April 2017
The FASES fournal

Osvaldo P. da Costa Sobrinho1, Helson Freitas da Silveira2, val21 o 1 Supplement

7447
Luiza Clertiani Alves Vieiral, Kalina Kelma Oliveira de Sousal, » Abstract
Diego Bernarde Souza Dias1, Delane Viana GondimZ2 and Mariana Lima Vale3 [=] Article Usage Stats

o Article Usage Statistics
[=] author Affiliations

[-] Classifications

Anatomy
MNeurabiology: Neuronal
and Spinal Cord

TUniversidade Federal do Ceara, Fortaleza, Brazil
ZMorphology Department, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, Brazil
3F‘harmacoiogv Department, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza,

Brazil Degeneration, Repair and
Regeneration
Abstract [<] services
Email this article to a
colleague
Thyroid hormones (THs) are important growth and development factors, mainly of Alert me when this article is
the Central Nervous System (CNS). The lack of THs decreases the neuronal velume, cited ) o
: . ] i 1 i Alert me if a correction is
the number of cells of the glia and may causing defects in myelination, which posted
includes the spinal tract of the trigeminal nerve, Hypothyroidism (HT) is associated Similar articles in this journal

Download to citation

with chronic peripheral lesion in rats, depressing neuronal excitability with i

absence of sensory potentials. Previously, our lab research group verified that rats
with HT have a higher nociceptive threshold when stimulated in the infra-orbital
region., The aim of this study was to evaluate the peripheral morphological

changes in the trigeminal pathway in a HT model induced by propylthiouracil (PTU) ?3;::?::'{0“;95{3
drug in rats. 72 male Wistar rats {180-220 g), originating from the Central Animal Articies t;y\.-’al-el M. L.
Facility of the Federal University of Ceara - Brazil, kept at 22 °C, by day/night cycle [=] PubMed

- 12/12 h, with water and food ad /ibirum. The rats were divided into & groups: Articles by da Casta
control {C), Trigeminal Neuralgia (TM), TN Sham. HT, HT+TN, HT+TN Sham. The Sobrinho, O. P.

{€) Gel Permissions

[-] Google Scholar
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Anexo C — Premiacao (2° lugar) na exposi¢ao “Arte sob o Microscépio”

CERTIFICADO

Certificamos que a imagem intitulada “Reveillon” de ~

autoria de Helson Freitas da Silveira; Luiza Clertiane ! Arte sob o
Vieira Alves; Delane Viana Gondim e Mariana Lima Vale, k}" microscépio
obteve o 2° lugar na categoria Microscopia Confocal na

classificagdo final da 12 Edicdo da Exposigédo de Arte Sob A arte que eu

o Microscépio, realizada nos dias 29, 30 e 31 de Agosto Q"-'.' vejo na ciéncia
de 2017. et que eu fago.

Fortaleza, 31 de Agosto de 2017.

»’J.‘N'r\m.« Cﬂu,uﬂuu C”f'.‘l’.ﬂ.'ﬁ @:&- [Q“lnu;n) Gars Lg—.“}n_!\ﬂ

Profa. Dra. Virginia Cldudia Carneiro Girdo Prof. Dr. Anténio Gomes de Souza Filho
Presidente da | Exposig&o de Arte Sob o Microscépio da UFC Pré6 Reitor de Pés Graduagdo e Pesquisa da UFC

Pedro Eymar Barbosa Costa
Diretor do Museu de Artes da UFC

Realizacdo

Ligw W oE Pos-
T Cantral Ansiitica
. Microscopia Aplicada Departaments oe Morfolog | Facuidade de Meckona | Universicade Federst oo Cears et Ty




