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APRESENTACAO
Este Trabalho de Concluséo de Curso (TCC) encontra-se sob o formato de artigo
cientifico, seguindo as normas da revista “European Journal of Pain” (anexo C), porém a
conversdo em lingua inglesa se dard& no momento da publicacdo. As normas da revista
constam nos anexos deste trabalho. Trata-se de uma pesquisa experimental em ratos com o
intuito de mostrar as alteracdes morfoldgicas ocorridas na via trigeminal na presenca de

neuropatia do nervo infraorbital.
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ANALISE MORFOLOGICA DAS ALTERACOES PERIFERICAS E CENTRAIS EM
MODELO EXPERIMENTAL DE NEURALGIA TRIGEMINAL

RESUMO:

Introducdo: A neuralgia trigeminal (NT) € uma doenca cronica debilitante, caracterizada por
uma dor lancinante, limitada a um ou mais ramos do nervo trigémeo. O modelo de ligadura
parcial demonstrou efetivamente simular muitas das caracteristicas de sindromes de dor

neuropética humana.

Objetivos: Avaliar as alteragdes morfoldgicas na via trigeminal na neuropatia induzida por

ligadura do nervo infraorbital (N1O) em ratos.

Métodos: Foram utilizados ratos Wistar com 6 animais por grupo, sendo: C, NT e NT-Sham.
A NT foi induzida através de constricdo do NIO. A mensuracéo do limiar nociceptivo foi feita
através do uso de analgesimetro em regido da pele das vibrissas. Os animais foram
eutanasiados e coletados pele, NIO, ganglio trigeminal (GT) e trato espinhal do trigémeo (TE
- regido Sp5c¢) no 21° dia apés procedimento cirurgico. Foi realizado imunofluorescéncia com
os anticorpos DAPI, anti-PGP 9.5, anti-NeuN, anti-ATF-3, anti-c-Fos, anti-PBM.

Resultados: Na avaliagéo da nocicepgdo mecanica ocorreu redugédo do limiar nociceptivo no
grupo neuropatico. Na imunofluorescéncia, foi observado aumento significante de expressao
de c-Fos no grupo neuropatico em GTe TE, j& a marcacdo de ATF-3 houve aumento
expressivo somente em GT. Houve aumento significante de expressao de PBM no NIO e de

PGP 9.5 na pele das vibrissas somente no grupo neuropatico.

Conclusao: Foram observadas alteragdes morfologicas ao longo da via nociceptiva, sugerindo
gue as mesmas podem ser causadoras e perpetuadoras do quadro neuropatico no modelo de

lingadura do N1O em ratos.

Significancia: O reconhecimento das alteracfes na via nociceptiva trigeminal sdo Gteis para a
compreensdo do surgimento e dos fatores mantenedores da dor trigeminal, servindo de

embasamento para adocdo de terapéuticas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas.
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MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF PERIPHERAL AND CENTRAL CHANGES IN
EXPERIMENTAL MODEL OF TRIGEMINAL NEURALGIA

ABSTRACT:

Introduction: Trigeminal neuralgia (TN) is a severe chronic disease characterized by
lancinating pain and it is limited on one or more branches of the trigeminal nerve. The partial
ligation model has been shown as an effectively simulate many of the characteristics of

human neuropathic pain syndromes.

Objectives: To evaluate morphological changes in the trigeminal pathway in induced

neuropathy by infraorbital nerve ligation (ION) in rats.

Methods: Wistar rats were used with 6 animals per group, being: C, TN and TN-Sham. TN
was induced through ION constriction. The nociceptive threshold was measured through the
use of analgesimeters in the region of the skin of the vibrissae (SV). The animals were
euthanized and collected skin, ION, trigeminal ganglion (TG) and trigeminal spinal tract (ST -
Sp5c region) on the 21st day after surgical procedure. Immunofluorescence was performed
with DAPI, anti-PGP 9.5, anti-NeuN, anti-ATF-3, anti-c-Fos, anti-PBM antibodies.

Results: In the evaluation of mechanical nociception it was verify a reduction of the
nociceptive threshold in the neuropathic group. In immunofluorescence, a significant increase
of c-Fos expression was observed in the TN group in TG and ST, whereas the ATF-3 labeling
showed an expressive increase only in TG. There was a significant increase in the expression
of MBP in ION and of PGP 9.5 in VS only in the neuropathic group.

Conclusion: Morphological changes were observed along the nociceptive pathway,
suggesting that they may be responsible for and perpetuating the neuropathic condition in the
ION model of rats.

Significance: The recognition of alterations in the trigeminal nociceptive pathway is useful
for the understanding of the onset and factors that maintain trigeminal pain, serving as a basis

for the adoption of pharmacological and non-pharmacological therapies.
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1 INTRODUCAO

A neuralgia do trigémeo (NT) é a mais séria e mais comum dentre as neuralgias que
afetam a regido de cabeca e pescoco. E uma doenca cronica, debilitante, caracterizada pela
presenca de 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 (Love et al,
2011). ANT tem maior incidéncia sobre o sexo feminino e acima da sexta década de vida. Na
maioria dos casos, a crise de dor é abrupta e geralmente desencadeada por estimulos nédo
dolorosos em regides da face (alodinia). As zonas de gatilho no territério de distribuicdo de
V2 (ramo maxilar) e V3 (ramo mandibular) sdo mais comuns (Love et al. 2001). Muitas vezes
0s pacientes vivem com medo da dor, com habitos diarios interrompidos e qualidade de vida
prejudicada, e normalmente se apresentam com maiores niveis de ansiedade e depresséo
(Macianskyte et al. 2011).

Estudos experimentais em animais vém sendo realizados para a compreensdo dos
mecanismos de ativagdo da via nociceptiva. O modelo de constricdo do nervo infraorbital
(NIO) reproduz aspectos importante da neuralgia trigeminal, como o comportamento anormal
relacionado a dor e alodinia mecénica (Xu et al 2008), e permite a avaliacdo de condicdes
estritamente sensitivas sem interferéncias motoras. Entretanto ainda hd a necessidade de
melhor caracterizacao das alteragdes morfologicas que ocorrem ao longo da via trigeminal.

Estudos relatam que a injuria periférica em um nervo leva a alodinia ou hiperalgesia
em humanos e animais (Gautron et al, 1990; Guilbald et al, 1990; Garrison et al, 1991;
Bennett, 1993; Bennett, 1994; Woolf, 2001). A lesdo promovida ao nervo é muitas vezes
intratdvel e o conhecimento do desenvolvimento da doenga ainda é pouco compreendido
(Sounvoravong et al, 2004). Modelos desenvolvidos em animais, tais como o modelo de
ligadura parcial do nervo isquiatico (Garrison et al, 1991) e de lesdo por constri¢do crénica do
nervo infraorbital ou de transec¢do completa dos nervos infraorbitais, alveolar inferior ou
lingual (Xu et al 2008) vem sendo utilizada para a compreensao dos mecanismos ativos na dor
neuropaética.

Nas lesbes do sistema nervoso periférico (SNP) acontecem eventos que levam ao
processo de regeneracdo, causando modificagdes estruturais e funcionais que levam a
alteracGes de conducdo nervosa, induzindo a sensibilizacdo central e periférica (Schwartzman
et al. 2001; Nicholson, 2004).

O presente trabalho foi realizado com objetivo de avaliar alteracbes morfologicas

desde os tecidos periféricos até o tronco encefalico, na regido do trato espinhal do trigémeo
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(Sp5c), local da primeira sinapse da via de nocicepcao trigeminal, em modelo de neuropatia

induzida por ligadura do NIO em ratos.
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2. METODOS

2.1. Animais

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Ceara (protocolo n°45/2015) e realizado de acordo com o Guia para
Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio. O experimento foi realizado em ratos Wistar
machos (180-220g) que foram mantidos em sala com temperatura controlada (24+2°C), com
ciclo de luz 12h/dia e acesso ad libitum a agua e alimento. Os animais foram divididos em
grupos com 6 animais em cada, sendo eles: C (controle, ratos sem neuralgia ou intervencgéo
cirurgica), NT (ratos com neuralgia) e NT-Sham (ratos sem neuralgia, sem constricdo do
NIO).

2.2. Neuralgia trigeminal induzida por ligadura do N1O

Para a inducdo da NT foi realizada ligadura do nervo infraorbital. Os animais foram
anestesiados com quetamina (10%) e xilasina (2%) na dose de 40-80 mg/kg e 10 mg/kg
respectivamente, por via intraperitoneal. Do lado esquerdo, apds limpeza da pele do rato com
iodo, foi feita uma pequena incisdo linear paralela ao trajeto do NIO e acesso ao mesmo, duas
amarras frouxas com fio indcuo de polipropileno 6-0, separadas uma da outra por
aproximadamente 2 mm, foram feitas ao redor do nervo, o mais proximo possivel da regido
caudal do NIO e do forame. Cuidados foram tomados para ndo ocluir a passagem do impulso
nervoso, um espacador de nylon com diametro de 0,5 mm foi colocado paralelamente ao
nervo e retirado por deslizamento apds a realizacdo das amarras, assegurando 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). No grupo NT-Sham, o NIO foi apenas exposto, sem realizagdo de ligadura. A
incisdo foi suturada com fio de nylon 4-0 (Bennet e Xie 1988; Xu et al 2008). Os animais
permaneceram em caixas plasticas isoladas por 24h ap6s a cirurgia de inducdo e
posteriormente foram novamente colocados juntos no mesmo grupo.

2.3. Teste nociceptivo - Hiperalgesia e alodinia mecanica

Os registros do limiar nociceptivo foram feitos nos dias 0 (registro do limiar basal,
imediatamente antes da cirurgia), 3°, 7°, 10°, 14°, 18° e 21° (Gltimo registro e eutanasia dos
animais) ap6s indugdo da NT. O limiar de nocicepcdo do animal foi obtido através do registro
da intensidade de forca aplicada na regido da almofada vibrissal do lado esquerdo, sendo
realizados em triplicatas. Para isso, o aparelho Von Frey eletrénico (Electronic von Frey

Digital Analgesymeter, Insight Instruments, Sdo Paulo, SP, Brasil), que € um transdutor de
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forca que mede o limiar de nocicep¢do em gramas (g), foi aplicado perpendicularmente na
regido a ser avaliada. O avaliador foi previamente treinado para realizar o teste aplicando
forca de forma gradual até a obtencdo de uma resposta reflexa do animal (ex. movimento de
retirada de cabeca), automaticamente o estimulo foi interrompido e registrada a medida. Os
animais foram submetidos a sessdes de condicionamento ao teste de nocicep¢do mecanica por
um periodo de 5 dias antes da inducdo da NT. Para realizacdo do registro, os animais foram
colocados em caixas plasticas individuais 20 minutos antes de iniciar os testes em ambiente
com baixa iluminag&o.

2.4. Imunofluorescéncia

No 21° dia os animais foram anestesiados com quetamina (10%) e xilasina (2%) na
dose de 100 mg/kg e 10 mg/kg respectivamente, por via intraperitoneal e sacrificados por
meio de perfusdo transcardiaca com solugdo salina 0,9% (60ml/animal) seguido de
paraformaldeido 4% em tampédo fosfato 0,1M pH 7,4 (60ml/animal), os corpos foram
decapitados e as seguintes estruturas foram dissecadas e coletadas: pele vibrissal, nervo
infraorbital e ganglio trigeminal ipsilaterais a ligadura e trato espinhal trigeminal (regido
Sp5¢). As amostras foram pés fixadas por 2 horas em PFA, crioprotegidas em solucao
sacarose 30% (p/v) em tampéo fosfato a 4°C por 72h (onde a solucdo foi renovada com 1h,
24h, 48h). Posteriormente, os tecidos foram embebidos e emblocados em OCT-Tissue-Tek®,
e armazenados em freezer -80°C até o corte e montagem das laminas para 0s ensaios de
imunofluorescéncia.

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

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 expressao das proteinas correspondentes e com o anticorpo NeuN (conjugado
com Alexa fluor 488 - Millipore®) para evidenciar os corpos celulares de neurénios.

Os cortes de nervos infraorbitais foram incubados com anti-PBM (Santa Cruz
Biotechonology®) para evidenciar a bainha de mielina nas fibras nervosas.

Para evidenciar as fibras nervosas da pele foi feita imunofluorescéncia utilizando-se
anticorpo anti-PGP 9.5 (Abcam®) e DAPI (Invitrogen®) para evidenciar nicleos celulares das
células de Schwann e demais células adjacentes.

Dessa forma, os cortes histoldgicos foram secados em temperatura ambiente, fixados
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por 2 min em alcool metilico (Metanol) P.A. (Sigma®), lavados em solucdo tamponada de
fosfato (PBS), e imersos em tampéo citrato 0,1M (pH 6,0), sob aquecimento a 95°C em forno
de micro-ondas, por 15 minutos para a recuperacdo antigénica. Apés o resfriamento, obtido
em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solucdo de PBS e
blogueio das ligacdes inespecificas com glicina (0,3M) em Albumina Sérica Bovina 5%
(BSA) durante 30 min. Os cortes foram incubados “overnight” (4°C) com os anticorpos
priméarios policlonais anti-ATF3, anti-c-Fos, anti-PBM anti-PGP 9.5. 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 imunomarcacdo foram realizados por omissdo dos
anticorpos primarios (controle negativos). Para diferenciacdo de neurdnios foi utilizado o
anticorpo fluorescente NeuN (conjugado a Alexa fluor 488) por imunofluorescéncia direta.
Apds lavagens, todas as se¢Ges foram montadas em meio proprio e armazenadas em camara

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

2.5. Analise dos dados

Para avaliar a normalizacdo dos dados foi utilizado teste de Shapiro-Wilk, onde os
dados considerados paramétricos foram analisados através do teste ANOVA one-way, para
comparacdo das médias entre variaveis dos grupos. Foi realizado o teste de homogeneidade
das variancias de Levene, para determinar o teste pos-hoc adequado, Tukey ou Games-
Howell. 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 graficos elaborados usando os
recursos do software GraphPad Prism® 6.0.

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 mensuracéo das areas marcadas (um?) pela maior saturagdo de cor
associada (vermelha) em razdo da area total demarcada também pela maior saturacéo da cor
associada a marcacdo do NeuN (Verde), expressada em percentagem (%).

A quantificagdo da marcacdo de PBM nas fotomicrografias foi feita pela obtengdo da

densidade de marcacdo no histograma (pixels) em razdo da area total das fibras nervosas
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demarcadas pela maior saturacdo da cor associada (vermelha) expressados em pixels/pum?.
Para isso, foi utilizado um software de livre acesso Fiji® ImageJ® (versdo 1.51K).

As marcacBes em PGP 9.5 das fibras nervosas na pele, foram obtidas em microscépio 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 e disposicdo das terminacGes nervosas, que passam entre as células
gue compBem as camadas da pele, atravessado diversos planos, foi necessario executar uma
varredura do microscépio confocal dos cortes de tecido em diversos focos (planos) para
formar uma imagem em trés dimensdes (3D) que possibilitasse a visualizagdo de maior
quantidade de seccdes das fibras nervosas. As imagens 3D foram usadas para formar imagens

em duas dimensdes (2D) pela sobreposicdo de imagens.
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3. RESULTADOS

3.1. Hipernocicepgao mecanica:

No dia 0 (imediatamente antes dos procedimentos cirdrgicos), o limiar nociceptivo
basal dos animais em todos os grupos ndo diferiram. No entanto, no 3° e 7° dias apds a
inducdo da NT, houve uma reducéo significativa do limiar nociceptivo dos grupos NT e NT-
Sham em relacdo ao grupo controle, sendo que o grupo NT manteve essa reducdo por todo
periodo experimental. A partir do 10° dia houve o retorno do limiar nociceptivo ao valor basal
no grupo NT-Sham, se mantendo até o 21° dia ndo diferindo estatisticamente do grupo
controle (ANOVA one way, teste pos-hoc de Tukey, p<0,05; Fig 1).

3.2. Imunoexpressao de c-Fos em ganglio trigeminal e Trato espinhal (Sp5c)

Houve aumento significativo da expressdo de c-Fos tanto em ganglio trigeminal (Fig.
2A e 2B) como em trato espinhal (Sp5c) (Fig. 3A e 3B) no grupo NT quando comparado ao
grupo controle. O grupo NT-Sham ndo diferiu estatisticamente do grupo controle em ambas as
marcacdes (ANOVA one way, teste pos-hoc de Tukey, p<0,05).

3.3. Imunoexpressdo de ATF-3 em ganglio trigeminal e trato espinhal (Sp5c)

Houve aumento significativo da expressédo de ATF-3 em ganglio trigeminal no grupo
NT (Fig. 4A e 4B) quando comparado ao grupo controle. No entanto, quanto a marcacao em
trato espinhal no grupo NT, ndo houve alteracGes, ndo diferindo estatisticamente do grupo
controle, assim como o grupo NT-Sham (Fig. 5A e 5B) (ANOVA one way, teste pos-hoc de
Tukey, p<0,05).

3.4. Imunoexpressao de PBM em NIO
Em relacdo ao grupo controle, houve um aumento significativo da expressdo de PBM
no grupo NT, enquanto que grupo NT-Sham ndo diferiu estatisticamente (Fig. 6A e 6B;

ANOVA one way, teste pos-hoc de Tukey, p<0,05).

3.5. Imunoexpressao de PGP9.5 em pele vibrissal

Foi observado pelas imagens obtidas, analisando de forma descritiva, uma quantidade
significante de fibras nervosas no grupo controle (setas amarelas), enquanto no grupo
neuropéatico, o nimero de fibras nervosas aparentou estar reduzido em relacdo ao grupo

controle.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos a caracterizagdo da ativagdo nociceptiva tanto a
nivel periférico como central, podendo ser observado todo o percurso nervoso.

Nesse estudo, o teste mecanico de hipernocicep¢do mostrou que houve uma reducgéo
significativa do limiar nociceptivo nos animais neuropaticos, mesmo ap6s o periodo de dor
inflamatdria decorrente do procedimento cirtrgico nos primeiros 7 dias o limiar manteve-se
abaixo da medida basal, indicando que o animal apresenta uma percepcdo aumentada da dor.
Tais resultados sustentam os achados de que a ligadura do NIO induz a neuropatia persistente
do nervo trigémeo.

A lesdo de um nervo periférico ndo sé produz sinais comportamentais profundos de
dor persistente, mas também ativa vias centrais de dor. A lesdo nervosa e tecidual decorrente
da doenca leva a liberacdo de mediadores (como TNF-a, IL-1B, IL-6) que sensibilizam as
terminacGes nervosas periféricas, acarretando alteracbes neuroquimicas e fenotipicas e
aumento da excitabilidade dos neurénios aferentes do ganglio trigeminal e dos nucleos do
trigmeo (sensibilizacdo central). Em adicdo, as terminacbes nervosas lesadas liberam
neuropeptideos vasoativos, perpetuando a inflamagdo neurogénica e a sensibilizagcdo
periférica. (De Corato et al 2011). Além disso, ocorrem alteracfes nas vias de modulacao
descendentes que alteram os limiares e a percepcdo da dor (Jarvis e Boyce-Rustay, 2009).

Para avaliar a ativagao das vias nociceptivas trigeminais, periférica e centralmente, em
condigdes de neuralgia, foram realizadas a imunomarcacdo por fluorescéncia do gene
imediato c-Fos, que se expressa em varias estruturas do SNP, como nos ganglios, e do SNC
(Nestler, 2012), envolvidas no processo nociceptivo, incluindo medula espinhal, substancia
periaquedutal mesencefalica, nucleos parabraquiais e talamo ap6s estimulagdo dolorosa
(Ahmand, 2002). Baseado neste contexto, nossos resultados mostraram um aumento
significativo da expressdo de c-Fos no ganglio trigeminal e no trato espinhal trigeminal no
grupo neuropatico, mostrando a ativacdo das vias nociceptivas e conducdo de estimulos
dolorosos. Esse achado € confirmado com os resultados obtidos nos testes de avaliagdo do
limiar nociceptivo, que se mostravam reduzidos, evidenciando uma maior resposta
nociceptiva da via trigeminal.

O ATF3 é considerado um importante marcador tanto de lesdo neuronal como da
capacidade regenerativa neuronal periférica (Linda et al, 2011, Hunt, et al, 2012) e por ndo se
expressar significativamente em niveis basais nas células ndo expostas a agressdes (Boespflug
et al, 2017). As anélises de imunofluorescéncia de ATF3 para verificacdo de injdria neuronal

no nosso estudo, mostraram uma elevacdo na expressao de ATF3 nos ganglios trigeminais do
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grupo neuropatico. Estes resultados demonstraram, a principio, que a ligadura do nervo
infraorbital levou a um dano periférico, seguido de uma resposta celular. Apesar do ATF3
expressar-se em niveis elevados no ganglio trigeminal em animais neuropaticos, 0 mesmo nao
aconteceu na avaliacdo de sua expressao no subnucleo caudal do trato espinhal do nervo
trigmeo, onde seus niveis mostraram-se basais, semelhantemente ao grupo controle e ao
grupo com cirurgia sham. Tal resultado confirma os achados da literatura que mostraram que
0 ATF3, apesar de se expressar a nivel central no corno dorsal da medula espinhal ap6s injaria
periférica (Seijffers et al, 2006; Tsujino et al, 2000), ndo se expressa no subndcleo caudal do
trato espinhal do trigémeo nas mesmas condicBes de injdria periférica (Latrémoliere, et al,
2008). Visto que a via trigeminal comporta-se de maneira distinta, especula-se a ocorréncia de
maior capacidade de reparo nervoso periférico que a nivel de sistema nervoso central.

Para verificar a integridade e regeneracdo axonal no NIO, foi analisada a expressao da
proteina constitutiva PBM da bainha de mielina por imunofluorescéncia. Nesta anélise, foi
verificado um aumento significante da expressao de PBM no grupo neuropatico. O aumento
de PBM, ap0s 21 dias da injdria neuronal, observado em nossos resultados, corroboram com
dados achados na literatura, que mostram que as células de Schwann diminuem e, em seguida,
interrompem totalmente a sua sintese de mielina logo nos 2 primeiros dias apds injuria
(Vargas; Barres 2007), entrando em novo ciclo celular, onde proliferam e realizam a remocéo
da mielina (Pellegrino et al., 1986; Liu et al., 1999; Murinson et al., 2005; Vargas; Barres
2007), sofrendo uma remodelagem e retomando a produgdo de mielina no local da leséo,
aumentando consideravelmente a quantidade de PBM (Harrisingh et al., 2004, Camara et al,
2015), estimulada pela sinalizacdo axonal (Gupta et al, 1993; Camara et al, 2015). Tal
aumento de expressao de PBM evidencia a tentativa neuronal de reparo axonal. A avaliagdo e
quantificacdo da PBM sdo importantes ferramentas na avaliacdo de injaria axonal, bem como
da capacidade de reparo.

A expressdo da PBM pode ser um parametro do grau da velocidade da degeneracéo ou
da regeneracdo do nervo, dependendo do tempo pos-injuria em que é avaliada (Gupta et al.,
1993; Cémara, 2015), visto que, apos injaria neural, verificamos uma diminuicdo da
expressao de PBM, devido a reabsor¢do da mielina, seguida de uma retomada de sua sintese
mais tardiamente (Garbay et al., 2000).

Tais achados se confirmam com nossos resultados de marcagdo de PGP 9.5, usado
para identificar a presenca de terminacGes nervosas nos cortes de pele vibrissal, onde
encontramos, apesar de uma avaliacdo apenas qualitativa, uma diminui¢do na quantidade de

terminacfes nervosas chegando no local de inervacdo do nervo infraorbital. Dessa forma,
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apesar da diminuicdo da quantidade de terminacdes, ha persisténcia de hiperexcitabilidade da
via nociceptiva, demonstrando a importancia e influéncia das alteracbes morfoldgicas sobre a
funcionalidade da via. Mesmo com a reduc¢do de terminac6es, o quadro neuropatico induzido
pelo modelo suficiente para causar disparos de dor neuropética (hiperalgesia e alodinia).
Dessa forma pode-se dizer que o modelo de neuralgia trigeminal por constri¢do do
NIO leva a alteracbes morfologicas ao longo da via trigeminal, sugerindo que as mesmas
podem ser causadoras e perpetuadoras do quadro neuropatico e que tais alteracbes nos
auxiliam na compreensdo do surgimento e dos fatores mantenedores da dor trigeminal,

servindo de embasamento para ado¢do de terapéuticas farmacolégicas e ndo farmacoldgicas.
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LEGENDAS

Figura 1 - Representacdo da evolucdo temporal do limiar nociceptivo desde o limiar basal e
todo periodo de indugdo da neuralgia. *, Diferenca em relacdo ao controle (ANOVA one way,

teste pos-hoc de Tukey, p<0,05).

Figura 2A - Representacdo da quantificacdo da expressdo de c-Fos pela area marcada em
ganglio trigeminal. *, a expressdo de c-Fos apresenta-se aumentada no grupo neuropatico em

relagdo ao controle (ANOVA one way, teste pos-hoc de Tukey, p<0,05).

Figura 2B - Fotomicrografias de ganglio trigeminal mostrando em verde: NeuN (corpo
celular), em Vermelho: c-Fos e em Laranja: fusdo dos canais, para todos 0s grupos
(Magnitude 200x).

Figura 3A - Representacdo da quantificacdo da expressdo de c-Fos pela &rea marcada em
Trato espinhal trigeminal. *, a expressdo de c-Fos apresenta-se aumentada no grupo

neuropatico em relacédo ao controle (ANOVA one way, teste pos-hoc de Tukey, p<0,05).

Figura 3B - 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).

Figura 4A - Representacdo da quantificacdo da expressdo do fator de ativacdo de transcricdo
(ATF3) pela area marcada em ganglio trigeminal. *, a expressdo de ATF3 apresenta-se
aumentada no grupos neuropético em relacdo ao controle (ANOVA one way, teste pos-hoc de
Tukey, p<0,05).

Figura 4B - Fotomicrografias de ganglio trigeminal mostrando em verde: NeuN (corpo
celular), Vermelho: Fator de ativacdo de transcrigdo — ATF3 e em Laranja: fusdo dos canais,

para todos os grupos (Magnitude 200x).

Figura 5A - Representagdo da quantificacdo da expressdo do fator de ativacdo de transcri¢éo
(ATF3) pela area marcada em Trato espinhal trigeminal. *, a expressdo de ATF3 nos grupos

néo difere do controle (ANOVA one way, teste pos-hoc de Tukey, p<0,05).

Figura 5B - Fotomicrografias de subnicleo caudal do trato espinhal do nervo trigémeo, em
Verde: NeuN (corpo celular), Vermelho: Fator de ativacdo de transcricdo — ATF3 e em

Laranja: fusdo dos canais, para todos os grupos (Magnitude 200x).
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Figura 6A - Representacdo da quantificacdo da expressdo de PBM pela densidade da
marcacdo em nervo infraorbital. *, a expressdo de PBM apresenta-se aumentada no grupo

neropatico em relacdo ao controle (ANOVA one way, teste pos-hoc de Tukey, p<0,05).

Figura 6B - Fotomicrografias de fibras nervosas de nervo infraorbital mostrando em
Vermelho: PBM, para todos os grupos (Magnitude 200x)

Figura 7 - Fotomicrografias de pele vibrissal mostrando em Vermelho: PGP 9.5 e em Azul:
DAPI (nucleos celulares), para grupos controle e neuropético. Setas amarelas: terminacgdes
nervosas (Magnitude 100x).
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Abstract

Thyroid hormones (THs) are important growth and development factors, mainly of
the Central Mervous System (CNS). The lack of THs decreases the neuronal volume,
the number of cells of the glia and may causing defects in myelination, which
includes the spinal tract of the trigeminal nerve. Hypothyroidism (HT) is associated
with chronic peripheral lesion in rats, depressing neuronal excitability with
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)
drug in rats. 72 male Wistar rats (180-220 g), criginating from the Central Animal
Facility of the Federal University of Ceara - Brazil, kept at 22 °C, by day/night cycle
- 12/12 h, with water and food ad /ibitum. The rats were divided into & groups:
control (C), Triseminal Neuralgia (TN), TN Sham. HT. HT+TN, HT+TN Sham. The
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http://www.editorialmanager.com/eurjpain (see Section 3).
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Letters to the Editor may be in response to issues arising from recently published articles, or as an
exception, short, free-standing pieces expressing an opinion. Letters to the Editor should be formatted
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Randomized Controlled (Clinical) Trials

Manuscripts reporting randomised controlled trials [RCTs] must follow the CONSORT statement. RCTs
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(Dworkin et al., Pain 2005:113;9-19). For clinical trials the Clinical Study Registration Numbers has to
be given. Please add this information at the end of your manuscript, before the reference list.
Qualitative Studies

While EJP has a strong focus on quantitative research, qualitative studies are also published.
However, qualitative reports will only be considered for publication if they address research questions
which are new or have not been extensively addressed in the empirical-quantitative literature. The
findings must provide new insights..

Open Label Studies

Open label studies are occasionally considered if the topic is particularly interesting and a controlled
study was impracticable.

Translations of Questionnaires

Translations of questionnaires into another language will not be considered for publication except if the
study provides information and insights that go beyond the issue of translation and are of interest for
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Studies on Health Economics
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treatments.
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Single case reports are very rarely published, series of case reports might be published if they are of
broad interest.

Audits
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3. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

All submissions should be made online at the EJP Editorial Manager site -
http://www.editorialmanager.com/eurjpain. New users will be required to register and create an
account. Once a user is logged onto the site, submissions should be made via the Author Centre.

4. PREPARATION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts must be written in English.

Manuscript text must be saved in Word (.doc) or Rich Text Format (.rtf). Please do not submit text in
PDF format (.pdf).

Due to space restrictions and a better readability papers generally should not exceed ten typeset
pages (780 words/page, 32 references/page, including figures and tables). EJP can publish additional
material as "supporting material" with a special link guiding from the manuscript to this material.
Authors are encouraged to take advantage of the online-only publication option.

Suggestions for the cover inset are invited. The illustration may be from a manuscript accepted for
publication in the European Journal of Pain.
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1) Manuscript
* Title page (see further details below)
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* Text
o Introduction (no subheadings, should not exceed 500 words)
o Methods (or Literature Search Methods for Review Articles)
o Results
o Discussion and conclusions (should not exceed 1500 words)
* Acknowledgements
* Author contributions (see Section 6)
 References (limited to 80 for original manuscripts)
* Legends for illustrations and tables
2) Tables (to be uploaded as separate files)
3) Figures (to be uploaded as separate files)
4) Supporting material (additional material that will be published online-only, to be uploaded
separately, see further details below)
Title Page
The title page should give:
1) The title of the article. Titles should be short and should not contain acronyms
2) A running head not exceeding 50 characters
3) The authors' names (initial(s) of first name(s) and last name of each author)
4) The names of the institutions at which the research was conducted, clearly linked to respective
authors
5) The name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the author responsible for
correspondence
6) The category for which the manuscript is being submitted (original article, review, short
communication)
7) A statement of all funding sources that supported the work
8) Any conflicts of interest disclosures
9) A statement “Significance”, indicating the main aspects where this work adds significantly to existing
knowledge in the field, and if appropriate to clinical practice. The signifiance statement should be both
attention-grabbing and rigorously in line with the contents of the full article. It should not exceed 50
words and will be added to the end of the abstract at the time of typesetting. It does not count to thte
abstract's word limit (250 words).
Abstract
The abstract should not exceed 250 words and should describe the background, the aims, the
methods, the results and the conclusions reached. It should contain only standard abbreviations and
no references. The short statement "Significance" (see above) needs to be added at the end of the
abstract, giving some information about what this study/this review adds, what are the new findings
(max. 40 words). For Original Manuscripts the following subheadings are required:
» Background
* Methods
* Results
* Conclusions

For Reviews the following subheadings are required:
» Background and Obijective
* Databases and Data Treatment
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* Results
 Conclusions

The statement "Significance" that has to be given on the title page will be added at the end of the
abstract at the time of typesetting. It does not count to the abstract's word limit (250 words).
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separately (e.g., after the reference list) under the heading "Web references".
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numerical order and should contain brief but comprehensible explanations.
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Figures should be referred to in the text in numerical sequence as follows: Fig. 1, Figs 2—4. The place
at which a figure is to be inserted in the printed text should be indicated clearly on a manuscript.
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