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RESUMO

A neuralgia do trigémeo (NT) é uma dor neuropética comum, com episodios de dor intensa
em pequenas areas da face. A injdria crénica por constricdo (CCI) do nervo infra-orbitario é
utilizada como modelo experimental da NT. O desenvolvimento da dor ocorre em
consequéncia de alteracdes estruturais nervosas e da producdo de mediadores inflamatérios e
de fatores neurotréficos. Sendo assim, investigamos as alteracBes histopatologicas e
ultraestruturais e a expressao do neuropeptideo SP, da citocina IL-1p, do fator de crescimento
nervoso (NGF) e do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) no nervo trigémeo e ganglio
trigeminal ao longo do tempo com o intuito de correlacionar a cinética das alteragdes ao
desenvolvimento da dor. Ratos Wistar foram submetidos a CCI (grupo efetivo) e animais
submetidos apenas a cirurgia serviram como controle (grupo sham). O comportamento
espontaneo e evocado por estimulo mecénico foi registrado aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias pds-
operatério (d.p.o.), quando tecidos e soro foram coletados para analise morfoldgica a
microscopia éptica e eletrénica, imuno-histoquimica e dosagem de NGF e GDNF por ELISA.
Inicialmente, ratos efetivos apresentaram hiporresponsividade a estimulacdo mecénica e,
posteriormente, houve aumento significativo da resposta, sugerindo desenvolvimento de
alodinia mecanica. Lesdes nervosas com comprometimento estrutural importante,
desmielinizacdo significativa e aumento da celularidade por proliferacdo de células da glia
foram observadas ao longo do tempo em animais efetivos. Aos 6 dias de pds operatério
(d.p.0.), as lesdes axonais e a desmielinizacdo foram mais intensas e, aos 15 d.p.o., a
remielinizacéo parcial foi observada. A imunoexpresséo de IL-1p foi evidente nos fasciculos
nervosos e no ganglio trigeminal de animais efetivos em ambas as semanas pds operatorias. O
neuropeptideo SP apresentou imunoexpressdo mais significativa apenas nas regides distais do
nervo infra-orbitario de animais efetivos. N&o foi detectada diferenca nos niveis de NGF no
soro ou nos tecidos de animais efetivos em relacdo aos sham em nenhum dos tempos
estudados. Niveis séricos mais elevados de GDNF foram encontrados em animais sham aos 6
d.p.o., porém ndo foi observada diferenca nos niveis teciduais desse mediador. Em conjunto,
nossos resultados demonstram papel importante dos processos de desmielinizagcdo e
remielinizagdo, dos mediadores IL-1p e SP e da disfuncdo na producdo de GDNF no
desenvolvimento da dor ao longo do tempo, contribuindo para o entendimento dos fendmenos
teciduais que levam ao estabelecimento e a manutencdo da dor neuropatica do nervo
trigémeo. Palavras-chaves: dor neuropatica, nervo trigémeo, neuralgia do trigémeo,

neuropeptideo, fator neurotrofico, desmielinizagéo, neuroinflamacéo.
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ABSTRACT

Trigeminal neuralgia (TN) is a common neuropathic pain and is characterized by episodes of
severe pain in small areas of the face. Chronic constriction injury (CCI) of the infraorbital
nerve (IoN) is used as an experimental model of TN. The development of neuropathic pain
occurs as a result of structural changes in injured nerve and production of inflammatory
mediators and neurotrophic factors. Thus, we investigated pathological and ultrastructural
alterations, demyelination and expression of neuropeptide SP, cytokine IL-1pB, nerve growth
factor (NGF) and the glial-derived neurotrophic factor (GDNF) in trigeminal ganglion and
nerve over time in CCI-loN model in order to correlate kinetics of changes in the
development of pain. Rats were submitted to CCI-loN (loN group) or sham surgery (SHM
group). Spontaneous and evoked behavior was evaluated and recorded at 3, 6, 9, 12 and 15
days postoperatively (p.o.). At these times, tissues and serum were collected for
morphological analysis by optical and electron microscopy, immunohistochemistry and
protein levels of NGF and GDNF by ELISA. Initially, IoN rats showed hyporesponsiveness to
mechanical stimulation and, subsequently, there was a significant increase in the response,
suggesting development of mechanical allodynia. Nerve lesions with significant structural
impairment, intense demyelination and glial cell proliferation was observed over time in IoN
group. At day 6 days p.o., axonal damage and demyelination were more intense and at day 15
p.o., partial remyelination was observed. IL-1f immunostaining was evident in nerve fascicles
and in the trigeminal ganglion of IoN animals in both weeks p.o.. Neuropeptide SP showed
greater immunoreactivity only in the distal regions of IoN rats animals. There was no
difference in NGF levels in serum or tissues between groups in any of the studied times.
Higher seric levels of GDNF were found in SHM animals at day 6 p.o., but no difference in
tissue levels of this mediator was observed in any time studied. Taken together, our results
demonstrate the important role of demyelination and remyelination processes, expression of
IL-1B and SP and dysfunction in GDNF production of in the development of pain over time
which contributes to the understanding of mechanisms that lead to trigeminal neuropathic
pain. Keywords: neuropathic pain, trigeminal nerve, trigeminal neuralgia, neuropeptide,

neurotrophic factor, demyelination, neuroinflammation.
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1- INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA
1.1 - DOR

A dor ¢ “uma experiéncia sensorial e emocional desagraddvel associada a lesdes reais ou
potenciais ou descrita em termos de tais lesdes” (IASP, 2011). A dor pode funcionar como um
eficiente sistema de alerta contra possiveis danos teciduais ou elementos potencialmente
prejudiciais ao organismo, possuindo, portanto, um importante papel protetor (MCNALLY,
1999). Entretanto, existem situacGes em que a dor se torna frequente e intensa, mesmo na
auséncia de estimulos prejudiciais, causando graves implicacGes ao individuo e a sociedade
(MACFARLANE, et al.,1997).

A dor é a maior causa de procura por atendimento médico (FONTES e JAQUES, 2008), podendo
gerar inlmeros prejuizos sociais, psiquicos e econdmicos ao individuo. Atualmente, a dor
apresenta-se como um problema de saude publica (RIBEIRO et. al. 2011). A prevaléncia de dor
na populacdo em geral foi estimada entre 11,5% a 55,2%, embora a International Association for
the Study of Pain (IASP) considere a prevaléncia media de 35,5%, sendo que este dado tende a
crescer em funcdo do aumento da expectativa de vida dos pacientes (HARSTALL e OSPINA,
2003).

A percepcdo da dor é resultante de um conjunto de fatores de diversas grandezas, como a
extensdo da lesdo tecidual e os aspectos emocionais, sociais, culturais e ambientais do paciente (MERSKEY
e BOGDUK, 1994). O limiar de dor varia de individuo para individuo e, um estimulo capaz de
gerar dor em uma pessoa pode nao ser suficiente para provocar dor em outra. Desse modo, a dor
se configura como uma situacdo de dificil diagndstico, tratamento e controle (SMITH et. al.
2001).

Segundo a IASP a dor pode ser classificada quanto a sua duracdo em aguda ou cronica. A
primeira manifesta-se durante um periodo curto de minutos a algumas semanas, esta associada a
lesbes em tecidos ou 6rgdos ocasionadas por inflamagdo, infeccdo, traumatismo ou outras causas.
A segunda, por sua vez, tem duracdo prolongada, que pode se estender de varios meses a Varios

anos, e esta quase sempre associada a um processo de doenga cronica ou consequéncia de uma
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lesdo ja previamente tratada, e que se repetem com frequéncia, mesmo sem estar associada a um
processo especifico (WOOLF, 2000; IASP, 2011).

A dor ainda pode ser classificada em dor nociceptiva ou neuropatica, sendo que a primeira ocorre
a partir da ativacdo de nociceptores periféricos e esta relacionada a estimulos potencialmente
prejudiciais ao individuo (MERSKEY e BOGDUK, 1994). J& a dor neuropatica (DN) é
conceituada como a sensacao dolorosa iniciada ou causada por leses primarias ou por disfuncbes

no sistema nervoso central (SNC) ou no sistema nervoso periférico (SNP) (IASP, 2011).

As dores neuropéticas apresentam-se como dores crénicas graves e persistentes, acarretam
reduzida qualidade de vida dos pacientes que as manifestam (FRIED et al., 2001) e ocasionam
altos custos para os sistemas de saitde (MCDERMOTT et al., 2006). Aproximadamente 8% da
populacdo em geral apresenta DN (BOUHASSIRA et al., 2005). Grande parte dos levantamentos
epidemioldgicos foi realizada em paises desenvolvidos e os dados a respeito da populagédo
brasileira ndo sdo vastamente conhecidos, estima-se que a nossa prevaléncia seja semelhante aos
dos paises desenvolvidos (ALMEIDA, 2008).

A DN ¢é de etiopatologia complexa e envolve diversos mecanismos bioldgicos ainda néo
totalmente esclarecidos (KRAYCHETE et al., 2008). Em funcéo disso, o estudo da mesma e a
abordagem do paciente sdo desafiadores para pesquisadores e clinicos. Os sintomas mais
caracteristicos das DN sdo a presenca de dor espontdnea, que surge sem um estimulo
desencadeador, e a alodinia, que € a sensibilidade dolorosa mediada por estimulo ndo doloroso
(TREEDE et al., 2008). Uma das dores neuropaticas mais comumente observadas na regido de
cabeca e pescoco é a neuralgia do trigémeo, uma doenca altamente debilitante, com elevada
incidéncia e prevaléncia e cujos mecanismos ainda ndo estdo completamente esclarecidos
(KATUSIC et al.,1991; ESKANDAR, BARKER e RABINOV, 2006; MANZONI e TORELLI,
2005).

1.2 - NEURALGIA TRIGEMINAL

O nervo trigémeo é um nervo misto com fibras aferentes (sensitivas) e eferentes (motoras) e €
responsavel pela sensibilidade geral (tato, pressdo, dor e temperatura) da cabeca (FIGURA 1).

Possui trés ramos principais: o oftdlmico, o maxilar e o mandibular, sendo que o0s ramos
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oftdlmico e maxilar s&o sensitivos e o mandibular possui um componente motor que atua na
mastigacdo (FRIED et al., 2001).

A neuralgia do trigémeo (NT) manifesta-se como crises de choque ou queimacao em intervalos
ndo definidos, geralmente desencadeadas por estimulos ndo dolorosos na regido da face
(KATUSIC et al.1991). As crises de dor caracteristicas da NT sdo extremamente desconfortantes,
uma vez que podem ser desencadeadas por atividades rotineiras como falar ou mastigar (FRIED
etal., 2001).

3 Trigemirlal
N ganglion

o !
e “Lingual m.
e —

~ Inferior alveolar n.

FIGURA 1: Nervo trigémeo e suas respectivas areas de inervagdo. Fonte: Fried et al. 2001.

A NT apresenta uma incidéncia de 4,3 casos para cada 100 mil habitantes (IBRAHIM, 2012),
sendo geralmente unilateral, ou seja, acometendo apenas um lado da face. Sua frequéncia de
acometimento entre os ramos do trigémeo € de 35% no nervo maxilar, 30% no nervo mandibular,
4% no nervo oftadlmico, 20% nos nervos maxilar e mandibular, 10% nos nervos oftalmico e
maxilar e 1% nos trés nervos (BENNETTO, 2007; KRAFFT, 2008).

Dados recentes mostram que 55% a 70% dos pacientes com NT s&o do sexo feminino, com idade
entre 19 e 82 anos, com maior incidéncia entre 60 e 70 anos de idade (IBRAHIM, 2012). A NT
familiar € uma condigdo extremamente rara, com poucos relatos na literatura e constitui menos de
1% de todos os casos de NT (EBNER et al., 2010). Os surtos se tornam progressivamente mais
frequentes e intensos ao longo do tempo nos pacientes com NT (LOVE e COAKHAM, 2001).
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1.3 - DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnostico da NT é essencialmente clinico, baseado no histérico do paciente e nos critérios
diagnosticos da International Headache Society (IHS) e da IASP (IASP, 2011; IHS, 2004). Os
ataques de dor sdo paroxisticos, ou seja, de inicio subito, com duracéo de fracGes de segundos até
dois minutos em um ou mais territérios de inervacdo do nervo trigémeo e, obrigatoriamente, se
enquadram nos seguintes critérios: 1 — dor intensa, aguda, superficial, semelhante a um choque
elétrico ou queimacdo; 2 - inicio espontaneo na zona gatilho ou desencadeada por estimulos

indcuos na zona gatilho.

As condutas terapéuticas aplicadas na NT se dividem em duas modalidades, a medicamentosa e a
cirargica, de acordo com o caso (MATTOS et al., 2005). Para o tratamento farmacoldgico, os
anticonvulsivantes, como carbamazepina, gabapentina e oxicarbamazepina, sdo os medicamentos
mais prescritos (GRONSETH et al., 2008). Esses medicamentos blogueiam a propagacdo do
impulso nervoso através de alteragdes na condutancia da fibra nervosa pelo bloqueio de canais
ibnicos, permitindo controle da excitabilidade neuronal e da atividade sinaptica (CHESHIRE,
2007). A carbamazepina tem taxa de sucesso em até 70% dos casos e tem sido 0 mais prescrito
(FR1ZZO, HASSE e VERONESE, 2004). Antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina também tém alcancado resultados satisfatorios na melhoria do quadro
doloroso (MATTOS et al., 2005).

O tratamento cirdrgico € indicado quando ha deteccdo de compressao vascular ou quando os
farmacos ndo apresentam bons resultados (FR1ZZO, HASSE e VERONESE, 2004). Dentre as
técnicas cirargicas utilizadas estd a microdescompressdo vascular, que consiste no afastamento e
isolamento cirdrgico do vaso das proximidades do nervo. A alcoolizacdo de ramos periféricos
tambem é uma alternativa viavel em casos refratarios e consiste na inje¢do de alcool nos ramos
periféricos do nervo trigémeo. Nas Ultimas décadas, alguns outros procedimentos tém sido
vastamente utilizados, como a eletrocoagulacdo percutanea e a termocoagulacdo por
radiofrequéncia. Ambas provocam lesdo ao nivel do ganglio trigeminal, impedindo a passagem
dos estimulos nociceptivos, porem, tais técnicas estdo relacionadas com deficit sensitivo, sendo
indicadas com prudéncia (FR1ZZO, HASSE e VERONESE, 2004).
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1.4 - NEURALGIA TRIGEMINAL E MODELOS EXPERIMENTAIS

Em funcdo da dificuldade em se estudar as alteracbes anatomopatoldgicas em tecidos humanos,
diversos estudos tém utilizado modelos experimentais em ratos, ja bem estabelecidos na literatura
para estudar aspectos morfolégicos das dores neuropaticas. Um dos modelos mais difundido é o
da injaria cronica por constricdo (CCI), que consiste na exposi¢do cirirgica do nervo com
colocacdo de duas ligaduras em torno do mesmo. Essa técnica mostra-se eficaz em gerar
alteracbes comportamentais indicativas de distlrbios sensoriais graves, como alodinia e dor
espontanea, sintomas classicamente relacionados a DN (BENNET e XIE et al., 1988; VOS et al.,
1994). Para estudo da DN trigeminal, o nervo infra-orbitario, ramo mais extenso do nervo
maxilar do nervo trigémeo, é utilizado e as incisdes sdo feitas dentro da cavidade oral, proximas
ao primeiro molar superior direito (VOS et al., 1994; IMAMURA e KAWAMOTO, 1997).

1.5-ETIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA

Como ja mencionado, a etiologia especifica da DN ndo esta bem estabelecida e diversos fatores e
mecanismos fisiopatoldgicos contribuem para o seu estabelecimento e modulacdo, tanto no SNC
guanto no SNP (MOALEM e TRACEY, 2006). A lesdo nervosa leva a alteracdes celulares e
moleculares especificas que, por sua vez, geram desenvolvimento de hiperexcitabilidade e
respostas exacerbadas (RO e CHANG, 2005). A amplificagdo central e periférica é mediada pela
expressdo alterada de receptores e de genes relacionados a ativacdo de potencial elétrico, canais
ibnicos e neurotransmissores, aumento da excitabilidade neuronal, geracdo ectdpica de potenciais
de acdo, interferéncias de terminacBes nervosas simpaticas, morte neuronal, facilitacdo da
transmissdo sinaptica e alteracGes na organizacdo dos circuitos neuronais nociceptivos centrais
(MOALEM e TRACEY, 2006; AUSTIN e MOALEY-TAYLOR, 2010).

A sensibilizacdo central consiste em ativacdo patoldgica e exacerbada de resposta em neurdnios
nociceptivos centrais por modificagcdes nos controles modulatorios da transmissdo de mensagens
nociceptivas, reorganizacdo anatémica (neuroplasticidade) e alteracbes nas propriedades
eletrofisiologicas (MOALEM e TRACEY, 2006).

A sensibilizacdo periférica envolve a diminuicdo dos limiares de ativacdo dos nociceptores

intactos ou lesados por acdo de produtos de reagdes inflamatdrias e imunoldgicas e resulta em
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amplificacdo de respostas a estimulos indcuos ou lesivos (JULIUS e BASBAUM, 2001).
Diversos estudos tém demonstrado que interagdes entre neurbnios, células e mediadores
inflamatdrios, células da glia, e neurotrofinas estdo relacionados a sensibilizacdo periférica nas
DN (LASKIN e PENDINO, 1995; JULIUS e BASBAUM, 2001; AYDINLI e KESKINBORA,
2004; MOALEM e TRACEY, 2006). Estudos tém evidenciado a importancia das células da glia
na DN em funcdo de sua capacidade de se comunicar com 0sS neurdnios e de modular a sua
atividade. Foi demonstrado que o aumento de juncbes gliais apds a lesdo nervosa esta
relacionado ao comportamento nociceptivo e estudos demonstraram que a inibicdo da ativacao da
glia atenuou o desenvolvimento de hipersensibilidade comportamental em modelo de dor
neuropética em ratos, revelando, assim, as multiplas funcbes desempenhadas pelas células da glia
(MCMAHON e MALCANGIO, 2009; HANANI 2010; VIT et al., 2006; OHARA et al., 2008;
RAGHAVENDRA et al., 2003). Além disso, a lesdo nervosa pode levar fibras de neurbnios
sensitivos primarios a iniciar a geracdo de impulsos aberrantes de locais ectopicos (anormais), o

que pode resultar em sensacdes dolorosas persistentes e espontaneas (FRIED et al., 2001).

O processo de desmielinizagcdo consiste na degeneracdo das bainha de mielina que envolve os
axonios e a remielinizacdo envolve a reconstrucdo das bainhas perdidas (BUNGE et al., 1961).
Quando ocorre a perda da mielina, a célula de Schwann se divide e inicia os fenbmenos de
remielinizagdo, que pode ocorrer de forma errbnea e promover a aposi¢cdo de axdnios com
geracdo de alodinia, excitacdo cruzada e disparos espontaneos (MURRAY, 2005). Em alguns
poucos estudos de bidpsias de nervos de pacientes com NT (HILTON et al., 1994; LOVE e
COAKHAM, 2001) e em estudos experimentais de DN do nervo isquidtico em ratos
(BASBAUM et al., 1991; GABAY e TAL, 2004), a desmielinizacdo foi um achado
histopatol6gico importante, sendo associado a mecanismos periféricos de desenvolvimento da
dor, como a transmissdo efatica ou excitagdo cruzada de fibras nervosas, envolvendo a
transmissdo de potenciais de acdo de fibras sensitivas periféricas aferentes lesionadas e
hiperexcitaveis para fibras sensitivas adjacentes ndo estimuladas ou lesionadas, levando a uma
expansdo da area em que a dor € percebida (SUZUKI e DICKENSON, 2000). A desmielinizagédo
focal, favorecida pela lesdo nervosa e pelo processo inflamatorio tecidual (LASKIN e PENDINO,
1995; JULIUS e BASBAUM, 2001), leva a aposi¢do de axonios desmielinizados com auséncia

de processos de células da glia entre eles, gerando impulsos nervosos ectopicos ou espontaneos,
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assim como a excitacdo cruzada de fibras nervosas (RAMINSKY, 1978; SMITH e
MCDONALD, 1980; LOVE e COAKHAM, 2001).

Em modelos animais de DN, foi demonstrado que as alteraces inflamatdrias apos a injuria
nervosa levam a desgranulacdo de mastocitos e ao recrutamento de macrofagos e neutrofilos
(PERRY et al, 1987; DAEMEN et al, 1998). Em particular, as citocinas fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), IL-1B ¢ interleucina 6 (IL-6) tém sido implicadas na sensibilizacdo periférica e
central (AUSTIN E MOALEM-TAYLOR, 2010; VALLEJO et al., 2010; XU e YAKSH, 2011).
Paralelamente as citocinas, o 6xido nitrico (NO) gerado durante a lesdo nervosa causa alteracfes
nos vasos sanguineos, nos axodnios e nas bainhas de mielina e contribui para o desenvolvimento
da DN (ZOCHODNE e LEVY, 2005; KIM et al., 2011). No sistema trigeminal, no entanto, nao
se sabe qual a cinética e a participacao desses mediadores inflamatorios no desenvolvimento da

dor.

A interleucina-1p (IL-1B) é uma citocina pré-inflamatdria potente crucial para as respostas de
defesa frente a infeccdo ou lesdo (DINARELLO, 1996). E liberada principalmente por
macrofagos e mondcitos e dentre as suas acOes estdo a capacidade de aumentar a producdo da
Substancia P (SP) no nervo (COPRAY et al., 2001; ZHANG e AN, 2007), além de atuar no
hipotdlamo como pirdgeno endégeno (ROTHEWELL,1991), produzir inflamacdo sistémica
através da ativacdo da ciclooxigenase-2, tendo importante envolvimento com a instalacdo e
manutencgéo da dor (RAEBURN et al., 2002; ZHANG e AN, 2007; WOLF et al., 2008).

A SP, por sua vez, é um neuropeptideo capaz de regular a inflamacéo neural e a resposta imune,
estando implicada também na percepcao da dor e apresenta altas concentraces no ganglio da raiz
dorsal da medula espinhal (HARRISON e GEPPETTI, 2001). Em estudo recente, usando um
modelo de hiperalgesia induzida em camundongos, o bloqueio do receptor de SP foi capaz de
aliviar a dor (ZHENG et al., 2013). A lesdo nervosa de alguns ramos do nervo trigémeo acarretou
alteracOes na expressdo de neuropeptideos como SP, peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), polipeptideo vasoativo intestinal e neuropeptidio Y no nervo trigémeo e ganglio
trigeminal (WAKISAKA et al., 1995; DE CORATO et al., 2011). E possivel, portanto, que o
acumulo de neuropeptideos no local da lesdo possa estar relacionado ao desenvolvimento de

atividade neural ectopica e ao desenvolvimento e & modulagdo da DN (BIRD et al. 2002), apesar
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de correlagdes bem definidas com o desenvolvimento da dor ao longo do tempo néo terem sido

completamente evidenciadas.

Paralelamente aos mediadores inflamatorios e neuropeptideos, os fatores neurotr6ficos, como o
fator de crescimento nervoso (NGF) e o fator neurotrofico derivado da glia (GDNF), estdo
associados ao desenvolvimento de neuropatias periféricas, ao desenvolvimento, a sobrevivéncia e
a plasticidade neuronais em resposta a injdrias, além de estarem envolvidos no reparo de lesGes
nervosas (NAGANO et al.,, 2003; OSSIPOV, 2011). Os fatores neurotroficos auxiliam no
processo regenerativo do sistema nervoso periférico (BOYD e GORDON, 2003), sendo que o
NGF atua na proliferacdo e diferenciacdo de neurénios (PETRUSKA e MENDELL, 2004),
promovendo o reparo e a recuperacdo funcional de nervos lesionados (APFEL et al., 1998), e o
GDNF é considerado o fator mais protetor para neurénios motores, sendo fundamental na
formacdo desses, assim como no processo de regeneracdo de neurdnios sensitivos (SCHERER e
SALZER, 2001). Além disso, a diminui¢cdo na producdo de fatores neurotroficos, dentre eles o
GDNF, foi associada ao desenvolvimento de neuropatias periféricas do nervo ciatico (NAGANO
et al., 2003; SHI et al., 2011). Varias desordens dolorosas estdo associadas com a desregulacdo
do NGF, incluindo a dor neuropaética, dor osteoartritica e a hiperalgesia (EIBL et al., 2012). Em
funcdo disso, os fatores neurotréficos tém sido alvo de investigacGes cientificas como potenciais
agentes terapéuticos na degeneracdo nervosa periférica e na diminuicdo dos sintomas da dor
neuropéatica (MARTIN et al., 2011).
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2 - JUSTIFICATIVA

As interagBes neuro-imunes envolvendo a lesdo nervosa, as células da glia, os fatores
neurotroficos, as células e os mediadores inflamatdrios, a desmielinizacdo e as consequentes
alteracdes eletrofisioldgicas formam complexas interagdes que levam ao desenvolvimento e a
manutengdo da DN (GUO et al., 2007; CHEN et al., 2012; LEE e ZHANG, 2012). Embora
muitos estudos tenham contribuido para a elucidacdo dos diversos mecanismos, ainda ndo ha
defini¢bes claras quanto ao seu estabelecimento e desenvolvimento, sobretudo com relacdo ao
nervo trigémeo, uma vez que a grande maioria dos trabalhos aborda o nervo ciatico. O nervo
trigémeo apresenta diversas diferencas estruturais e funcionais em relagdo ao nervo ciatico e 0s
mecanismos patofisiolégicos decorrentes de lesdo desses nervos sdo distintos, levando a
diferencas entre DN cefalica e a DN extracefalica (LATREMOLIERE et al., 2008; HAMON et
al., 2008).

Alguns estudos abordaram a correlacdo entre alteragcbes morfoldgicas e a expressdo de
mediadores quimicos em modelos animais de neuropatia trigeminal (ANDERSON e RAO, 2001,
BENOLIEL et al., 2001; VIT et al., 2006), no entanto, ndo ha correlacbes definidas entre a
desmielinizacdo, as alteracdes ultra-estruturais do nervo e dos neurdnios trigeminais, 0s niveis de
fatores neurotroficos e de mediadores inflamatérios no nervo trigémeo e no ganglio trigeminal e

0 desenvolvimento da dor ao longo do tempo.

Uma vez que as alteracdes fisioldgicas podem ocorrer como resposta as alteracdes estruturais das
fibras nervosas e/ou a alteracbes na producdo de fatores neurotroficos e mediadores
inflamatdrios, a elucidacdo da cinética da lesdo estrutural e dos sistemas de sinalizacdo neuro-
inflamatérios pode contribuir para o esclarecimento dos mecanismos eletrofisiologicos e
moleculares que fundamentam as alteracGes funcionais e comportamentais presentes, alem de
fornecer possibilidades para o desenvolvimento de novas drogas e tratamentos. Pelo exposto,
objetivamos estudar as altera¢cdes morfologicas e a expressao dos mediadores IL1p, SP, NGF e
GDNF no nervo trigémeo e no ganglio trigeminal de ratos submetidos ao modelo de CCI do
nervo infra-orbitario, associando-as ao desenvolvimento da dor neuropatica trigeminal ao longo

do tempo.
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3-OBJETIVOS
3.1 - Objetivo geral

Investigar, no modelo de dor neuropatica trigeminal por CCI do nervo infra-orbitario em ratos, as
alteracdes histopatoldgicas, a desmielinizacao, a expressdo da citocina IL-1p, do neuropeptideo
SP e dos fatores neurotroficos NGF e GDNF no nervo trigémeo e ganglio trigeminal ao longo do

tempo.
3.2 - Objetivos especificos

e Detectar, a microscopia Optica, alteragdes qualitativas e quantitativas nos nervos trigémeo e
ganglios trigeminais, nas células da glia e na bainha de mielina do nervo trigémeo de animais

submetidos a CClI;

e Detectar, a microscopia eletronica, alteracdes qualitativas e quantitativas nas fibras mielinicas

e amielinicas do nervo trigémeo de animais submetidos a CClI;

e Investigar alteragbes na expressdo da citocina IL-18 e do neuropeptideo SP nos nervos

trigémeos e nos ganglios trigeminais submetidos a CCl;

e Detectar os niveis dos fatores neurotroficos NGF e GDNF no nervo trigémeo e no ganglio

trigeminal de animais submetidos a CClI;

e Associar a cinética dos achados ao desenvolvimento da dor neuropatica trigeminal.
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4 - MATERIAL E METODO:
4.1 - Animais:

Os animais utilizados foram ratos Wistar adultos machos (total de 66 animais) fornecidos pelo
Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG. Apds o
recebimento dos animais, os mesmos foram mantidos no Biotério de experimentacdo do
Departamento de Morfologia do ICB/UFMG, onde permaneceram em gaiolas plésticas (41 x 31 X
16 cm — 4 animais por gaiola) no interior de estantes climatizadas (Alesco, Brasil) com controle
de temperatura (21-23°C) e em ciclo claro/escuro de 12/12 h. Todos 0s ratos receberam ragédo
Nuvilab (Nuvital Nutrientes S/A, Brasil) e agua sem restricbes. O manejo, 0 uUsO € 0S
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA) da UFMG sob o protocolo 231/2009 (ANEXO 1). Apéds atingirem o peso de 250 a
300g, os animais foram submetidos ao procedimento cirargico de injuria crénica por constri¢do

(CCI) do nervo infra-orbitario do nervo trigémeo.
4.2 — Cirurgia - Injuria crénica por constri¢cdo (CCl) do nervo infra-orbitério:

Os animais foram anestesiados com solucdo de ketamina a 5% (200 mg/kg) e xilazina a 2% (10
mg/kg) por via intramuscular e foram posicionados com a cavidade bucal aberta para realizacéo
da cirurgia. Conforme anteriormente descrito por Imamura et al. (1997), uma incisédo de
aproximadamente 1 cm foi feita na cavidade oral, a partir do primeiro molar superior direito em
diregdo aos incisivos superiores (Figura 2A). Apo6s o nervo infra-orbitario ser localizado e
levemente separado dos tecidos adjacentes, foi realizada a colocagdo de duas ligaduras (fio “cat

2

gut” cromado 4.0) ao redor do nervo (grupo efetivo). Animais submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico sem a colocagdo da ligadura no nervo foram utilizados como controle
(arupo sham). Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais com &gua e racdo ad

libitum, durante todo o periodo de experimentacédo, que variou de 3 a 15 dias, até a eutanasia.
4.3 — Avaliacdo comportamental esponténea:

Conforme previamente descrito por Vos et al. (1994), o comportamento espontaneo dos ratos foi
avaliado durante 7 minutos de permanéncia dos animais em gaiolas transparentes nos dias 3, 6, 9,

12 e 15 dias pos-operatério (d.p.o.). O comportamento exploratério, periodos de imobilidade ou
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descanso/sono e a frequéncia de groomings, vigorosos toques a regido facial utilizando as patas
dianteiras, foram analisados. O grooming ocorre como resposta a estimulos nociceptivos e,
guando em numero aumentado, sugere presenca de dor espontanea. Os groomings podem ser
caracterizados em pequeno, médio e grande, dependendo da regido que o animal toca (Figura
2B), conforme descrito (VOS et al., 1994).

4.4 — Avaliagéo comportamental evocada:

Para avaliacdo da alodinia (dor gerada por estimulo ndo doloroso), o territorio inervado pelo
nervo infraorbitario foi estimulado por filamentos de von Frey (estesidmetro) com forcas de
dobramento crescentes de 0,05g, 0,29, 2,09, 4,0g e 10g. Para isso, os animais foram colocados
sem contengdo em gaiolas transparentes por 7 minutos para ambientagdo. Depois de decorrido
esse tempo, os filamentos de von Frey foram aproximados da regido da vibrissa e as respostas ao
estimulo mecénico foram classificadas de 1 a 4, conforme escala previamente descrita (VOS et
al., 1994) (Tabela 1): (1) o animal vira a cabeca em dire¢do ao estimulo, (2) o animal vira a
cabeca bruscamente na direcdo oposta ao estimulo, (3) o animal se move para evitar contato
posterior ou ataca o filamento e (4) adicionalmente ao movimento e ao ataque, o animal apresenta
série de groomings faciais. Os animais foram testados e eutanasiados nos tempos 3, 6, 9, 12 e 15

d.p.o..
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Figura 2: Cirurgia: incisdo a partir do primeiro molar na cavidade bucal do animal para colocacéo das
ligaduras em torno do nervo infra-orbitario (A). Tipos de grooming facial (pequeno, médio e grande) de
acordo com a regido tocada pelo animal (B). Adaptado de Imamura et al., 1997 (A) e Vos et al, 1994 (B).

Escore de resposta

Elementos da resposta observada

Categoria de Respostas Percepcdo | Retirada | Fuga/ataque ?e:(c:)ic;rplng Pontuacéo
Sem resposta 0 0 0 0 0
Resposta ndo aversiva 1 0 0 0 1
Resposta aversiva leve 1 1 0 0 2
Resposta aversiva severa 1 1 1 0 3
Comportamento aversivo 1 1 1 1 4
prolongado

Tabela 1: Escore de resposta a estimulagcdo mecanica por filamentos de VVon Frey, segundo VOS et al.,
1994. Adaptado de Vos et al., 1994.
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4.5 — Eutanasia e obtencao dos tecidos:

Em um grupo de animais, foi realizada a coleta de sangue e de nervo trigémeo para microscopia
Optica ou dosagem de fatores neurotroficos. Em outro grupo de animais, foi realizada perfusédo

para coleta de nervo trigémeo para microscopia eletrénica:

¢ No primeiro grupo, apos anestesia com solucdo de ketamina a 5% (200 mg/kg) e xilazina a 2%
(10 mg/kg) por via intramuscular, foi realizado acesso a cavidade toracica para coleta de
sangue venoso e posterior dosagem dos niveis séricos de fatores neurotréficos. Apds
permanecer por 30 minutos em temperatura ambiente, os tubos contendo o sangue foram
transferidos para a geladeira (10°C) por 30 minutos e centrifugados em centrifuga refrigerada
(Jouan BR4i, Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes resultantes foram aliquotados em tubos do tipo eppendorf e armazenados em
freezer -70°C. ApOs a coleta de sangue, os animais foram decapitados e 0s nervos trigémeos
do lado direito onde foi aplicada a CCI foram dissecados e divididos em 2 porcdes: distal (da
vibrissa até o forame infra-orbitario, local da lesdo) e proximal (regido onde o ganglio se
encontra) (FIGURA 3). O material a ser destinado & microscopia Optica foi processado
conforme descrito no item 4.6.1 e o material destinado as dosagens de fatores neurotréficos

foram congelados em freezer -70° C.

¢ No segundo grupo de animais, cujo tecido se destinaria & microscopia eletronica, foi realizada,
apos anestesia com solucdo de ketamina a 5% (200 mg/kg) e xilazina a 2% (10 mg/kg) por via
intramuscular, a perfusdo por via intracardiaca com solucdo salina 0,9% e em seguida, com
solucdo fixadora de Karnovsky modificada (paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2,5% em
tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,2 a 7,4). Apo6s perfusdo, o nervo trigémeo do lado direito onde
foi aplicada a CCI foi dissecado e dividido em 2 porcdes: distal (da vibrissa até o forame infra-
orbitario, local da lesdo) e proximal (regido onde o ganglio se encontra). Amostras de 2 mm de

cada porgdo foram processados conforme descrito no item 4.6.2.
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Figura 3: Subdivisdo do nervo trigémeo em porcdes distal e proximal.
4.6 — Processamento dos tecidos para microscopia:
4.6.1 — Microscopia optica:

Logo apds a disseccdo, 0s segmentos do nervo trigémeo foram fixados em solucdo de
formaldeido a 10 %, desidratados em alcoois de concentracfes crescentes (70%, 80%, 90%, 95%
e 100%), diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em
microtomo e cortes de 4 e 7 um foram obtidos para colorac6es nos itens 4.7.1 e 4.7.2, e imuno-

histoquimica 4.7.3, respectivamente.
4.6.2 - Microscopia Eletrénica de Transmissao:

As porgdes de 2 mm do nervo dissecado foram imersas na solugdo fixadora de Karnovsky
modificada por 24 horas e, apds esse periodo, foram transferidas para o tampdo cacodilato 0,1 M,
com pH 7,2 a 7,4. Todas as amostras foram encaminhadas ao Centro de Microscopia da UFMG
para serem processadas para microscopia eletrdnica de transmissdo. Apds lavagem do material
em tampéo fosfato, os fragmentos foram embebidos por 60 minutos em tetroxido de ésmio
(OsO4 2%), desidratado em série de alcoois e acetona e incluidos em resina epoxi Polibed 812®.
Os cortes semi-finos (0,5 a 1 um) obtidos ao ultra-micrétomo foram corados por azul de toluidina
a 1% e utilizados para analise qualitativa da desmielinizacdo a microscopia optica. Apds o corte
ser transferido para a lamina de vidro e secar completamente na chapa quente a aproximadamente
58 °C, os cortes foram cobertos por uma gota grande do corante (azul de toluidina a 1% em
solugdo de borato a 1%). As laminas foram aquecidas na chapa até que a borda da gota
comecasse a secar, apresentando uma coloracdo metélica. Posteriormente, as laminas foram

lavadas em agua e secas novamente na chapa quente. ApOs a secagem, as laminas foram
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montadas em meio Polymount (Polysciences) que impede o esmaecimento da coloracdo. A
andlise dos cortes semi-finos permitiu a selecéo da regido de interesse para obtencdo das seccbes
ultrafinas (50-70 nm), que foram colocados em telas de cobre e contracorados em acetato de
uranila (2% em agua destilada) e citrato de chumbo (1,33 g de nitrato de chumbo Pb(NO3)2 ;
1,76 g de citrato de sédio Na3(C6H507).2H20; 30 ml de agua destilada isenta de CO2). As telas
contendo os cortes ultrafinos foram analisadas ao microscépio eletrénico de transmissdo Tecnai
G2-12 Spirit.

4.7 — Colorac6es para analise morfolégica a microscopia optica:
4.7.1 — Coloragido Hematoxilina e Eosina (HE):

Para a coloracdo HE, os cortes foram desparafinizados em sequencia decrescente de alcodis
(100%, 95%, 80% e 70%) por cinco minutos cada e lavados em agua corrente por 2 minutos.
Apbs, as laminas foram coradas em hematoxilina de Harris por 20 segundos e lavadas em agua
corrente por 2 minutos. Em seguida, os cortes foram corados em eosina por 5 segundos e lavados
rapidamente em agua corrente, sendo em seguida desidratados em serie crescente de alcodis
(70%, 80%, 95% e 100%) por cinco imersdes em cada. As laminas foram, entdo, igualmente
imersas por cinco vezes em sequencia de xilol (I, Il e I1l) e montadas em meio de montagem

comercial (Entellan, Merck).
4.7.2 — Coloragao Luxol Fast Blue

Para evidenciagdo de mielina, foi utilizada a coloragdo de Luxol Fast Blue segundo protocolo
previamente descrito (KLUVER e BARRERA, 1953). As laminas foram desparafinizadas em
sequencia decrescente de alcodis (100%, 95%, 80% e 70%) por cinco minutos cada e coradas
com solucdo Luxol Fast Blue (MBS - 0,1 g em etanol 95%) overnight em estufa a 56°C. O
excesso de corante foi retirado com alcool 95% no dia seguinte e, posteriormente, as laminas
foram lavadas em &gua destilada e diferenciadas em solucéo de carbonato de litio a 0,05 % por 30
segundos. Esse protocolo de diferenciacdo foi repetido até que a mielina aparecesse ao
microscopio optico com tonalidade azul turquesa. Apds, os cortes foram novamente lavados em
agua destilada e foram contracorados com hematoxilina de Harris. As laminas foram desidratadas

rapidamente em alcool 95% e montadas em meio de montagem comercial (Entellan, Merck).
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4.7.3 - Caracterizagdo imuno-histoquimica:

Foi realizada a técnica de imuno-histoquimica com os anticorpos primarios detalhados na
TABELA 2 para verificar alteracdes na expressdo in situ de SP e IL-1 nas diferentes regides dos
nervos dos animais sham e efetivo ao longo do tempo. Também foram utilizados anticorpos

marcadores de células da glia, como anti-GFAP (proteina &cida fibrilar da glia) e anti-S100.

Apos desparafinizagdo em xilol (1, 11 e 1) por 20 minutos cada e hidratacdo em série de alcoois
de concentracdes decrescentes (100, 90, 80, 70) por 5 minutos cada, foi realizada a recuperacao
antigénica em banho-maria a 100 °C utilizando-se solucéo retrieval (Dako - S1700). Em seguida,
foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena através de banho em solucdo de peroxido de
hidrogénio a 3,5% em PBS por 30 minutos. Os sitios de ligacdo inespecifica foram bloqueados
em solucdo de soro albumina bovina (BSA) 2% em PBS por 30 minutos, em bloqueio em leite
(12 g leite em pd / 200 ml de PBS) por 30 minutos e em incubagdo em soro normal de cabra, na
diluigdo 1:20, em camara Uumida por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as [aminas
foram incubadas com o anticorpo primario na diluicdo 6tima (TABELA 2) em PBS por 18 horas,
em camara Umida, a 4 °C. No dia seguinte, foi realizada a incubacdo com o anticorpo secundario
anti-coelho e anti-camundongo biotilinado (Dako, LSAB, K0675) por 30 minutos, seguida pela
incubacdo com o conjugado estreptavidina-peroxidade (Kit Dako, LSAB, K0675) por igual
periodo a temperatura ambiente. A reacdo foi visualizada através da incubacdo em solucédo de
0,05% de 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma) com 0,03% de peréxido de
hidrogénio por 5 minutos. As laminas foram, entdo, contracoradas em hematoxilina de Harris
(Reagen). Entre todas as etapas anteriormente descritas, foram realizados 3 banhos de 5 minutos
em PBS, exceto entre o bloqueio dos sitios inespecificos e a incubacdo com o anticorpo primario.
Apos a contracoloragéo, as laminas foram desidratadas em série de alcoois de concentragdes
crescentes (70, 80, 90 e 100) por 10 minutos cada, diafanizadas em xilol I, Il e 1l por 10 minutos
cada e montadas em meio de montagem comercial (Entellan, Merck). Controles negativos foram
realizados omitindo-se 0 anticorpo primario e substituindo-o por PBS. N&do foram utilizados
controles positivos, uma vez que os anticorpos utilizados sdo usados de forma rotineira em nosso

laboratdrio, ja estando padronizados.
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Origeme Cddigo e Anticorpo Secundério
Diluicdo Fabricante e Conjugado
Coelho Z0334Dako Imunoglobulina anti-coelho e anti-camundongo
GFAP 1:500 biotinilada pré-diluida Estreptavidina-peroxidade pré-
diluida (Kit Dako, LSAB, K0675)
Coelho Z0311 Imunoglobulina anti-coelho e anti-camundongo
S100 1:400 Dako biotinilada pré-diluida Estreptavidina-peroxidade pré-
diluida (Kit Dako, LSAB, K0675)
Coelho AB1566 Imunoglobulina anti-coelho e anti-camundongo
SP 1:100 Millipore biotinilada pré-diluida Estreptavidina-peroxidade pré-
diluida (Kit Dako, LSAB, K0675)
Coelho NBP1-19775 Imunoglobulina anti-coelho e anti-camundongo
IL-1B 1:200 Novus biotinilada pré-diluida Estreptavidina-peroxidade pré-
Biologicals diluida (Kit Dako, LSAB, K0675)

Tabela 2 — Caracterizagao dos anticorpos primarios, secundarios e conjugados utilizados nas imuno-
histoquimicas.

4.8 - Andlise morfoldgica e morfométrica:
4.8.1 — Microscopia oOptica:

As laminas coradas por HE foram utilizadas para analise qualitativa e quantitativa de alteracdes
histopatologicas, tais como infiltracdo de células inflamatdrias, disturbios circulatorios
(hemorragia, edema), degeneracdes em células da glia e neurbnios e tumefacdes axonais. A
analise qualitativa foi categorizada como “inflamacao” ou “lesao” e foi utilizado um escore de 0 a
3, sendo 0 ausente, 1 pouco, 2 moderado e 3 intenso, para cada categoria, conforme descrito a
seguir. Para avaliacdo do infiltrado inflamatdrio, foram considerados a presenca e o acimulo de
células inflamatdrias no tecido conjuntivo subjacente aos fasciculos nervosos ou em pequenas
areas do fasciculo nervoso. Para a lesdo, foram consideradas lesdes axonais, como vacuolizagéo e
tumefacGes axonais, alteracdo da arquitetura tecidual do fasciculo nervoso e alteracdes estruturais

nos neurdnios, como tamanho reduzido e dissociacdo dos corpusculos de Nissl.

As laminas coradas por Luxol Fast Blue e os cortes semi-finos corados por azul de toluidina
foram analisadas quanto ao padrdo e grau de mielinizacdo, areas de desmielinizacdo focal e

degeneracgédo da mielina.

Para a analise quantitativa da celularidade ou da desmielinizagdo dos fasciculos nervosos, foram
utilizados os cortes histoldgicos dos nervos dos animais sham ou efetivos aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias

p.0. em laminas coradas por HE ou Luxol Fast Blue, respectivamente. As imagens foram
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visualizadas e digitalizadas utilizando-se a objetiva de 40 X do microscépio Olympus BX51
acoplado a microcamera Cool SNAP-Procf Color (Media Cybernetics, EUA), através do
programa Image-Pro Express 4.0. Cada lamina continha, em média, 5 nervos e para cada um
desses nervos, foram obtidas 15 imagens, abrangendo o maior nimero possivel de fasciculos
nervosos, de forma que obteve-se aproximadamente 75 imagens por ldmina. Para analise da
celularidade, as imagens obtidas foram submetidas & quantificacdo dos nucleos, utilizando-se o
programa KS300, atraves da contagem manual dos nucleos. Para quantificacdo da mielina, a
imagem foi binarizada e todas as estruturas morfologicamente identificadas como mielina pela
coloracdo Luxol Fast Blue foram selecionadas, o que permitiu a medida computadorizada da area
ocupada pelas mesmas. A area total de cada fasciculo analisado foi obtida através da delimitacéo
manual de seu contorno e, posteriormente, o nimero total de nucleos celulares ou a area de

mielina por area de fasciculo nervoso para cada por¢do do nervo foi calculado.

Segundo Mosconi e Kruger (1996), a razdo ax6nio/mielina € um indicativo de processo de
desmielinizacdo / regeneracdo, ja que axdénios em remielinizacdo podem apresentar bainha de
mielina desproporcionalmente fina em relacdo a sua area. A quantificacdo desse processo foi

realizada em cortes semifinos corados por azul de toluidina aos 6 e 15 d.p.o..

As laminas submetidas a imuno-histoquimica foram analisadas quanto a imunopositividade em
celulas dos fasciculos nervosos e em neurdnios nas diferentes por¢des dos nervos dos animais
sham e efetivo em cada tempo estudado. As imagens foram digitalizadas utilizando-se a objetiva
de 40 X do microscopio Olympus BX51 acoplado a microcamera Cool SNAP-Procf Color
(Media Cybernetics, EUA), através do programa Image-Pro Express 4.0. Cada lamina continha,
em média, 5 nervos e para cada um desses nervos, foram obtidas, no minimo, 10 imagens.
Através do programa ImageJ (versdo 1.45s, NIH, EUA), foi realizada a contagem do numero de

células imunomarcadas por area de fasciculo nervoso, conforme previamente descrito.
4.8.2 - Microscopia Eletrénica de Transmissao:

Os cortes destinados a microscopia eletronica foram analisados no microscépio eletronico de
transmissdo Tecnai G2-12 Spirit e as areas de interesse foram fotografadas. A analise
ultraestrutural permitiu detectar a presenca ou auséncia de debris de mielina degenerada, arranjo

estrutural, aspecto de lamelas e invaginacbes da bainha de mielina.  Em um ndmero
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representativo de imagens (minimo de 6) de cada regido do nervo, foi realizada a morfometria
das fibras amielinicas. Foram mensurados a area total da célula de Schwann e o niUmero de fibras

amielinicas por célula de Schwann.
4.9 — Dosagem de fatores neurotroéficos:

Os fatores neurotréficos NGF e GDNF foram dosados pelo método imunoenzimético (ELISA -
Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) utilizando-se kits comerciais de dosagem (GDNF:
G7621 - Emax Promega, EUA; NGF: DY556 e DY999 - R&D Systems, EUA). Os fragmentos
dos nervos congelados foram homogeneizados em tampéo de lise (TRIS-HCI 20 mM, NaCl 137
mM, NP40 1%, Glicerol 10%, Pepstatina A 1uM, EDTA 10 mM, E-64 10 uM, Vanadato de
sodio 0,5 mM) pelo processador ultrassonico (Sonic Systems, EUA) e centrifugados em
centrifuga refrigerada (Jouan BR4i, Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) a 14.000 rpm por 20
minutos a 4° C. Os sobrenadantes resultantes foram aliquotados em tubos tipo eppendorf e
armazenados novamente a -70 °C até o momento da realizacdo da técnica de ELISA. O método
imunoenzimatico utilizado foi o de ELISA sanduiche, ou ELISA de captura, que consiste na
imobilizacdo dos antigenos presentes na solucdo problema. Um anticorpo primario especifico ao
antigeno € adsorvido ao poco da microplaca e, em seguida, o antigeno presente na solucéo
(oriunda da amostra) é adicionado. Posteriormente, o segundo anticorpo especifico ao antigeno
marcado com uma enzima € adicionado e essa enzima reage com um substrato levando a
mudanca de cor do cromdgeno. Dessa forma, a presenca de cor nos pogos indica a presenga do

antigeno, podendo ser quantificado.

Para as dosagens de GDNF, as placas de 96 pocos (MaxiSorpTM) foram revestidas com
anticorpo monoclonal anti-GDNF durante a noite a 4°C. Apds 5 lavagens no dia seguinte com a
solucéo de lavagem especifica, o bloqueio de sitios inespecificos foi realizado por incubacao de 1
h & temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 100 pl das diferentes amostras, bem
como as diferentes diluicdes de GDNF necessarias para construir a curva padrdo, com posterior
incubacéo por 6 h a temperatura ambiente. Desse modo, 0 GDNF soltvel presente nas amostras
pode se ligar especificamente ao anticorpo monoclonal anti-GDNF. Apos 5 lavagens com solugéo
de lavagem especifica, adicionou-se o anticorpo policlonal anti-GDNF para ligacdo ao GDNF
previamente ligado ao anticorpo monoclonal. Apés incubacdo durante a noite a 4°C, foram

realizadas 5 lavagens com solucdo de lavagem especifica para remocdo dos excessos de
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anticorpos ndo ligados. Em seguida, foi realizada a incubagdo com um anticorpo de galinha
conjugado a enzima HRP por 2 h a temperatura ambiente para se detectar o anticorpo policlonal
anti-GDNF. Apds 5 lavagens para remocao dos excessos de anticorpos néo ligados, procedeu-se a
incubacdo com o substrato cromogéno (TMB one solution) por 15 min a temperatura ambiente
com interrupgdo da reacdo pela adigdo de acido cloridrico 1 M. A alteracdo de cor observada foi
medida por leitura da absorbancia a 450nm em leitor de ELISA (SpectraMax M2 microplate
reader). Os valores obtidos foram analisados pelo programa SOFTmax Pro versdo 3.1.1
(Molecular Devices, EUA) e as concentracfes de GDNF foram determinadas com base na curva

padrdo obtida.

Para as dosagens de NGF, as placas de 96 pocos (MaxiSorpTM) foram revestidas com anticorpo
de captura durante a noite a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens no dia seguinte com a
solucdo de lavagem especifica, foi realizado o blogueio de sitios de ligacdo inespecificos com
reagente diluente (BSA 1% em PBS) com incubacdo por 1 h a temperatura ambiente. Apos o
bloqueio, foram realizadas novamente 3 lavagens com a solucéo de lavagem. Em seguida, foram
adicionados 100 pl das diferentes amostras, bem como as diferentes diluicbes de NGF
necessarias para construir a curva padrdo, com posterior incubacdo por 2 h a temperatura
ambiente. Apo6s o periodo de incubacdo, foi realizada a lavagem das placas por 3 vezes e foi
adicionado 100 ul de anticorpo de detec¢do em cada poco da placa para incubagdo por 2 h. Ap6s
3 lavagens com solucdo de lavagem especifica, adicionou-se 100 pL de estreptavidina
(Streptavidin — HPR) na diluicdo especifica por 20 minutos. Em seguida, as placas foram
novamente lavadas por 3 vezes com a solucdo de lavagem e foram adicionados 100 ul da solugéo
de substrato (Kit DY999) em cada poco da placa. Apds incubacdo por 20 minutos, foram
adicionados 50 pl da solucdo de parada (2N H2SO4) e a leitura da placa foi realizada
imediatamente na absorbancia de 450nm em leitor de ELISA (SpectraMax M2 microplate
reader). Os valores obtidos foram analisados pelo programa SOFTmax Pro versdo 3.1.1
(Molecular Devices, EUA) e as concentragdes de NGF foram determinadas com base na curva

padréo obtida.

A quantificacdo de proteina total foi realizada de acordo com o método Bradford (1976) de
colorimetria. As amostras foram diluidas em agua Milli-Q (4 pl de amostra / 96 pl agua Milli-Q)

e homogeneizadas. A solugéo padréo utilizada (BSA em agua, 1 mg/ml) foi diluida (1:10) em
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agua Milli-Q e foi utilizada para a curva padrdo nas diluigdes de 2.0, 1.5, 1.0 e 0.5 pg. Para o
branco e padrdo 0 foi utilizado apenas dgua milli-Q. As placas de 96 pocos (MaxiSorpTM) foram
preenchidas com 180 pl de Corante Bradford (azul de Cromassi G250 — Sigma 10mg; etanol
absoluto 5 ml; ac. fosforico a 85 % 10 ml e agua Milli-Q gsg 100 ml) e 20 ul de (amostra ou
solugdo padrdo), obedecendo o desenho da placa. As placas foram protegidas da luz por 15
minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, realizou-se a leitura na absorbancia de 600
nm em leitor de ELISA (SpectraMax M2 microplate reader) e as concentracdes de proteina foram

determinadas.
4.10 - Andlise estatistica:

A ocorréncia de distribuicdo normal dos dados absolutos foi avaliada utilizando-se o programa
GraphPad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Diferencas entre duas condi¢bes
experimentais foram detectadas utilizando-se o teste t ndo pareado (dados paramétricos) ou o
teste Mann-Whitney (dados ndo paramétricos). Para 0 aumento da frequéncia nas avaliaces
comportamentais foi utilizado o teste Z. Os dados foram expressos pelas médias +/- SEM (dados
paramétricos) ou medianas (dados ndo paramétricos). Valores de probabilidade (p) iguais ou

menores que 0,05 foram considerados significativos.
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4.11 - Delineamento experimental:

Recebimento Tratamento contra Cirurgia (CCly
de animais =:> parasitoses com = dia 0
ivermectina por T dias e
manutencaodos animais
embictério até alcancaro
peso (250-300g9)
A
FA'

Jdpo. Gdp.o. Sdp.o. 12dp.o. 15dp.o.
Testes Testes Testes Testes Testes
comportamentais comportamentais comportamentals compoitamentais compoftamentais
espontinece espontinec e espontansc e espontinec & espontaneo e
evocado; evocado; evocado; evocado, evocado;
Eutanasia; Eutanasia; Eutanasia; Eutanasia; Eutanasia;
Microscopia dptica; | Microscopia optica Microscopia Microscopia Microscopia optica
Imuno- & eletronica; aplica; dptica; & aletrénica
histaquimica: SP, ELISA: GDNF & Irune- Imune- ELISA: GONF &
IL1[. MNGF: histoguimica: SP, histoquimica: SP, MGF:

Irurno- IL1f. IL1B. Imuno-
histogquimica; SP, histoquimica: SP,
IL1G. IL1B. GFAP, 5100

Figura 4: Delineamento experimental representando o desenho experimental do estudo contendo todas as
etapas contempladas. N=5 animais, no minimo, por d.p.o..
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5- RESULTADOS
5.1 — AVALIACAO COMPORTAMENTAL ESPONTANEA

A andlise do comportamento espontaneo dos animais evidenciou que os ratos efetivos
apresentaram maior numero de episodios de grooming facial em relagdo aos animais sham e
controle aos 3 d.p.o. e 15 d.p.o. (TABELA 3). Os groomings faciais foram, em sua maioria,
pequenos, abrangendo apenas a regido da vibrissa, segundo classificagdo de Imamura et al.
(1997). No entanto, os animais efetivos, aos 3 d.p.o., apresentaram ndmero de groomings médios
superior ao dos animais sham (TABELA 3). Com relacdo ao comportamento exploratério, um
nimero maior de animais efetivos apresentou esse comportamento em relacdo ao sham aos 3
d.p.o. (TABELA 4). Nos demais tempos, ndo foi observada diferenga no comportamento
exploratério. Outros comportamentos observados como imobilidade ou descanso / sono ndo se
mostraram diferentes entre os grupos de animais para nenhum dos tempos estudados (TABELA
4).

Avaliacdo comportamental espontanea - grooming
Tamanho do grooming
Tempo Animais Pequeno Médio Grande Total
sham 37 23 2 62
3d.p.o. -
efetivo 35 39* 5 79*
sham 34 21 5 60
6 d.p.o. -
efetivo 35 32 1 68
sham 26 18 0 44
9d.p.o. -
efetivo 28 8 5 41
12dpo sham 33 19 1 53
efetivo 29 18 4 51
15 d.p.o. shar_n 17 12 1 30
efetivo 23 16 5 44*

TABELA 3: Avaliagdo comportamental espontanea: groomings faciais *Aumento da frequéncia, teste Z /
proporcao de 2 populacées, p=0.04338 (total de groomings aos 3 d.p.0.), p=0.0083 (grooming médio aos 3
d.p.o.) e p=0.02144 (total de groomings aos 15 d.p.0.).N =66 (3 d.p.0.), 60 (6 d.p.0.), 28 (9 d.p.0.), 12 (12
d.p.o.) e 13 (15 d.p.0.) animais por grupo, *p<0,05, teste Mann-Whitney ou teste t ndo pareado.
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Avaliacdo Comportamental Esponténea — Outros comportamentos

Tempo Animais | Comportamento exploratério Imobilidade Descanso / Sono
3d.p.o. sham 17 4 38
efetivo 30* 1 30
6 d.p.o. sham 26 4 39
efetivo 26 5 33
9d.p.o. sham 20 3 26
efetivo 19 4 19
12 d.p.o. sham 21 2 24
efetivo 19 0 22
15d.p.o. |sham 14 1 21
efetivo 14 1 18
TABELA 4: Avaliagdo comportamental espontdnea: Outros comportamentos *Aumento da frequéncia,

teste Z / proporgao de 2 populacdes, p=0.0226. N = 66 (3 d.p.0.), 60 (6 d.p.0.), 28 (9 d.p.0.), 12 (12 d.p.0.)
e 13 (15 d.p.0.) animais por grupo, *p<0,05, teste Mann-Whitney ou teste t ndo pareado.

5.2 - AVALIACAO COMPORTAMENTAL EVOCADA

A andlise do comportamento evocado revelou, na primeira semana apés a CCl (periodo pos-

operatorio recente), diminuicdo de sensibilidade mecanica aos filamentos de von Frey nos ratos

efetivos em relagdo aos ratos sham (FIGURA 5). Com o decorrer do tempo, os ratos efetivos

apresentaram aumento significativo da resposta aos filamentos de von Frey em comparacgao aos

ratos sham (FIGURA 5), com comportamento aversivo

sugerindo desenvolvimento de alodinia.

e desencadeamento de grooming,
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FIGURA 5: Avaliacdo comportamental evocada por filamentos de von Frey de forgas de dobramento de
0,059 (A),0,2g(B),2g(C), 49 (D) e 10 g (E) em ratos submetidos (ratos efetivos) ou nao (ratos sham)
a CCI do nervo infra-orbitario. Na primeira semana p.o., os ratos efetivos apresentaram diminuicdo
significativa de resposta a todos os filamentos de von Frey em relagdo aos ratos sham. No entanto, na
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segunda semana de p6s operatorio, ocorreu uma hiperresponsividade aos filamentos de von Frey de 4,0 ¢
(D) e 10,0 g (E) nos ratos efetivos em comparacdo aos ratos sham. N = 66 (3 d.p.0.), 60 (6 d.p.o.), 28 (9
d.p.o.), 12 (12 d.p.0.) e 13 (15 d.p.0.) animais por grupo, *p<0,05, teste Mann-Whitney ou teste t ndo
pareado.

5.3 - ANALISE MORFOLOGICA A MICROSCOPIA OPTICA

Os animais efetivos apresentaram alteracdes histopatologicas significativas em relagdo aos
animais sham. Foi possivel observar lesdo axonal, presenca de infiltrado inflamatorio e aumento
da celularidade nos fasciculos nervosos dos animais efetivos na porcéo distal (FIGURA 6). Aos
6 e 15 d.p.o., os animais efetivos apresentaram lesdes axonais e, aos 15 d.p.o, aumento da
celularidade nos animais efetivos em comparacdo aos animais sham (FIGURA 6). Na por¢éo
proximal, apesar das alteracdes serem de menor grau que na porcao distal, foi possivel observar
aumento na celularidade, com muitas células da glia em torno dos corpos de neurbnios em
relacdo ao sham (FIGURA 7).

Aos 3 d.p.o., animais sham e efetivos apresentavam lesdes semelhantes na porcao distal do nervo.
Ao longo do tempo, os animais sham se recuperam. No entanto, animais efetivos apresentam
lesGes consideraveis que se mantiveram significativamente mais pronunciadas durante todo o
periodo avaliado (FIGURA 8A). Ja na porcao proximal, ndo foram observadas lesdes nos nervos
dos animais sham em nenhum dos tempos. Nos nervos dos animais efetivos, observamos lesdes
no tempo de 9 e 12 d.p.o. (FIGURA 8B).

Com relacdo a inflamacgdo, no tempo de 3 d.p.o., os efetivos e sham apresentavam niveis de
inflamacdo semelhantes na porc¢do distal do nervo, sendo que os animais sham tiveram resolucao
da inflamac&o com o decorrer do tempo. Animais efetivos apresentaram manutengdo do processo

inflamatorio, com reducdo aos 9 d.p.o. (FIGURA 8C).
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EFETIVO 6 D.P.O.
EFETIVO 6 D.P.O.

EFETIVO 15 D.P.O.
EFETIVO 15 D.P.O.

SHAM 15 D.P.O.
SHAM 15 D.P.O.

FIGURA 6: Porcéo distal do nervo trigémeo de animais efetivos e sham. LesBes da porcao distal do nervo
trigmeo em animais efetivos. Lesdo axonal nos tempos de 6 (A, B) e 15 d.p.o. (C, D), evidenciando
vacuolizacdo (setas grossas) e foco inflamatdrio no perineuro (B, detalhe, cabeca de seta). Fasciculos
nervosos com aumento de celularidade no tempo de 15 d.p.o. (C, D, cabecas de seta). Nervos de animais
sham preservados aos 15 d.p.o. (E,F). As barras indicam 50 pum (A, B-detalhe, C e E), 30 um (B, D e F).
Coloracéao HE.
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EFETIVO 6 D.P.O.
EFETIVO 6 D.P.O.

SHAM 6 D.P.O.
SHAM 6 D.P.O.

EFETIVO 15 D.P.O.
SHAM 15 D.P.O.

FIGURA 7: Porcdo proximal do nervo trigémeo de animais efetivos e sham. Lesdes da por¢do proximal
do nervo trigmeo em animais efetivos. Aumento da celularidade (setas grossas) nos tempos de 6 (A, B) e
15 d.p.o. (E) em animais efetivos. Ganglios trigeminais preservados em animais sham aos 6. (C, D) e 15
d.p.o. (F). As barras indicam 50 um (A,C) e E) e 30 um (B,D,E,F). Coloragéo HE.
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FIGURA 8: Semiquantificacdo das lesdes do nervo trigmeo em animais efetivos e sham ao longo do
tempo. Foram avaliados os seguintes pardmetros: lesdo (alteracdo da arquitetura tecidual, vacuolizacdo
axonal) e inflamag&o (presenca de infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo adjacente). N = 5 animais
por grupo, teste t ndo pareado, p<0,05.

5.4 - ANALISE MORFOMETRICA DA CELULARIDADE

Em funcdo da analise qualitativa ter evidenciando aumento de celularidade nos fasciculos

nervosos, foi realizada a analise morfométrica do nimero de células por area de fasciculo nervoso

nas diversas porgdes do nervo de animais efetivos e sham ao longo do tempo (FIGURA 9). Na

porcéo distal, a avaliagdo morfométrica revelou maior namero de células a partir de 9 d.p.o. em

animais efetivos em relacdo aos sham. Na porcdo proximal, os nervos efetivos apresentaram

maior celularidade apenas aos 15 d.p.o em relagdo aos sham.
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Em funcdo do aumento da celularidade observado nos fasciculos nervosos, foi realizada imuno-
histoquimica para marcadores de células inflamatérias (CD68) e de células da glia (GFAP e
S100), com o intuito de verificar o tipo celular aumentado. Nao foi observada imunopositividade
citoplasmatica para CD68 (dado ndo mostrado), mas observamos imunoexpressdao de GFAP e

S100 em diversas células dos fasciculos nervosos (FIGURA 10).
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FIGURA 9: Avaliagdo morfométrica do nimero de células por &rea de fasciculo nervoso ao longo do
tempo nas por¢oes distal (A) e proximal (B) em nervos de animais efetivos e sham. Na porc¢do distal,
maior celularidade a partir do 9 d.p.o nos nervos de animais efetivos. Na por¢do proximal, celularidade
aumentada aos 15 d.p.o.. N = 5 animais por grupo. Teste Mann-Whitney, *p<0,05.
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FIGURA 10: Imunopositividade para GFAP (setas) na porcao distal dos nervos de animais efetivos (A) e
sham (B) aos 15 d.p.o. Imunopositividade para S100 (setas) na porcdo distal dos nervos de animais
efetivos (C) e sham (D) aos 15 d.p.o.. As barras representam 50 um.

5.5 - ANALISE QUALITATIVA DAS FIBRAS MIELINICAS E AMIELINICAS

A anélise qualitativa da mielinizacdo através da coloracdo especial Luxol Fast Blue
(FIGURA 11) e em cortes histolégicos de rotina e da coloracdo azul de toluidina em cortes semi-
finos (FIGURA 12), revelaram desmielinizacdo significativa e lesdes intensas em fibras
mielinicas na regido distal e em regides proximais do nervo trigémeo de ratos efetivos (FIGURA
11). Aos 3, 6, 9 d.p.o., os animais efetivos apresentaram lesdes intensas da bainha de mielina,
perda do padrdo de mielinizacdo dos fasciculos nervosos e alteracdo completa do aspecto dos
axonios e bainhas de mielina, sendo que as alteragdes mais intensas foram observadas aos 6 d.p.o.
A desmielinizagdo e a degeneracdo da mielina apresentaram-se presentes em fasciculos nervosos
lesados, sendo diretamente relacionada a lesdo nos animais efetivos. Aos 12 e 15 d.p.o., pode-se
observar desmielinizagdo menos intensa. Nos animais sham, algum grau de desmielinizagdo foi

encontrado em fasciculos periféricos do nervo (FIGURA 11).
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EFETIVO 6 D.P.O.
EFETIVO 15 D.P.O.

SHAM 6 D.P.O.
SHAM 15 D.P.O.

FIGURA 12: Desmielinizagdo na porcéo distal do nervo trigémeo de animais efetivos (A,B) em
comparac¢do aos animais sham (C,D) aos 6 e 15 d.p.o.. Fibras mielinicas bem preservadas (C, D, cabeca de
seta) em animais sham e area de total desmielinizacdo (A, B, setas) em animais efetivos aos 6 (A) e 15 (B)
d.p.o.. Presenca de debris de mielina degenerada (*) em animais efetivos aos 6 d.p.o. (A). As barras
representam 50 pm.

A andlise ultraestrutural da desmielinizacdo revelou, na porcédo distal de animais efetivos,
a formacéo de debris de mielina degenerada, grave desarranjo estrutural da bainha de mielina
com separacao de suas lamelas e numerosas invaginacdes da bainha nos tempos de 6 d.p.o. e 15
d.p.o, sendo essas alteragdes mais intensas aos 6 d.p.o. (FIGURA 13). No tempo de 15 d.p.o.,
foram observadas bainhas de mielinas proporcionalmente finas em relacdo aos axonios. Na
porc¢édo proximal do nervo, ndo foram observadas diferencas entre os animais efetivos e controles.
AlteragBes estruturais, porém mais discretas, também foram observadas nas fibras amielinicas,

com maior numero de fibras amielinicas por feixe nos animais efetivos (FIGURA 13).
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FIGURA 13: Microscopia eletronica de transmissdo da porgdo distal do nervo trigémeo de animais
efetivos (A-F) e sham (G-H). Invaginacdo da bainha de mielina (A, seta) e desmielinizacdo intensa (A,
cabeca de seta) em animal efetivo aos 6 d.p.o. Debris de mielina degenerada (B, cabeca de seta) em
células da glia aos 6.d.p.o.. Bainha de mielina degenerada (C, cabeca de seta) e com perda de densidade
(D, cabeca de seta) em animal efetivo aos 15 d.p.o.. Aumento no namero de fibras amielinicas por feixe
(E, F, cabecas de seta) em animais efetivos aos 6 e 15 d.p.o.. Animais sham aos 6 (G) e 15 d.p.o (H) com
fibras mielinicas integras (cabeca da seta) e feixe de fibras amielinicas bem preservado (seta).

5.6 - ANALISE QUANTITATIVA DA DESMIELINIZACAO

A desmielinizacdo observada a microscopia éptica foi quantificada em cortes corados por
Luxol Fast Blue aos 3, 6, 9, 12 e 15 d.p.o.. A analise quantitativa revelou significativa diminuicao
da area de mielina por fasciculo nervoso na porcéo distal de animais efetivos aos 3, 6, 9, 12 e 15
d.p.o. em relacdo aos sham (FIGURA 14). Na porcao proximal, ndo foram observadas diferencas
no grau de mielinizagdo entre animais efetivos e sham para nenhum dos tempos estudados
(FIGURA 14).
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FIGURA 14: Area de mielina (um?) por area de fasciculo nervoso (1000 pm?) ao longo do tempo nas
porcdes distal (A) e proximal (B) em nervos de animais efetivos e sham. N =5 animais por grupo. Teste t
nédo pareado, *p<0,05.

Segundo Mosconi e Kruger (1996), a razdo axonio/mielina € um indicativo de processo de
desmielinizacdo / regeneracdo, ja que axdénios em remielinizagdo podem apresentar bainha de
mielina desproporcionalmente fina em relacdo a sua area. Ao comparar essa razdo, observou-se
que animais efetivos apresentaram valores elevados em comparagdo aos animais sham aos 6 d.p.o

na porcdo distal (FIGURA 15). Aos 15 d.p.o., ndo foi observada nenhuma diferenga entre os
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grupos. Na porcdo proximal, ndo foram observadas diferencas entre animais sham e efetivos em
nenhum dos tempos estudados (FIGURA 15).
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FIGURA 15: Razdo area de axdnio por area de mielina (um?) aos 6 e 15 d.p.o. nas porgdes distal (A) e
proximal (B) de nervos de animais efetivos e sham. N = 5 animais por grupo. Teste t ndo pareado,

*p<0,05.

5.7 — ANALISE QUANTITATIVA DE FIBRAS AMIELINICAS

Em funcdo da analise qualitativa ter evidenciado feixes de fibras amielinicas com maior nimero

de fibras por feixe, foi realizada a quantificagdo da &rea da célula de Schwann, assim como o

numero de fibras por célula de Schwann.

Na porcéo distal do nervo de animais efetivos

apresentaram celulas de Schwann maiores em relagdo aos animais sham no tempo de 15 d.p.o.
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(FIGURA 16A). Na porcao proximal, ndo foram observadas diferencas entre 0os grupos em
nenhum dos tempos (FIGURA 16B).

Quanto a fibras amielinicas por células de Schwann, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos na porcdo distal (FIGURA 16C) ou proximal (FIGURA 16D) nos tempos analisados de
6el5d.p.o.

Area de célula de Schwann - Porgao distal f\ Area de célula de Schwann - Porgo proximal B
2.0x107+ 2.0x107
- sham -8~ sham
* = efetivo = efetivo
- 1.5%1074 . 1.5%107
N q
E £
= 1.0%1074 = 1.0%107
o o
g g *
-] B
5.0%105 50106 %>—<§
0 T T 0 T T
6 15 3 15
Tempo d.p.o. Tempo d.p.o.
Fibras amielinicas por célula de Schwann - Porgio distal (‘ Fibras amielinicas por célula de Schwann - Porgdo proximal D
2] o
Q 159 15+
g E - sham ‘g c - sham
S0 124 - efetivo 5 8 12 = efetivo
EE2 EE£
L] 9 ] 8
2] T [ 94
o @ o @
- T - T
a [} a o
[ 6] ==z 6
o 3 o 3
T % T g 7
S5 S5
2 E&
2 ] T T 3 0 T T
[ 15 6 15
Tempo d.p.o. Tempo d.p.o.

FIGURA 16: Area de célula de Schwann (A, B) e nimero de fibras amielinicas por célula de Schwann
(C,D) nas porgdes distal e proximal dos nervos de animais efetivos e sham aos 6 e 15 d.p.o.. N=2 animais
por grupo, Teste t ndo pareado (A, B) ou Mann-Whitney (C,D), *p<0,05.
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5.8 - EXPRESSAO DA CITOCINA IL-1p E DO NEUROPEPTIDEO SP

Em fungdo do importante papel dos mediadores inflamatorios e dos neuropeptideos na
fisiopatologia da dor, a imunoexpressdo da citocina IL-1p e do neuropeptideo SP foram
investigadas ao longo do tempo. Observamos, tanto na porc¢éo distal quanto na porcéo proximal
dos nervos de animais efetivos, uma maior imunopositividade para IL-1p (FIGURA 17 e 18). A
quantificacdo desses achados revelou maior quantidade de células imunopositivas para IL-1p aos
9 e 15 d.p.o. na porcdo distal (FIGURA 18). Na porcdo proximal, os animais efetivos
apresentaram maior namero de neurdnios imunopositivos para IL-1B aos 3, 6 ¢ 9 d.p.o.
(FIGURA 18).

Com relacdo ao neuropeptideo SP, foi observada maior imunopositividade nos nervos de animais
efetivos em relacdo aos sham (FIGURA 19 e 20). A quantificacdo revelou que os nervos de
animais efetivos apresentaram maior marcacdo para SP aos 6, 9 e 15 d.p.o. na porcdo distal
(FIGURA 20). Néo foi observada diferenga na imunoexpressédo de SP em neuronios de animais

efetivos em relagédo aos sham ao longo do tempo. (FIGURA 20).



55

EFETIVO 9 D.P.O.
SHAM 9 D.P.O.

EFETIVO 15 D.P.O.
SHAM 15 D.P.O.

EFETIVO 3 D.P.O.
SHAM 3 D.P.O.

FIGURA 17: Imunopositividade para IL-1B (setas) na por¢do distal de nervos trigémeo de animais
efetivos aos 9 (A) e 15 (C) d.p.o. e em animais sham aos 9 (B) e 15 (D) d.p.o.. Imunopositivade para IL-
1B em neurdnios na por¢do proximal de animal efetivo (E) em comparacdo ao sham (F) aos 3 d.p.o.. As
barras representam 50 pm.
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FIGURA 18: Quantificacdo da imunopositividade para IL-1p nas porcdes distal (A) e proximal (B) do
nervo trigmeo de animais efetivos e sham ao longo do tempo. N = 5 animais por grupo, teste t ndo
pareado, p<0,05.
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EFETIVO 9 D.P.O.
EFETIVO 15 D.P.O.

SHAM 9 D.P.O.
SHAM 15 D.P.O.

EFETIVO 15 D.P.O.
SHAM 15 D.P.O.

FIGURA 19: Imunopositividade para SP (setas) na porcao distal de nervos trigémeo de animais efetivos
aos 9 (A) e 15 (B) d.p.o. e em animais sham aos 9 (C) e 15 (D) d.p.o.. Imunopositivade para SP em
neurdnios na porcdo proximal de animal efetivo (E) em comparagdo ao sham (F) aos 15 d.p.o.. As barras
representam 50 um.
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FIGURA 20: Quantificagdo da imunopositividade para SP nas porcdes distal (A) e proximal (B) do nervo
trigémeo de animais efetivos e sham ao longo do tempo. N = 5 animais por grupo, teste t ndo pareado,
p<0,05.

5.9 - DOSAGEM DO FATOR DE CRESCIMENTO NERVOSO (NGF):
A dosagem de NGF no soro dos animais ndo evidenciou diferengas entre 0s grupos nos tempos

estudados (FIGURA 21). Na porcéo distal do nervo, apesar dos valores absolutos de dosagens

terem sido superiores para diversos animais sham aos 15 d.p.o., ndo foi observada diferenca
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estatistica entre os grupos de animais nesse tempo, assim como aos 6 d.p.o. Na por¢do proximal,
também ndo foram observadas diferencas na producédo de NGF entre 0s grupos nos dois tempos
estudados (FIGURA 21).
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FIGURA 21: Dosagem de NGF no soro (A) (pg de NGF por ml de soro) e nas porcdes distal (B) e
proximal (C) de nervos trigémeo (pg de NGF por mg de proteina) em animais sham e efetivos aos 6 e 15
d.p.o. N = 10 animais por grupo, teste t ndo pareado, p<0,05.

5.10 - DOSAGEM DO FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DA GLIA (GDNF):
Uma vez observado aumento significativo do numero de células da glia nos fasciculos nervosos e

considerando o papel do GDNF no desenvolvimento de dores neuropaticas, foi realizada a

dosagem desse fator neurotréfico no soro e nos tecidos dos animais de ambos 0s grupos aos 6 e
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15 d.p.o. Foi observado que, aos 6 d.p.o., 0s animais efetivos apresentaram niveis séricos de
GDNF significativamente inferiores em comparacdo aos animais sham. No entanto, aos 15 dpo,
ndo foram observadas diferencas significativas entre os dois grupos de animais (FIGURA 22).
Na porcdo distal do nervo, os animais sham e efetivos produziram niveis semelhantes de GDNF
aos 6 d.p.o. (FIGURA 22) e, aos 15 d.p.o., ndo foram detectadas dosagens significativas de
GNDF em nenhum dos grupos. Na porgdo proximal, animais dos grupos sham e efetivos
produziram niveis semelhantes de GDNF tanto aos 6 quanto aos 15 d.p.o. (FIGURA 22).

GDNF - Soro
1.09
) -8 sham
] 0.8 -» efetivo
[
k-]
E 0.6
o 04
z
a
O 021 x
o
a
0.0 T
6 15
Tempo d.p.o.
GDNF - Porgéo distal GDNF - Porgdo proximal
© 2.09 o 2.0q
.% -8 sham g -8 sham
° - efetivo ° -= efetivo
5 1.54 5 1.5
5 E
o i o i
£ 1.0 £ 1.0
= 5
a 0.5 F 0.54
[©] o
o o
a 00 T 4 e 0.0 T
6 15 6 15
Tempo d.p.o. Tempo d.p.o.

FIGURA 22: Dosagem de GDNF no soro (A) (pg de GDNF por ml de soro) e nas porcdes distal (B) e
proximal (C) de nervos trigémeo (pg de GDNF por mg de proteina) em animais sham e efetivos aos 6 e
15 d.p.o. N =5 animais por grupo, teste t ndo pareado, p<0,05.
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6 — DISCUSSAO

Nosso trabalho utiliza um modelo experimental bem estabelecido na literatura para tentar
elucidar alteracdes morfologicas e expressao de mediadores subjacentes ao desenvolvimento da
dor neuropatica trigeminal ao longo do tempo. Apesar de diversos trabalhos terem demonstrado
substrato morfologico e alteragcbes em mediadores inflamatorios na sensibilizacdo periférica e
central nas dores neuropaticas (AUSTIN e MOALEM-TAYLOR, 2010; VALLEJO et al., 2010;
XU e YAKSH, 2011), ndo se sabe qual a cinética e a participacdo desses no desenvolvimento da
dor neuropatica trigeminal que possui, sabidamente, mecanismos patofisioldgicos distintos a dor
neuropatica extracefalica (LATREMOLIERE et al., 2008; HAMON et al., 2008). Dessa forma, o
presente trabalho, ao elucidar a cinética da lesdo estrutural e dos sistemas de sinalizagdo neuro-
inflamatdrios, visa contribuir para o esclarecimento dos mecanismos celulares e moleculares que

levam ao desenvolvimento da dor neuropatica trigeminal.
Avaliagdo comportamental espontanea:

Na avaliacdo comportamental espontanea, foram observados, além da frequéncia de groomings,
outros parametros como o comportamento exploratdrio, a imobilidade e periodos de descanso /
sono. Observamos que os animais efetivos apresentaram maior nimero de episodios de grooming
facial em relacdo aos animais sham aos 3 d.p.o. e 15 d.p.0., 0 que esta de acordo com a literatura.
Vos e colaboradores descrevem que os animais efetivos apresentaram maior frequéncia de

grooming se comparado aos sham, sobretudo na primeira semana (VOS et al., 1994).

Com relacdo ao comportamento exploratério, animais efetivos apresentaram esse comportamento
com mais frequéncia se comparados aos sham aos 3 d.p.o., mas ndo observamos diferencas entre
0S grupos nos demais tempos do estudo. Em contrapartida, VVos e colaboradores descrevem que
o0s animais efetivos apresentam comportamento exploratério reduzido em relacdo ao sham (VOS
et al., 1994). Acreditamos que essa diferenca ndo se apresenta relevante, uma vez que o tempo de
3 d.p.o. ndo corresponde ao periodo em que o quadro de dor neuropatica esta estabelecido. Outros
comportamentos observados como imobilidade e descanso / sono ndo se mostraram diferentes
entre 0s grupos de animais para nenhum dos tempos estudados. Vos e colaboradores ndo
relataram diferengas entre os grupos na avaliacdo de periodos de descanso / sono, o que coincide

com 0s nossos resultados. Porém, eles descrevem diferencas entre a imobilidade nos grupos,



62

sugerindo que os animais do grupo efetivo permaneceriam mais tempo imdveis que 0s animais
sham (VOS et al., 1994). Neste trabalho, encontramos, conforme mencionado, comportamento

exploratdrio e mobilidade normais nos animais efetivos.
Avaliacdo comportamental evocada:

A cinética observada na anéalise do comportamento evocado com hiporresponsividade na primeira
semana e hiperresponsividade num segundo momento pds operatorio estd de acordo com 0s
dados observados em estudo anterior, que estabeleceu as alteragdes comportamentais apos a CCI
do nervo infraorbitario e permitiu sua utilizacdo como modelo experimental de dor neuropatica
trigeminal (VOS et al., 1994). Podemos, portanto, afirmar que nossos experimentos reproduziram
0 modelo ja estabelecido na literatura.

Anélise morfoldgica a microscopia Optica:

Os animais sham apresentaram algumas alteraces histopatoldgicas, como inflamacéo leve no
tecido conjuntivo adjacente e lesdo axonal discreta, sobretudo em fasciculos nervosos localizados
perifericamente nos nervos. Esses achados sugerem lesdes decorrentes de trauma mecanico em
funcdo do procedimento cirdrgico e foram de menor intensidade e abrangéncia do que as
alteracOes observadas nos animais efetivos. Nossos resultados mostram também, que, ao longo do
tempo, os animais sham se recuperaram das lesdes enquanto animais efetivos apresentam lesdes
consideraveis, que se mantiveram significativamente mais pronunciadas durante todo o periodo

avaliado.

Os animais efetivos apresentaram, na porcao distal, alteragdes histopatoldgicas significativas em
relagdo aos animais sham, evidenciando-se vacuolizacdo axonal, presenca de infiltrado
inflamatdrio e aumento da celularidade nos fasciculos nervosos. Na por¢do proximal, apesar de as
alteracbes serem em menor grau do que na porcdo distal, foi possivel observar aumento na
celularidade, com aumento de células da glia em torno de neurénios e lesdo axonal aos 9 d.p.o.
nos animais efetivos em relacdo aos sham. Esses dados estdo de acordo com dados ja mostrados
para o nervo ciatico (GAUTRON et al., 1990; NUYTTEN et al., 1992; GABAY e TAL, 2004) e
estudos de CClI trigeminal (VIT et al., 2006; OHARA et al., 2008) e apresentam relevancia como
eventos que levam ao desenvolvimento da dor. Acreditamos que a inflamacdo observada na

porc¢éo distal seria decorrente da lesdo nervosa causada pela CCI e que as células inflamatorias
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presentes, assim como a prépria lesdo axonal, estariam atuando de diversas maneiras, como ja

descrito na literatura e detalhado a seguir.

A lesdo do nervo produz alteracdes celulares e moleculares que afetam a excitabilidade da
membrana neuronal, permitindo respostas exacerbadas (RO e CHANG 2005), e tais alteracfes
podem comprometer porcGes centrais ou periféricas do sistema nervoso, levando as
sensibilizagdes central e periférica, respectivamente (MOALEM e TRACEY, 2006). A perda de
integridade da fibra nervosa pode gerar o fenémeno da transmissao efatica ou excitagdo cruzada
de fibras nervosas, que envolve a transmissdo de potenciais de acdo de fibras sensitivas
periféricas aferentes lesionadas e hiperexcitaveis para fibras sensitivas adjacentes ndo
estimuladas ou lesionadas, levando a uma expansdo da area em que a dor € percebida (SUZUKI e
DICKENSON, 2000). A lesdo e inflamacdo subsequente leva a diminuicdo dos limiares de
ativacdo dos nociceptores por acdo de produtos de reagdes inflamatdrias e imunologicas, tais
como bradicinina, prostaglandinas, serotonina e adenosina (JULIUS e BASBAUM, 2001). O
aumento de bradicinina e adenosina podem levar a desgranulacdo de mastocitos presentes nos
nervos periféricos, com liberacdo de granulos de histamina e citocinas que excitam diretamente
0s nociceptores e células do ganglio da raiz dorsal, provocando dor e queimacdo (BARON et al.,
2001).

Em resposta a lesdo pode ocorrer também o recrutamento de outros tipos celulares e a literatura
descreve um provavel papel inicial para os neutrofilos na dor neuropética seguida por leséo, ja
que foi observado um aumento de neutréfilos endoneurais em se¢des do nervo lesado até sete
dias apds a lesdo (PERKINS e TRACEY, 2000). J& mastocitos e macrofagos podem ser os
principais responsaveis pela liberacdo de TNF-a, IL-1 e NGF. A participacdo dos macréfagos nas
fases iniciais e tardias do desenvolvimento da hiperalgesia térmica subsequente a CCI parece ser
crucial (MARCHAND et al., 2005). Sabe-se que a expressdo de citocinas pro-inflamatérias como
TNF-o e IL-1P ocorre em nervos ciatico lesados 1 hora ap6s a CCl e esses mediadores atuam
hiperexcitando a area lesionada (UCEYLER et al., 2007). Além disso, as interagdes entre
neuronios, células inflamatorias, células da glia, mediadores inflamatdrios e neutrofinas estdo
relacionados a sensibilizacdo periférica nas DN (LASKIN e PENDINO, 1995; JULIUS e
BASBAUM, 2001; AYDINLI e KESKINBORA, 2004; MOALEM e TRACEY, 2006).
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Com base no exposto, portanto, acreditamos que a lesdo nervosa observada no nosso modelo esta
mediando altera¢6es na excitabilidade neuronal e facilitando a transmissdo efatica, hipoteses que
poderiam ser testadas em estudos eletrofisiologicos posteriores. Da mesma maneira, ha
evidéncias que nos permitem sugerir que o processo inflamatdrio, suas células e mediadores
estariam acarretando diminuicdo dos limiares de ativagcdo de nociceptores e as sensibilizagdes

periférica e central no modelo de CCI trigeminal.
Analise morfométrica da celularidade:

A analise morfométrica do numero de células por area de fasciculo nervoso evidenciou aumento
da celularidade nas porcdes distal e proximal do nervo de animais efetivos ao longo do tempo.
Em funcdo desse aumento, foi realizada imuno-histoquimica para marcadores de células
inflamatdrias (CDG68) e de células da glia (GFAP e S100), com o intuito de verificar o tipo celular
aumentado. N&o foi observada imunopositividade citoplasmatica para CD68 (dado né&o
mostrado), mas observamos imunoexpressédo de GFAP e S100 em diversas células dos fasciculos
nervosos de animais efetivos, corroborando com outros estudos que demonstraram proliferacao
de células gliais satélite no ganglio trigeminal (VIT et al., 2006; OHARA et al., 2008; XU et al.,
2011; DONEGAN et al., 2013). Essa proliferacdo ocorre no momento em que as alteracbes
comportamentais indicativas de dor neuropatica estdo se instalando e sabe-se que a lesdo nervosa
acarreta proliferacdo das células da glia (DONEGAN et al., 2013; DEFRANCESCO-LISOWITZ
etal., 2014).

Estudos tém evidenciado a importancia das células da glia do sistema nervoso central e, mais
recentemente, as dos ganglios sensitivos nos mecanismos de dor, jA que elas possuem a
capacidade de se comunicar com os neurdnios e de modular a sua atividade (MCMAHON e
MALCANGIO, 2009; HANANI 2010). Sabe-se que, no ganglio do trigémeo, as celulas da glia
satélite possuem relacéo privilegiada com os corpos neuroniais que as rodeiam (HANANI, 2005)
e que podem modular a excitabilidade dos neurdnios nociceptivos via IL-1f, induzindo
despolarizacdo de membrana e aumento da expressdo do receptor IL-1RI no corpo neuronal
(TAKEDA et al., 2007). Aumentos de juncgdes gliais apos a leséo do nervo também aumentam o
comportamento nociceptivo, mas, paradoxalmente, a redugdo das juncdes em ganglios normais
também aumenta o comportamento nociceptivo, revelando, portanto, as mudltiplas funcGes
desempenhadas pelas células da glia (VIT et al., 2006; OHARA et al., 2008). Raghavendra e
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colaboradores demonstraram que a inibicdo da ativagdo da glia atenuou o desenvolvimento de
hipersensibilidade comportamental em modelo de dor neuropéatica em ratos (RAGHAVENDRA
et al., 2003). Outro fator de relevancia da celulas da glia se refere a presenca de canais idnicos
especificos presentes neste tipo celular e que atuam na excitabilidade neuronal (OHARA, 2008).
Nossa analise quantificou as células da glia no nervo, diferentemente dos autores citados, que
analisaram as células da glia do ganglio trigeminal. Acreditamos que as células da glia no nervo
periférico atuem de forma similar as do ganglio, j& que também exercem funcGes protetoras e
troficas e responderam a lesdo proliferando-se no grupo efetivo, tanto na porcéo distal quanto na
porcdo proximal. Sugerimos, portanto, que a proliferacdo de células da glia periférica em nervo
trigémeo aqui evidenciada é importante na fisiopatologia da dor, uma vez que elas sdo capazes de
secretar citocinas, remover debris de mielina degenerada e sdo essenciais para a reparacdo de
nervos bem sucedida (DEFRANCESCO-LISOWITZ et al., 2014).

Analise qualitativa das fibras mielinicas e amielinicas:

Nossas observacGes morfoldgicas referentes a mielinizagdo revelaram desmielinizacéo
significativa e lesbes intensas em fibras mielinicas na regido distal e em regides distais a mesma
do nervo trigémeo de ratos efetivos. A analise ultraestrutural revelou, na por¢do distal de animais
efetivos, a formacéo de debris de mielina degenerada, severo desarranjo estrutural da bainha nos
tempos de 6 d.p.o. e 15 d.p.o.. Alteracdes estruturais, porém mais discretas, também foram
observadas nas fibras amielinicas, como a reducdo no tamanho das fibras, evidencias de danos
teciduais e um aumento no namero de fibras por célula de Schwann nos animais efetivos. Esses
achados estdo de acordo com estudos de CCI do nervo ciatico e estudos humanos de neuralgia
trigeminal que mostraram perda de fibras mielinizadas distalmente a lesdo como principal achado
patoldgico (BASBAUM et al., 1991; NUYTTEN et al., 1992; MOSCONI e KRUGER, 1996).
Estudos apontam que a principal patologia presente no modelo de CCI é a desmielinizagdo
intensa, com perda de fibras mielinizadas de grande calibre na regido distal a lesdo, sendo essa
perda mais evidente nos dias 5 a 9 dias p.o., com recuperacdo parcial no tempo 12 a 15 d.p.o.
(SOMMER, 1995; MA e BISBY, 2000; SHIMOYAMA et al., 2002; GABAY e TAL 2004).
Esses achados referem-se & CCI do nervo ciatico, sendo que anélise detalhada da desmielinizacéo

ao longo do tempo no modelo de CCI do nervo trigémeo ainda ndo havia sido realizada. Dessa
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forma, a avaliacdo de desmielinizacdo ao longo do tempo em CCI do nervo trigémeo é descrita

pela primeira vez aqui.

As alteracdes nas fibras sao responsaveis pela geracao ectopica de potenciais de acao e facilitacéo
da transmissdo sinaptica (COSTIGAN et al., 2009). As areas de desmielinizacdo sdo locais de
disparos ectopicos e espontaneos por acumulo de canais idnicos e falhas nos mecanismos de
isolamento da fibra (LOVE e COAKHAM, 2001). Em conjunto, as alteracbes observadas
demonstram comprometimento estrutural importante com possiveis repercussdes na geracao e
conducéo de impulsos nervosos e desenvolvimento de alodinia, o que tem particular importancia
na neuralgia do trigémeo, sobretudo porque as alteragdes aqui descritas ocorrem em tempos

coincidentes com o inicio das alteragdes comportamentais indicativas de alodinia.
Analise quantitativa da desmielinizacéo:

A quantificacdo da desmielinizacdo observada revelou significativa diminuicdo na porcéo distal
de animais efetivos em relagdo aos sham, corroborando nossos achados qualitativos. Mosconi e
Kruger (1996) sugeriram a desmielinizacdo e remielinizagdo em CCI do ciatico e parece que este
é 0 caso também para a CCI do trigémeo, ja que observamos razdo axénio/mielina mais elevada
em animais efetivos em comparacdo aos sham aos 6 d.p.o.. Portanto, é possivel que a recuperagédo
na propor¢cdo axonio/mielina ao longo do tempo mostre indiretamente que a remielinizagao
ocorre do dia 6 ao dia 15 p.o., quando a alodinia mecénica esta bem estabelecida. Como ja
mencionado, as areas de desmielinizacdo geram disparos ectdpicos e espontaneos, 0 que tem
particular importancia na alodinia (LOVE e COAKHAM, 2001). Além disso, a justaposicao de
axonios desmielinizadas facilita a transmissdo efatica de impulsos nervosos (RAMON e
MOORE, 1978; RASMINSKY, 1978). Nossos dados corroboram a hipétese da excitacao cruzada
de fibras nervosas, uma vez que fibras de tato podem ser envolvidas na regeneracdo da bainha
juntamente com fibras nociceptivas e a ativacdo da fibra tactil pode disparar a ativacdo da fibra
de dor, justificando a alodinia observada e contribuindo para o esclarecimento da fisiopatologia
da dor neuropatica trigeminal (LOVE e COAKHAM, 2001).

Anélise quantitativa de fibras amielinicas:
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Apesar de a anélise qualitativa ter evidenciado feixes de fibras amielinicas com maior nimero de
fibras por feixe, como j& descrito para o nervo cidtico (NUYTTEN et al., 1992), nossa analise
morfomeétrica ndo detectou tal diferenca. Foi sugerido que a hiperinervacdo por fibras amielinicas
pode produzir hiperalgesia em funcdo de descargas ectdpicas (MOSCONI e KRUGER, 1996).
Esses impulsos ectopicos, somados a aposicdo entre ax6nios desmielinizados, levaria a
transmissdo efatica de impulsos nervosos para fibras adjacentes, contribuindo para a
manifestacdo da dor neuropatica (RAMON e MOORE, 1978; RASMINSKY, 1978; LOVE e
COAKHAM, 2001). No nosso modelo, é possivel que as fibras amielinicas ndo exercam papel
tdo relevante, j& que ndo observamos, quantitativamente, o aumento de fibras por feixe. No

entanto, as alteragdes fisiologicas ndo podem ser descartadas.

Expresséo da citocina IL-1p e do neuropeptidio SP:

Sabe-se que a dor neuropatica ndo é um fendmeno exclusivamente neuronal, mas envolve células
inflamatorias, células da glia, mediadores inflamatérios, neuropeptideos e fatores neurotréficos
(MACHELSKA, 2011). Trabalhos anteriores ja sugeriram importante papel para a citocina IL-13
em diversas neuropatias periféricas (HILTON et al., 1994; TAKEDA et al., 2008;
BALKOWIEC-ISKRA, 2010; DE CORATO, 2011). Observamos maior quantidade de células
imunopositivas para IL-1 em tempos mais tardios na por¢do distal e em tempos mais recentes na
porcdo proximal dos animais efetivos. Algumas citocinas pro-inflamatorias, como a IL-13, séo
capazes de sensibilizar neur6énios nociceptivos, podendo, assim, modular a resposta inflamatéria
e influenciar o comportamento doloroso (BALKOWIEC-ISKRA, 2010). A liberagdo de IL-18
parece ser importante para o estabelecimento da hiperalgesia trigeminal inflamatéria (TAKEDA
et al., 2013). A imunopositividade de IL-1f3 em neur6nios observada aqui estd em conformidade
com a expressao desta citocina em neurdnios do ganglio da raiz dorsal (COPRAY et al., 2001) e
mostra a resposta precoce de neurdnios trigeminais a lesdo periférica, como tem sido
demonstrado em outros modelos de lesdo nervosa (BOUTIN et al., 2003; ALLAN et al., 2005).
A IL-1B tem numerosos efeitos sobre as células da glia, promovendo sua proliferagao e
modulando a expressdo e liberagdo de varios mediadores neurotoxicos ou potencialmente
benéficos (ALOISI, 2001; BASU et al., 2004;). Em geral, a consequéncia da exposi¢cdo de
neurdnios a niveis elevados de IL-1B depende do equilibrio e perfil temporal entre as moléculas

produzidas pelas celulas da glia (ALLAN et al., 2005). A IL-1 também pode afetar a
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mielinizag&o e atrasar a remielinizagdo (MASON et al., 2001). Os dados aqui obtidos permitem
sugerir que a IL-1p participa dos sistemas de sinalizacéo envolvidos na sensibilizacéo periférica e
no desenvolvimento da dor neuropética do trigémeo provavelmente por um dos mecanismos
descritos acima. Estudos posteriores de bloqueio de IL-1 enddgena ou de injegdo de IL-1P
exogena poderdo esclarecer quais mecanismos estariam operantes no estabelecimento da dor

neuropatica neste modelo.

Com relagdo ao neuropeptideo SP, foi observada maior imunopositividade nos animais efetivos
em relagdo aos sham apenas na porcdo distal. Nosso resultado entra em contraste com resultados
de Bird et al. (2002) que relatou grande immunopositividade de SP no ganglio trigeminal até 15
dias apo6s outro modelo do CCI trigeminal (ligadura com constri¢do intensa do nervo alveolar
inferior) (BIRD et al., 2002). Acreditamos que a diferenca seja devido a lesdo gerada pela
ligadura intensa, em contraste com a ligadura frouxa no modelo de CCI. Sommer e colaboradores
(1995) observaram queda nos niveis de expressdo de SP nas quatro primeiras semanas apés a CCl
do nervo ciatico e sugerem que essa reducdo ndo € especifica do modelo, mas sim um evento
geral decorrente do processo de despolarizacdo e regeneracdo do nervo lesado (SOMMER,
1995). Outros estudos também encontraram uma diminuic¢do na expressdo de SP no corno dorsal
da medula espinhal de ratos em modelos de CCI do nervo cidtico (GARRISON et al., 1993;
KAJANDER e XU, 1995; ABBADIE et al., 1996). Dessa forma, nossos resultados estdo de
acordo com o apresentado nesses estudos, uma vez que encontramos baixa expressao de SP no
ganglio trigeminal. No entanto, encontramos uma relacdo significativa entre a presenca de
alodinia e expressdo de SP na porcdo distal do nervo, com niveis mais elevados no p6s-operatorio
tardio, quando é observado aumento nas respostas a estimulos mecanicos. Este resultado estd em
concordancia com forte imunopositividade para SP observada nas amostras do nervo trigémeo
obtidos de pacientes com neuralgia do trigémeo (MARINKOVIC et al., 2009). Diversos
trabalhos vém apontando a relevancia da SP no desenvolvimento e manutencdo da dor
neuropética. Alguns destes trabalhos sugerem que a SP liberada nas terminagdes nervosas esta
diretamente relacionada a dor e desempenha um papel importante na inflamacéo.
Concomitantemente, a inflamacao periférica pode desencadear a liberacdo de SP, diminuindo o
limiar da dor e resultando em alodinia (BIE e ZHAO, 2011, MUNOZ e COVENAS, 2014; WITT
e VILENSKY, 2014). Sendo assim, é possivel que a alodinia induzida pela lesdo esteja associada

com a reorganizacao neuroquimica nos aferentes primarios e que o acumulo de SP pode estar
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relacionado ao desenvolvimento da atividade neural ectdpica, como demonstrado para a CCl do
ciatico e para um outro modelo de CCI trigeminal (CAMERON et al., 1997; BIRD et al., 2002).

Dosagem de NGF:

Vaérias desordens dolorosas estdo associadas com a desregulacdo do NGF, incluindo a dor
neuropética (EIBL et al., 2012). Neste trabalho, a dosagem de NGF no soro ou nos tecidos

nervosos ndo evidenciou diferencas entre 0s grupos nos tempos estudados.

Kurata e colaboradores sugerem que a lesdo de nervo periférico pode induzir a transducédo de
sinal dos neurdnios para células da glia satélites, induzindo a expressdo de NGF em torno dos
corpos neuronais com possivel envolvimento desse fator na restauracdo de neurdnios danificados
(KURATA et al., 2013). No entanto, outros autores sugerem que o NGF pode atuar nos dois
sentidos. Por um lado, contribuindo para a regeneracdo de neurdnios lesados e, por outro,
causando a sensibilizacdo dos nociceptores de maneira direta pela interacdo com receptores
especificos e, indiretamente, pela ativacdo de células pré-inflamatérias (HORIGOME et al.,
1993; WOOLF et al., 1995; MCMAHON et al., 2005). Anderson e Rao (2001) verificaram
aumento nos niveis de NGF no nervo trigémeo de 1 a 10 dias ap6s a CCI, sendo que essa
alteracdo foi relacionada a diminuicdo significativa na sensibilidade mecanica (ANDERSON e
RAO, 2001). Apesar de nossos achados ndo terem sido semelhantes aos de Anderson e Rao,
niveis de NGF no géanglio trigeminal ndo havia sido medidos anteriormente. Embora ndo tenha
sido possivel correlacionar niveis de NGF ao comportamento de dor observado, tem sido
demonstrado que a infusdo de NGF no local da lesdo blogueia o desenvolvimento de hiperalgesia
e alodinia (REN et al.,1995). Recentemente, foi demonstrado que o aumento de NGF néo
provoca hiperalgesia ap6s CCl de um outro ramo do nervo trigeminal (nervo mentual). O
desenvolvimento da hiperalgesia ao frio ndo se correlacionou com a expressdo alterada de NGF,
sendo que esta ocorreu apenas em momentos posteriores, quando ndo foi detectada evidéncia
comportamental de dor neuropatica (EVANS et al.,2014). Esses dados vdo de encontro aos
nossos, com auséncia de correlacdo entre niveis alterados de NGF e quadros de dor. Uma vez que
esta neurotrofina € conhecida por alterar a sintese de neuropeptideos em nociceptores (LINDSAY
e HARMAR, 1989), poderiamos esperar uma correlacdo entre a maior expressdo de SP e um
aumento dos niveis de NGF distalmente a lesdo no grupo efetivo, mas isso ndo foi encontrado.

Nossos dados e a literatura demonstram que os efeitos do NGF apos a lesdo do nervo séo
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complexos, ndo se correlacionam diretamente & dor e dependem da concentracéo, do tempo e do

modelo experimental.
Dosagem do GDNF:

Sabe-se que o GDNF possui papel crucial nos mecanismos de sobrevivéncia e plasticidade
neuronal em resposta a injurias e no reparo de lesdes nervosas no nervo ciatico, além de possuir
um papel regulador na atividade de vias nociceptivas (AIRAKSINEN e SAARMA 2002;
NAGANO et al., 2003; OSSIPOV 2011; EIBL et al., 2012). Nossos resultados mostraram que 0S
animais efetivos apresentaram niveis séricos de GDNF significativamente inferiores aos animais
sham no periodo pds operatorio recente. Podemos inferir que ha uma disfuncdo na sintese e / ou
sinalizacdo de GDNF no grupo efetivo e que essa alteragdo pode contribuir para o
desenvolvimento e / ou manutencdo da dor neuropatica trigeminal, sugerindo um efeito protetor
do GDNF. Com relacdo a dosagem tecidual do GDNF, poderiamos supor expressao significativa
desse fator neurotréfico, em funcdo da proliferacdo de células da glia observada. Além disso, a
elevada expressdo de IL-1B nos animais efetivos poderia ter influenciado a sintese de GDNF,
uma vez gue esta citocina altera a expressao de genes que codificam fatores neurotroficos (JOHN
et al., 2005; ALLAN et al., 2005). No entanto, dosagens teciduais significativas de GDNF nos
animais efetivos ndo foi observada. Nossos resultados estdo de acordo com outro estudo em
modelo de CCI no nervo citico em que niveis de GDNF no ganglio dorsal da raiz diminuem
acentuadamente no 7° dia apds a operagdo e se mantém baixos até o 14° d.p.o. (NAGANO 2003).
As alteracbes comportamentais indicativas de dor neuropatica também foram correlacionadas a
perda de GDNF no coto distal do nervo ciatico de animais submetidos a CCI (SHI et al., 2011).
Contrariamente, 0 GDNF pode aumentar a excitabilidade de neurdnios nociceptivos no ganglio
trigeminal (TAKEDA et al., 2013). Assim como o NGF, o GDNF parece ter fungdes antagbnicas

nos mecanismos de protecéo e lesdo que sdo subjacentes aos quadros de dor.
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7 - CONCLUSOES

Com o presente estudo concluimos que as principais alteracGes teciduais relacionadas ao
desenvolvimento da dor no modelo de dor neuropatica trigeminal utilizado séo as lesdes axonais,
0 aumento da celularidade por proliferacdo de células da glia periféricas, a desmielinizacdo
intensa, bem como a remielinizagéo parcial. Estas alteragfes estdo implicadas nos mecanismos de
sensibilizagdes periférica e central de dores neuropaticas. Além disso, nossos resultados sugerem
papel importante dos mediadores IL-1B ¢ SP ¢ da disfungdo na producdo de GDNF no
desenvolvimento da dor ao longo do tempo, contribuindo para o entendimento dos fenémenos

teciduais que levam ao estabelecimento e a manutencgdo da dor neuropética do nervo trigémeo.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n” 231/2009, relativo @0 projeto Intitulado “Alteracoes
histopatologicas e expressio de neuropeptideos e mediadores inflamatdrios no
nervo trigémeo e génglio trigeminal ao longo do tempo em modelo de dor
neuropdtica trigeminal em ratos’, que tem como responsével(is) Camila Megale de
Almeida Leite , estd(30) de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CETEA/UFMG), tendo
sido aprovado na reuniao de 24/ 02/2010,

Este certificado expira-se em 24/ 02/ 2015.
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We hereby certify that the Protocol n® 23172009, related to the project entitied
" Histopathological analysis and expression of neuropeptides and inflammatory
mediators in trigeminal nerve and ganglion afong time in a model of neuropathic
pain in rats’, under the supervisiors of Camila Megale de Almeida Leite, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation (CETEAJ/UFMG), and wes approved in
February 24, 2010.

This certificate expires in February 24, 2015.

Bedo Horlzonte, 3 de Margo de 2010,
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Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avendda Antdnio Cartos, 6527 - Campus Pampulba
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
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Telefone: (31) 34394516 - Fax: (31) 3489.4592
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