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“So existem dois dias no ano que nada pode ser feito,
Um se chama ontem e o outro se chama amanhd,
Portanto hoje é o dia certo para amar,

Acreditar, fazer e principalmente viver. ”

MAHATMA GANDHI



AGRADECIMENTOS

A Deus, por iluminar meu caminho e promover muitas conquistas durante a minha
vida.

A minha orientadora, Prof* Dra. Iraci Lucena da Silva Torres, um agradecimento
especial, pois foi a partir de sua aceitacdo que comecou todo esse processo de aprendizagem e
desenvolvimento; um carinhoso muito obrigado.

A minha co-orientadora, Prof* Dra Ana Maria Oliveira Battastini, por sua compreensio,
apoio e entusiasmo.

A minha familia, que, mesmo distante, sempre acreditou em mim e me incentivou em
todas as horas, em especial ao meu pai Odilon, por me ajudar todo este tempo, sempre
procurando oferecer o melhor para meu crescimento e desenvolvimento.

Ao meu namorado Renato, pela sua compreensdo e seu incentivo para seguir em frente
sempre. Pelo amor e companheirismo, enfim por tudo.

A amiga Joanna, por todo carinho, compreenséo e apoio.

A amiga Andressa, pela ajuda no desenvolvimento de experimentos, pela amizade e
indmeras risadas.

Aos colegas de grupo, Vanessa, Isabel, Bernardo, por estarem sempre dispostos a
ajudar, pelo companheirismo em congressos € experimentos longos e por muitos momentos de
alegria e boas risadas.

Aos alunos de iniciacdo cientifica Alberto, Anelise, Lauren, Vinicius, Yasmine,
Stefania, pela boa convivéncia e colaboragao.

Aos professores e funciondrios do Departamento de Farmacologia da UFRGS.

A Prof* Dra Lenir Orlandi Pereira, pela disponibilidade e auxilio no aprendizado da

cirurgia, que foi essencial para o desenvolvimento do trabalho.

ii



Aos colegas do lab. 22 do Departamento de Bioquimica, por entenderem e colaborarem
com o espaco que dividiamos ao fazer experimentos com enzimas.

Aos funciondrios do ratdrio, Dona Geni (CREAL) e Karen, bem como a Fabiola Meyer
e a Marta Cioato da Unidade de Experimentacdo Animal, por toda paciéncia e ajuda. E também
aos funciondrios Eduardo e Carol.

A todos os professores, colegas e funciondrios do PPG, em especial as secretdrias Alice
e Silvia.

Ao Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagdo - Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo
apoio financeiro para o desenvolvimento do projeto e pela excelente qualidade de sua Unidade
de Experimentagao Animal, onde o trabalho pode ser desenvolvido com qualidade e seguranca.

A CAPES pelo auxilio parcial de bolsa (2° semestre de 2008 e 2° semestre de 2009).

A PIBIC-CNPg/UFRGS, pelas bolsas dos alunos que participaram deste trabalho.

A todos que, de alguma maneira direta ou indireta, contribuiram para a realizacdo deste

trabalho.

iii



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ....covveserersnsrsssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssasssssses vi
LISTA DE FIGURAS.....ccocvstnernssrssrsssssssssessssssssssessssssssssessssssssssessssssssssessssssasssessssssess viii
RESUMO.....coonsuniussesssessussssssssssssssssssessssssssssessssssssssessssssssssessssssssssessssssssssessssssssssasssassss X
ABSTRACT .aceuerseresrcssrssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssassssssess xi

I = INTRODUGQGAO . .....ccuueererreresreresessesssessessssssssssssesssessesssssssessssssssssssessssssassssessssesses 1
03 510 OO 2
L1.1 — CONTEXTO HISTORICO..........coocsoereeereeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeeeees s, 2
1.1.2 = DEFINICAO DE DOR.......oovimieeeeeeieeeeesieeeeeeeeeee e sesansanns 5
I.1.3 - TRANSMISSAO DO ESTIMULO NOCICEPTIVO........ccccovvvivemrererrerrsrnene. 6
1.1.4 —= MODULACAO DA DOR.........ooovimeiiiieeeteee et 8
1.2 - DOR E NEONATOS.........ooooveiveeeeeeeseeeeeeeesesessees s essee s ssee s sne s 9
1.3 - SISTEMA PURINERGICO E DOR........ooovmieieeieeereeseeeeeesesees e 13
IL JUSTIFICATIVA DO ESTUDO......cooceseresrrnssrsssesssssssssesssasssssssssssssssssssssassssssasssens 19
IIL HIPOTESE.........oovvvessuessrssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassses 21
IV. OBJETIVOS.....cuoniuseuenssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssessssssssssessssssasssssssenss 22
IV.1 = OBEJTIVO GERAL......ccooiviioieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 23
IV.2 = OBJETIVOS ESPECIFICOS.........oovooeeeeeoeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 23
V. MATERIAIS E METODOS......ccovtmsrenssusssesssasssesssssssssssssssssssssssssssassssssssssssasssasss 24
VL RESULTADOS.....covuentueernsrssasssssssssssssesssssssssessssssssssessssssssssessssssssssessssssasssessssssess 37
V1.1 — PRIMEIRO DESENHO EXPERIMENTAL.........ccooiviiviieereeseeseesreseesseseessnen. 38
V1.2 - SEGUNDO DESENHO EXPERIMENTAL.........cooivmiveieeereseesesseseesseseessenn. 52
VIL DISCUSSAOQ....c.cneurerrrnsnssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssasssssssssassasssssses 66
VIL1 - RESPOSTA COMPORTAMENTAL NOCICEPTIVA.........coooovveveiereeeresrnns 67

VIL.2 - RESPOSTA COMPORTAMENTAL: ATIVIDADE LOCOMOTORA E

v



ANSIEDADE ..o
VIL3 = ATIVIDADE ENZIMATICA .......ooooivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e
VIIL. CONCLUSOES.....covvreeneensenssssssessessessessessssssssssssssssessssssessessessessessessessssessssessens
VIIL.1 — CONCLUSOES ESPECIFICAS.........oooivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
VIIL2 = CONCLUSAO GERAL.....ooovioeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee oo
IX. PERSPECTIVAS.....cuvuerteerceressessnsssssssssssesssssssssesssssssssssessessassssssssassessssssessassasssesses
X. REFERENCIAS........cvuerterrssnnssessesssssssssssessssssssessessssesssessessessassssssssessassasssessessassassss
XL ANEXOS..cu.oovvrerreerssnnssessessssssssessessssssssessessessessssssessessassasssessessessasssessessessasssessessessassaes
XI.1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

XI.2 - DIVULGACOES



LISTA DE ABREVIATURAS

ADP = adenosina 5’ difosfato

AMP = adenosina 5° monofosfato

AMPA = icido a-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazolepropionico
ANOVA = Andlise de Variancia (Analysis of Variance, em ingl€s)
ATP = adenosina 5’ trifosfato

C = grupo controle

Ca** = fon célcio

CaCl, = cloreto de célcio

CA= campo-aberto

CF = grupo cetamina S+/fentanil

CF-CIR = grupo cetamina S+/fentanil com procedimento cirtrgico
CGRP = peptideo relacionado ao gene da calcitonina

E = periodo embrionério

EBA = entrada nos bracgos abertos

EBF = entrada nos bragos fechados

EDTA = 4cido etilenodiaminotetracético

(E-)NDPK = (Ecto-)nucleosideo difosfoquinase

(E-)NPP = (Ecto-)nucleotideo pirofosfato/fosfodiesterase
(E-)NTPDase = (Ecto-)nucleosideo trifosfato difosfo-hidrolase
EPM = erro padrdo da média

GABA = acido-y-aminobutirico

H" = fons hidrogénio

HCI = écido cloridrico

HEPES = Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2"-etanossulfonico
IASP = Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (International Association for Study of
Pain, em inglés)

i.p. = intraperitoneal

ISO = grupo isoflurano

ISO-CIR = grupo isoflurano com procedimento cirtrgico

K" = {ons potéssio

KCl1 = cloreto de potdssio

LCE = labirinto em cruz elevado

vi



puL = microlitro

mM = milimolar

M = molar

m/s = metros por segundo

Mg** = fon magnésio

MgCl, = cloreto de magnésio

NMDA = N-metil-D-aspartato

NPHD = unprotected head dipping

pH = potencial hidrogenidnico

PHD = protected head dipping

PO = dia do nascimento

P7=7° dia pds-natal

P8 = 8° dia pds-natal

P14 = 14° dia p6s-natal

P15 = 15° dia pdés-natal

P16 = 16° dia pés-natal

P17 = 17° dia pés-natal

P21 =21° dia pds-natal

P28 =28° dia pés-natal

P30 = 30° dia pés-natal

P55 = 55° dia pdés-natal

P60 = 60° dia pos-natal

P80 = 80° dia pés-natal

RN = recém-nascido

SCP = substancia cinzenta periaquedutal
SN = sistema nervoso

SNK = Student-Newman-Keuls

SNC = sistema nervoso central

TBA = tempo de permanéncia nos bracos abertos
TBF = tempo de permanéncia nos bragos fechados
TFL = laténcia para retirada da cauda (Tail Flick Latency, em ingl€s)

UCIN = Unidade de Cuidado Intensivo Neonatal

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Transmissao do esStimulo NOCICEPLIVO. ...c..eeriieriierieeiierieeiie ettt 8

Figura 2. Linha de tempo da NOCICEPCAOD. ......eeruvirriiieiieeiiieiieeie ettt 11
Figura 3. Mecanismo de liberacdo e degradacao do ATP, e os purinoceptores.................. 16
Figura 4. Arvore fillogenética NPOLEHCA. ...........c.v.eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
Figura 5. Analgesimetro para avaliacdo de laténcia de retirada da cauda.............ccceueeneee. 29
Figura 6. Aparato de Campo ADEITO........cc.eeriiiiiiieiieniie ettt ettt ettt e esaeeaee s 31

Figura 7. Labirinto em Cruz EIevado...........cccoevviiiiiiiiiiiieeiieeieeeee e 32
Figura 8. Etapas da preparacdo da frac@o sinaptossomal...........cccceeeviieriieeeniieenieeerieeennee. 34

Figura 9. Efeito da administracdo de isoflurano sobre a resposta nociceptiva, avaliada em
anagesimetro, em P14, P30 € POO..........cooiiiiiiiiiiieeeee e 39
Figura 10. Efeito da administracdo de isoflurano sobre as respostas neurogénica e
inflamatoria, avaliada no teste da formalina, em P14 € P30 ..cooovvvmemeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee, 40
Figura 11. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em nimero absoluto), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P14........... 42
Figura 12. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em nimero absoluto), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P30........... 42
Figura 13. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em nimero absoluto), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P60........... 43
Figura 14. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P14...................... 44
Figura 15. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P30....................... 45
Figura 16. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P60....................... 45
Figura 17. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em ndmero absoluto), avaliada em Labirinto em Cruz Elevado, em P30......... 47
Figura 18. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em nimero absoluto), avaliada em Labirinto em Cruz Elevado, em P60......... 48
Figura 19. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em Labirinto em Cruz Elevado, em P30..................... 49
Figura 20. Efeito da administracio de isoflurano sobre a resposta comportamental

(mensurada em segundos), avaliada em Labirinto em Cruz Elevado em, P60..................... 49

viii



Figura 21. Efeito da administra¢do de isoflurano sobre a atividade enzimética de hidrdlise de
nucleotideos em sinaptossomas de medula espinhal, em P14.............coocceiiiiiiiiinninnnneen. 51
Figura 22. Efeito da administracdo de isoflurano sobre a atividade enzimatica de hidrélise de
nucleotideos em sinaptossomas de medula espinhal, em P30..........c.cccccvveviiiiiiiennieennnnn. 51
Figura 23. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil sobre a resposta nociceptiva,
avaliada em anagesimetro, em P14, P30 € POO..........cccccoiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeceeeee 53
Figura 24. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil sobre as respostas neurogénica e
inflamatoria, avaliada no teste da formalina, em P14 € P30 ..cooovvvemmeeeieieeeeeeeeeeeeeeeee, 54
Figura 25. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em nimero absoluto), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P14............ 56
Figura 26. Efeito da administra¢ao de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em nimero absoluto), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P30............ 56
Figura 27. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em nimero absoluto), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P60............ 57
Figura 28. Efeito da administra¢ao de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P14........................ 58
Figura 29. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P30....................... 58
Figura 30. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em aparato de Campo Aberto, em P60....................... 59
Figura 31. Efeito da administra¢ao de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em niimero absoluto), avaliada em Labirinto em Cruz Elevado, em P30......... 61
Figura 32. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em nimero absoluto), avaliada em Labirinto em Cruz Elevado, em P60......... 61
Figura 33. Efeito da administra¢ao de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em Labirinto em Cruz Elevado, em P30..................... 63
Figura 34. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil sobre a resposta comportamental
(mensurada em segundos), avaliada em Labirinto em Cruz Elevado, em P60...................... 63
Figura 35. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil sobre a atividade enzimética de
hidrdlise de nucleotideos em sinaptossomas de medula espinhal, em P14........................... 65
Figura 36. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil sobre a atividade enzimadtica de

hidrélise de nucleotideos em sinaptossomas de medula espinhal, em P30................c........... 65

iX



RESUMO

Devido a dificuldades técnicas de modelagem experimental e de afericdo de dor, até
os anos 70, acreditava-se que recém-nascidos e lactentes jovens ndo teriam maturidade
neuroldgica para conduzir, de forma adequada, os estimulos dolorosos; portanto, ndo sentiam
dor. Recentes estudos, focados na drea de neurobiologia do desenvolvimento, t€ém
demonstrado como as informagdes sensoriais sdo processadas no inicio da vida e que dor
intensa ou persistente no prematuro ou neonato pode provocar alteragdes de comportamento
e percep¢ao da dor que podem persistir no decorrer da vida. Considerando a relevancia do
tema, este trabalho teve como objetivo avaliar possiveis alteracdes comportamentais e
bioquimicas, a partir de uma interven¢do farmacolégica com anestésicos gerais,
acompanhados ou ndo de procedimento cirtrgico realizado no 14°dia de vida do animal.
Foram utilizadas 40 ninhadas padronizadas com 8 ratos Wistar machos. O modelo cirtrgico
utilizado foi descrito por Levine, modificado por Rice et al. (1981), porém sem a oclusao da
carétida. Para as avaliacdes comportamentais foram utilizados os testes de campo aberto,
labirinto em cruz elevado, tail-flick e formalina. O pardmetro bioquimico avaliado foi
atividade das enzimas E-NTPDases e ecto-5'nucleotidase. Este trabalho foi dividido em dois
desenhos experimentais. No primeiro, os animais foram divididos em 3 grupos: controle
(O,), anestesia (isoflurano), anestesia/cirurgia (isoflurano/cirurgia); no segundo, os animais
foram divididos em 3 grupos: controle (salina), anestesia (cetamina S+/fentanil),
anestesia/cirurgia (cetamina S+/fentanil/cirurgia). Os animais que receberam isoflurano
apresentaram aumento na atividade locomotora em P14 e P30 e maior analgesia no tail-flick
em P14 e P60, associados a uma diminuicdo da hidrdlise de ATP, ADP e AMP em P14. E
importante salientar que o procedimento cirdrgico reverteu a diminuicao na hidrélise do ATP
e do ADP. Os animais que receberam cetamina S+/fentanil (CF) apresentaram diminui¢do do
nivel de ansiedade (P30 e P60) e maior analgesia no tail-flick (P30), associadas a aumento da
hidrélise de ATP e AMP, o procedimento cirdrgico reverteu o efeito observado no ATP.
Esses resultados indicam que manipulacdes farmacoldgicas com anestésicos gerais, como as
utilizadas nesta dissertacdo, em um periodo de maturacdo do sistema nervoso central,
promovem alteragdes que podem ser percebidas ao longo da vida do animal. Os anestésicos
sdo capazes de interagir com uma variedade de sistemas neuronais, incluindo sistemas
GABAérgico, glicinérgico, colinérgico e glutamatérgico, e alteracdes em ndmero e/ou
afinidade de receptores destes sistemas podem estar contribuindo com os resultados obtidos
nesta dissertacdo. No entanto, as técnicas utilizadas neste estudo ndo nos permitem
determinar os mecanismos de neurotransmissdo suscetiveis a exposicao a anestésicos gerais,
associado ou ndo ao procedimento cirdrgico, em animais com 14 dias, e envolvidos nas
alteracOes observadas nas respostas comportamentais e bioquimicas em curto, médio e longo
prazos. Novos estudos sdo necessarios para melhor elucidar os resultados obtidos.



ABSTRACT

Due to technical difficulties of modeling and experimental measurement of pain, until
the 70th decade, it was thought that newborns and young infants would not have neurological
maturity to drive properly painful stimuli, so they felt no pain. Recent studies focused on the
area of developmental neurobiology have shown how sensory information is processed at the
beginning of life and severe or persistent pain in premature or newborn may cause changes in
behavior and perception of pain that can persist throughout life. Considering the relevance of
the theme of this work, it was evaluated possible behavioral and biochemical changes from a
pharmacological intervention with general anesthetics, associated or not with surgical
procedure performed on the 14th day of life of the animal. Fourty litters were used with
standard 8 male Wistar rats. The surgical model used was described by Levine, modified by
Rice et al. (1981), but without carotid occlusion. For behavioral assessments the open-field,
elevated plus-maze, fail-flick and formalin were performed. The biochemical parameters
evaluated was the enzymatic activity of E-NTPDases and ecto-5'nucleotidase. This work was
divided into two experimental designs: the first, the animals were divided into 3 groups:
control (O,), anesthesia (isoflurane), anesthesia / surgery (isoflurane / surgery); in the second,
the animals were divided into 3 groups: control (saline), anesthesia (ketamine S+/fentanyl),
anesthesia / surgery (ketamine S+/fentanyl / surgery). The animals that received isoflurane
showed an increase in locomotor activity in P14 and P30 and greater analgesia in fail-flick in
P14 and P60, associated with decreased hydrolysis of ATP, ADP and AMP in P14. It is
important to note that the surgery reversed the decrease in the hydrolysis of ATP and ADP.
The animals that received ketamine S+/fentanyl had decreased levels of anxiety (P30 and
P60) and greater analgesia in tail-flick (P30) associated with increased ATP hydrolysis and
AMP, the surgery reversed the effect observed in the ATP. These results indicate that
pharmacological manipulation with general anesthetics, such as those used in this work, in a
period of maturation of the central nervous system, can promote changes which could be
seen throughout the animal's life. Anesthetics are able to interact with a variety of neuronal
systems, including systems GABAergic, glycinergic, glutamatergic and cholinergic, and
changes in the level of receptors of these systems in numbers and / or affinity may be
contributing to the results obtained in this dissertation. However, the techniques used in this
study did not allow us to determine the mechanisms of neurotransmission susceptible to
exposure to general anesthetics in association or not surgery in animals with 14 days and
involved in the observed changes in behavioral and biochemical alterations in short, medium
and long term. Further studies are needed to further elucidate the results.
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I. INTRODUCAO



Introducdo

I.1-DOR
I.1.1 - CONTEXTO HISTORICO

Desde os primérdios da civilizacdo, o ser humano procura esclarecer as razdes que
justificam a ocorréncia da dor e desenvolver procedimentos destinados ao seu controle.
Bhudda (623-543 a.C.) atribuiu a universalidade da dor a frustracdo do desejo. Embora
reconhecendo que a dor fosse sensacdo, os budistas e hindus conferiam maior significado
emocional a experiéncia dolorosa. Demdcrito (460-370 a.C.) descreveu a dor como resultado
da invasdo do corpo por particulas em estado anormal de agitacdo, do que resultaria
desorganizacdo da harmonia das moléculas. Hipdcrates (460-360 a.C.) sugeriu a existéncia
de quatro humores: o sangue, o muco, a bile amarela e a bile negra; ocorreria dor quando
houvesse déficit ou excesso em um dos quatro humores ou desarmonia entre os quatro
elementos fundamentais (calor, frio, umidade e secura). Platdo (427-347 a.C.) acreditava que
a dor e o prazer eram condi¢cdes comuns a todo corpo e que o prazer resultaria do alivio da
dor. Aristételes (384-322 a.C.) distinguiu as cinco sensagdes: visdo, audi¢do, gustacdo,
olfato e tato. Ele imaginava que a dor seria sentida no coracdo e, como o tato, se originaria na
carne e seria transferida através do sangue ao coragdo; as sensacdes seriam de prazer, mas,
em excesso, passariam a ser destrutivas ou dolorosas (Rey, 1993; Bonica & Loeser, 2001).

Straton posteriormente descreveu o encéfalo e propds que o centro das sensagdes,
incluindo a dor, deveria localizar-se no cérebro. Herofilus (335-280 a.C.) e Erasistratus (310-
250 a.C.) apresentaram evidéncia de dois tipos de nervos: os responsaveis pelos movimentos
e os responsdveis pelos sentimentos e sensacdes (Madigan & Raj, 2000). Celsus (42 a.C. - 37
d.C.), conhecido como “Cicero da Medicina”, relacionou a dor ao fendmeno da inflamagado —
hiperemia, calor e edema - mas ndo mencionou o papel do encéfalo. Galeno (131-201 d.C.)
recuperou o trabalho dos egipcios e gregos; restabeleceu a importancia dos sistemas nervosos

central (SNC) e periférico no processamento das fun¢des sensitivas, onde os nervos maiores



Introducdo

veiculariam sensibilidades especiais e o centro das atividades sensitivas seria o encéfalo. Este
pesquisador identificou trés condi¢des necessdrias para a percepc¢do da dor: o 6rgdo para
receber as impressoes externas, a via de conexao e o centro organizacional para transformar a
sensacdo em percepgao consciente. Classificou as diferentes qualidades de dor (pulsétil, em
peso, em tensdo, lancinante) e sugeriu duas possiveis causas para as doengas e a dor:
desorganizacdo interna e agressao externa (Bonica & Loeser, 2001).

No século XVII, os conceitos de Aristoteles mantiveram-se como verdadeiros,
atestados por autoridades cientificas, e a idéia de ser o coracdo o sensorium commune
manteve-se paralelamente a teoria do cérebro ser o centro da percepcdo sensitiva. Descartes
(1596-1650 d.C.) teorizou que a percep¢do da dor seria uma modalidade particular, dentre as
vdarias sensacdes (Bonica & Loeser, 2001). Willis (1621-1675 d.C.) enfatizou que a dor
preveniria a lesdo do organismo em perigo e geraria movimentos de protecdo ou fuga para
proteger o corpo da agressdo. No século XVIII, Bilon considerava a dor ndo somente como
sinal de alarme, mas também como instrumento para localizar a doenca que a causou
(Teixeira & Okada, 2009).

No século XIX, Comte resumiu que as sensacdes de dor envolveriam um O6rgdo
mutavel pelo estimulo doloroso e um sistema de vias de conducdo deste estimulo para
centros nervosos prévios ao centro nervoso da percep¢do. Os estudos propiciaram a
formulacdo de duas teorias fisiolégicas para a dor: a teoria da especificidade e a teoria do
padrao de estimulos. Pacini, em 1840, descobriu os corpuisculos tateis responsdveis pela
sensacdo de pressdo. Meissner e Wagner, em 1852, descobriram os receptores responsaveis
pelo tato (Teixeira & Okada, 2009).

No século XX, até 1960, as pesquisas sobre dor foram relativamente negligenciadas.
Muitos trabalhos, fundamentados em ensaios animais, dedicavam-se a dor aguda. Zotterman,

em 1933, teorizou que a dor aguda era mediada por fibras mielinizadas e a dor lenta, por
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fibras amielinicas. A media¢do quimica da dor foi evidenciada por Rosenthal e Minard, em
1939. Wolff e Goodell, na década de 40, reintroduziram o conceito de dualismo da dor: a
percep¢ao e a reacdo. Em 1965, Melzack e Wall reavaliaram as teorias da especificidade e
intensidade e propuseram a teoria da comporta. Esta foi modificada em 1982, incluindo a
influéncia dos sistemas inibitérios descendentes (Teixeira & Okada, 2009).

Até os anos 70, devido a dificuldades técnicas de modelagem experimental e de
afericio de dor, acreditava-se que recém-nascidos (RN) e lactentes jovens ndo teriam
maturidade neuroldgica para conduzir, de forma adequada, os estimulos dolorosos, devido a
imaturidade do sistema nervoso (SN) (mielinizacdo incompleta, imaturidade do cortex
cerebral, sinaptogénese incompleta das vias envolvidas com a sensacdo dolorosa); portanto,
nao sentiam dor (Berde et al., 1989). Havia, também, a crenca de que esses pacientes nao
teriam capacidade de armazenar em sua memoria essas experiéncias dolorosas, e, mesmo que
experimentassem dor, esta manifestacdo nio seria deletéria ao seu organismo. Autores como
Swafford e Allen (1968) afirmavam textualmente que: “pacientes pedidtricos raramente
necessitam de medicagdo para aliviar a dor, tolerando bem o desconforto”. E acreditava-se
que, mesmo que experimentassem dor e que esta levasse a danos organicos, seria muito
perigoso administrar agentes anestésicos ou analgésicos nessa faixa etdria (Berde et al.,
1989).

Atualmente, evidéncias sugerem que dores ndo tratadas em criangas e adolescentes
podem desencadear alteracdes no perfil de resposta nociceptiva (Caumo et al., 2003; Peters
et al., 2005). Além disso, tem sido relatado que pacientes submetidos a cirurgias no inicio da
vida apresentam menor limiar de dor pds-operatdria quando estdo na faixa etdria entre 7 e 13
anos, em comparagdo com criangas submetidas a cirurgias na mesma faixa etdria, mas que
nao foram operadas quando bebés (Caumo et al., 2000; 2003). Em outro estudo, foi

demonstrado que bebés operados até os trés meses de idade, que sofreram cirurgia
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subseqiiente no mesmo dermatomo até os trés anos de idade, precisaram de maior analgesia
nos periodos trans-operatério e pds-operatério, associada a maior concentragdo de
norepinefrina plasmaética (Peters et al., 2005), em comparag¢do com criancas da mesma idade
operadas pela primeira vez. Recentes estudos focados na drea de neurobiologia do
desenvolvimento tém demonstrado como as informag¢des sensoriais sao processadas no inicio
da vida (Pattinson & Fitzgerald, 2004; Sternberg et al., 2004; Fitzgerald, 2005) e que dor
intensa ou persistente no prematuro ou neonato pode provocar alteragdes de comportamento

e percepcao da dor que podem persistir no decorrer da vida (Caumo et al., 2000, 2003).

I.1.2 — DEFINICAO DE DOR

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (International Association for Study
of Pain — IASP) conceitua a dor como “uma experi€ncia sensorial e emocional desagradavel,
relacionada com lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita em termos deste tipo de dano”
(Merskey e Bogduk, 1994; Linton e Skevington, 1999). A IASP também acrescentou os
seguintes comentdrios: "a incapacidade de se comunicar verbalmente ndo impede que um
individuo esteja experimentando dor”; “ha necessidade de tratamento adequado para o alivio
da dor"; "a dor é sempre subjetiva’.

A dor € sintoma comum a muitos quadros clinicos. E esta pode ser classificada em
aguda ou crdnica, segundo critério de classificacdo temporal. A dor aguda tem geralmente
uma causa proxima e exerce uma funcdo de protecdo essencial, associando estimulos nocivos
potencialmente prejudiciais, com uma sensagio desagradavel (Woolf, 2004). E causada por
traumas, doencas subjacentes ou alteragdes funcionais musculares ou viscerais. Na maioria
dos casos, cessa em alguns dias ou semanas, com a administracdo de analgésicos classicos.
A dor € dita cronica quando persiste além do estdgio de protecdo da regido lesada, podendo

ndo ter uma causa identificivel. A IASP adotou parametros temporais com base na
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experiéncia médica para classificar a dor cronica, considerando trés meses de dor como o
ponto mais conveniente de transicdo da dor aguda a dor crénica ndo-maligna (Merskey &
Bogduk, 1994). Outros autores sugerem que a dor cronica pode variar de um a seis meses
(Loeser et al., 2001; Morgan & Mikhail, 1996). A dor crénica pode resultar de nocicep¢ao
periférica ou de disfun¢des do SNC ou periférico.

A dor apresenta dois componentes: reatividade a dor e nocicep¢do. A nocicepgao é o
processo neurobioldgico pelo qual, estimulos nocivos s@o codificados como impulsos neurais
e enviados para o cérebro, onde sdo decodificados de acordo com as propriedades dos
estimulos (térmico, mecanico, quimico) (Chapman & Nakamura, 1999). Em termos clinicos,

toda nocicep¢ao produz dor, mas nem toda dor resulta de nocicepcao.

1.1.3 - TRANSMISSAO DO ESTIMULO NOCICEPTIVO

Os receptores de dor encontram-se distribuidos de forma ampla no organismo: pele,
peritonio, tecido subcutdneo, miusculo, tenddes, Orgdos internos e tecidos profundos.
Também chamados de nociceptores, estdo localizados nas terminagdes nervosas livres, com o
seu corpo celular localizado nos ganglios da raiz dorsal e nos ganglios dos nervos trigémeos.
Destacam-se trés principais classes de nociceptores: mecanicos, térmicos e polimodais. Os
nociceptores térmicos sdo ativados por temperaturas extremas (>45°C ou <5°C), e os
mecanicos sdao ativados por intensa pressdo aplicada na pele. Ambas as classes de
nociceptores sdo constituidas por fibras cutaneas mielinizadas, do tipo Ad, que possuem
velocidade de conducdo em torno de 5-30 m/s (condugdo rdpida). Os nociceptores
polimodais sdo ativados por estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos de alta intensidade.
Sdo constituidos por fibras ndo-mielinizadas do tipo C e possuem velocidade de condugdo
em torno de 1 m/s (condugdo lenta). Em parte, isto explica a dupla sensacdo de dor quando o

estimulo € aplicado a pele, de modo que a primeira dor percebida, aguda, € transmitida por
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fibras Ad, e a segunda, uma dor difusa lenta, € transmitida pelas fibras C. Os nociceptores
sdo estimulados por substincias liberadas no meio extracelular, como serotonina, H*, K*,
histamina, bradicinina, colecistocinina e substancia P (Loeser et al., 2001).

A transmissao sindptica entre neurdnios de 1* ordem (nociceptores) e neuronios de 2*
ordem no corno dorsal € mediada por diversos neurotransmissores, como glutamato,
substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). O glutamato promove
potenciais excitatérios pds-sindpticos rapidos, por meio da ativacdo de receptores AMPA. Ja
os potenciais lentos sdo produzidos por meio da liberagdao de peptideos como substancia P e
CGRP (Menescal-de-Oliveira, 2008).

A informacgao é conduzida através da medula espinhal até centros superiores por vias
ascendentes, como 0s tratos espinotalamico, espinorreticular, espinomesencefalico e espino-
hipotalamico. O trato espinotalamico € a via nociceptiva ascendente mais proeminente na
medula espinhal. Os axdnios cruzam a linha média ao nivel da comissura anterior e chegam
até o tdlamo. Este trato € subdivido em dois: espinotalamico lateral ou via neoespinotalamica,
e espinotalamico medial ou via paleoespinotalamica. A via neoespinotalamica projeta-se no
nicleo podstero-lateral do tdlamo, de onde partem projecdes para o cortex somatossensorial
primdrio. Ai ocorre a percepcdo da dor. Este trato estd relacionado com aspectos
discriminativos da dor (localizacdo, intensidade e duracdo) (Loeser et al., 2001). A via
paleoespinotalamica, a partir da medula, projeta-se para o tdlamo medial e, posteriormente,
para o cortex cerebral de ambos os hemisférios. Nela, perde-se a somatotopia do estimulo
(Ferreira, 2004).

As aferéncias chegam ao tdlamo, estrutura responsavel pela integracdo dos impulsos
nociceptivos e que envia projecdes até o cortex, através dos neurdnios de 3* ordem (DeMarco
& Pascoe, 2008). O cortex € essencial para determinar aspectos discriminativos, como

localizagdo, intensidade, duracdo e natureza do estimulo nocivo, e aspectos afetivo-
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cognitivos, como emogdo, percep¢do, aprendizado e memoria (Craig & Dostrovsky, 1999;

Sherman & Guillery, 1996, 2002) (Figura 1).

Perception of Pain

Trauma

lil

To the Limbic System '

Capillary

Descending Inhibitory Pathway

l— Neurctransmitters at
Dorsal Hom Level:
Morapinephring - Release of
Serotonin Substance P
Enkephalins Hislamine
) Serotonin
. Primary Afferent Bradykinin
. Meurotransmitter Prostaglanding
Candidates
) Substance P
Spinothalamic Tract —— L-Glutamate
GABA
vIP ™Release ol
COK-8 B Norepinephring
Somatomatin  oroony Nerve
. — —
p——
‘ / Mator of Other Efferent Nerve
1= i
e
Sagmental Fellexes:

Increased Skeletal Muscle Tension
Decreased Chest Compliance
Maore Nociceptive Input

Increased Sympathetic Tone
Decreased Gastric Mobility

lleus, Nausea, Vomitining

Figura 1. Transmissdo do estimulo nociceptivo da periferia até o cértex, destacando

neurotransmissores, neuropeptideos e neuromoduladores nas sinapses.

I.1.4 - MODULACAO DA DOR
A transmiss@o nociceptiva € influenciada por processos centrais e periféricos, associada

a liberacdo de substancias mediadoras (neurotransmissores, peptideos e neuromoduladores)

que podem excitar ou inibir a transmissao.
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Em nivel espinhal, a estimulacdo mecanica de fibras aferentes de maior didmetro, como
as fibras AP, favorece a ativagdo de interneurdnios inibitérios, que diminuem a excitacdo dos
neurdnios aferentes primdrios e inibem a neurotransmissao nociceptiva para os neurénios de 2*
ordem (Giordano, 2005; Westlund, 2005).

O sistema inibitério descendente inclui vérias estruturas supra-espinhais: substancia
cinzenta periaquedutal (SCP), formacdo reticular e nidcleo magno da rafe (Menescal-de-
Oliveira, 2008) atuando em diferentes sitios do processo nociceptivo. Este sistema diminui a
liberacdo de neurotransmissores excitatorios nas terminagdes pré-sindpticas de aferentes
primdrios, e reduz a excitabilidade nas terminagdes pds-sindpticas de neurdnios de 2* ordem; e

em interneurdnios (Fields, 1991).

1.2 - DOR E NEONATOS

Os primeiros estudos abordando o desenvolvimento fetal difundiram a crenca de que o
feto e o recém-nascido (RN) humanos ndo sentiam dor ou ndo a percebiam como os adultos
(McGraw, 1943; Levy, 1960). A suspeita de que o RN era capaz de sentir dor foi introduzida
na década de 1960, quando foi possivel observar que a mielinizagdo nio era imprescindivel
para a transmissdo dos impulsos pelo trato sensorial. Atualmente, sabe-se que os componentes
do SN necessdrios para a transmissdo do estimulo doloroso ao cortex cerebral estdo presentes
em RN a termo e em prematuros, embora a maturagdo e a organizagdo desse sistema
neurossensorial continue durante a vida pds-natal (Falcon et al., 1996; Guinsburg et al., 2000).

O desenvolvimento do sistema nociceptivo em humanos ocorre durante os 2° e 3°
trimestres de gestacao, e sua maturacdo, durante os dois primeiros anos de vida (Anand, 1987).
Durante o 2° trimestre de gestacdo ocorre o desenvolvimento de vdrios tipos celulares
neuronais, a organizagdo laminar e o estabelecimento de conexdes interneuronais € a expressao

de neurotransmissores e de receptores.
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As aferéncias nociceptivas, que transmitem a informacdo nociceptiva até centros
superiores, estdo completamente mielinizadas na 30* semana de gestacdo (Kostovic & Rakic,
1990), e as fibras talamocorticais, na 37* semana, sendo de fundamental importancia para a
percepcao cortical da dor (Deshpande & Anand, 1996).

No dia do nascimento, as vias nociceptivas aferentes e suas conexdes ja estdo
estabelecidas. Estudos histolégicos demonstram que a densidade e as propriedades
neurofisiolégicas dos nociceptores no neonato sdo semelhantes as do adulto (Deshpande &
Anand, 1996). Além disso, outros estudos demonstram que as vias inibitérias sao
desenvolvidas durante o periodo pds-natal (revisado por Berde & Sethna, 2002). Em ratos, o
sistema inibitério descendente parece ndo estar funcional até trés semanas apds nascimento
(van Praag & Frenk, 1991; Boucher et al., 1998). Fibras serotoninérgicas provenientes do
tronco cerebral ndo atingem padrao e densidade de terminagdes adultas até P21. A estimulacdo
da SCP ndo produz analgesia até P21, o que indica que a inibicdo descendente tem pouco
impacto no corno dorsal neonatal (van Praag & Frenk, 1991). As fibras noradrenérgicas
parecem estar funcionalmente ativas antes das serotoninérgicas. Assim a administracdo de
agonistas o2-seletivos reverte a hiperalgesia inflamatéria em todas as idades do periodo pds-
natal (Fitzgerald, 2005). Estudos indicam que ratos recém-nascidos possuem um
desenvolvimento neuroldgico similar ao de um ser humano de 24 semanas de gestacdo
(Dobbing & Sands, 1979; Andrews & Fitzgerald, 1997; Marsh et al., 1997). Com uma semana
de vida, aquele desenvolvimento equivale ao de um ser humano RN a termo (Figura 2) e com
trés semanas, equivale ao de uma crianga de um ano de idade (Fitzgerald & Anand, 1993)

sendo considerado adulto, a partir da 6* semana de vida.
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Figura 2. Linha de tempo da nocicepcio em seres humanos (Adaptado de Moore & Persuad,
1998).

Estudos em animais tém demonstrado que a exposi¢do de RN a estimulos nocivos pode
resultar em alteragdes comportamentais e nociceptivas na idade adulta (Anand et al., 1999;
Bhutta et al., 2001; Anseloni et al., 2005). RN expostos a agentes nocivos podem ter aumento
ou diminui¢do da sensibilidade aos estimulos nociceptivos na idade adulta, dependendo do tipo
e dura¢do do estimulo (Ruda et al., 2000; Lin & Al-Chaer, 2003; Wang et al., 2004; Hohmann
et al., 2005; Randich et al., 2006). E provével que a natureza pldstica do SN do neonato seja
responsavel por estes efeitos (Ruda et al. 2000; Walker et al., 2003; Saab et al., 2004). Em
seres humanos, tanstornos psiquidtricos apresentados na vida adulta, tais como ansiedade,
depressao e esquizofrenia, também tém sido citados como decorrentes de processos dolorosos
na infancia (Reichert et al., 2000).

As memorias para eventos precoces podem ndo estar acessiveis por meio de uma
memoria explicita (consciente), mas, provavelmente, se incorporam a memoria implicita
(condicionamento), que € codificada por mudancas estruturais ou funcionais dentro do sistema

de dor e mapas neurais (Grunau et al., 2000).

11



Introducdo

Assim a correta avaliacdo da dor e o estabelecimento da intervencao adequada para o
alivio desta sdo imprescindiveis para diminuir ou evitar efeitos nocivos para o
desenvolvimento do RN. Sabe-se que RN internados em Unidade de Cuidado Intensivo
Neonatal (UCIN) sdo expostos a multiplos procedimentos médicos ou de enfermagem
considerados dolorosos ou potencialmente dolorosos, estimando-se que, em média, cada um
sofra cerca de oito a dez eventos dolorosos por dia (Castro, 2001). Estudo mais recente
(Carbajal et al., 2008) encontrou a média de procedimentos dolorosos e estressantes em torno
de 12 e 16 por dia, respectivamente, nas duas primeiras semanas de vida.

Estudo de Chermont e colaboradores (2003) abordou a utilizacdo de analgesia durante
procedimentos dolorosos freqiientemente realizados em ber¢éarios ou em UCIN. Foi observado
que menos de 15% dos profissionais utilizavam alguma medida analgésica para a pungao
capilar e para a pun¢do venosa. Em relagdo a punc¢ao lombar, cerca de 20 a 30% dos médicos
utilizavam alguma medida analgésica. Em situa¢des sabidamente dolorosas, como no periodo
pos-operatorio de laparotomia exploradora, somente 25 a 30% dos médicos que trabalhavam
em UCIN relataram empregar medidas para o tratamento da dor.

Em estudo longitudinal, foram investigadas as respostas dos bebés prematuros a
pungdes no calcaneo. Foram observadas diferencas comportamentais e fisiologicas na
resposta a dor com até 32 semanas de idade, sugerindo correlacio com os procedimentos
invasivos (Grunau et al., 2001). Foram observadas diferencas, em longo prazo (meses), na
resposta a estimulos dolorosos entre criancas ndo circuncisadas e circuncisadas no periodo
neonatal sem analgesia (Taddio et al., 1997). Observagdes experimentais em roedores e
primatas sugerem que a administracdo de diferentes anestésicos, na auséncia de um estimulo
doloroso, é associada com aumento da neuroapoptose (Sanders et al., 2008). Da mesma forma,

evento traumdtico cirurgico ou inflamatdrio, na auséncia de analgesia adequada, também
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resulta em aumento da neurodegeneracdo (Anand et al., 1998; Fitzgerald, 2005; Howard et al.,
2008).

O SNC imaturo € capaz de responder ao estresse desencadeado por procedimentos
dolorosos, sendo, portanto, fundamental que neonatos, bebés e criancas recebam anestesia
adequada para a realizacdo de tais procedimentos (Anand & Hickey, 1987). Atualmente,
milhdes de criangas fazem uso de anestésicos gerais quando submetidas a procedimentos
cirtrgicos e estudos de imagem (Cohen et al., 1990). Embora seu uso seja considerado seguro,
o risco de complicacdes permanece maior em RN e lactentes, em comparagdo com adultos.
Evidéncias na literatura indicam que a exposicdo precoce a agentes anestésicos pode ser
prejudicial ao desenvolvimento do SNC de mamiferos, resultando em seqiielas
comportamentais em longo prazo (Ikonomidou et al., 1999; Yon et al., 2006).

Os anestésicos gerais amplamente utilizados na clinica médica incluem os anestésicos
intravenosos, como benzodiazepinicos, barbitiricos, cetamina, propofol e etomidato, e os
anestésicos inalatorios, como halotano, isoflurano, sevoflurano, desflurano e 6xido nitroso.
Embora estes compostos sejam quimicamente diferentes, o mecanismo de acdo proposto para
inibir a atividade neuronal é semelhante, pois, em diferentes niveis, promovem alteracdes da
transmissdo sindptica, envolvendo receptores GABA e NMDA (Campagna et al., 2003).
Devido a atividade neuronal mediada por receptores GABA e NMDA ser essencial para
desenvolvimento do SNC de mamiferos, a exposi¢do a anestésicos gerais pode interferir em

sua maturacdo normal (Varju et al., 2001; de Lima et al., 2004).

1.3 - SISTEMA PURINERGICO E DOR

Os nucleotideos e nucleosideos extracelulares (ATP, ADP, AMP e adenosina) tém

pronunciado efeito em uma variedade de processos bioldgicos, envolvendo dentre eles, o
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desenvolvimento, o funcionamento do sistema cardiovascular, inflamacdo, sistema imune
(Robson et al., 2006) e neurotransmissao (Agteresch et al., 1999; Millan, 1999; Cunha, 2001).

Ha evidéncias de que o ATP e a adenosina atuam como neuromoduladores no processo
nociceptivo na medula espinhal (Rhee er al., 2000). O ATP, presente em quase todas as
sinapses, variando em sua concentragdo, € co-armazenado em vesiculas sindpticas e co-
liberado com outros neurotransmissores, como GABA, noradrenalina e glutamato (Abbracchio
et al., 2009).

O ATP tem habilidade para modular a funcdo neural (Burnstock & Williams, 2000;
Burnstock, 2007). Seu papel na informacdo sensorial do processo doloroso foi inicialmente
indicado pela demonstra¢do que o ATP € liberado por neurdnios sensoriais (Holton & Holton,
1954; Holton, 1959) e, subseqiientemente, pela demonstracdo de que o ATP produz potencial
de acdo excitatorio (Jahr & Jessel, 1983).

A superfamilia dos receptores do ATP compreende receptores acoplados a proteina G
(P2Y) ou ligados a canais i6nicos (P2X) (North, 2002; Burnstock, 2007). A ativacdo de
receptores P2X estimula a excitabilidade celular, aumenta a liberacdo de aminoécidos
excitatdrios, estimula a resposta nociceptiva e pode levar a apoptose (Burnstock & Williams,
2000; Burnstock, 2007). A ativagc@o dos receptores P2Y também facilita a neurotransmissao
excitatéria por modulagdo da atividade sindptica neurdnio-glia (Moriyama et al., 2003).

H4 uma diversidade de receptores P2X, que sdo encontrados sob formas homoméricas
(P2X,.7) e heterométricas (P2X,, P2X;u, P2X/5, P2X53, P2Xy6 € P2X4s6), estas dltimas, sdo
formas recombinantes dos primeiros citados. Esses receptores sdo encontrados em diversas
estruturas, P2X,, P2X, e P2X¢ sdo distribuidos amplamente no SNC; no cerebelo, é encontrado
P2X, e, no tronco cerebral, P2X; (Fields & Burnstock, 2006). P2X;, P2X,5 e P2Xj3 sdo
receptores pré-sindpticos e facilitam a liberacdo de glutamato (Fields & Burnstock, 2006). A

acdo nociceptiva do ATP ocorre principalmente por meio da ligacdo aos receptores P2X; e
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P2X5/3, 0s quais estdo amplamente expressos nos neuronios aferentes primérios (Burnstock,
2001).

Em mamiferos, oito subtipos dos receptores P2Y foram clonados (P2Y246.11.12.13.14)-
Estes subtipos respondem, em diversos graus, a uma variedade de ligantes end6genos, como
ATP, ADP, UTP e UDP, e estio localizados nos mais diversos tecidos (Burnstock, 2007). A
expressdo dos receptores P2Y;, P2Y,, P2Y4 e P2Y¢ em neurdnios do ganglio da raiz dorsal
sugere que estes possam estar envolvidos na transmissdo somatossensorial periférica
(Moriyama et al., 2003; Burnstock, 2007). Os receptores P2Y; e P2Y 3 sdo encontrados no
cortex cerebral. Os P2Y;, P2Y; e P2Y,3 s@o ativados principalmente por nucleotideos
difosfatados; enquanto que os P2Y,, P2Y, e P2Y¢ sdo ativados por purinas e pirimidinas
(Fields & Burnstock, 2006).

As acoes do ATP extracelular s@o delimitadas pela sua degradacdo por enzimas
acopladas 2 membrana plasmdtica ou encontradas na forma solivel no meio extracelular
(Burnstock, 2007). Assim, por acdo dessas enzimas, o ATP é seqiiencialmente hidrolisado a
ADP e AMP (nucleotideos). Este ultimo é finalmente hidrolisado a adenosina, o nucleosideo
da adenina. O ATP e cada um de seus metabdlitos tém atividade mediada por receptores
especificos (Abbracchio et al., 2009).

A adenosina pode exercer sua acdo por ativacao dos receptores Aj, Asa, Az € Az, que
sdo subtipos dos receptores P1. Todos estdo acoplados a proteina G (receptores
metabotrépicos). A adenosina pode regular o processo nociceptivo por agdes em sitios
espinhais, supraespinhais e periféricos (Sawynok, 1998, 1999). O receptor A;, acoplado a
proteina G inibitéria (Abbracchio et al., 2009), é bastante distribuido pelo SNC, com altos
niveis em estruturas como cortex cerebral, hipocampo, cerebelo, tdlamo, tronco e medula
espinhal (Fields & Burnstock, 2006); estd implicado na neuromodulacdo inibitéria e

neuroprotecdo (Fredholm, 1997). O receptor An produz agdes excitatdrias (Sebastido &
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Ribeiro, 1996), podendo exacerbar injdria cerebral (Chen et al., 1999). O receptor A, exerce
efeito no processo neuroinflamatério regulado pela fungdo glial (Peakman & Hill, 1994;
Fiebich et al., 1996a), enquanto que os receptores Az podem exercer tanto efeitos protetores
quanto deletérios (Von Lubitz, 1999; De Mendonga et al., 2000). A adenosina pode alterar o
processo nociceptivo por acdo em nociceptores ou transmissdo neuronal (Sawynok, 1998,

1999; Dickenson et al., 2000) (Figura 3).

ATP release
ATP H¥ ADP+P; Exocytosis Transporters Channels
ﬂ/‘ (connexins, pannexins,
VNUT " oEs volume-regulated
<_£H P chloride channels,
ATP  \ [ATP] 50-100 mM ReXpicetias)
ATP ATP

ATP degredation

ATP <—>ADP-<—> AMP———> Adenosine

C NTPDases, NPPs, Alk Phosp, 5-Nuc, Myok, NDK )

Purinoceptors
P2 nucleotide P1 adenosine
receptors receptors
Na®
Ca2+

K+

TRENDS in Neurosciences

Figura 3. Mecanismo de liberagio e degradacio do ATP, e os purinoceptores. Alk phos, fosfatase alcalina;

Myok, mioquinase; NDK, nucleosideo difosfoquinase; NPPs, fosfodiesterases; 5°-Nuc, 5 -nucleotidase; VNUT,
transportador vesicular do nucleotideo; E-NTPDases, ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases (figura

apresentada em Abbracchio et al., 2009.

O metabolismo do ATP e de outros nucleotideos ocorre pela acdo das enzimas E-

NTPDases (ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases), E-NPPs (ectonucleotideo
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pirofosfatase), ecto-fosfatase alcalina, ecto-5’-nucleotidase e E-NPDK (ectonucleosideo
difosfoquinase) (Robson et al., 2006). Oito E-NTPDases foram caracterizadas, sendo que as
formas 1, 2, 3 e 8 estdo ancoradas a membrana e com sua atividade catalitica voltada para o
meio extracelular. As NTPDases 4, 5, 6 e 7 estdo localizadas intracelularmente (Robson et al.,
2006). As NTPDases localizadas na membrana, com sitio catalitico voltado para o meio
extracelular, necessitam de fons Ca’* ou Mg®* em concentracio milimolar para atividade
maxima e sdo inativas na auséncia desses ions (Zimmermann, 2001). A NTPDasel também é
conhecida como ecto-apirase/CD39 ou ecto-ATPDase (Wang & Guidotti, 1996), e a NTPDase
2/CD39L1 é conhecida como ecto-ATPase (Chadwick & Frischauf, 1997). Cada enzima tem
sua particularidade no mecanismo de agdo e preferéncia de substrato. A NTPDasel hidrolisa o
ATP diretamente até AMP, enquanto que a NTPDase2 hidrolisa ATP em ADP, com
subseqiiente hidrdlise do ADP (Fields & Burnstock, 2006). A NTPDasel hidrolisa ATP e ADP
igualmente (1:1). As NTPDase3 e 8 t€ém preferéncia por ATP, em relagdo a ADP (3:1 e 2:1,
respectivamente) (Lavoie et al., 2004), enquanto que a NTPDase2 tem alta preferéncia por
ATP (30:1) (Zimmermann, 2001; Kukulski et al., 2005). As NTPDases 1, 2 e 3 sdo expressas

no cérebro de mamiferos (Kegel et al., 1997) (Figura 4).
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Figura 4. Arvore filogenética hipotética derivada dos 22 membros selecionados da familia das E-NTPDases

(NTPDase 1 a NTPDase 8) de rato (r), humano (%) e camundongo (m), seguindo o alinhamento da seqiiéncia de
aminodcidos. O tamanho das linhas indica as diferencas entre as seqiiéncias de aminodcidos. A linha tracejada
indica os tipos de NTPDases que apresentam o sitio catalitico voltado para o meio extra ou intracelular. Adaptado

de Robson, Sévigny e Zimmermann, 2006.

Os nucleotideos monofosfatados, como AMP, sdo hidrolisados pela 5’-nucleotidase,
formando adenosina (Zimmermann, 1992). Sete 5'-nucleotidases foram isoladas e
caracterizadas, sendo cinco enzimas localizadas no citosol, uma na matriz mitocondrial € uma
ancorada a parte externa da membrana, a ecto-5'-nucleotidase/CD37, a qual é expressa em
diferentes tecidos, sendo abundante em cdlon, rim, cérebro, figado, coragdo e pulmdes

(Yegutkin, 2008).
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I1. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Neonatos prematuros e a termo, bebés e criancas sdo freqiientemente expostos a
estimulos nocivos repetidos, incluindo vacinagdes, traumas e procedimentos diagndsticos e
terapéuticos diversos. Registros mostram que, em criangas, as dores estdo presentes em 25%
das consultas ambulatoriais, em 50% das consultas hospitalares € em 80% dos procedimentos
terapéuticos e diagndsticos. Embora o alivio da dor seja um dos principios basicos da
medicina, na pratica, a analgesia em pacientes com dificuldades de verbalizar sensacodes e
sentimentos ¢ freqiientemente ignorada. E importante salientar a necessidade de adequada
atencdo a dor do recém-nascido por parte da equipe multiprofissional, mas sabe-se que dores
decorrentes de procedimentos invasivos, de doengas ou de traumas e cirurgias ainda sao
inadequadamente tratadas. E importante ressaltar que hd freqiiente subtratamento, além do
fato de existirem poucos dados na literatura sobre eficdcia ou efetividade de farmacos em
recém-nascidos. Adicionalmente, estudos morfol6gicos demonstram que as vias nociceptivas
ja estdao desenvolvidas, mesmo nos prematuros. Alguns pesquisadores vém esclarecendo os
mecanismos da dor nesta faixa etidria e sugerem que estes pacientes nao somente
experimentam dor e estresse da mesma maneira que criangas de maior idade e adultos, mas
que suas respostas a estimula¢do dolorosa podem comprometer suas condicdes clinicas e
fisiolégicas.

A crianca ndo é um “adulto em miniatura” e as suas peculiaridades devem ser
observadas e respeitadas. Como conseqiiéncia de agdes inadequadas no passado, quando
frequentemente as criancas eram submetidas a procedimentos diagndsticos ou cirdrgicos
dolorosos sem analgesia/anestesia adequadas, enfrentando situagdes complementares
adversas, em que o sofrimento oriundo de uma dor ndo percebida ou cuidada ndo era
considerado, hoje vérios programas de saide publica trabalham com os cuidados na infancia,

visando a preven¢do de problemas na vida adulta. Estudos que abordam quadros de dor ndo
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tratados adequadamente na infancia t€m demonstrado repercussdes em sua saide quando
adultos. Estudos em animais, como o aqui desenvolvido, sdo tteis para o estabelecimento de
efeitos adversos de farmacos e de alteragdes neuroquimicas e comportamentais decorrentes da
exposicao a farmacos e quadros dolorosos agudos em animais neonatos e permitem suplantar

limitagdes presentes em estudos clinicos, especialmente com pacientes pedidtricos.
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III - HIPOTESE

O desenvolvimento deste trabalho baseia-se na hipétese de que a administracdo de
anestésicos gerais, associada ou ndo a procedimento cirtrgico, no periodo de desenvolvimento
nociceptivo, pode acarretar alteracdes comportamentais e bioquimicas a curto, médio e longo

prazos.
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Objetivos

IV.1 - OBJETIVO GERAL
Avaliar as repercussodes de tratamentos farmacoldgicos e/ou cirdrgico em animais de
14 dias sobre as respostas nociceptiva, bioquimica e comportamental a curto, médio e longo

prazos.

IV.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

IV.2.1 - Avaliar a resposta comportamental nociceptiva em P14, P30 e P60 dos animais
submetidos a administra¢do de anestésico inalatério ou anestésico injetavel associado ou ndo a
procedimento cirdrgico no P14, utilizando teste de tail-flick;

IV.2.2 - Avaliar a resposta comportamental nociceptiva (neurogénica e inflamatéria) em P14 e
P30 dos animais submetidos a administracdo de anestésico inalatério ou anestésico injetavel,
associado ou ndo a procedimento cirdrgico no P14, utilizando teste da formalina;

IV.2.3 - Avaliar parametros comportamentais no teste do Campo Aberto, em P14, P30 e P60,
dos animais submetidos a administracdo de anestésico inalatério ou anestésico injetdvel,
associado ou ndo a procedimento cirdrgico no P14;

IV.2.4 - Avaliar a ansiedade no teste do Labirinto em Cruz Elevado, em P30 e P60, dos
animais que foram submetidos a administragdo de anestésico inalatério ou anestésico injetavel,
associado ou ndo a procedimento cirdrgico no P14;

IV.2.5 - Avaliar as atividades E-NTPDédsica e de ecto-5’nucleotidase em sinaptossomas de

medula espinhal, em P14 e P30, dos animais submetidos a administracio de anestésico

injetdvel ou anestésico inalatdrio, associado ou ndo a procedimento cirdrgico no P14.
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Materiais e Métodos

V.1 - ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ninhadas de ratos machos Wistar provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Bdasicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, os quais foram mantidos na Unidade de
Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas-moradia,
confeccionadas em plexiglass, medindo 65 x 25 x 15 cm, com assoalho recoberto de serragem.
Os animais foram submetidos a ciclo normal claro/escuro (luzes acesas das 7 as 19 h), com
racdo padronizada e 4gua ad libitum. Considerou-se PO o dia que foi feita a primeira
verificacdo do nascimento e as ninhadas foram padronizadas com 8 animais somente machos
Considerando que a primeira semana de vida do rato corresponde a idade gestacional de 24 a
40 semanas de vida gestacional do feto humano (Marsh et al, 1997; Pattinson & Fitzgerald,
2004) e que, no P7, o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central é compativel ao de uma
crianga nascida a termo (Marsh et al, 1997), foram utilizados nesse estudo animais na segunda
semana de vida (P14) e, portanto, com o SNC ainda imaturo e compativel com o
desenvolvimento do SNC de um neonato humano (Marsh ef al, 1997). O desmame foi feito

em P21.

V.2 - DESENHO EXPERIMENTAL

Este estudo experimental foi desenvolvido com o intuito de avaliar o efeito de
anestésicos gerais, associado ou ndo ao procedimento cirdrgico, sobre as respostas
comportamentais e bioquimicas de ratos neonatos. Para tanto, foram escolhidos dois
procedimentos de anestesia geral, o primeiro utilizando um anestésico geral inalatério e o
segundo utilizando um anestésico geral injetdvel. Os experimentos foram desenvolvidos
utilizando os seguintes desenhos experimentais:
Primeiro:

1. Controle (C);
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2. Grupo submetido a anestesia com isoflurano (ISO);

3. Grupo submetido a anestesia (isoflurano) e cirurgia (ISO-CIR).
Segundo:

1. Controle (C);

2. Grupo submetido a anestesia com cetamina S+/fentanil (CF);

3. Grupo submetido a anestesia (cetamina S+/fentanil) e cirurgia (CF-CIR).

V.3 - TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS
Primeiro desenho
1. Controle: Os animais CONTROLE receberam oxigénio (O;) individualmente, por 4 min,

utilizando-se cone nasal, sem umidificacao.

2. Isoflurano: Os animais do grupo ANESTESIA receberam isoflurano (Isoforine®, em frasco
de 100 mL, Laboratério Cristalia), liberado por cone nasal, conforme descrito por Smith e
colaboradores (2004), com pequenas modificagdes. Foram empregadas concentracdes de 5%
para a inducdo e 3% para a manutencdo, juntamente com oxigénio (600 mL/min). Os animais
do grupo ANESTESIA receberam anestésicos por 4 min, sem sofrer qualquer manipulagcdo
adicional.

Isoflurano € um potente agente hipnético em adultos e RN. No entanto, o RN devido a
alteracoes de farmacocinéticas, caracteristicas da idade, apresenta menor resposta aos
anestésicos volateis (Ledez, 1987). Devido a este fator, houve necessidade de aumentar de 2%
utilizada em estudo realizado por Smith e col, 2004, em que foram utilizados ratos adultos para
3% a concentragdo de isoflurano na manutencdo da anestesia e, assim, realizar o procedimento

ciriirgico com seguranca.
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Segundo desenho

1. Solugdo fisioldgica (C): Os animais do grupo CONTROLE receberam solucdo fisiologica

(NaCl a 0,9%), por via intraperitoneal (i.p).

2.a. Cetamina S+: Os animais do grupo ANESTESIA receberam cetamina S+ (Ketamin-S®,
50 mg/mL, Laboratério Cristélia), por via i.p. Dados da literatura sugerem doses entre 10
mg/kg e 100 mg/kg (Freo & Ori, 2004). No entanto, para adequada realizacdo do
procedimento, houve necessidade de uso de dose menor - 20 mg/kg, para que os filhotes
retornassem da anestesia mais rapidamente (em 1 h e 1 h 30 min), sem qualquer manipulacdo
adicional.

Cetamina € encontrada sob forma de mistura racémica (cetamina-S,R). Porém os

enantidmeros possuem perfis farmacolégicos diferentes. Cetamina S+ € mais efetiva como

anestésico e analgésico que a mistura racémica e que cetamina R- (Reich & Silvay, 1989).

2.b. Fentanil: para a obten¢do de uma anestesia completa (sedacdo + analgesia) e realizacdo do
procedimento cirtiirgico com seguranca para os animais, foi necessdrio usar a associacdo de
cetamina S+ com o agonista opidide fentanil (Fentanest®, 0,05 mg/mL, Laboratério Cristalia),
na dose de 0,09 mg/kg, administrado por via i.p. Segundo Danneman e Mandrell (1997), a dose
indicada de fentanil para ratos neonatos € de 0,16 mg/kg. Neste estudo houve necessidade de
redugdo da dose para 0,09 mg/kg devido a letalidade para dose sugerida. Fentanil foi injetado
dez minutos antes da cetamina S+, para produzir analgesia. A anestesia foi verificada por meio

da incapacidade de retirar a pata quando estimulada por pingamento.
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V.4 - PROCEDIMENTO CIRURGICO

No grupo CIRURGIA, no 14°dia pds-natal, os animais foram anestesiados com
isoflurano ou cetamina S+/fentanil e submetidos ao modelo utilizado para produzir lesdo
cerebral unilateral em ratos RN, descrito por Levine e modificado por Rice et al. (1981), sem
producdo de hipdxia-isquemia. Foi feita uma incisdo na superficie ventral do pescogo, paralela
e lateral a traquéia. A artéria car6tida comum direita foi manipulada, isolada do nervo e da
veia, sendo as bordas aproximadas para cicatrizacdo. Os animais foram mantidos em uma
incubadora até sua recuperacdo, apds foram devolvidos as suas respectivas caixas-moradia
junto de suas maes. Os grupos controle e anestesia foram submetidos a assepsia da drea

cirirgica. Receberam veiculo (O, ou salina i.p) e anestésico (isoflurano ou cetamina-

s/fentanil), respectivamente.

V.5 - PROCEDIMENTOS COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados no P14, seis horas apds o procedimento
anestésico, associado ou nao a procedimento cirdrgico. Foram repetidos no P30 e no P60.

Os aparatos foram limpos com dlcool entre cada animal testado. Todos os experimentos
comportamentais foram executados em ambiente adequado a realizacio de testes

comportamentais e com atenuagao dos niveis de ruido.

V.5.1 - AVALIACAO DA RESPOSTA COMPORTAMENTAL NOCICEPTIVA EM
TAIL-FLICK

Foi realizada em aparelho de tail-flick, conforme técnica descrita por Castilho e
colaboradores (2002). Os ratos foram contidos, utilizando-se toalha de pano, e colocados no
aparelho, com a cauda imobilizada sobre um fio metdlico, aquecido pela passagem de corrente

elétrica. Quando acionado o aquecimento do fio, era disparado automaticamente um
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crondmetro digital. A deflexdo da cauda, motivada pelo aquecimento do fio metdlico,
encerrava a medida, ou seja, travava o crondmetro. A leitura era, entdo, verificada e anotada. O
equipamento foi calibrado para se obter uma laténcia de retirada da cauda (TFL) de 3 a 4 s no
grupo controle. O aparelho limita automaticamente a temperatura maxima de 75°C para evitar
danos teciduais aos animais. Vinte e quatro horas antes do teste foi realizada uma primeira
medida com a finalidade de habituar o animal ao aparelho. No dia do teste, foram realizadas
trés medidas da laténcia de retirada da cauda e calculada a média. Os resultados sdo
apresentados como a média das percentagens em relacdo ao controle + Erro Padrdo da Média

(EPM). As médias dos controles foram definidas como 100%.

Figura 5. Analgesimetro para avaliacdo de laténcia de retirada da cauda.

V.5.2 - AVALIACAO DAS RESPOSTAS NEUROGENICA E INFLAMATORIA EM
TESTE DA FORMALINA

As respostas neurogénica e inflamatéria foram avaliadas pelo teste da formalina. O
procedimento foi similar ao previamente descrito por Tjglsen e colaboradores (1992) e Tai e
colaboradores (2006), com modifica¢des. O teste consistiu na injecdo subcutinea de solucdo
diluida a 2% de formalina em (0,17 mL/kg) (formaldeido PA ® obtido da Sigma-Aldrich, Sdo
Paulo, Brasil), na parte dorsal da pata traseira. Vinte e quatro horas antes do teste, os animais

foram habituados ao ambiente por um periodo de 10 min, uma vez que a exposi¢cdo do animal a
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um ambiente novo pode induzir antinocicep¢ao (Netto et al., 2004). A formalina induz um
padrio de resposta dolorosa bifdsica (Aloisi et al., 1994), sendo a 1" fase (0-15 min)
considerada neurogénica e a 2 fase (15-30 min) considerada inflamatéria. Durante o teste,
observaram-se as respostas evocadas pela formalina como lambidas, batidas e flexdes da pata.
Estas respostas foram somadas e expressas em segundos. Obtendo-se um unico grupo de
respostas para cada fase. Os resultados s@o expressos em média £+ EPM do tempo em segundos

da soma dos comportamentos.

V.5.3 - AVALIACAO DE RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS EM CAMPO ABERTO
(CA)

Tal avaliacdo foi realizada em uma caixa de madeira envernizada, medindo 50 x 60 x
40 cm, com a face anterior de vidro e o assoalho recoberto com lindleo, dividido em 12
retangulos de 15,0 x 13,3 cm, com linhas escuras. O animal foi gentilmente colocado no canto
posterior esquerdo da caixa e deixado livre para explorar o ambiente por 5 min (Bianchin et al.,
1993; Carlini et al., 2002). A medida da laténcia para saida do primeiro quadrado, tempo que o
animal levou para colocar as quatro patas no quadrante seguinte, foi tomada como uma medida
de ansiedade (Britton & Britton, 1981; Lister, 1990). O numero de cruzamentos foi usado
como medida de atividade locomotora. O nimero de rearings, definido como comportamento
de levantar ambas as patas dianteiras, acima do piso, equilibrando-se nos membros traseiros
(Wells et al., 2009), foi utilizado como uma atividade exploratéria (Silveira et al., 2005).
Avaliacdo de grooming, definido como o comportamento de lamber a cabeca e o corpo, foi
utilizada como medida da fun¢do biol6gica de autolimpeza (Spruijt et al., 1992). O nimero de
bolos fecais foi avaliado como uma medida indicativa do nivel de ansiedade do animal. Seis

medidas foram tomadas durante os 5 min de teste: (1) laténcia de saida do primeiro quadrante;
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(2) nimero de cruzamentos externos; (3) numero de cruzamentos internos; (4) numero de
rearings; (5) tempo de grooming (segundos); (6) nimero de bolos fecais.

Os resultados sdo expressos em média + EPM do tempo em segundos da laténcia de
saida do primeiro quadrante e de comportamento de grooming e do nimero absoluto dos

demais comportamentos analisados.

Figura 6. Aparato de Campo Aberto.

V.5.4 - AVALIACAO DE RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS: LABIRINTO EM
CRUZ ELEVADO (LCE)

O LCE € um teste utilizado para avaliar o comportamento de ansiedade do animal. O
aparelho é composto por dois bragos abertos e dois bragos fechados (50 cm x 40 cm x 10 cm)
que se estende a partir de uma plataforma central comum (10 cm x 10 cm). O labirinto
utilizado foi construido a partir de material sintético de PVC preto e elevado a uma altura de 50
cm acima do nivel do chdo. No inicio do teste, o animal foi colocado na area central da LCE,
de frente para um dos bragos abertos, e seu comportamento foi registrado por 5 minutos. O
teste baseou-se no fato de que animais mais ansiosos permanecem mais tempo nos bragos
fechados, onde se sentem mais protegidos. Treit e colaboradores. (1993) sugerem que o fator
que mais contribui para a “rea¢do de medo” € a falta das paredes altas dos bragos abertos, o que
impede a tigmotaxia (proximidade com as paredes do aparato). O menor niimero de entradas e

a redugdo do tempo despendido nos bracos abertos também sdo comportamentos indicativos de
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menor ansiedade (Pellow & File, 1986; Rodgers et al., 1997). Em adi¢do, foram analisados os
comportamentos de grooming, rearing e defecacdo. Comportamentos como protected head
dipping e unprotected head dipping também foram medidos. Sdo caracterizados por
movimentos exploratérios realizados pela cabeca em dire¢do ao chdo, sendo que, no primeiro,
ao realizar este movimento o animal, encontra-se no centro da plataforma e, no segundo, nos
bragos abertos (Rodgers & Cole; 1993; 1994). No LCE, foi considerada como a entrada do
animal em uma nova drea quando colocava as quatro patas (Lynn & Brown, 2009). Os
comportamentos avaliados neste experimento foram os seguintes: (1) nimero de entradas nos
bragos abertos (EBA); (2) nimero de entradas nos bracos fechados (EBF); (3) tempo gasto nos
bragos abertos (TBA); (4) tempo gasto nos bragos fechados (TBF); (5) nimero de protected
head dipping (PHD); (6) ntimero de unprotected head dipping (NPHD); (7) tempo de
grooming (em segundos); (8) nimero de rearings; (9) nimero de bolos fecais. Os resultados
sdo expressos em média =+ EPM do tempo em segundos de permanéncia nos bragos abertos,
nos bracos fechados e de comportamento de grooming, e do nimero absoluto dos demais

comportamentos analisados.

Figura 7. Labirinto em Cruz Elevado.
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V.6 - OBTENCAO DE AMOSTRAS

Ap6s a realizacdo de procedimento cirdrgico e anestesia, os animais utilizados para a
realizacdo de técnicas bioquimicas foram decapitados, por um experimentador treinado. Este
método foi utilizado, porque é necessaria a utilizagdo de estruturas do sistema nervoso central
que devem estar preservadas. E importante salientar que o modelo previu a verificagio dos
efeitos bioquimicos de anestésicos, o que nos impossibilitou de utilizar altas doses de

anestésicos na morte desses animais.

V.7 - TECNICAS BIOQUIMICAS
V.7.1 - PREPARACAO DE SINAPTOSSOMAS

Os animais foram mortos no P14, imediatamente apds a recuperagao total da anestesia,
ou no P30. A medula espinhal foi removida, e imediatamente foram preparados os
sinaptossomas, como descrito por Nagy e colaboradores (1984). As amostras foram
homogeneizadas em tampao HEPES, pH 7,5 (medium I, contendo: HEPES 5,0 mM, sacarose
0,32 mM e EDTA 0,1 mM), com um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e émbolo de teflon
a 4C, com velocidade de 1.000 rpm e 10 movimentos verticais. O homogeneizado foi
submetido a uma primeira centrifugacdo a 1.000 g por 10 minutos. O sedimento (P1), contendo
células integras, restos de nicleo, endotélio, membranas nucleares e hemdcias, foi desprezado,
e o sobrenadante (S1) foi coletado e novamente centrifugado a 12.000 g, por 20 minutos, para
sedimentar a fracdo enriquecida com sinaptossomas e mitocondrias (P2). O sobrenadante (S2)
foi descartado, e o sedimento (P2) foi ressuspenso em 0,5 mL de medium I e 4,0 mL de Percoll
8,5%, sendo, entdo, aplicado em gradiente isosmoético descontinuo de Percoll, previamente
preparado em cada experimento que compreende de baixo para cima dos tubos: 4,0 mL da
solucdo a 20% de Percoll, 4,0 mL da solucdo a 10% e 4,0 mL da mistura de P2 e Percoll a

8,5% (finalizando com a concentracdo de 7,5%). O pH final dessas solu¢des foi sempre
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ajustado para 7,5. Estes tubos foram centrifugados a 12.000 g, por 20 minutos. A fragcdo
sinaptossomal, localizada na interfase 10% e 20%, foi coletada com o auxilio de pipeta
automdtica, com ponteira de pléstico, sendo, entdo, utilizada para os ensaios enzimaticos

sempre no dia da preparagao (Figura 8).

Homogeneizado total

| 1.000g x 10min

Sobrenadante (S1) Precipitado (P1)
12.000g x 20min (desprezado)
Sobrenadante (S2) Precipitado (P2)
(desprezado) (suspenso em meio | & diluido em Percoll 8,5%)

aplicado ao gradiente
centrifugado a 12.000 g x 20min

75| | 7.5%

Fracdo sinaptossomal final 10%
(medula) —-
20%

10% Fracéo sinaptossomal
~if—

inicial (cortex)
16%

15.000g x 20 min (2x)

remocao do Percoll

Fracao sinaptossomal final (cortex)

Figura 8. Etapas da preparacdo da fra¢do sinaptossomal de medula espinhal.

V.7.2 - DETERMINACAO DA PROTEINA
A quantidade de proteina foi determinada pelo método de Coomassie Blue (Bradford,

1976), utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.

V.7.3 - DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
A atividade enzimatica para hidrélise de ATP e ADP foi determinada em meio de

incubacdo previamente descrito (Battastini et al., 1991; Torres et al., 2002), contendo KCI 5
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mM, EDTA 0,1 mM, CaCl, 1,5 mM, Tris-HCI 45 mM, pH 8 e glicose 10 mM (4dgua Milli-Q
foi utilizada para completar o volume de 160 UL do sistema de incubacdo), totalizando um
volume final de 200 pL (160 puL + 20 uL da preparacdo + 20 uL de substrato). As diferentes
preparacoes (fracdes enzimaticas) foram adicionadas ao meio de reagdo e pré-incubadas por 10
minutos a 37 C. A reacdo foi iniciada pela adicio dos substratos de ATP e ADP, na
concentracdo final de 1 mM. O tempo de incubacdo e o volume da fragdo (quantidade de
proteina) adicionada ao meio de reacdo foram escolhidos de modo a assegurar a linearidade de
formacdo do produto. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 200 pL de acido tricloroacético
a 10% (concentragdo final de 5%). A seguir, os tubos de ensaio foram colocados no gelo para
posterior determinacdo do fosfato inorganico liberado, utilizando o método do verde de
malaquita (Chan et al.,1986). Para o ensaio da ecto-5"-nucleotidase, os sinaptossomas foram
incubados com 1 mM de AMP em um meio contendo MgCl, , Tris-HCI e sacarose 0,15 M pH
7,5, seguindo-se a determinacdo do fosfato inorganico liberado pelo mesmo método descrito
acima. Para determinacao do fosfato inorganico liberado, foi necessaria dilui¢do de acordo com
cada nucleotideo. Para ATP, aliquotas de 100 pL foram retiradas e diluidas em 300 puL de dgua
Milli-Q (volume final de 400 uL); para ADP e AMP, aliquotas de 200 uL foram retiradas e
diluidas em 200 pL de dgua Milli-Q (volume final de 400 puL). As amostras foram analisadas
em triplicatas, sendo a hidrélise nao-enzimética corrigida por meio de controles feitos nas
mesmas condicdes da amostra, exceto que a fragdo enzimatica foi adicionada apds a adi¢ao do
acido tricloroacético. As atividades especificas foram expressas em nanomoles de fosfato

inorganico liberado por minuto, por miligrama de proteina (nmoles Pi.min"'.mg™).

V.8 - ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos em média + Erro Padrao da Média (EPM). Para as

comparacdes entre os grupos, foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do teste de Student-
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Newman-Keuls (SNK), quando indicado. Dados foram considerados significativamente

diferentes com P<0,05.

V.9 - ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos do projeto obedeceram a normas propostas pela Declaracio
Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e Principios
Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for
International Organizations of Medical Sciences - CIOMS) (Goldim & Raymundo, 1997). O
presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre e pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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Resultados

VIL.1 - PRIMEIRO DESENHO EXPERIMENTAL
VI.1.1 - Efeito da administracio de isoflurano, associado ou nao a procedimento
cirirgico, sobre a resposta nociceptiva em P14, P30 e P60

Avaliou-se o efeito da administracdo de isoflurano, associado ou nio a procedimento
cirirgico, sobre a resposta nociceptiva no teste do TFL, em P14 (seis horas apds a
intervencdo), P30 e P60.

Quando analisou-se o TFL no P14, seis horas ap6s a intervenc¢ao, observou-se diferencga
significativa entre os grupos. Os animais que receberam somente isoflurano (grupo ISO)
mostraram um aumento significativo no TFL, quando comparados aos animais do grupo
controle (C: 100; ISO: 132,33+11,86; ANOVA de uma via, Fp20= 3,697; P< 0,05). No
entanto, o grupo submetido a cirurgia, sob anestesia com isoflurano nao diferiu dos grupos
controle e submetido apenas a anestesia. Portanto, a cirurgia reverteu parcialmente o efeito do
isoflurano (ISO-CIR: 111,19£10,13; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 7-8 animais/ grupo -
Figura 9).

Quando a resposta nociceptiva foi avaliada dezesseis dias ap6s a intervencdo (P30), ndao
observamos diferenca significativa entre os grupos experimentais (C: 100; ISO: 107,60+6,21;
ISO-CIR: 107,60+3,98; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 10-11 animais/ grupo - Figura 9).

Quando a resposta nociceptiva foi avaliada quarenta e seis dias apds intervencao (P60)
os animais que receberam isoflurano (grupos ISO e ISO-CIR) mostraram aumento significativo
no TFL comparados ao grupo controle (C: 100; ISO: 122,95+5,48; ISO-CIR; 122,95+6,71;

ANOVA de uma via, F(222=7,021; P< 0,01; n = 10-11 animais/ grupo — Figura 9).
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Figura 9. Efeito da administragdo de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirtirgico, sobre a resposta
nociceptiva no aparato de TFL, em P14, P30 e P60. Dados apresentados em porcentagem do controle e expressos
como média + EPM, tendo como média + EPM dos valores absolutos dos animais controles: (P14) 3,83+0,24;
(P30) 4,90+0,18; (P60) 4,88+0,30.

*Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (P14: ANOVA de uma via, F; 5= 3,697; P< 0,05; P60:

ANOVA de uma via, F(5 = 7,021; P<0,01); n=7-11 animais/grupo.

VI.1.2 - Efeito da administracio de isoflurano, associado ou nao a procedimento
cirirgico, sobre as respostas neurogénica e inflamatoria em P14 e P30

Avaliou-se o efeito da administragdo de isoflurano, associado ou ndo a procedimento
cirtirgico, sobre as respostas neurogénica e inflamatdria, analisadas no teste da formalina, em
P14 (seis horas ap6s intervenc¢do) e P30.

Em P14, seis horas apds a intervencdo, ndo se observou diferenca significativa entre os
grupos experimentais, tanto na 1* fase (C: 135,80+£33,27; ISO: 129,504+22,28; ISO-CIR:
105,86+21,55; ANOVA de uma via, P>0,05), quanto na 2* fase (C; 683,20+89,21; ISO:
630,17+70,71; ISO-CIR; 711,14+£76,48; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 5-7 animais/ grupo
- Figura 10).

Quando avaliaram-se as respostas neurogénica e inflamatdria dezesseis dias apds a
intervenc¢do (P30), ndo se observou diferenca significativa entre os grupos experimentais, tanto

na 1° fase (C: 111,75%+16,33; ISO: 121,42+21,92); ISO-CIR; 136,50+27,60; ANOVA de uma
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via, P>0,05); quanto na 2* fase (C: 687,50+£35,80; ISO: 667,08+55,96; ISO-CIR:

728,90+56,35; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 8-12 animais / grupo - Figura 10).
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Figura 10. Efeito da administra¢do de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirtirgico, sobre as respostas
neurogénica e inflamatéria, avaliadas no teste da formalina, realizado em P14 e em P30. Dados apresentados
como soma do tempo em segundos dos comportamentos analisados e expressos em média £+ EPM. Nao houve

diferenca significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 5-12 animais/grupo).

VI.1.3 - Efeito da administracio de isoflurano, associado ou nao a procedimento
cirirgico, sobre a resposta comportamental em P14, P30 e P60, no teste do campo aberto
(CA)

Avaliou-se o efeito da administragdo de isoflurano, associado ou ndo a procedimento
ciriirgico nas respostas comportamentais analisadas no teste do CA, em P14 (seis horas apds a
intervenc¢do), P30 e P60.

Quando foi analisado o numero de cruzamentos externos, de cruzamentos internos e
rearings, no P14, 6 horas apds a intervencdo, observou-se um aumento significativo no niimero
de cruzamentos externos no grupo ISO em relagdo aos demais grupos (C: 8,80%1,75; ISO:
16,23+3,34; ISO-CIR: 7,30+1,72; ANOVA de uma via, F234= 3,857; P< 0,05 - Figura 11).
Nao houve diferenca significativa entre os grupos nos demais comportamentos analisados,
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como cruzamentos internos (C: 0,20+0,20; ISO: 0,46+0,22; ISO-CIR; 0,38+0,38) e rearings
(C: 3,80+0,81; ISO: 3,54+0,96; ISO-CIR: 3,54+0,57; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 10-13
animais / grupo - Figura 11). Os resultados relativos ao nimero de bolos fecais foram
suprimidos, uma vez que os grupos nao produziram bolos fecais durante o teste.

Quando foi analisado o numero de cruzamentos externos, de cruzamentos internos,
rearings e bolos fecais, dezesseis dias apds a intervencdo (P30) observou-se que, quando
comparados ao grupo controle, os animais que receberam isoflurano (grupos ISO e ISO-CIR)
mostraram um aumento significativo no nimero de cruzamentos externos (C: 63,92+5,86; ISO:
86,00+6,27; ISO-CIR: 83,19+5,40; ANOVA de uma via, F(24)=3,711; P< 0,05 - Figura 12).
Houve também um aumento significativo no nimero de cruzamentos internos (C: 2,25+0,54;
ISO: 5,44+0,84; ANOVA de uma via, F42)= 4,842; P<0,02) e rearings (C: 36,92+3,81; ISO:
51,00£3,34; ANOVA de uma via, Fp4)= 4,474; P<0,02) nos animais que receberam
isoflurano, sem intervengao cirdrgica (grupo ISO), comparados ao grupo controle. No entanto,
o grupo ISO-CIR nido apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais grupos nos
comportamentos de cruzamentos internos e rearings (ISO-CIR: 3,56+0,65; 45,25+2,61;
respectivamente, ANOVA de uma via, P>0,05; n = 12-16 animais/grupo - Figura 12). Nao
foram observadas diferencas significativas no nimero de bolos fecais entre os grupos (C:
3,00£0,74; ISO: 4,1940,68; ISO-CIR: 2,75+0,53; ANOVA de uma via, P>0,05 — Figura 12).

Quando foi analisado o nuimero de cruzamentos externos, de cruzamentos internos,
rearings e bolos fecais, quarenta e seis dias apds a intervencao (P60), ndo houve diferenca
significativa entre os grupos nos comportamentos analisados: cruzamentos externos (C:
55,13+£3,89; ISO: 49,88+5,51; ISO-CIR: 50,25+6,39); cruzamentos internos (C: 4,25+1,10;
ISO: 3,50+0,87; ISO-CIR; 2,00+0,7); rearings (C: 21,50£2,29; ISO 16,50+2,31; ISO-CIR;
15,75+2,40) e bolos fecais (C: 3,50+1,05; ISO: 3,25+0,82; ISO-CIR: 4,25+0,92; ANOVA de

uma via, P>0,05; n = 8 animais/grupo - Figura 13).

41



Resultados

o)
S

1]

@

g 25 -

o 20 | > oC

g @ISO

§ 1% @ ISO-CIR
5 10

S |

§ s

s o [

% 0 1 T = T

g Cruzamentos Cruzamentos Rearings

g externos internos

2

Figura 11. Efeito da administragdo isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre o nimero de
cruzamentos externos, de cruzamentos internos e de rearings, avaliados no CA, em P14. Dados apresentados em
nimero de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM.

**Diferenca significativa em relagdo aos demais grupos (ANOVA de uma via, F; 35= 3,857; P <0,05; n = 10-13

animais/grupo).
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Figura 12. Efeito da administragdo isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre o nimero de
cruzamentos externos, de cruzamentos internos e de rearings, avaliados no CA, em P30. Dados apresentados em
nimero de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM.

*Diferenga significativa em relagdo ao controle (cruzamentos externos: ANOVA de uma via, F;4)=3,711;
P<0,05; cruzamentos internos: ANOVA de uma via, F;4,=4,842; P < 0,02; rearing: ANOVA de uma via,

F2.42=4,474; P < 0,02; n = 12-16 animais / grupo).
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Figura 13. Efeito da administragdo isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre o nimero de
cruzamentos externos, de cruzamentos internos e de rearings, avaliados no CA, em P60. Dados apresentados em
nimero de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM. Nao houve diferenca significativa

entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 8 animais / grupo).

As demais respostas comportamentais avaliadas no teste do CA, em P14, seis horas
ap6s a intervengdo, P30 e P60, foram laténcia de saida do primeiro quadrante e tempo de
grooming.

No P14, 6 horas apds a intervengdo, nao foram observadas diferencas significativas
entre os grupos nos comportamentos de laténcia de saida do primeiro quadrante (C:
29,104+6,79; 1SO: 33,00+6,10; ISO-CIR: 43,38+9,41) e grooming (C: 19,60+2,81; ISO:
9,69+1,73; ISO-CIR: 14,69+4,24) (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 10-13 animais / grupo -
Figura 14).

Quando os comportamentos foram avaliados dezesseis dias ap6ds a intervengao (P30),
observou-se uma diminuicao significativa da laténcia de saida do primeiro quadrante entre os
animais que receberam isoflurano (grupos ISO e ISO-CIR), em relacdo ao grupo controle (C:
11,50£2,71; ISO: 5,81+0,89; ISO-CIR: 5,38+0,90; ANOVA de uma via, F(.42)= 4,635; P<0,02

- Figura 15). Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos no
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comportamento de grooming (C: 8,67£2,36; ISO: 5,63£1,94; ISO-CIR: 4,44+1,93; ANOVA de
uma via, P>0,05— Figura 15).

Ao se verificar a laténcia de saida do primeiro quadrante e o grooming quarenta e seis
dias apds a intervencdo (P60), observou-se que os animais do grupo cirurgia (ISO-CIR)
apresentaram uma diminui¢do significativa na laténcia de saida do primeiro quadrante, quando
comparados aos do grupo controle (C: 5,00+0,93; ISO-CIR: 2,13+0,55; ANOVA de uma via,
F22) = 3,512; P<0,05 - Figura 16). No entanto, o grupo de animais que recebeu apenas
isoflurano (grupo ISO) ndo apresentou diferenca em relacdo aos demais grupos (ISO:
4,25+0,86; ANOVA de uma via, P>0,05). Nao foi observada diferenca entre os grupos no
comportamento de grooming (C: 20,00+6,06; ISO: 17,88+2,73; ISO-CIR: 17,25+4,55;

ANOVA de uma via, P>0,05; n = 8 animais/grupo - Figura 16).
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Figura 14. Efeito da administracdo isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirtirgico, sobre a laténcia de

saida do primeiro quadrante e o tempo (s) de grooming, avaliados no CA, em P14. Dados apresentados como
tempo em segundos de cada comportamento analisado e expressos em média + EPM. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos nos comportamentos analisados (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 10-13

animais/grupo).
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Figura 15. Efeito da administracéo de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirilrgico, sobre a laténcia de
saida do primeiro quadrante e o tempo (s) de grooming, avaliados no CA, em P30. Dados apresentados como
tempo em segundos de cada comportamento analisado e expressos em média + EPM.

*Diferenca significativa em relacdo ao controle (ANOVA de uma via, F; 4,)=4,635; P<0,02; n = 12-16 animais /

grupo).
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Figura 16. Efeito da administracéo de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirtlrgico, sobre a laténcia de
saida do primeiro quadrante e o tempo (s) de grooming, avaliados no CA, em P60. Dados apresentados como
tempo em segundos de cada comportamento analisado e expressos em média + EPM.

*Diferencga significativa em relacdo ao controle (ANOVA de uma via, Fy;2) = 3,512; P< 0,05; n = 8 animais /

grupo).
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VI.1.4 - Efeito da administracio de isoflurano, associado ou nao a procedimento
cirirgico, sobre a resposta comportamental em P30 e P60, no Teste do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE)

Considerando os resultados comportamentais obtidos com o campo aberto, que
sugeriram alteracdo no limiar de ansiedade dos animais que receberam isoflurano, associado ou
ndo a procedimento cirdrgico, optou-se por utilizar LCE. Como os animais em P14 ndo
apresentaram os comportamentos indicativos de ansiedade no LCE, optou-se por avaliar
apenas animais em P30 e em P60. Os comportamentos avaliados neste experimento foram:
numero de entradas nos bragos abertos (EBA); nimero de entradas nos bragos fechados (EBF);
o tempo gasto nos bragos abertos (TBA); o tempo gasto nos bragos fechados (TBF); nimero de
protected head dipping (PHD); nimero de unprotected head dipping (NPHD); tempo de
grooming (em segundos); nimero de rearings; nimero de bolos fecais. Os resultados foram
apresentados conforme as medidas utilizadas: nimero absoluto ou segundos.

Quando analisou-se o efeito da administracdo de isoflurano, associado ou ndo a
procedimento cirdrgico, sobre a resposta comportamental no teste do LCE, dezesseis dias apds
a intervencdo (P30), ndo se observou diferenca significativa entre os grupos nos seguintes
comportamentos analisados: EBA (C: 2,40+0,43; 1SO: 3,2540,64; ISO-CIR: 3,50+0,52); EBF
(C: 5,30+0,52; ISO: 6,44+0,47; ISO-CIR: 5,31+0,56); PHD: (C: 3,10+0,3; I1SO: 2,63+0,47;
ISO-CIR: 2,69+0,42); NPHD (C: 3,10+0,74; ISO: 5,25+1,28; ISO-CIR: 6,25%1,19); rearings
(C: 23,40+2,00; ISO: 19,81+1,15; ISO-CIR: 22,56+1,34); bolos fecais (C: 2,70+0,75; ISO:
2,06+0,62; ISO-CIR: 1,31+0,47; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 10-16 animais/ grupo —
Figura 17).

Quando analisou-se o efeito da administracdo de isoflurano, associado ou ndo a
procedimento cirdrgico, sobre a resposta comportamental no teste do LCE, quarenta e seis dias

apos a intervencdo (P60), observou-se um aumento no nimero de bolos fecais do grupo ISO-
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CIR em relacdo ao grupo ISO (C: 1,88+0,87; ISO: 0,25+0,25; ISO-CIR: 2,88+0,67; ANOVA
de uma via, F222)= 4,139; P<0,05). Nao se observou diferenca significativa entre os grupos nos
demais comportamentos analisados: EBA (C: 2,50+0,57; ISO: 1,50+0,46; ISO-CIR:
1,63+0,32); EBF (C: 5,88+1,13; ISO: 6,25+1,13; ISO-CIR: 4,63+0,89); PHD: (C: 3,50+0,68;
ISO: 4,75+£0,90; ISO-CIR: 4,13+0,79); NPHD (C: 2,88+0,97; ISO: 2,88+1,36; ISO-CIR:
2,00+0,76); rearings (C: 17,63£2,09; ISO: 17,63+£2,81; ISO-CIR: 13,75+£1,99; ANOVA de

uma via, P>0,05; n = 8 animais/ grupo - Figura 18).
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Figura 17. Efeito da administracdo de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre as respostas
comportamentais avaliadas no LCE, em P30. Dados apresentados em nimero de cada comportamento analisado e
expressos como média + EPM. Nao houve diferenga significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05;

n=10-16 animais/ grupo).
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Figura 18. Efeito da administra¢do de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirtirgico, sobre as respostas
comportamentais avaliadas no LCE, em P60. Dados apresentados em niimero de cada comportamento analisado e
expressos como média + EPM.

*Diferenca significativa em relacdo ao grupo ISO (ANOVA de uma via, Fom=4,139; P<0,05; n = 8 animais/

grupo).

Quando avaliou-se o efeito da administracdo de isoflurano, associado ou nio a
procedimento cirurgico, sobre os comportamentos de TBA, TBF e grooming em P30, ndo se
observou diferenca significativa entre os grupos nos comportamentos citados: TBA (C:
23,60+4,96; ISO: 38,50+7,43; ISO-CIR: 48,7548,64); TBF (C: 244,00£6,11; ISO:
221,13£10,20; ISO-CIR: 207,38+12,75); grooming (C: 11,50£2,85; ISO: 8,75+1,38; ISO-CIR:
6,44+1,80; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 10-16 animais/ grupo - Figura 19).

Quando avaliou-se o efeito da administracdo de isoflurano, associado ou ndo a
procedimento cirurgico, sobre os comportamentos de TBA, TBF e grooming em P60, ndo se
observou diferenca significativa entre os grupos nos comportamentos citados: TBA (C:
25,88+7,40; ISO: 17,38+5,68; ISO-CIR: 17,00+4,49); TBF (C: 229,50+20,85; ISO:
254,63£10,36; ISO-CIR: 255,38+8,12); grooming (C: 26,50+9,52; 1SO: 16,38+4,48; ISO-CIR:

33,13+11,24; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 8 animais/ grupo - Figura 20).
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Figura 19. Efeito da administracdo de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre as respostas
comportamentais de TBA, TBF e grooming, avaliadas no LCE, em P30. Dados apresentados em segundos (média

+ EPM). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n= 10-16 animais/

grupo).
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Figura 20. Efeito da administra¢do de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirtirgico, sobre as respostas
comportamentais de TBA, TBF e grooming, avaliadas no LCE, em P60. Dados apresentados como tempo em
segundos de cada comportamento analisado e expressos em média + EPM. Nao houve diferenca significativa

(ANOVA de uma via, P>0,05; n = 8 animais/ grupo).
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VI.1.5 - Efeito da administracio de isoflurano, associado ou nao a procedimento
cirirgico, sobre a hidrélise de nucleotideos da adenina em sinaptossomas de medula
espinhal de ratos

Avaliou-se o efeito da administracdo de isoflurano, associado ou ndo procedimento
cirirgico, em ratos com 14 dias, sobre a hidrélise de nucleotideos da adenina em
sinaptossomas de medula espinhal, imediatamente apds a intervencao e em P30.

Em P14, houve uma diminuicdo significativa na atividade de hidrélise de ATP e ADP
no grupo que recebeu somente isoflurano (grupo ISO), comparado aos demais grupos (ATP: C:
80,05£15,62; ISO: 47,1744,73; ISO-CIR: 75,47+6,45; ANOVA de uma via, F3 39 = 4,055; P <
0,05; ADP: C: 20,19+1,75; ISO: 12,21+£1,84; ISO-CIR: 18,83+£1,49; ANOVA de uma via,
F30) = 6,338; P< 0,01). Por outro lado, os animais que receberam isoflurano (grupo ISO e
ISO-CIR) mostraram uma diminui¢do significativa na atividade de hidrdlise do AMP,
comparados ao grupo controle (C: 3,73+0,85; ISO: 1,72+0,41; ISO-CIR: 1,63+0,50; ANOVA
de uma via, F230) = 3,908; P < 0,05; n = 9-12 animais/grupo - Figura 21).

Em P30, ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos quanto a hidrélise
dos trés nucleotideos [ATP: C (100,12+10,42); ISO (100,60+10,81); ISO-CIR: (99,89+8,51);
ADP: C (30,9049,96); ISO (33,1145,36); ISO-CIR (25,97+4,05); AMP: C (7,98+1,67); ISO
(7,07+1,25); ISO-CIR (6,93+0,55); ANOVA de uma via, P>0,05; n= 4-6 animais/grupo -

Figura 22].
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Figura 21. Efeito da administracio de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre a atividade
enzimdtica de hidrélise dos nucleotideos de adenina em medula espinhal, em P14. Dados apresentados em
atividade enzimadtica e expressos em nmolPi/min/mg de proteina (média + EPM).

*Diferenca significativa em relagdo ao controle (ANOVA de uma via, Fp3p = 3,908; P< 0,05; n = 9-12
animais/grupo).

**Diferenca significativa em relagdo aos demais grupos (hidrélise do ATP: ANOVA de uma via, F; 3 = 4,055; P

< 0,05; hidrélise do ADP: ANOVA de uma via, F, 30, = 6,338; P<0,01).
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Figura 22. Efeito da administracdo de isoflurano, associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre a atividade

enzimdtica de hidrélise dos nucleotideos de adenina em medula espinhal, em P30. Dados apresentados em
atividade enzimadtica e expressos em nmolPi/min/mg de proteina (média + EPM). Nao houve diferenca

significativa (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 4-6 animais/grupo).
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VI.2 - SEGUNDO DESENHO EXPERIMENTAL
VI.2.1 - Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil, associada ou nao a
procedimento cirirgico, sobre a resposta nociceptiva em P14, P30 e P60

Avaliou-se o efeito da administracdo de anestésicos gerais injetdveis (cetamina
S+/fentanil), associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre a resposta nociceptiva,
analisada no teste do TFL, em P14 (seis horas apds a intervencao), P30 e P60.

Em P14, seis horas apds a intervencdo, ndo se observou diferenca significativa entre os
grupos no TFL (C: 100; CF: 99,48+8,58; CF-CIR: 96,62+4,14; ANOVA de uma via, P>0,05;
n = 6-7 animais/ grupo - Figura 23).

Quando a resposta nociceptiva foi avaliada dezesseis dias apds a intervencdao (P30),
observou-se um aumento significativo do TFL nos animais que receberam cetamina S+/fentanil
(grupo CF e CF-CIR) em relagdao ao grupo controle (C: 100; CF: 126,16+6,00; CF-CIR:
121,4944,67; ANOVA de uma via, F;35= 12,046; P< 0,001; n = 11-14 animais/ grupo -
Figura 23).

Quando a resposta nociceptiva foi avaliada quarenta e seis dias apds a intervengdao
(P60), ndo se observou diferenca significativa entre os grupos no TFL (C: 100+10,63; CF:
89,94+3.97; CF-CIR: 98,12+4,62; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 5-6 animais/ grupo -

Figura 23).
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Figura 23. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre a
resposta nociceptiva, avaliada no aparato de TFL, em P14, P30 e P60. Dados apresentados em porcentagem do
controle (média + EPM). As médias dos valores absolutos dos grupos controles utilizadas foram (P14) 3,85+0,22;
(P30) 5,15+0,26; (P60) 4,89+0,52.

*Diferenga significativa em relacdo ao controle (ANOVA de uma via, F, 3= 12,046; P < 0,001; n =5-14

animais/ grupo).

VI.2.2 - Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil, associao ou nao a procedimento
cirirgico, sobre as respostas neurogénica e inflamatoria em P14 e P30

Avaliou-se o efeito da administracio de anestésicos gerais injetdveis (cetamina
S+/fentanil), associado ou ndo a procedimento cirirgico, sobre as respostas neurogénica e
inflamatodria, analisadas no teste da formalina, em P14 (seis horas apds a intervencao) e P30.

Quando foram analisadas as respostas neurogénica e inflamatéria em P14, seis horas
apds a intervencdo, ndo se observou diferenga significativa entre os grupos experimentais,
tanto na 1* fase (C: 148,20+25,51; CF: 186,86+14,06; CF-CIR: 137,14+20,05; ANOVA de
uma via, P>0,05); quanto na 2* fase (C: 720,60+75,78; CF: 793,14422,92; CF-CIR:
755,29+66,32; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 5-7 animais / grupo - Figura 24).

Quando foram analisadas as respostas neurogéncia e inflamatéria em P30, dezesseis
dias apds a intervengdo, ndo se observou diferenca significativa entre os grupos experimentais,

tanto na 1* fase (C: 83,43+23,69; CF: 100,30+16,19; CF-CIR: 108,44+11,12; ANOVA de uma
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via, P>0,05); quanto na 2* fase (C: 545,00+107,73; CF: 655,10£75,16; CF-CIR: 668,67+59,12;

ANOVA de uma via, P>0,05; n = 7-10 animais / grupo - Figura 24).
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Figura 24. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirtrgico, sobre as

P14

respostas neurogénica e inflamatdria, avaliadas no teste da formalina, em P14. Dados apresentados como tempo
em segundos de cada comportamento analisado e expressos em média £+ EPM. Nao houve diferenca significativa

entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 5-10 animais/grupo).

VI.2.3 - Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil, associada ou nao a
procedimento ciridrgico, sobre a resposta comportamental em P14, P30 e P60, no teste do
campo aberto (CA)

Avaliou-se o efeito da administracio de anestésicos gerais injetdveis (cetamina
S+/fentanil), associado ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre as respostas comportamentais
analisadas no teste do CA, em P14 (seis horas apds a intervenc¢do), P30 e P60.

Quando foi analisado o numero de cruzamentos externos, de cruzamentos internos e
rearings, no P14, 6 horas apds a intervencdo, nao se observou diferenca significativa entre os
grupos: cruzamentos externos (C: 12,56+4,45; CF: 15,36+£3,84; CF-CIR: 12,7944,27);
cruzamentos internos (C: 0,22+0,15; CF: 0,64+0,27; CF-CIR: 0,14+0,14); rearings (C:

4,11+1,02; CF: 3,71+0,74; CF-CIR: 3,21+0,70; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 9-14 animais
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/ grupo - Figura 25). Os resultados relativos ao nimero de bolos fecais foram suprimidos, uma
vez que os grupos nao produziram bolos fecais durante o teste.

Quando foi analisado o numero de cruzamentos externos, de cruzamentos internos,
rearings e bolos fecais, dezesseis dias apds a intervengao (P30), observou-se que os animais
que receberam cetamina S+/fentanil (grupos CF e CF-CIR) mostraram um aumento
significativo no nimero de cruzamentos externos, comparados aos do grupo controle (C:
66,00+3,35; CF: 86,19+£8,01; CF-CIR; 93,33+£8,76; ANOVA de uma via, F45= 4,047;
P<0,05 — Figura 26). Os animais que receberam cetamina S+/fentanil sem procedimento
cirirgico mostraram uma diminuicao significativa nos bolos fecais, comparados aos do grupo
controle (C: 4,12+0,53; CF: 1,93+0,49; ANOVA de uma via, F;45=3,345; P<0,05 - Figura
26). No entanto, o grupo de animais que recebeu cetamina S+/fentanil com o procedimento
cirirgico (grupo CET-CIR) ndo apresentou diferenca neste comportamento, em relagdo aos
demais grupos (CET-CIR: 2,60+0,80; ANOVA de uma via, P>0,05). Nos demais
comportamentos analisados, ndo foram observadas alteragdes significativas entre os grupos:
cruzamentos internos (C: 3,63+0,48; CF: 4,25+0,80; CF-CIR; 3,40+0,57); rearings (C:
33,75+2,30; CF: 38,81+3,55; CF-CIR: 36,80+4,23; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 15-16
animais / grupo - Figura 26).

Quando se fez avaliacdo quarenta e seis dias ap6s a intervengdo (P60), ndo se observou
diferenca significativa entre os grupos nos comportamentos previamente citados: cruzamentos
externos (C: 83,18+6,48; CF: 75,43+4,74; CF-CIR: 83,67+4,69); cruzamentos internos (C:
6,55+0,69; CF: 7,21+0,72; CF-CIR: 7,17+0,86); rearings (C: 43,73+4,42; CF: 45,00+3,72; CF-
CIR: 46,92+4,68); bolos fecais (C: 3,45+0,88; CF: 4,64+0,44; CF-CIR: 4,00+£0,49; ANOVA de

uma via, P>0,05; n = 11-14 animais / grupo - Figura 27).
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Figura 25. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre o
nimero de cruzamentos externos, de cruzamentos internos e de rearings, avaliados no CA, em P14. Dados
apresentados em nidmero de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos nos comportamentos analisados (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 9-14

animais/grupo).
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Figura 26. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre o
nimero de cruzamentos externos, de cruzamentos internos, de rearings e de bolos fecais, avaliados no CA, em
P30. Dados apresentados em nimero de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM.

*Diferenga significativa em relagdo ao controle (cruzamento externo: ANOVA de uma via, F;45= 4,047;

P<0,05; bolos fecais: ANOVA de uma via, F;45=3,345; P<0,05; n = 15-16 animais / grupo).
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Figura 27. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre o
nimero de cruzamentos externos, de cruzamentos internos, de rearings e de bolos fecais, avaliados no CA, em
P60. Dados apresentados em nimero absoluto (média + EPM). Nao houve diferenca significativa entre os grupos

(ANOVA de uma via, P>0,05; n = 11-14 animais / grupo).

As demais respostas comportamentais avaliadas no teste do CA, em P14, seis horas
ap6s a intervengdo, P30 e P60, foram laténcia de saida do primeiro quadrante e tempo de
grooming.

No P14, 6 horas apds a intervengdo, ndo se observou diferenca significativa nos
comportamentos previamente acima: laténcia de saida do primeiro quadrante (C: 26,11+4,95;
CF: 31,5744,12; CF-CIR: 27,5744,86) e grooming (C: 16,22+2.56; CF: 9,93+3,16; CF-CIR:
9,43+£1,94; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 9-14 animais / grupo - Figura 28).

Quando se fez avaliagdo dezesseis dias apds a intervengdo (P30), ndo foram observadas
alteracoes significativas entre os grupos nos comportamentos de laténcia de saida do primeiro
quadrante (C: 5,44+1,76; CF: 4,56+1,25: CF-CIR: 6,07+4,08) e grooming (C: 6,63+1,64; CF:
8,50+2,53; CF-CIR: 12,27+3,06; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 15-16 animais / grupo -
Figura 29).

Quando se fez avaliagdo quarenta e seis dias ap6s intervencao (P60), ndo se observou

diferenca significativa entre os grupos nos comportamentos de: laténcia de saida do primeiro
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quadrante (C: 1,45%0,31; CF: 3,00+£0,89; CF-CIR: 1,92+0,42) e grooming (C: 12,274£5,13; CF:
9,21£1,85; CF-CIR: 6,08+2,15; ANOVA de uma via, P>0,05; n = 11-14 animais / grupo -

Figura 30).
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Figura 28. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirurgico, sobre a
laténcia de saida do primeiro quadrante e o tempo (s) de grooming, avaliados no CA, em P14. Dados apresentados
em tempo em segundos de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM. Nao houve diferenga

significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 9-14 animais/grupo).

m
o
2 30
S
2 20 Be
@ mCF
g 10 o CF-CR
g o
= Grooming Laténcia de saida do
primeiro quadrante

Figura 29. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirurgico, sobre a
laténcia de saida do primeiro quadrante e o tempo (s) de grooming, avaliados no CA, no P30. Dados apresentados
em tempo em segundos de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM. Nao houve diferenga

significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 15-16 animais / grupo).
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Figura 30. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirurgico, sobre a
laténcia de saida do primeiro quadrante e o tempo (s) de grooming no CA, realizado no P60. Dados apresentados
em tempo em segundos de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 11-14 animais / grupo).

VI1.2.4. Efeito da administracao de cetamina S+/fentanil, associada ou niao a procedimento
cirirgico, sobre a resposta comportamental em P30 e P60, no Teste do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE)

Considerando os resultados comportamentais obtidos com o campo aberto, que
sugeriram alteracdo no limiar de ansiedade dos animais que receberam cetamina S+/fentanil,
associado ou ndo a procedimento cirdrgico, optou-se por utilizar LCE. Como os animais em
P14 ndo apresentavam os comportamentos indicativos de ansiedade no LCE, optou-se por
avaliar animais em P30 e em P60. Os comportamentos avaliados neste experimento foram:
nimero de entradas nos bragos abertos (EBA); niimero de entradas nos bragos fechados (EBF);
o tempo gasto nos bracos abertos (TBA); o tempo gasto nos bragos fechados (TBF); nimero de
protected head dipping (PHD); nimero de unprotected head dipping (NPHD); tempo de
grooming (em segundos); nimero de rearings; nimero de bolos fecais. Os resultados foram
apresentados conforme as medidas utilizadas: nimero absoluto ou segundos.

Quando se analisou o efeito da administracao de cetamina S+/fentanil, associada ou nao
a procedimento cirurgico, sobre a resposta comportamental no teste do LCE, dezesseis dias

ap6s a intervencdo (P30), se observou que os animais que receberam cetamina S+/fentanil
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(grupos CF e CF-CIR) mostraram um aumento significativo no EBA, em rela¢do aos do grupo
controle, sendo que o aumento apresentado pelo grupo CF-CIR também foi significativamente
diferente do grupo CF (C: 1,53+0,24; CF: 2,94+0,25; CF-CIR: 4,39+0,57; ANOVA de uma
via, F251= 13,200, P<0,001- Figura 31). Foi observado um aumento significativo no NPHD
nos grupos CF e CF-CIR, comparados ao grupo controle (C: 1,82+0,32; CF: 5,22+0,68; CF-
CIR: 6,94+1,11; ANOVA de uma via, Fpz51= 10,767; P<0,001 - Figura 31). Nos demais
comportamentos analisados, ndao foram observadas diferengas significativas entre os grupos:
EBF (C: 7,12+,072; CF: 6,56+0,46; CF-CIR: 6,94+0,66); PHD (C: 4,29+0,60; CF: 4,17+0,79;
CF-CIR: 2,89+0,28); rearings (C: 22,00+2,26; CF: 20,00+1,44; CF-CIR: 22,94+1,66); bolos
fecais (C: 1,53+0,54; CF: 2,28+0,42; CF-CIR: 1,61+0,49; ANOVA de uma via, P>0,05; n =
17-18 animais/grupo - Figura 31).

Quando se fez avaliagdo quarenta e seis dias apds a intervencao (P60), observou-se que
o grupo CF mostrou um aumento significativo no EBA em relacdo aos demais grupos (C:
1,5+0,45; CF; 3,26+0,71; CF-CIR: 1,15+0,35; ANOVA de uma via, F33) = 4,368; P<0,05),
associado a aumento significativo no nimero de PHD (C: 3,66+0,73; CF: 6,2+0,92; CF-CIR:
3,30+0,81; ANOVA de uma via, Fp35) = 3,668; P<0,05) e de NPHD (C: 1,16+0,40; CF:
4,66+0,97; CF-CIR: 2,23+0,89; ANOVA de uma via, Fp3g) = 4,712; P<0,02), também em
relacdo aos demais grupos (n= 12-15 animais/grupo — Figura 32). Nos demais comportamentos
analisados, ndo se observou diferenca significativa entre os grupos: EBF (C: 7,08+1,07; CF:
7,80+£0,90; CF-CIR: 6,62+1,08); rearings (C: 20,42+1,83; CF: 21,27+2,11; CF-CIR:
20,00+1,10); bolos fecais (C: 1,58+0,77; CF: 1,53+0,52; CF-CIR: 0,92+0,49; ANOVA de uma

via, P>0,05; n= 12-15 animais/grupo - Figura 32).
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Figura 31. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirtrgico, sobre as
respostas comportamentais como EBA, EBF, PHD, NPHD, rearings e bolos fecais, avaliadas no LCE, em P30.
Dados apresentados em nimero de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM.

*Diferenca significativa em relacdo ao controle. **Diferenca significativa em relacdo aos demais grupos (EBA:
ANOVA de uma via F;5;= 13,200; P<0,001; NPHD: ANOVA de uma via, F;5;= 10,767; P<0,001; n= 17-18

animais/grupo).
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Figura 32. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirtrgico, sobre as
respostas comportamentais como EBA, EBF, PHD, NPHD, rearings e bolos fecais, avaliadas no LCE, em P60.
Dados apresentados em niimero de cada comportamento analisado e expressos como média + EPM.

**Diferenca significativa em relagdo aos demais grupos (EBA: ANOVA de uma via, F, 33 = 4,368; P < 0,05;
PHD: ANOVA de uma via, F533) = 3,608; P < 0,05; NPHD: ANOVA de uma via, F533)=4,712; P <0,02; n =

12-15 animais/grupo).
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Quando se avaliou o efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndao
a procedimento cirurgico, sobre os comportamentos de TBA, TBF e grooming em P30, foi
observado que os animais que receberam cetamina S+/fentanil (grupos CF e CF-CIR)
mostraram um aumento significativo no TBA, em relagdo aos do grupo controle, sendo que o
aumento apresentado pelo grupo CF-CIR foi também significativamente maior que o do grupo
CF (C: 11,41£2,11; CF: 34,28+4,75; CF-CIR: 50,56+6,88; ANOVA de uma via, F 5=
14,925; P<0,001). Quando avaliado o nimero de TBF, foi observada uma diminui¢do
significativa nos grupos CF e CF-CIR, em relagdo ao grupo controle (C: 247,29+6,70; CF:
208,28+12,23; CF-CIR: 201,39+8,06; ANOVA de uma via, F3s5,= 6,708; P<0,01 - Figura
33). No comportamento de grooming, nao foi observada diferenca significativa entre os grupos
(C: 8,53+£2,34; CF: 6,50+1,14; CF-CIR: 10,67+1,98; ANOVA de uma via, P>0,05; n= 17-18
animais/grupo - Figura 33).

Quando se verificou o efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou
ndo a procedimento cirdrgico, sobre os comportamentos de TBA, TBF e grooming em P60,
observou-se que os animais do grupo CF mostraram um aumento significativo no TBA, em
relacdo aos dos demais grupos (C: 13,83+4,43; CF: 35,93+8,72; CF-CIR: 13,15+4,41;
ANOVA de uma via Fpag) = 4,048; P<0,05 — Figura 34), associado a uma diminuicio
significativa no TBF, em relacdo ao controle (C: 243,50+8,81; CF: 200,66+13,37; CF-CIR:
247,00£10,99; ANOVA de uma via, Fp33) = 5,208; P<0,02 — Figura 34). Os animais que
receberam cetamina S+/fentanil (grupos CF e CF-CIR) mostraram uma diminuicdo
significativa no tempo de grooming, em relacdo ao controle (C: 11,58+3,61; CF: 3,73+0,80;
CF-CIR: 4,38+1,70; ANOVA de uma via, F23s) = 3,858; P< 0,05; n= 12-15 animais/grupo -

Figura 34).
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Figura 33. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil, associada ou nio a procedimento cirtrgico, sobre as
respostas comportamentais avaliadas no LCE, em P30. Dados apresentados como tempo em segundos de cada
comportamento analisado e expressos em média + EPM.

*Diferenca significativa em relacio ao grupo controle. **Diferenca significativa em relacio aos demais (TBA:
ANOVA de uma via, Fp 5= 14,925; P<0,001; TBF: ANOVA de uma via, F;5,= 6,708; P<0,01; n = 17-18

animais/grupo).
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Figura 34. Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil, associada ou nio a procedimento cirtrgico, sobre as
respostas comportamentais avaliadas no LCE, em P60. Dados apresentados como tempo em segundos de cada
comportamento analisado e expressos em média + EPM.

*Diferenca significativa em relagdo ao controle (ANOVA de uma via, F 35, = 3,858; P <0,05);

**Diferenca significativa em relagdo aos demais grupos (TBA: ANOVA de uma via, Fo35 = 4,048; P <0,05;

TBF: ANOVA de uma via, F; 35 = 5,208; P<0,02; n = 12-15 animais/grupo).
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VI.2.5 - Efeito da administracio de cetamina S+/fentanil, associada ou niao a
procedimento cirdrgico, sobre a hidrolise de nucleotideos da adenina em sinaptossomas
de medula espinhal de ratos

Avaliou-se o efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a
procedimento cirdrgico, em ratos com 14 dias, sobre a hidrélise de nucleotideos da adenina em
sinaptossomas de medula espinhal, imediatamente apds a intervencao e em P30.

Imediatamente ap6s a intervengdo (P14), ndo foi observada diferenca significativa na
atividade enzimatica entre os grupos analisados [ATP: C (77,73+2,36); CF (68,16+6,24); CF-
CIR: (88,36+7,37); ADP: C (18,22+3,21); CF (22,38+3,52); CF-CIR (34,2+0,96); AMP: C
(1,81£0,03); CF (2,31+0,44); CF-CIR (1,62+0,08); ANOVA de uma via, P>0,05; n= 2-3
animais/grupo - Figura 35].

Em P30, observou-se que os animais do grupo CF mostraram um aumento significativo
na hidrélise do ATP, em relacdo aos demais grupos (C: 100,86+0,90; CF: 146,18+8,92; CF-
CIR: 104,95+1,82; ANOVA de uma via, Fo6 = 17,344; P<0,01 - Figura 36), associado a um
aumento significativo na hidrélise do AMP nos grupos CF e CF-CIR, em relacdo ao grupo
controle (C: 6,00+0,08; CF: 14,97+1,71; CF-CIR: 12,71+0,79; ANOVA de uma via, Fp6) =
11,680; P <0,02 - Figura 36). Na hidrélise do ADP, nado foi observada diferenca significativa
entre os grupos (C: 34,18+1,72; CET: 50,81+4,60; CET-CIR: 47,58+3,39; n = 2-3

animais/grupo - Figura 36).
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Figura 35. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirdrgico, sobre a
atividade enzimdtica de hidrélise dos nucleotideos de adenina em medula espinhal, em P14. Dados apresentados
em atividade enzimdtica e expressos em nmolPi/min/mg de proteina (média + EPM). Nio houve diferenca

significativa na atividade enzimadtica entre os grupos analisados (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 2-3 animais

/grupo).
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Figura 36. Efeito da administracdo de cetamina S+/fentanil, associada ou ndo a procedimento cirurgico, sobre a
atividade enzimadtica de hidrélise dos nucleotideos de adenina em medula espinhal, em P30. Dados apresentados
em atividade enzimdtica e expressos em nmolPi/min/mg de proteina (média + EPM).

*Diferenga significativa, comparada ao controle (ANOVA de uma via, F¢ = 11,680; P< 0,02);

**Diferenca significativa, em relacdo aos demais grupos (ANOVA de uma via, Fp¢ = 17,344; P<0,01; n = 2-3

animais/grupo).
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VIL.1 - RESPOSTA COMPORTAMENTAL NOCICEPTIVA

Os resultados obtidos nesta dissertagcdo demonstram que a administracao de anestésicos
gerais, tanto inalatério quanto injetdvel, associados ou ndo a procedimento cirirgico, podem
produzir alteracdes de respostas nociceptivas, comportamentais e bioquimicas a curto, médio e
longo prazos. Com relacdo a resposta nociceptiva, avaliada no aparato de rail-flick, foi
observado que seis horas (P14) e quarenta e seis dias (P60) apds o procedimento, os animais
que receberam isoflurano apresentaram aumento de laténcia de retida da cauda,
comportamento indicativo de resposta analgésica. No entanto, em P14, o grupo ISO-CIR nao
foi significativamente diferente dos demais grupos, sugerindo que o procedimento cirtrgico
reverteu parcialmente o efeito do isoflurano. Por outro lado, os animais que receberam
cetamina S+/fentanil (grupos CF e CF/CIR) apresentaram aumento do limiar nociceptivo
somente em P30. Estes resultados sugerem que, independentemente da via de administragao, o
uso de anestésicos gerais em neonatos pode promover alteracdes na resposta nociceptiva em
curto, médio e longo prazo. Por outro lado, quando foi utilizado o teste da formalina ndo foram
observadas alteracdes nas respostas neurogéncias e inflamatérias em todos os grupos
estudados, o que pode ser indicativo de que a provdvel adaptacdo ocorrida no sistema
nociceptivo seja relativo as fibras nociceptivas, pois os testes em questdo promovem ativacao
de diferentes fibras, obtendo diferentes respostas de avaliacdo da nocicepcdo. A laténcia de
retirada da cauda avaliada pelo tail-flick representa reflexo medular (Irwin et al., 1951;
Bonnycastle et al., 1953; Sinclair et al., 1988), estando sujeito ao controle de estruturas supra-
espinhais (Mitchell & Hellon, 1977). O teste de TFL avalia dor fésica, ou seja, um estimulo
nociceptivo de curta duracdo estd relacionado ao limiar nociceptivo e envolve estimulacdo de
areas de superficie minimas. Este teste térmico envolve estimulacdo de fibras Ao (para revisdo
ver Le Bars et al., 2001), e sabe-se que estas fibras estdo presentes no nascimento (P0). Por

outro lado, o teste da formalina envolve dor tdnica, um estimulo de longa duracdo,
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desencadeando a resposta nociceptiva, que envolve estimulo de fibras do tipo C (para revisao
ver Le Bars et al., 2001), que estdo em processo de maturagdo nas trés primeiras semanas de
vida (Fitzgerald, 1995). A partir dos resultados obtidos, sugere-se que possiveis adaptacoes
possam ter ocorrido em fibras do tipo Ad, sendo que uma possivel down-regulation possa ter
ocorrido a partir da administracdo de anestésicos gerais, como isoflurano e cetamina
S+/fentanil. Nas trés primeiras semanas de vida ocorre um aumento de fibras do tipo C na
medula espinhal e a correspondente diminui¢ao de fibras do tipo Ad ndo ocorre imediatamente.
Portanto, nas trés primeiras semanas de vida, ambas as fibras ocupam um mesmo espago
dentro da medula espinhal (Fitzgerald, 1995). Podemos sugerir que a administracdo de
anestésicos gerais numa fase de maturacdo promove uma adaptagdo no sistema nociceptivo,
decorrente de um desequilibrio das fibras do tipo Ad, ocasionando uma diminui¢do no nimero
dessas fibras e/ou em sua atividade nociceptiva.

E importante salientar que dados da literatura sugerem que o sistema inibitério
descendente tem um papel essencial na cldssica resposta bifdsica produzida pela formalina
(Guy & Abbott, 1992). Esta ndo € claramente observada até P15, devido a imaturidade deste
sistema. Conseqiientemente, até o P15, os animais apresentam uma exagerada resposta a
formalina (Teng & Abbott, 1998). Levando em considera¢cdo que o teste foi realizado em P14,
ndo podemos descartar que este fato possa ter influenciado os resultados obtidos em P14,
porém nao em P30.

Adicionalmente, a analgesia observada no TFL, em animais que receberam anestesia
geral, independentemente da via de administracdo, pode estar relacionada ao fato do sistema
nervoso imaturo do neonato ser altamente sensivel aos efeitos depressores dos anestésicos
(Soriano & Anand, 2005). Os anestésicos sdo capazes de interagir com uma variedade de
sistemas neuronais, incluindo sistemas GABAérgico, glicinérgico, colinérgico e glutamatérgico

(Krasowski & Harrison, 1999; Dilger, 2002), e alteracdes em nivel de receptores destes
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sistemas em numero e/ou afinidade podem estar contribuindo com a adaptacdo ocorrida no
sistema nociceptivo. Importante salientar que a eficdcia anestésica ¢ medida pela auséncia de
resposta ao estimulo nocivo, que nao € alterada por lesdes no cortex parietal em ratos (Rampil
et al., 1993). Este dado € confirmado por estudos que demonstram que ratos descerebrados e
intactos respondem a mesma concentra¢do de anestésico no bloqueio da resposta a estimulos
dolorosos (Todd et al., 1993) e que mudancas provocadas pelos anestésicos ocorrem em maior
propor¢ao em nivel medular que supramedular (Collins et al., 1995).

Sabe-se que um dos mecanismos de a¢do sugeridos para os anestésicos inalatérios € o
fato de provocarem alteracdes na fluidez de membranas celulares, o que nos leva a sugerir que
esta acdo possa estar envolvida nos efeitos observados em curto prazo; no entanto, ndo em
longo prazo. Este ultimo pode ser decorrente de um processo adaptativo na transmissdo e/ou
modulacdo do estimulo nociceptivo, desencadeado pela administracdo de isoflurano em P14.
Sabe-se que isoflurano ativa tanto sistema glicinérgico quanto GABAérgico (Zhang et al.,
2003), modulando, em nivel medular, a nocicep¢do. Co-sinapses glicinérgicas e GABAérgicas
foram detectadas em medula espinhal de neonatos, mas ndo de adultos (Keller et al., 2001).
Estas co-sinapses podem representar um mecanismo inibitério intrinseco em nivel de medula
espinhal de neonatos, assim compensando a falta de modulacdo inibitéria descendente.
Isoflurano potencializa estas sinapses atuando no sistema nociceptivo intrinseco do neonato
(Sanders et al., 2005). Sinapses inibitorias sofrem alteragdes no periodo pds-natal até a terceira
semana de vida. Os neonatos apresentam co-sinapses glicinérgicas/GABAérgicas, ocorrendo
em animais de maior idade, sinapses glicinérgica e GABA¢érgica independentes (Pattinson &
Fitzgerald, 2004). Nos resultados obtidos nesta dissertacdo, ndo € possivel descartar a
participacdo de receptores, como por exemplo, os gabaérgicos, importantes no
desenvolvimento neuronal, pois estudos imuno-histoquimicos demonstram um aumento na

reatividade destes receptores até P14, seguido de uma diminui¢do em todos os niveis, € uma re-
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localizagao na superficie do corno dorsal (Ma et al., 1994; Tran et al., 2003). Outros
mecanismos de acdo sugeridos para o isoflurano, como o bloqueio de canais i0nicos, inibi¢ao
de neurotransmissores excitatorios, hiperpolarizacdo celular e repercussao indireta no sistema
nervoso autonomo, nao podem ter sua participagdo descartada no processo de adaptacgdo,
ocorrido a partir de sua administra¢do no periodo neonatal.

E importante salientar que os animais que foram submetidos ao procedimento cirdrgico
apresentaram uma reversao parcial da analgesia induzida pelo isoflurano, seis horas apds o
procedimento. Dantas (2007), utilizando o modelo de Brennan modificado, demonstrou que
ratos de 21 dias apresentavam aumento na laté€ncia de retirada da cauda, trinta minutos apds a
realizacdo do procedimento cirurgico. Esta analgesia foi caracterizada como
predominantemente GABAérgica, com participacdo opidide. No presente estudo, a medida de
TFL foi realizada seis horas apds a intervencdo cirdrgica, e ndo foi observada analgesia
relacionada ao procedimento cirurgico. Dor pds-operatdria estd associada a injuria tecidual
periférica. Sabe-se que este dano resulta em aumento da atividade dos nociceptores e aumento
da excitabilidade neuronal, induzindo sensibilizacdo periférica e central (Woolf & Chong,
1993). Em outro estudo, utilizando o modelo de dor pds-operatéria de Brennan, foi
demonstrado que, trés horas apds o procedimento cirdrgico, hd um pico de liberacdo de
aminodcidos excitatérios, como aspartato e glutamato, e estes retornam ao seu nivel basal
somente um dia apds a intervencdo. Estes aminodcidos excitatérios estdo envolvidos na
sensibilizacio medular, mas n3o desempenham papel importante na manuten¢do da
hiperalgesia (Yun et al., 2007). Portanto, sugere-se que esta liberacao de aspartato e glutamato
possa ser responsdvel pela parcial reversdo da analgesia relacionada a administracdo do
isoflurano. Ha poucos estudos relativos a nocicep¢do avaliada em animais adultos que sofreram
procedimento cirirgico em fase precoce pds-natal (Sternberg et al., 2005; Dantas, 2007;

Walker et al., 2009). O modelo cirtrgico utilizado nesta dissertacdo é amplamente utilizado em
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estudos que avaliam o efeito de hipdxia-isquemia neonatal, nao havendo estudos que envolvam
aspectos nociceptivos. Como perspectiva, pretende-se considerar os efeitos da
hipéxia/isquemia em ratos, no P14, sobre os limiares nociceptivos destes animais e suas
possiveis repercussdes na vida adulta.

Em relacdo ao segundo desenho experimental, é importante salientar que dados da
literatura sao relacionados mais freqlientemente a mistura racémica de cetamina, neste trabalho
optou-se por utilizar cetamina S+, enantidomero mais efetivo como anestésico e analgésico que
a mistura racémica e que cetamina R- (Reich & Silvay, 1989). Em contraste com a cetamina,
cetamina S+ ¢é relatada por apresentar menos efeitos colaterais psicomiméticos, como
alucinacdes e desrealiza¢do (Paul et al., 2009). As vantagens potenciais da utilizacdo de um
enantidmero puro, ao invés da mistura racémica, incluem um perfil farmacodinamico menos
complexo e mais seletivo, um maior indice terapéutico e menores complexidade
farmacocinética, intera¢cdes medicamentosas e relacdo dose-resposta (Joo et al., 2000).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a cetamina S+, um antagonista do
receptor NMDA (Feldman et al., 1997), administrada em ratos, no P14, provocou um aumento
do limiar nociceptivo em médio prazo (P30). A atividade dos receptores NMDA desempenha
importante papel no desenvolvimento e plasticidade das conexdes no SNC imaturo
(Garthwaite, 1989). A afinidade e densidade dos receptores NMDA sdo semelhantes em
neonatos e adultos. No entanto, sua distribui¢do difere, sendo, em adultos, restrita a substancia
gelatinosa e, em neonatos, distribuidos por toda a medula, atingindo a distribuicdo do adulto
somente em P28 (Kalb & Hockfield, 1991). No periodo pds-natal, até a terceira semana de
vida, hd uma reorganizacdo das subunidades dos receptores NMDA e também uma re-
localizagdo destes na medula espinhal (Pattinson & Fitzgerald, 2004). A analgesia observada,
nesta dissertacdo, no 16°dia apds a utilizacdo de cetamina S+, sinaliza para um possivel

processo adaptativo, decorrente do uso do farmaco, na transmissdao e/ou modulacio do sistema
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glutamatérgico. Esta alteracdo na sensibilidade nociceptiva pode estar relacionada a alteracoes
centrais e periféricas envolvendo receptores glutamatérgicos, em nimero e/ou afinidade; ou,
ainda, pode ser decorrente de alteragdes em outros sistemas neurotransmissores capazes de
interagir com este sistema, salientando-se a utilizacdo da cetamina S+ e fentanil, o que reforca
a hipétese de que diferentes sistemas de neurotransmissores podem estar envolvidos nesta
alterac@o nociceptiva de médio prazo, decorrente de uma tnica manipulagdo farmacolégica no
periodo de maturacdo pds-natal.

O fentanil € um analgésico opidide amplamente utilizado como adjuvante na anestesia
geral (Linneman et al., 2000; Twite et al., 2004), atuando como agonista especifico do receptor
p (Skaer, 2006). Os receptores opidides p estdo presentes na primeira semana de vida, em
neurdnios do ganglio da raiz do corno dorsal, de pequeno e largo didmetros. Durante o periodo
poOs-natal ocorre down-regulation na expressao destes receptores nas fibras de largo diametro
(Sweitzer et al., 2004). Os receptores u tém seu pico de ligacdo, em medula espinhal, em P7,
com um padrio difuso de ligacdo na superficie do corno dorsal no processo de maturagcdao
(Zissen et al., 2006). Considerando estas informacdes ontogénicas, pode-se sugerir que a
intervencdo farmacoldgica com fentanil em P14 possa ter desencadeado up-regulation dos
receptores W, devido ao rapido declinio da concentracdo do farmaco no SNC imaturo, o que
poderia estar envolvido com a resposta analgésica encontrada.

Além da medula, outras estruturas centrais, como a substancia cinzenta periaquedutal
(SCP), sdo ricas em terminacdes nervosas opioidérgicas (Reichling et al., 1988). A SCP e suas
projecoes descendentes até o bulbo rostral ventromedial e corno dorsal da medula espinhal
constituem um circuito primdrio para modulacdo descendente da dor (Basbaum & Fields,
1984). Sabe-se que a modulacdo inibitéria descendente tem sua maturagdo nas trés primeiras
semanas de vida pds-natal e uma intervencdo farmacoldgica envolvendo o sistema opidide

pode promover alteragdes neste processo. As mudangas encontradas na resposta nociceptiva
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podem estar relacionadas a altera¢des centrais promovidas pelo fentanil, envolvendo receptores
opioidérgicos, em nimero e/ou afinidade.

Em estudo prévio do grupo de pesquisa, utilizando outro agonista opidide (morfina Sug
s.c./dia/7dias a partir do P8), observou-se que esses animais ndo apresentaram a cldssica
tolerancia a opidide, associada a maior tempo de analgesia a morfina em P14, e este efeito se
prolonga pelo menos até P80 (Rozisky et al., 2008). Outro estudo envolvendo agonista opidide
p utilizou a infusdo de 50 pg/kg/hora de fentanil por 72 horas (P14-P16), e os animais
apresentaram tolerancia ao fentanil no TFL em P17, associada a menor sensibilidade a morfina
em P55 (Thornton & Smith, 1998). Estes dois estudos citados envolveram administragao
repetida de agonistas opidides, e foram observadas alteracdes de resposta nociceptiva
importantes em longo prazo. Nesta dissertagdo utilizou-se uma tnica administra¢io de fentanil
em P14 e foi observada analgesia em médio prazo. No entanto, este farmaco foi associado a
cetamina, o que nos leva a sugerir que diferentes sistemas de neurotransmissores podem estar
envolvidos nesta alteracao nociceptiva de médio prazo decorrente de uma tnica manipulagcdo
farmacoldgica no periodo de maturagc@o pds-natal.

As técnicas utilizadas neste estudo ndo nos permitem determinar os reais mecanismos
envolvidos nas alteragdes observadas na resposta nociceptiva em curto, médio e longo prazos
de animais submetidos a anestésicos gerais, com e sem procedimento cirdrgico. Novos estudos
sd0 necessarios para avaliar o nimero e a sensibilidade de receptores gabaérgicos,

glutamatérgicos e opidides, para melhor elucidar os resultados obtidos.

VII.2 - RESPOSTA COMPORTAMENTAL: ATIVIDADE LOCOMOTORA E
ANSIEDADE
A exposicdo ao isoflurano em P14 promoveu alteracdes comportamentais observadas

em CA em todas as idades analisadas. Foi observado um aumento da atividade locomotora em
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P14 (grupo ISO) e P30 (grupos ISO e ISO-CIR). Além disto, em P30, os grupos ISO e ISO-
CIR apresentaram reducdo na laténcia de saida do primeiro quadrante, indicativo de
diminui¢do no nivel de ansiedade. Em P60, somente o grupo ISO-CIR apresentou este efeito.
No entanto, no LCE nao foi observada diferenga entre os grupos para todos os parametros
comportamentais avaliados. Estes resultados, considerados em conjunto, sugerem que as
alteracdes comportamentais observadas em campo aberto sdo relacionadas a aumento da
atividade locomotora, sem envolvimento com o estado de ansiedade dos animais.

A atividade locomotora € resultado da interacdo de véarios sistemas de
neurotransmissores. A dopamina é destacada entre estes, uma vez que, na auséncia de
estimulagdo central de receptores de dopamina, a atividade locomotora pode niao ocorrer ou
ndo ser desempenhada de forma significativa (Irifune et al., 1997). Mecanismos
dopaminérgicos dentro do nicleo accumbens e do estriado desempenham um papel importante
no controle da atividade locomotora e a estimulacao destes neur6nios provoca um aumento na
atividade locomotora, enquanto que a diminui¢cdo dos niveis de dopamina provoca uma
diminui¢do do comportamento espontaneo (Fishman et al., 1983; Arnt, 1987). A dopamina €
um dos primeiros neurotransmissores a ser encontrado no cérebro em desenvolvimento (Levitt
& Rakic, 1982; Puelles & Verney, 1998). A enzima tirosina-hidroxilase € o passo limitante na
sintese de dopamina, tornando-se assim um marcador util para detec¢do de neurOnios
dopaminérgicos. Esta enzima encontra-se com reatividade positiva no periodo embriondrio (E)
de E12-13 em cortex cerebral (Frederick & Stanwood, 2009). A densidade de ax6nios que
expressam a enzima tirosina-hidroxilase positiva no cortex apresenta um aumento gradual ao
longo do desenvolvimento, que declina no periodo pds-natal, para atingir niveis do adulto
durante a puberdade (Frederick & Stanwood, 2009). Os receptores de dopamina sdo expressos
em regides cerebrais corticais, no inicio do periodo embriondrio, em ratos, bem como em

primatas (Rao et al., 1991; Jung & Bennett, 1996), e ambos receptores, D1 e D2, encontram-se
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acoplados a proteina-G. Durante o periodo pré-natal e na fase precoce do periodo pds-natal,
ocorre um aumento dos receptores D1 e D2, para somente alcancar os niveis de expressao em
adultos entre P14 e P21 em roedores (Sales et al., 1989; Rao et al., 1991; Schambra et al.,
1994; Caille et al., 1995). Estudos relatam que o isoflurano induz aumento significativo na
liberacdo de dopamina em sinaptossomas de estriado de ratos (Mantz et al., 1994) e também
promove uma inibi¢do da recaptacdo sinaptossomal de dopamina em cérebro de ratos (EI-
Maghrabi & Eckenhoff, 1993). Em um estudo de microdidlise in vivo, doses anestésicas de
isoflurano promoveram um aumento da concentragdo extracelular de dopamina no estriado de
ratos (Opacka-Juffry et al., 1991). Portanto, considerando estes estudos, é plausivel sugerir que
os resultados obtidos em relacio a alteracdo na locomog¢do de animais manipulados
farmacologicamente, em P14, com isoflurano, em curto e em médio prazo, podem refletir
alteracdes na transmissao e/ou modulacdo no sistema dopaminérgico imaturo. Futuros estudos
utilizando farmacos que atuam em sistema dopaminérgico, no modelo em estudo, poderdo
melhor elucidar este efeito.

Por outro lado, observou-se que a administragdo de cetamina S+/fentanil (grupos CF e
CF-CIR) promoveu diferencas comportamentais, tanto no CA quanto LCE. No P30, observou-
se aumento da atividade locomotora no CA, associado a uma diminui¢do no nimero de bolos
fecais, sendo este ultimo efeito somente observado no grupo CF, ambos 0s comportamentos
indicativos de menor nivel de ansiedade. No LCE, os animais em P30 apresentaram um
aumento no numero de unprotected head dipping e de entrada nos bracos abertos, associado a
um maior tempo de permanéncia nos bragos abertos. Salienta-se que os animais que receberam
intervengdo cirdrgica apresentaram um maior aumento nos comportamentos de entrada e tempo
de permanéncia nos bragos abertos, quando comparados aos do grupo que foi submetido
apenas a cetamina S+/fentanil. Corroborando os resultados obtidos no CA, sugerem uma

diminui¢do nos niveis de ansiedade em animais submetidos a interven¢do farmacoldgica e
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cirirgica ocorrida em P14. J4 em P60, a exposicdo dos animais ao LCE demonstrou que
aqueles que receberam somente cetamina S+/fentanil apresentaram aumento no ndmero de
protected head dipping, de unprotected head dipping e de entradas nos bragos abertos,
associado a aumento do tempo de permanéncia nos bragos abertos. Pode-se, entdo, inferir que a
manipulacdo farmacoldgica promoveu alteracdes comportamentais indicativas de menor nivel
de ansiedade observada nos animais pelo menos até P60. Cabe salientar que ndo foram
observadas diferencas, entre os grupos, entre 0s parametros comportamentais analisados no
CA.

Estes resultados demonstram que a utilizacdo de antagonista NMDA, como a cetamina
S+, em P14, diminui os niveis de ansiedade em médio e longo prazos. Estudos anteriores
demonstram que antagonistas de receptores NMDA possuem ag¢do ansiolitica tanto em ratos e
humanos (Barkus et al., 2010). Nossos resultados corroboram estudo de Hayase e
colaboradores (2006), que, utilizando o teste do LCE, demonstraram que a cetamina apresenta
acdo ansiolitica em ratos.

Para um melhor entendimento do quadro de ansiedade, possiveis mecanismos e regides
do cérebro tém sido estudados. Destacamos estruturas cerebrais como regido dorsal da
substancia cinzenta periaquedutal (Guimaraes et al., 1991; Matheus et al., 1994) e a porcao
ventral do hipocampo (Bannerman et al., 2002, 2003). A administra¢do de antagonista NMDA
diretamente na regido dorsal da substincia cinzenta periaquedutal, em animais adultos,
promoveu menor nivel de ansiedade no LCE (Guimardes et al., 1991), e sabe-se que
subunidades do receptor NMDA localizado no hipocampo exercem papel importante na
ansiedade (Bannerman et al., 2002, Niewoehner et al., 2007). No periodo de maturacao pds-
natal, receptores de diversos sistemas estdo em processo de reorganizacdo ou mesmo re-
localizagdo dentro do sistema nervoso, incluindo receptores NMDA. Portanto, diferentes

periodos de exposicdo a anestésicos durante o desenvolvimento cerebral podem afetar

76



Discussdo

diferentes regides do cérebro (Irifune et al., 1991). O periodo de crescimento neuronal comeca
no ultimo trimestre de gravidez em humanos e continua até dois anos de idade (Bayer et al.,
1993). Em ratos e camundongos, o periodo de crescimento neuronal compreende as trés
primeiras semanas de vida pds-natal (Davison & Dobbing, 1968; Byrnes et al., 2001).

Cetamina, além de atuar em receptores NMDA, também atua em receptores do tipo
AMPA (Maeng et al., 2008), GABA, (Hevers et al., 2008), opidides (Hirota et al., 1999),
colinérgicos (Abelson et al., 2006), receptores da substancia P (Okamoto et al., 2003),
dopaminérgicos (D2) e serotoninérgicos (5-HT2) (Kapur & Seeman, 2002). Cetamina provoca
mudancas nos niveis cerebrais de monoaminas em ratos (Usuda et al., 1981; Yamamoto et al.,
1982) e primatas (Bacapoulos et al., 1979), aumentando liberacao de dopamina e norepinefrina
no estriado e fatias corticais, respectivamente (Smith et al., 1975; Snell et al., 1984). Cetamina
também interage com os transportadores da recaptacdo de monoaminas, da mesma forma como
os farmacos antidepressivos, aumentando concentragdes sindpticas das monoaminas (Tso et al.,
2004), como dopamina e norepinefrina no estriado (Johnson & Snell, 1985) e sinaptossomas de
cortex (Smith et al., 1981), respectivamente. Na literatura, relata-se ainda que, a ansiedade
pode estar relacionada com o desequilibrio entre os sistemas noradrenérgico e serotonérgico
(Tanaka et al., 2000). Pode-se sugerir que alteracdes observadas nos niveis de ansiedade, apds
a utilizacdo de cetamina S+ em P14, podem ser decorrentes de modulacdo no sistema
glutamatérgico, em desenvolvimento neste periodo. Além disto, deve ser considerada a
participacao de diferentes sistemas de neurotransmissores, salientando-se que a cetamina foi
associado ao fentanil.

O fentanil é um agonista especifico de receptores p (Skaer, 2006) largamente utilizado
em procedimentos anestésicos. Estudos ontogénicos demonstram que 0s receptores U € K
estdo presentes no nascimento, enquanto que Os receptores O aparecem somente aparecem

depois da segunda semana poés-natal (Wohltmann et al., 1892, Barg et al., 1989). Sua
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expressao e sua capacidade de ligacdo sofrem considerdvel reorganizagao no periodo pds-natal
(Rahman et al., 1998; Beland & Fitzgerald, 2001). Em adultos, é demonstrado que estruturas
cerebrais, como o hipocampo e a SCP, expressam uma alta densidade de receptores opidides
(Drake & Milner, 1999), que, como descrito acima, podem estar envolvidos em mecanismos
relativos a ansiedade. Recente estudo demonstrou que alteragdes hipocampais, como maior
excitabilidade, ocorrem ap6s aguda administragdo de fentanil, em ratos adultos (Kouvaras et
al., 2008). Estudos anteriores demonstraram efeito anti-aversivo da morfina administrada
diretamente na SCP. Este efeito foi antagonizado pela naltrexona (antagonista
preferencialmente p), sendo que os efeitos anti-aversivos foram mimetizados pelo DAMGO,
agonista seletivo dos receptores pu (Motta et al., 1995; Anseloni et al., 1999). A partir do nosso
estudo, podemos sugerir que, numa fase, em que ocorre intensa sinaptogénese e rearranjos
moleculares (em P14), exposi¢do tnica a um agonista opidide, associado a um antagonista
glutamatérgico, possa promover alteracdes que perdurem até a vida adulta, e que estes efeitos
podem ser decorrentes da acdo individual de cada farmaco e/ou da interagdo entre eles.

As técnicas utilizadas neste estudo ndo nos permitem determinar os reais mecanismos
envolvidos nas alteracdes observadas na resposta comportamental de animais submetidos a
anestésicos gerais, com e sem procedimento cirirgico. Novos estudos sdo necessirios para
avaliar os sistemas citados acima, como os dopaminérgicos, glutamatérgicos e opidides,
principalmente relativos ao receptor pu; avaliando adaptagcdes que possam ter ocorrido em

nimero e/ou sensibilidade dos receptores, para melhor elucidar os resultados obtidos.

VIL3 - ATIVIDADE ENZIMATICA: HIDROLISE DOS NUCLEOTIDEOS DE
ADENINA EM MEDULA ESPINHAL DE RATOS
Os resultados obtidos nesta dissertagdo demonstram que a administracao de anestésicos

gerais, associada ou ndo ao procedimento cirtirgico, no periodo neonatal, produz altera¢des nas
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atividades de hidrdlise de nucleotideos da adenina em sinaptossomas de medula espinhal, em
curto e médio prazo.

Quando se avalia o efeito da administracdo de isoflurano em P14, observa-se que os
animais do grupo ISO apresentaram diminui¢do na hidrélise dos trés nucleotideos analisados
(ATP, ADP e AMP). Dentre as oito NTPDases caracterizadas, as formas 1, 2, 3 e 8 estido
ancoradas a membrana plasmadtica, com sua atividade catalitica voltada para o meio
extracelular, e necessitam de fons Ca®* ou Mg®* em concentra¢des milimolar para atividade
maxima, sendo inativadas na auséncia desses fons (Zimmermann, 2001). Considerando que
nosso estudo envolve sinaptossomas de medula espinhal, avaliando a atividade de
ectonucleotidases, portanto localizadas em membranas celulares, pode-se sugerir que diferentes
mecanismos de acdo atribuidos ao isoflurano possam estar envolvidos nas alteracdes da
funcionalidade destas enzimas, destacando-se sua interferéncia em volume e fluidez de
membranas celulares, assim como, bloqueio de canais idnicos, aumento do tonus do sistema
gabaérgico, inibicdo de neurotransmissores excitatdrios e hiperpolarizagdo celular.

Considerando que a NTPDase 1, também conhecida como ecto-apirase, hidrolisa
igualmente os nucleotideos trifosfatados e difosfatados (1:1), pode-se sugerir esta seja a
enzima envolvida no efeito observado apds a utilizagc@o de isoflurano no periodo neonatal. Esta
enzima apresenta ampla distribui¢do nas superficies celulares de todos os tipos de células do
sistema nervoso central (Nagy, 1997; Zimmermann, 2001, 2006). Quando a NTPDase 1 esta
ativa, o ATP extracelular é convertido a AMP e, apds, a adenosina pela ecto-5’nucleotidase.
Com isto, o ADP ndo é um produto aprecidvel. Entretanto, quando a NTPDase 1 estd inibida,
como € o caso do sinaptossoma de medula espinhal, o ATP é convertido em ADP por outras
ecto-ATPases, e 0 ADP pode se acumular transitoriamente no meio extracelular. Neste caso, o
AMP, que é o substrato da ecto-5’nucleotidase, pode estar diminuido. Adicionalmente, a

reacdo catalisada pela ecto-5’nucleotidase € passo limitante na via de conversdo do ATP

79



Discussdo

extracelular em adenosina (Cunha & Ribeiro, 2000). E importante observar que esta enzima é
inibida pelo ATP e/ou ADP (Cunha & Sebastido, 1991). Entdo, somente quando os niveis de
ATP e ADP diminuem abaixo do limiar de inibi¢ao da ecto-5 nucleotidase, ocorre formagao de
adenosina em quantidade considerdvel. Pode-se sugerir, no caso de administracao de isoflurano
em P14, que o ATP e o ADP podem se acumular no meio extracelular de neur6nios sensoriais
da medula espinhal, devido a inibicdo das atividades NTPDa4sicas, e o aumento destes
nucleotideos inibe a atividade da ecto-5’nucleotidase. Entretanto, é dificil inferir se esse ensaio,
realizado in vitro, resultard ou ndo em diminui¢ao de adenosina extracelular in vivo.

A disponibilidade de ATP extracelular aumenta em decorréncia de uma variedade de
mecanismos, incluindo estimulacio mecanica, liberacdo vesicular com outros
neurotransmissores (ex: acetilcolina, noradrenalina, glutamato, GABA e neuropeptideo Y) ou
dano celular (ex: cirurgia, hipéxia) (Burnstock & Williams, 2000; North, 2002; Burnstock,
2007). A degradacao metabdlica do ATP leva ao aumento dos niveis extracelulares de ADP,
AMP e adenosina, todos com atividades mediadas por receptores especificos. No contexto da
transmissdo nociceptiva, a ativacdo de receptores P1 pela adenosina diminui a nocicepg¢do, a
inflamacao e a excitabilidade celular (McGaraughty & Jarvis, 2006), enquanto que a ativacao
de receptores P2 pelo ATP estimula a excitabilidade celular e aumenta a liberacdo de
aminodcidos excitatorios, desencadeando respostas nociceptivas e podendo levar a apoptose.
A injuria tecidual resulta em liberacdo de mediadores pré-nociceptivos, entre eles o ATP, que
sensibilizam terminais nervosos periféricos e que podem levar a um aumento na excitabilidade
neuronal nos neurdnios do corno dorsal da medula espinhal. O procedimento cirdrgico
utilizado nesta dissertacdo pode ser caracterizado como um evento lesivo, causando lise
celular. Observou-se que apenas a administracdo de isoflurano produziu diminuicdo nas
atividades NTPD#dsicas e esta foi revertida pela cirurgia. Portanto, pode-se sugerir que este seja

um efeito compensatdrio, devido ao aumento da liberacdo de ATP causada pela cirurgia.
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A administracdo de cetamina S+/fentanil ndo foi capaz de alterar a hidrdlise dos
nucleotideos de adenina em P14; porém este efeito ocorreu em P30, como aumento nas
hidrélises de ATP e AMP. E a cirurgia reverteu somente o aumento da hidrélise do ATP. Neste
caso, o efeito foi mais tardio, mas ndo menos importante, pois demonstra que o uso destes
farmacos interfere na sinaliza¢do purinérgica. Como este efeito € observado em médio prazo,
pode-se sugerir que a associacdo de cetamina S+/fentanil em P14 gera um processo adaptativo
no sistema purinérgico, mais especificamente na hidrélise dos nucleotideos da adenina, que
pode estar sendo refletido nas altera¢des nociceptivas observadas nestes animais.

Considerando que a NTPDase 2, também conhecida como ecto-ATPase, apresenta
grande preferéncia pelos nucleotideos trifosfatados sobre os difosfatados (30:1), pode-se
sugerir como sendo esta a enzima responsavel pelo efeito observado ap6s a administragdo de
cetamina S+/fentanil no periodo neonatal, tendo a fun¢do de modular o sinal do ATP em
sinaptossomas de medula espinhal em P30. Esta enzima € expressa em SNC de ratos desde o
periodo embriondrio e, dessa maneira, ndo somente inativa os ligantes de receptores dos
nucleotideos trifosfatados, mas também gera ligantes para os receptores dos nucleotideos
difosfatados (Zimmermann, 2006). Estd bem estabelecido que o ATP é um neurotransmissor
facilitatério da nocicepgdo ao atuar em receptores P2X3. no entanto, estes receptores estdo co-
localizados com receptores P2Y, inibitérios da nocicep¢do (Ruan & Burnstock, 2003). Além
disto, outros receptores P2Y sdo capazes de inibir a adenilato ciclase (von Kiigelgen, 2006) e,
com isso, promover uma inibi¢ao da libera¢do de neurotransmissores (Hussl & Boehm, 2006).

A administracdo de cetamina S+/fentanil em P14 provocou analgesia observada no teste
de tail-flick e aumento da hidrélise de ATP e AMP em sinaptossomas de medula espinhal, em
P30. Considerando que estes resultados podem estar relacionados, € importante considerar que
o aumento da hidrélise do ATP por ecto-ATPases tem como conseqiiéncia aumento da

concentracdo de ADP. Estudos prévios demonstram que o ADP, gerado pela degradacdo
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enzimdtica de ATP, € um potente agonista P2Y (Burnstock, 2006; Zimmermann, 2006),
diminuindo a neurotransmissdo excitatoria em neurdnios sensoriais secundarios e minimizando
o efeito algogénico do ATP (Gerevich et al., 2004). A ativagdo de receptores P2Y estimula
varios mecanismos modulatérios intracelulares, tais como ativagao de fosfolipase C e aumento
de adenilato ciclase (von Kiigelgen, 2006). Por outro lado, outros receptores P2Y sao capazes
de inibir esta enzima (von Kiigelgen, 2006), promovendo a inibi¢do da liberacdo de
neurotransmissores (Hussl & Boehm, 2006). Embora a hipétese sugerida nao tenha sido testada
neste estudo, pode-se sugerir que o aumento na hidrélise do ATP, em medula espinhal de ratos
jovens submetidos no periodo neonatal a administracdo de cetamina S+/fentanil, tem a funcdo
de remover o sinal do ATP, gerando um segundo sinal mediado pelo ADP.

Considerando que o aumento da hidrélise do AMP gera maiores concentragdes de
adenosina, pode-se sugerir que este efeito esteja colaborando com a analgesia observada nestes
animais no TFL em P30. Os receptores de adenosina do subtipo A, estdo associados com o
efeito modulatério na transmissdo da dor em nivel espinhal (Keil & DeLander, 1996).
Agonistas A; parecem atuar pré-sinapticamente, inibindo a liberacdo de neurotransmissores,
como noradrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolina e glutamato (Brundege & Dunwiddie,
1997); ou pos-sinapticamente, reduzindo a excitabilidade neuronal pelo aumento da
condutincia de K* (Hass & Greene, 1988; Lamber & Teyler, 1991). A adenosina formada
endogenamente estd envolvida no controle fisiolégico da dor e com antinocicep¢ao opidide
(Bennet, 2000).

Em P30, o procedimento cirtirgico ndo reverteu o aumento na hidrélise do AMP,
desencadeado pela administra¢do da associacdo cetamina S+/fentanil realizada em P14; porém,
reverteu o aumento da hidrélise de ATP. Pode-se sugerir que o aumento da disponibilidade de
ATP extracelular decorrente da exposi¢do a procedimentos invasivos citado na literatura

(Burnstock & Williams, 2000; North, 2002; Burnstock, 2007) possa ser decorrente da inibi¢dao

82



Discussdo

da expressdao da enzima de hidrélise do ATP e/ou da atividade ATP&sica. Neste caso
especifico, o aumento observado pela administracao de cetamina S+/fentanil foi revertido pelo
procedimento cirurgico, sendo observado como resultado final um nivel de hidrélise do ATP
igual ao do grupo controle. Pode-se inferir que houve um equilibrio entre os efeitos decorrentes
dos dois fatores (administragao de cetamina S+/fentanil e cirurgia), que pdde ser observado
dezesseis dias apds a intervengao.

Como este estudo foi desenvolvido em animais no periodo neonatal e, portanto, em
periodo em que o SNC estd em processo de maturacdo, é importante salientar que, ao longo do
desenvolvimento, alteragdes em receptores ativados por nucleotideos e nucleosideos da
adenina podem ser acompanhadas por alteracdes nas ectonucleotidases (Zimmermann, 2006).
Além disso, NTPDase 1 e 3 sdo encontradas em neurdnios, enquanto que a NTPDase 2 esta
associada com imaturidade e células gliais satélites no ganglio da raiz dorsal (Braun et al.,
2004). Ressalta-se também que a ecto-5’nucleotidase encontra-se predominantemente na glia
em SNC adulto, e evidéncias demonstram que esta enzima pode estar relacionada com
desenvolvimento da superficie neural e plasticidade (Zimmemann, 2006).

Uma multiplicidade de receptores, transmissores, sistemas de segundos mensageiros,
fatores de transcricdo e outras moléculas sinalizadoras estdo envolvidas nas vias de dor
(Honore & Jarvis, 2006; Perl, 2007). E importante salientar que os efeitos das purinas na
nocicep¢ao sdo complexos, dependendo do subtipo de receptor ativado e sua localizagdo. As
técnicas utilizadas neste estudo ndo permitem determinar os reais mecanismos envolvidos nas
alteracOes das hidrélises dos nucleotideos da adenina observadas em decorréncia da
administracao de anestésicos gerais no periodo neonatal. Novos estudos sdo necessarios para
avaliar o papel do sistema purinérgico na acao dos anestésicos gerais; avaliando adaptacdes
que possam ter ocorrido em numero e/ou sensibilidade das enzimas e até mesmo dos

receptores, para melhor elucidar os resultados obtidos.
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Conclusoes

VIIL.1 - CONCLUSOES ESPECIFICAS
Os resultados obtidos nesta dissertacao nos permitem concluir que:

1. a administracido de isoflurano em P14 produziu:

1.1. diminui¢@o na nocicepc¢ao em curto prazo (P14), parcialmente revertida pelo procedimento
cirtrgico;

1.2. diminui¢@o na nocicep¢ao em longo prazo (P60);

1.3. aumento na atividade locomotora em curto prazo (P14), revertida pelo procedimento
cirtrgico;

1.4. aumento da atividade locomotora em médio prazo (P30);

1.5. diminui¢do da hidrélise de ATP, ADP e AMP em curto prazo (P14), reversdao da
diminui¢do da hidrélise do ATP e ADP pelo procedimento cirdrgico.

2. a administracdo de cetamina-s/fentanil em P14 produziu:

2.1. diminui¢@o na nocicepg¢ao em curto prazo (P30);
2.2. aumento na atividade locomotora em médio prazo (P30);
2.3. diminui¢@o no nivel de ansiedade em médio (P30) e longo prazos (P60);
2.4. aumento da hidrélise de ATP e AMP em médio prazo (P30), reversdo do aumento da
hidrélise do ATP pelo procedimento cirtrgico.
VIIL.2 - CONCLUSAO GERAL

Considerando o conjunto dos resultados desta dissertacdo, pode-se concluir que a
administracao de anestésicos gerais, independentemente da via de administra¢do, associado ou
ndo a procedimento cirdrgico em ratos, no periodo neonatal (P14), promove alteracdes
comportamentais e bioquimicas de curta, média e longa duragdo, portanto com repercussdes na
vida adulta. Isto nos leva a salientar a importincia do conhecimento da neurobiologia de
animais de menor idade, objetivando a escolha de adequado manejo farmaco-terapéutico nestes

individuos.
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IX - PERSPECTIVAS

Devido as técnicas utilizadas neste estudo ndo permitirem determinar os reais
mecanismos envolvidos nas alteracdes comportamentais e bioquimicas, sdo necessdrias novas
pesquisas envolvendo os diversos sistemas citados, como glutamatérgico, opioidérgico,
gabaérgico, dopaminérgico, que permitam um melhor entendimento dos resultados obtidos.
Para tanto, buscaremos a utilizacdo de farmacos que atuem especificamente nos sistemas de
neurotransmissores citados acima. Além disso, avaliaremos possiveis adaptacdes ocorridas em
nimero e/ou sensibilidade de receptores destes neurotransmissores, utilizando técnicas
especificas, bem como, a andlise da expressio das E-NTPDases e concentracoes de
nucleotideos e nucleosideos da adenina em medula espinhal de ratos submetidos a

administracao de anestésicos gerais em P14.
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XI.1- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

HCPA - HOSPITAL DE CLIiNICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagao
COMISSAQ CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissdo Cientifica e a Comisséo de Pesquisa e Etica em Salde, que é reconhecida pela Comisséio
Nacional de Etica em Pesquisa {CONEP)YMS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP);‘USDHHS como Institucional Review Board (IRBOG00921)
analisaram o projeto;

Projeto: 08-149

Pesquisadores:
IRACI {UCENA DA SILVA TORRES

ANA MARIA OLIVEIRA BATTASTINI
WOLNEI CAUMO

IONARA RODRIGUES SIQUEIRA
CARLOS ALEXANDRE NETTO
MARIA PAZ LOAYZA HIDALGO
LICIANE FERNANDES MEDEIRCS

Titulo: EFEITO DA ADMINISTRAGAO DE ANESTESICOS GERAIS E PROCEDIMENTO
CIRURGICO SOBRE AS ATIVIDADES NTPDASICA E DE 5-NUCLEOTIDASE EM
MEDULA ESPINHAL RATOS INFANTES

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos, de acordo com as Diretrizes e
Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselha
Nacional de Saude. Toda e qualquer alteragao do Projeto devera ser comunicada ao CEP/HCPA.

Os membros do CEP/HCPA nao participaram do processo de avaliagdo dos projetos onde constam ¢omo
pesquisadores.

Porto Alegre, 09 de junho de 2008.

Coordenadora do GPPG e CEP-HCPA
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