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“Só existem dois dias no ano que nada pode ser feito, 

 Um se chama ontem e o outro se chama amanhã,  

Portanto hoje é o dia certo para amar,  

Acreditar, fazer e principalmente viver. ” 
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RESUMO 

Devido a dificuldades técnicas de modelagem experimental e de aferição de dor, até 
os anos 70, acreditava-se que recém-nascidos e lactentes jovens não teriam maturidade 
neurológica para conduzir, de forma adequada, os estímulos dolorosos; portanto, não sentiam 
dor. Recentes estudos, focados na área de neurobiologia do desenvolvimento, têm 
demonstrado como as informações sensoriais são processadas no início da vida e que dor 
intensa ou persistente no prematuro ou neonato pode provocar alterações de comportamento 
e percepção da dor que podem persistir no decorrer da vida. Considerando a relevância do 
tema, este trabalho teve como objetivo avaliar possíveis alterações comportamentais e 
bioquímicas, a partir de uma intervenção farmacológica com anestésicos gerais, 
acompanhados ou não de procedimento cirúrgico realizado no 14°dia de vida do animal.  
Foram utilizadas 40 ninhadas padronizadas com 8 ratos Wistar machos. O modelo cirúrgico 
utilizado foi descrito por Levine, modificado por Rice et al. (1981), porém sem a oclusão da 
carótida. Para as avaliações comportamentais foram utilizados os testes de campo aberto, 
labirinto em cruz elevado, tail-flick e formalina. O parâmetro bioquímico 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 
(O2), 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 diminuição da hidrólise de ATP, ADP e AMP em P14. É 
importante salientar que o procedimento cirúrgico reverteu a diminuição na hidrólise do ATP 
e do ADP. Os animais que receberam cetamina S+/fentanil (CF) apresentaram diminuição do 
nível de ansiedade (P30 e P60) e maior analgesia no tail-flick (P30), associadas a aumento da 
hidrólise de ATP e AMP, o procedimento cirúrgico reverteu o efeito observado no ATP. 
Esses resultados indicam que manipulações farmacológicas com anestésicos gerais, como as 
utilizadas nesta dissertação, em um período de maturação do sistema nervoso central, 
promovem alterações que podem ser percebidas ao longo da vida do animal. Os anestésicos 
são capazes de interagir com uma variedade de sistemas neuronais, incluindo sistemas 
GABAérgico, glicinérgico, colinérgico e glutamatérgico, e alterações em número e/ou 
afinidade de receptores destes sistemas podem estar contribuindo com os resultados obtidos 
nesta dissertação. No entanto, as técnicas utilizadas neste estudo não nos permitem 
determinar os mecanismos de neurotransmissão suscetíveis à exposição a anestésicos gerais, 
associado ou não ao procedimento cirúrgico, em animais com 14 dias, e envolvidos nas 
alterações observadas nas respostas comportamentais e bioquímicas em curto, médio e longo 
prazos. Novos estudos são necessários para melhor elucidar os resultados obtidos. 
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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, tail-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 (O2), 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 tail-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.1 - DOR 

I.1.1 – CONTEXTO HISTÓRICO 

Desde os primórdios da civilização, o ser humano procura esclarecer as razões que 

justificam a ocorrência da dor e desenvolver procedimentos destinados ao seu controle. 

Bhudda (623-543 a.C.) atribuiu à universalidade da dor à frustração do desejo. Embora 

reconhecendo que a dor fosse sensação, os budistas e hindus conferiam maior significado 

emocional à experiência dolorosa. Demócrito (460-370 a.C.) descreveu a dor como resultado 

da invasão do corpo por partículas em estado anormal de agitação, do que resultaria 

desorganização da harmonia das moléculas. Hipócrates (460-360 a.C.) sugeriu a existência 

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). Platão (427-347 a.C.) acreditava que 

a dor e o prazer eram condições comuns a todo corpo e que o prazer resultaria do alívio da 

dor.  Aristóteles (384-322 a.C.) distinguiu as cinco sensações: visão, audição, gustação, 

olfato e tato. Ele imaginava que a dor seria sentida no coração e, como o tato, se originaria na 

carne e seria transferida através do sangue ao coração; as sensações seriam de prazer, mas, 

em excesso, passariam a ser destrutivas ou dolorosas (Rey, 1993; Bonica & Loeser, 2001). 

Straton posteriormente descreveu o encéfalo e propôs que o centro das sensações, 

incluindo a dor, deveria localizar-se no cérebro. Herofilus (335-280 a.C.) e Erasistratus (310-

250 a.C.) apresentaram evidência de dois tipos de nervos: os responsáveis pelos movimentos 

e os responsáveis pelos sentimentos e sensações (Madigan & Raj, 2000). Celsus (42 a.C. - 37 

d.C.), conhecido como “Cícero da Medicina”, relacionou a dor ao fenômeno da inflamação – 

hiperemia, calor e edema - mas não mencionou o papel do encéfalo. Galeno (131-201 d.C.) 

recuperou o trabalho dos egípcios e gregos; restabeleceu a importância dos sistemas nervosos 

central (SNC) e periférico no processamento das funções sensitivas, onde os nervos maiores 
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veiculariam sensibilidades especiais e o centro das atividades sensitivas seria o encéfalo. Este 

pesquisador identificou três condições necessárias para a percepção da dor: o órgão para 

receber as impressões externas, a via de conexão e o centro organizacional para transformar a 

sensação em percepção consciente. Classificou as diferentes qualidades de dor (pulsátil, em 

peso, em tensão, lancinante) e sugeriu duas possíveis causas para as doenças e a dor: 

desorganização interna e agressão externa (Bonica & Loeser, 2001). 

No século XVII, os conceitos de Aristóteles mantiveram-se como verdadeiros, 

atestados por autoridades científicas, e a idéia de ser o coração o sensorium commune 

manteve-se paralelamente à teoria do cérebro ser o centro da percepção sensitiva. Descartes 

(1596-1650 d.C.) teorizou que a percepção da dor seria uma modalidade particular, dentre as 

várias sensações (Bonica & Loeser, 2001). Willis (1621-1675 d.C.) enfatizou que a dor 

preveniria a lesão do organismo em perigo e geraria movimentos de proteção ou fuga para 

proteger o corpo da agressão. No século XVIII, Bilon considerava a dor não somente como 

sinal de alarme, mas também como instrumento para localizar a doença que a causou 

(Teixeira & Okada, 2009).  

No século XIX, Comte resumiu que as sensações de dor envolveriam um órgão 

mutável pelo estímulo doloroso e um sistema de vias de condução deste estímulo para 

centros nervosos prévios ao centro nervoso da percepção. Os estudos propiciaram a 

formulação de duas teorias fisiológicas para a dor: a teoria da especificidade e a teoria do 

padrão de estímulos. Pacini, em 1840, descobriu os corpúsculos táteis responsáveis pela 

sensação de pressão. Meissner e Wagner, em 1852, descobriram os receptores responsáveis 

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 à 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 amielínicas. A mediação química 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 

percepção e a reação.  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 

influência dos sistemas inibitórios descendentes (Teixeira & Okada, 2009). 

Até os anos 70, devido a dificuldades técnicas de modelagem experimental e de 

aferição de dor, acreditava-se que recém-nascidos (RN) e lactentes jovens não teriam 

maturidade neurológica para conduzir, de forma adequada, os estímulos dolorosos, devido à 

imaturidade do sistema nervoso (SN) (mielinização incompleta, imaturidade do córtex 

cerebral, sinaptogênese incompleta das vias envolvidas com a sensação dolorosa); portanto, 

não sentiam dor (Berde et al., 1989). Havia, também, a crença de que esses pacientes não 

teriam capacidade de armazenar em sua memória essas experiências dolorosas, e, mesmo que 

experimentassem dor, esta manifestação não seria deletéria ao seu organismo. Autores como 

Swafford e Allen (1968) afirmavam textualmente que: “pacientes pediátricos raramente 

necessitam de medicação para aliviar a dor, tolerando bem o desconforto”. E acreditava-se 

que, mesmo que experimentassem dor e que esta levasse a danos orgânicos, seria muito 

perigoso administrar agentes anestésicos ou analgésicos nessa faixa etária (Berde et al., 

1989).  

Atualmente, evidências sugerem que dores não tratadas em crianças e adolescentes 

podem desencadear alterações no perfil de resposta nociceptiva (Caumo et al., 2003; Peters 

et al., 2005). Além disso, tem sido relatado que pacientes submetidos a cirurgias no início da 

vida apresentam menor limiar de dor pós-operatória quando estão na faixa etária entre 7 e 13 

anos, em comparação com crianças submetidas a cirurgias na mesma faixa etária, mas que 

não foram operadas quando bebês (Caumo et al., 2000; 2003). Em outro estudo, foi 

demonstrado que bebês operados até os três meses de idade, que sofreram cirurgia 
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subseqüente no mesmo dermátomo até os três anos de idade, precisaram de maior analgesia 

nos períodos trans-operatório e pós-operatório, associada a maior concentração de 

norepinefrina plasmática (Peters et al., 2005), em comparação com crianças da mesma idade 

operadas pela primeira vez. Recentes estudos focados na área de neurobiologia do 

desenvolvimento têm demonstrado como as informações sensoriais são processadas no início 

da vida (Pattinson & Fitzgerald, 2004; Sternberg et al., 2004; Fitzgerald, 2005) e que dor 

intensa ou persistente no prematuro ou neonato pode provocar alterações de comportamento 

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

 

I.1.2 – DEFINIÇÃO DE DOR 

A Associação Internacional para o Estudo da Dor (International Association for Study 

of Pain – IASP) conceitua a dor como “uma experiência sensorial e emocional desagradável, 

relacionada com lesão 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 comentários: "a incapacidade de se comunicar verbalmente não impede que um 

indivíduo esteja experimentando dor”; “há necessidade de tratamento adequado para o alívio 

da dor"; "a dor é sempre subjetiva”.  

 A dor é sintoma comum a muitos quadros clínicos. E esta pode ser classificada em 

aguda ou crônica, segundo critério de classificação temporal. A dor aguda tem geralmente 

uma causa próxima e exerce uma função de proteção essencial, associando estímulos nocivos 

potencialmente prejudiciais, com uma sensação desagradável (Woolf, 2004). É causada por 

traumas, doenças subjacentes ou alterações funcionais musculares ou viscerais. Na maioria 

dos casos, cessa em alguns dias ou semanas, com a administração de analgésicos clássicos.  

A dor é dita crônica quando persiste além do estágio de proteção da região lesada, podendo 

não ter uma causa identificável. A IASP adotou parâmetros temporais com base na 
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experiência médica para classificar a dor crônica, considerando três meses de dor como o 

ponto mais conveniente de transição da dor aguda à dor crônica não-maligna (Merskey & 

Bogduk, 1994). Outros autores sugerem que a dor crônica pode variar de um a seis meses 

(Loeser et al., 2001; Morgan & Mikhail, 1996). A dor crônica pode resultar de nocicepção 

periférica ou de disfunções do SNC ou periférico.  

 A dor apresenta dois componentes: reatividade à dor e nocicepção. A nocicepção é o 

processo neurobiológico pelo qual, estímulos nocivos são codificados como impulsos neurais 

e enviados para o cérebro, onde são decodificados de acordo com as propriedades dos 

estímulos (térmico, mecânico, químico) (Chapman & Nakamura, 1999). Em termos clínicos, 

toda nocicepção produz dor, mas nem toda dor resulta de nocicepção. 

  

I.1.3 – TRANSMISSÃO DO ESTÍMULO NOCICEPTIVO 

 Os receptores de dor encontram-se distribuídos de forma ampla no organismo: pele, 

peritônio, tecido subcutâneo, músculo, tendões, órgãos internos e tecidos profundos. 

Também chamados de nociceptores, estão localizados nas terminações nervosas livres, com o 

seu corpo celular localizado nos gânglios da raiz dorsal e nos gânglios dos nervos trigêmeos. 

Destacam-se três principais classes de nociceptores: mecânicos, térmicos e polimodais. Os 

nociceptores térmicos são ativados por temperaturas extremas (>45°C ou <5°C), e os 

mecânicos são ativados por intensa pressão aplicada na pele. Ambas as classes de 

nociceptores são constituídas por fibras cutâneas mielinizadas, do tipo Aδ, que possuem 

velocidade de condução em torno de 5-30 m/s (condução rápida). Os nociceptores 

polimodais são ativados por estímulos químicos, térmicos ou mecânicos de alta intensidade. 

São constituídos por fibras não-mielinizadas do tipo C e possuem velocidade de condução 

em torno de 1 m/s (condução lenta). Em parte, isto explica a dupla sensação de dor quando o 

estímulo é aplicado à pele, de modo que a primeira dor percebida, aguda, é transmitida por 
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fibras Aδ, e a segunda, uma dor difusa lenta, é transmitida pelas fibras C. Os nociceptores 

são estimulados por substâncias liberadas no meio extracelular, como serotonina, H+, K+, 

histamina, bradicinina, colecistocinina e substância P (Loeser et al., 2001). 

 A transmissão sináptica entre neurônios de 1ª ordem (nociceptores) e neurônios de 2ª 

ordem no corno dorsal é mediada por diversos neurotransmissores, como glutamato, 

substância P e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). O glutamato promove 

potenciais excitatórios pós-sinápticos rápidos, por meio da ativação de receptores AMPA. Já 

os potenciais lentos são produzidos por meio da liberação de peptídeos como substância P e 

CGRP (Menescal-de-Oliveira, 2008).  

A informação é conduzida através da medula espinhal até centros superiores por vias 

ascendentes, como os tratos espinotalâmico, espinorreticular, espinomesencefálico e espino-

hipotalâmico. O trato espinotalâmico é a via nociceptiva ascendente mais proeminente na 

medula espinhal. Os axônios cruzam a linha média ao nível da comissura anterior e chegam 

até o tálamo. Este trato é subdivido em dois: espinotalâmico lateral ou via neoespinotalâmica, 

e espinotalâmico medial ou via paleoespinotalâmica. A via neoespinotalâmica projeta-se no 

núcleo póstero-lateral do tálamo, de onde partem projeções para o córtex somatossensorial 

primário. Aí ocorre a percepção da dor. Este trato está relacionado com aspectos 

discriminativos da dor (localização, intensidade e duração) (Loeser et al., 2001). A via 

paleoespinotalâmica, a partir da medula, projeta-se para o tálamo medial e, posteriormente, 

para o córtex cerebral de ambos os hemisférios. Nela, perde-se a somatotopia do estímulo 

(Ferreira, 2004).  

As aferências chegam ao tálamo, estrutura responsável pela integração dos impulsos 

nociceptivos e que envia projeções até o córtex, através dos neurônios de 3ª ordem (DeMarco 

& Pascoe, 2008). O córtex é essencial para determinar aspectos discriminativos, como 

localização, intensidade, duração e natureza do estímulo nocivo, e aspectos afetivo-
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cognitivos, como emoção, percepção, aprendizado e memória (Craig & Dostrovsky, 1999; 

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

 

 

Figura 1. Transmissão do estímulo nociceptivo da periferia até o córtex, destacando os 

neurotransmissores, neuropeptídeos e neuromoduladores nas sinapses.  

 

I.1.4 – MODULAÇÃO DA DOR 

A transmissão nociceptiva é influenciada por processos centrais e periféricos, associada 

à liberação de substâncias mediadoras (neurotransmissores, peptídeos e neuromoduladores) 

que podem excitar ou inibir a transmissão. 
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Em nível espinhal, a estimulação mecânica de fibras aferentes de maior diâmetro, como 

as fibras Aβ, favorece a ativação de interneurônios inibitórios, que diminuem a excitação dos 

neurônios aferentes primários e inibem a neurotransmissão nociceptiva para os neurônios de 2ª 

ordem (Giordano, 2005; Westlund, 2005). 

O sistema inibitório descendente inclui várias estruturas supra-espinhais: substância 

cinzenta periaquedutal (SCP), formação reticular e núcleo magno da rafe (Menescal-de-

Oliveira, 2008) atuando em diferentes sítios do processo nociceptivo. Este sistema  diminui a 

liberação de neurotransmissores excitatórios nas terminações pré-sinápticas de aferentes 

primários, e reduz a excitabilidade nas terminações pós-sinápticas de neurônios de 2ª ordem; e 

em interneurônios (Fields, 1991).  

  

 I.2 - DOR E NEONATOS 

Os primeiros estudos abordando o desenvolvimento fetal difundiram a crença de que o 

feto e o recém-nascido (RN) humanos não sentiam dor ou não 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 possível observar que a mielinização não era imprescindível 

para a transmissão dos impulsos pelo trato sensorial. Atualmente, sabe-se que os componentes 

do SN necessários para a transmissão do estímulo doloroso ao córtex cerebral estão presentes 

em RN a termo e em prematuros, embora a maturação e a organização desse sistema 

neurossensorial continue durante a vida pós-natal (Falcon et al., 1996; Guinsburg et al., 2000).  

 O desenvolvimento do sistema nociceptivo em humanos ocorre durante os 2° e 3° 

trimestres de gestação, e sua maturação, durante os dois primeiros anos de vida (Anand, 1987).  

Durante o 2° trimestre de gestação ocorre o desenvolvimento de vários tipos celulares 

neuronais, a organização laminar e o estabelecimento de conexões interneuronais e a expressão 

de neurotransmissores e de receptores.  
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 As aferências nociceptivas, que transmitem a informação nociceptiva até centros 

superiores, estão completamente mielinizadas na 30ª semana de gestação (Kostovic & Rakic, 

1990), e as fibras talamocorticais, na 37ª semana, sendo de fundamental importância para a 

percepção cortical da dor (Deshpande & Anand, 1996).  

No dia do nascimento, as vias nociceptivas aferentes e suas conexões já estão 

estabelecidas. Estudos histológicos demonstram que a densidade e as propriedades 

neurofisiológicas dos nociceptores no neonato são semelhantes às do adulto (Deshpande & 

Anand, 1996). Além disso, outros estudos demonstram que as vias inibitórias são 

desenvolvidas durante o período pós-natal (revisado por Berde & Sethna, 2002).  Em ratos, o 

sistema inibitório descendente parece não estar funcional até três semanas após nascimento 

(van Praag & Frenk, 1991; Boucher et al., 1998). Fibras serotoninérgicas provenientes do 

tronco cerebral não atingem padrão e densidade de terminações adultas até P21. A estimulação 

da SCP não produz analgesia até P21, o que indica que a inibição descendente tem pouco 

impacto no corno dorsal neonatal (van Praag & Frenk, 1991). As fibras noradrenérgicas 

parecem estar funcionalmente ativas antes das serotoninérgicas. Assim a administração de 

agonistas α2-seletivos reverte a hiperalgesia inflamatória em todas as idades do período pós-

natal (Fitzgerald, 2005). Estudos indicam que ratos recém-nascidos possuem um 

desenvolvimento neurológico similar ao de um ser humano de 24 semanas de gestação 

(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 

três semanas, equivale ao de uma criança de um ano de idade (Fitzgerald & Anand, 1993) 

sendo considerado adulto, a partir da 6ª semana de vida.  
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Estudos em animais têm demonstrado que a exposição de RN a estímulos nocivos pode 

resultar em alterações 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 diminuição da sensibilidade aos estímulos nociceptivos na idade adulta, dependendo do tipo 

e duração do estímulo (Ruda et al., 2000; Lin & Al-Chaer, 2003; Wang et al., 2004; Hohmann 

et al., 2005; Randich et al., 2006). É provável que a natureza plástica do SN do neonato seja 

responsável por estes efeitos (Ruda et al. 2000; Walker et al., 2003; Saab et al., 2004). Em 

seres humanos, tanstornos psiquiátricos apresentados na vida adulta, tais como ansiedade, 

depressão e esquizofrenia, também têm sido citados como decorrentes de processos dolorosos 

na infância (Reichert et al., 2000). 

As memórias para eventos precoces podem não estar acessíveis por meio de uma 

memória explícita (consciente), mas, provavelmente, se incorporam à memória implícita 

(condicionamento), que é codificada por mudanças estruturais ou funcionais dentro do sistema 

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

Figura 2. Linha de tempo da nocicepção em seres humanos (Adaptado de Moore & Persuad, 
1998). 
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Assim a correta avaliação da dor e o estabelecimento da intervenção adequada para o 

alívio desta são imprescindíveis para diminuir ou evitar efeitos nocivos para o 

desenvolvimento do RN. Sabe-se que RN internados em Unidade de Cuidado Intensivo 

Neonatal (UCIN) são expostos a múltiplos 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 utilização de analgesia durante 

procedimentos dolorosos freqüentemente realizados em berçários ou em UCIN. Foi observado 

que menos de 15% dos profissionais utilizavam alguma medida analgésica para a punção 

capilar e para a punção venosa. Em relação à punção lombar, cerca de 20 a 30% dos médicos 

utilizavam alguma medida analgésica. Em situações sabidamente dolorosas, como no período 

pós-operatório 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 bebês prematuros a  

punções no calcâneo. Foram observadas diferenças comportamentais e fisiológicas na  

resposta à dor com até 32 semanas de idade, sugerindo correlação com os procedimentos 

invasivos (Grunau et al., 2001). Foram observadas diferenças, em longo prazo (meses), na 

resposta a estímulos dolorosos entre crianças não circuncisadas e circuncisadas no período 

neonatal sem analgesia (Taddio et al., 1997). Observações experimentais em roedores e 

primatas sugerem que a administração de diferentes anestésicos, na ausência de um estímulo 

doloroso, é associada com aumento da neuroapoptose (Sanders et al., 2008). Da mesma forma, 

evento traumático cirúrgico ou inflamatório, na ausência de analgesia adequada, também 
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resulta em aumento da neurodegeneração (Anand et al., 1998; Fitzgerald, 2005; Howard et al., 

2008).  

O SNC imaturo é capaz de responder ao estresse desencadeado por procedimentos 

dolorosos, sendo, portanto, fundamental que neonatos, bebês e crianças recebam anestesia 

adequada para a realização de tais procedimentos (Anand & Hickey, 1987). Atualmente, 

milhões de crianças fazem uso de anestésicos gerais quando submetidas a procedimentos 

cirúrgicos e estudos de imagem (Cohen et al., 1990).  Embora seu uso seja considerado seguro, 

o risco de complicações permanece maior em RN e lactentes, em comparação com adultos. 

Evidências na literatura indicam que a exposição precoce a agentes anestésicos pode ser 

prejudicial ao desenvolvimento do SNC de mamíferos, resultando em seqüelas 

comportamentais em longo prazo (Ikonomidou et al., 1999; Yon et al., 2006). 

Os anestésicos gerais amplamente utilizados na clínica médica incluem os anestésicos 

intravenosos, como benzodiazepínicos, barbitúricos, cetamina, propofol e etomidato, e os 

anestésicos inalatórios, como halotano, isoflurano, sevoflurano, desflurano e óxido nitroso. 

Embora estes compostos sejam quimicamente diferentes, o mecanismo de ação proposto para 

inibir a atividade neuronal é semelhante, pois, em diferentes níveis, promovem alterações da 

transmissão sináptica, envolvendo receptores GABA e NMDA (Campagna et al., 2003). 

Devido à atividade neuronal mediada por receptores GABA e NMDA ser essencial para 

desenvolvimento do SNC de mamíferos, a exposição a anestésicos gerais pode interferir em 

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

 

I.3 - SISTEMA PURINÉRGICO E DOR 

 Os nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares (ATP, ADP, AMP e adenosina) têm 

pronunciado efeito em uma variedade de processos biológicos, envolvendo dentre eles, o 
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desenvolvimento, o funcionamento do sistema cardiovascular, inflamação, sistema imune 

(Robson et al., 2006) e neurotransmissão (Agteresch et al., 1999; Millan, 1999; Cunha, 2001).  

Há evidências de que o ATP e a adenosina atuam como neuromoduladores no processo 

nociceptivo na medula espinhal (Rhee et al., 2000). O ATP, presente em quase todas as 

sinapses, variando em sua concentração, é co-armazenado em vesículas sinápticas e co-

liberado com outros neurotransmissores, como GABA, noradrenalina e glutamato (Abbracchio 

et al., 2009).    

O ATP tem habilidade para modular a função neural (Burnstock & Williams, 2000; 

Burnstock, 2007). Seu papel na informação sensorial do processo doloroso foi inicialmente 

indicado pela demonstração que o ATP é liberado por neurônios sensoriais (Holton & Holton, 

1954; Holton, 1959) e, subseqüentemente, pela demonstração de que o ATP produz potencial 

de ação excitatório (Jahr & Jessel, 1983).  

A superfamília dos receptores do ATP compreende receptores acoplados à proteína G 

(P2Y) ou ligados a canais iônicos (P2X) (North, 2002; Burnstock, 2007). A ativação de 

receptores P2X estimula a excitabilidade celular, aumenta a liberação de aminoácidos 

excitatórios, estimula a resposta nociceptiva e pode levar à apoptose (Burnstock & Williams, 

2000; Burnstock, 2007). A ativação dos receptores P2Y também facilita a neurotransmissão 

excitatória por modulação da atividade sináptica neurônio-glia (Moriyama et al., 2003).   

Há uma diversidade de receptores P2X, que são encontrados sob formas homoméricas 

(P2X1-7) e heterométricas (P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/6 e P2X4/6), estas últimas, são 

formas recombinantes dos primeiros citados. Esses receptores são encontrados em diversas 

estruturas, P2X2, P2X4 e P2X6 são distribuídos amplamente no SNC; no cerebelo, é encontrado 

P2X1 e, no tronco cerebral, P2X3 (Fields & Burnstock, 2006). P2X1, P2X2/3 e P2X3 são 

receptores pré-sinápticos e facilitam a liberação de glutamato (Fields & Burnstock, 2006). A 

ação nociceptiva do ATP ocorre principalmente por meio da ligação aos receptores P2X3 e 
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P2X2/3, os quais estão amplamente expressos nos neurônios aferentes primários (Burnstock, 

2001). 

Em mamíferos, oito subtipos dos receptores P2Y foram clonados (P2Y1,2,4,6,11,12,13,14). 

Estes subtipos respondem, em diversos graus, a uma variedade de ligantes endógenos, como 

ATP, ADP, UTP e UDP, e estão localizados nos mais diversos tecidos (Burnstock, 2007).  A 

expressão dos receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6 em neurônios do gânglio da raiz dorsal 

sugere que estes possam estar envolvidos na transmissão somatossensorial periférica 

(Moriyama et al., 2003; Burnstock, 2007). Os receptores P2Y1 e P2Y13 são encontrados no 

córtex cerebral. Os P2Y1, P2Y12 e P2Y13 são ativados principalmente por nucleotídeos 

difosfatados; enquanto que os P2Y2, P2Y4 e P2Y6 são ativados por purinas e pirimidinas 

(Fields & Burnstock, 2006). 

As ações do ATP extracelular são delimitadas pela sua degradação por enzimas 

acopladas à membrana plasmática ou encontradas na forma solúvel no meio extracelular 

(Burnstock, 2007). Assim, por ação dessas enzimas, o ATP é seqüencialmente hidrolisado a 

ADP e AMP (nucleotídeos). Este último é finalmente hidrolisado a adenosina, o nucleosídeo 

da adenina. O ATP e cada um de seus metabólitos têm atividade mediada por receptores 

específicos (Abbracchio et al., 2009). 

 A adenosina pode exercer sua ação por ativação dos receptores A1, A2A, A2B e A3, que 

são subtipos dos receptores P1. Todos estão acoplados à proteína G (receptores 

metabotrópicos). A adenosina pode regular o processo nociceptivo por ações em sítios 

espinhais, supraespinhais e periféricos (Sawynok, 1998, 1999). O receptor A1, acoplado à 

proteína G inibitória (Abbracchio et al., 2009), é bastante distribuído pelo SNC, com altos 

níveis em estruturas como córtex cerebral, hipocampo, cerebelo, tálamo, tronco e medula 

espinhal (Fields & Burnstock, 2006); está implicado na neuromodulação inibitória e 

neuroproteção (Fredholm, 1997). O receptor A2A produz ações excitatórias (Sebastião & 
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Ribeiro, 1996), podendo exacerbar injúria cerebral (Chen et al., 1999). O receptor A2B exerce 

efeito no processo neuroinflamatório regulado pela função glial (Peakman & Hill, 1994; 

Fiebich et al., 1996a), enquanto que os receptores A3 podem exercer tanto efeitos protetores 

quanto deletérios (Von Lubitz, 1999; De Mendonça et al., 2000). A adenosina pode alterar o 

processo nociceptivo por ação em nociceptores ou transmissão neuronal (Sawynok, 1998, 

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

 

 

 

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

Myok, mioquinase; NDK, nucleosídeo difosfoquinase; NPPs, fosfodiesterases; 5’-Nuc, 5’-nucleotidase; VNUT, 

transportador vesicular do nucleotídeo;  E-NTPDases, ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases (figura 

apresentada em Abbracchio et al., 2009. 

 

 O metabolismo do ATP e de outros nucleotídeos ocorre pela ação das enzimas E-

NTPDases (ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolases), E-NPPs (ectonucleotídeo 
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pirofosfatase), ecto-fosfatase alcalina, ecto-5’-nucleotidase e E-NPDK (ectonucleosídeo 

difosfoquinase) (Robson et al., 2006). Oito E-NTPDases foram caracterizadas, sendo que as 

formas 1, 2, 3 e 8 estão ancoradas à membrana e com sua atividade catalítica voltada para o 

meio extracelular. As NTPDases  4, 5, 6 e 7  estão localizadas intracelularmente (Robson et al., 

2006). As NTPDases localizadas na membrana, com sítio catalítico voltado para o meio 

extracelular, necessitam de  íons Ca2+ ou Mg2+ em concentração milimolar para atividade 

máxima e são inativas na ausência desses íons (Zimmermann, 2001). A NTPDase1 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 ação e preferência de substrato.  A NTPDase1 hidrolisa o 

ATP diretamente até AMP, enquanto que a NTPDase2 hidrolisa ATP em ADP, com 

subseqüente hidrólise do ADP (Fields & Burnstock, 2006). A NTPDase1 hidrolisa ATP e ADP 

igualmente (1:1). As NTPDase3 e 8 têm preferência por ATP, em relação a ADP (3:1 e 2:1, 

respectivamente) (Lavoie et al., 2004), enquanto que a NTPDase2 tem alta preferência por 

ATP (30:1) (Zimmermann, 2001; Kukulski et al., 2005). As NTPDases 1, 2 e 3 são expressas 

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

(NTPDase 1 a NTPDase 8) de rato (r), humano (h) e camundongo (m), seguindo o alinhamento da seqüência de 

aminoácidos. O tamanho das linhas indica as diferenças entre as seqüências de aminoácidos. A linha tracejada 

indica os tipos de NTPDases que apresentam o sítio catalítico voltado para o meio extra ou intracelular. Adaptado 

de Robson, Sévigny e Zimmermann, 2006. 

 

 Os nucleotídeos monofosfatados, como AMP, são 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 e uma 

ancorada à parte externa da membrana, a ecto-5'-nucleotidase/CD37, a qual é expressa em 

diferentes tecidos, sendo abundante em cólon, rim, cérebro, fígado, coração e pulmões 

(Yegutkin, 2008).  
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II. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

  

 Neonatos prematuros e a termo, bebês e crianças são freqüentemente expostos a 

estímulos nocivos repetidos, incluindo vacinações, traumas e procedimentos diagnósticos e 

terapêuticos diversos. Registros mostram que, em crianças, as dores estão presentes em 25% 

das consultas ambulatoriais, em 50% das consultas hospitalares e em 80% dos procedimentos 

terapêuticos e diagnósticos.  Embora o alívio da dor seja um dos princípios básicos da 

medicina, na prática, a analgesia em pacientes com dificuldades de verbalizar sensações e 

sentimentos é freqüentemente ignorada. É importante salientar a necessidade de adequada 

atenção à dor do recém-nascido por parte da equipe multiprofissional, mas sabe-se que dores 

decorrentes de procedimentos invasivos, de doenças ou de traumas e cirurgias ainda são 

inadequadamente tratadas. É importante ressaltar que há freqüente subtratamento, além do 

fato de existirem poucos dados na literatura sobre eficácia ou efetividade de fármacos em 

recém-nascidos. Adicionalmente, estudos morfológicos demonstram que as vias nociceptivas 

já estão desenvolvidas, mesmo nos prematuros. Alguns pesquisadores vêm esclarecendo os 

mecanismos da dor nesta faixa etária e sugerem que estes pacientes não somente 

experimentam dor e estresse da mesma maneira que crianças de maior idade e adultos, mas 

que suas respostas à estimulação dolorosa podem comprometer suas condições clínicas e 

fisiológicas.  

 A criança não é um “adulto em miniatura” e as suas peculiaridades devem ser 

observadas e respeitadas. Como conseqüência de ações inadequadas no passado, quando 

frequentemente as crianças eram submetidas a procedimentos diagnósticos ou cirúrgicos 

dolorosos sem analgesia/anestesia adequadas, enfrentando situações complementares 

adversas, em que o sofrimento oriundo de uma dor não percebida ou cuidada não era 

considerado, hoje vários programas de saúde pública trabalham com os cuidados na infância, 

visando a prevenção de problemas na vida adulta. Estudos que abordam quadros de dor não 
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tratados adequadamente na infância têm demonstrado repercussões em sua saúde quando 

adultos. Estudos em animais, como o aqui desenvolvido, são úteis para o estabelecimento de 

efeitos adversos de fármacos e de alterações neuroquímicas e comportamentais decorrentes da 

exposição a fármacos e quadros dolorosos agudos em animais neonatos e permitem suplantar 

limitações presentes em estudos clínicos, especialmente com pacientes pediátricos.   
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  III – HIPÓTESE 

 

 O desenvolvimento deste trabalho baseia-se na hipótese de que a administração de 

anestésicos gerais, associada ou não a procedimento cirúrgico, no período de desenvolvimento 

nociceptivo, pode acarretar alterações comportamentais e bioquímicas a curto, médio e longo 

prazos.  

 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

___________________________________________________________________________ 

 IV. OBJETIVOS 
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IV.1 - OBJETIVO GERAL 

 Avaliar as repercussões de tratamentos farmacológicos e/ou cirúrgico em animais de 

14 dias sobre as respostas nociceptiva, bioquímica e comportamental a curto, médio e longo 

prazos.   

 

IV.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

IV.2.1 - Avaliar a resposta comportamental nociceptiva em P14, P30 e P60 dos animais 

submetidos à administração de anestésico inalatório ou anestésico injetável associado ou não a 

procedimento cirúrgico no P14, utilizando teste de tail-flick; 

IV.2.2 - Avaliar a resposta comportamental nociceptiva (neurogênica e inflamatória) em P14 e 

P30 dos animais submetidos à administração de anestésico inalatório ou anestésico injetável, 

associado ou não a procedimento cirúrgico no P14, utilizando teste da formalina; 

IV.2.3 - Avaliar parâmetros comportamentais no teste do Campo Aberto, em P14, P30 e P60, 

dos animais submetidos à administração de anestésico inalatório ou anestésico injetável, 

associado ou não a procedimento cirúrgico no P14; 

IV.2.4 - Avaliar a ansiedade no teste do Labirinto em Cruz Elevado, em P30 e P60, dos 

animais que foram submetidos à administração de anestésico inalatório ou anestésico injetável, 

associado ou não a procedimento cirúrgico no P14; 

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

medula espinhal, em P14 e P30, dos animais submetidos à administração de anestésico 

injetável ou anestésico inalatório, associado ou não a procedimento cirúrgico no P14. 
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V. MATERIAIS E MÉTODOS 
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V.1 - ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 Foram utilizadas ninhadas de ratos machos Wistar provenientes do Centro de 

Reprodução e Experimentação Animal do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, os quais foram mantidos na Unidade de 

Experimentação Animal do Hospital de Clínicas 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 às 19 h), com 

ração padronizada e água ad libitum. Considerou-se P0 o dia que foi feita a primeira 

verificação do nascimento e as ninhadas foram padronizadas com 8 animais somente machos 

Considerando que a primeira semana de vida do rato corresponde à 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 compatível ao de uma 

criança 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 compatível com o 

desenvolvimento do SNC de um neonato humano (Marsh et 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 não ao procedimento cirúrgico, sobre as respostas 

comportamentais e bioquímicas de ratos neonatos. Para tanto, foram escolhidos dois 

procedimentos de anestesia geral, o primeiro utilizando um anestésico geral inalatório e o 

segundo utilizando um anestésico geral injetável. Os experimentos foram desenvolvidos 

utilizando os seguintes desenhos experimentais: 

Primeiro: 

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

3. Grupo submetido à anestesia (isoflurano) e cirurgia (ISO-CIR). 

Segundo: 

1. Controle (C); 

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

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

 

V.3 - TRATAMENTOS FARMACOLÓGICOS 

Primeiro desenho 

1. Controle: Os animais CONTROLE receberam oxigênio (O2) individualmente, por 4 min, 

utilizando-se cone nasal, sem umidificação. 

 

2. Isoflurano: Os animais do grupo ANESTESIA receberam isoflurano (Isoforine®, em frasco 

de 100 mL, Laboratório Cristália), liberado por cone nasal, conforme descrito por Smith e 

colaboradores (2004), com pequenas modificações. Foram empregadas concentrações de 5% 

para a indução e 3% para a manutenção, juntamente com oxigênio (600 mL/min). Os animais 

do grupo ANESTESIA receberam anestésicos por 4 min, sem sofrer qualquer manipulação 

adicional.   

Isoflurano é um potente agente hipnótico em adultos e RN. No entanto, o RN devido a 

alterações de farmacocinéticas, características da idade, apresenta menor resposta aos 

anestésicos voláteis (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 concentração de isoflurano na manutenção da anestesia e, assim, realizar o procedimento 

cirúrgico com segurança. 
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Segundo desenho 

1. Solução fisiológica (C): Os animais do grupo CONTROLE receberam solução fisiológica 

(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, Laboratório Cristália), por via i.p. Dados da literatura sugerem doses entre 10 

mg/kg e 100 mg/kg (Freo & Ori, 2004). No entanto, para adequada realização 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 manipulação 

adicional.   

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

enantiômeros possuem perfis farmacológicos diferentes. Cetamina S+ é mais efetiva como 

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

 

2.b. Fentanil: para a obtenção de uma anestesia completa (sedação + analgesia) e realização do 

procedimento cirúrgico com segurança para os animais, foi necessário usar a associação de 

cetamina S+ com o agonista opióide fentanil (Fentanest®, 0,05 mg/mL, Laboratório Cristália), 

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 é de 0,16 mg/kg. Neste estudo houve necessidade de 

redução da dose para 0,09 mg/kg devido à 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 pinçamento.  
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V.4 - PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

No grupo CIRURGIA, no 14°dia pós-natal, os animais foram anestesiados com 

isoflurano ou cetamina S+/fentanil e submetidos ao modelo utilizado para produzir lesão 

cerebral unilateral em ratos RN, descrito por Levine e modificado por Rice et al. (1981), sem 

produção de hipóxia-isquemia. Foi feita uma incisão na superfície ventral do pescoço, paralela 

e lateral à traquéia.  A artéria carótida comum direita foi manipulada, isolada do nervo e da 

veia, sendo as bordas aproximadas para cicatrização. Os animais foram mantidos em uma 

incubadora até sua recuperação, após foram devolvidos às suas respectivas caixas-moradia 

junto de suas mães. Os grupos controle e anestesia foram submetidos à assepsia da área 

cirúrgica. Receberam veículo (O2 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 após o procedimento 

anestésico, associado ou não a procedimento cirúrgico. Foram repetidos no P30 e no P60.  

Os aparatos foram limpos com álcool entre cada animal testado. Todos os experimentos 

comportamentais foram executados em ambiente adequado à realização de testes 

comportamentais e com atenuação dos níveis de ruído. 

 

V.5.1 - AVALIAÇÃO 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 metálico, aquecido pela passagem de corrente 

elétrica. Quando acionado o aquecimento do fio, era disparado automaticamente um 
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cronômetro digital. A deflexão da cauda, motivada pelo aquecimento do fio metálico, 

encerrava a medida, ou seja, travava o cronômetro. A leitura era, então, verificada e anotada. O 

equipamento foi calibrado para se obter uma latência de retirada da cauda (TFL) de 3 a 4 s no 

grupo controle. O aparelho limita automaticamente a temperatura máxima de 75oC 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 

três medidas da latência de retirada da cauda e calculada a média. Os resultados são 

apresentados como a média das percentagens em relação ao controle ± Erro Padrão da Média 

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

 

 

Figura 5. Analgesímetro para avaliação de latência de retirada da cauda. 

 

 V.5.2 - AVALIAÇÃO DAS RESPOSTAS NEUROGÊNICA E INFLAMATÓRIA EM 

TESTE DA FORMALINA  

As respostas neurogênica e inflamatória foram avaliadas pelo teste da formalina. O 

procedimento foi similar ao previamente descrito por Tjølsen e colaboradores (1992) e Tai e 

colaboradores (2006), com modificações. O teste consistiu na injeção subcutânea de solução 

diluída a 2% de formalina em (0,17 mL/kg) (formaldeído PA ® obtido da Sigma-Aldrich, São 

Paulo, Brasil), na parte dorsal da pata traseira. Vinte e quatro horas antes do teste, os animais 

foram habituados ao ambiente por um período de 10 min, uma vez que a exposição do animal a 
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um ambiente novo pode induzir antinocicepção (Netto et al., 2004). A formalina induz um 

padrão de resposta dolorosa bifásica (Aloisi et al., 1994), sendo a 1a fase (0-15 min) 

considerada neurogênica e a 2a fase (15-30 min) considerada inflamatória. Durante o teste, 

observaram-se as respostas evocadas pela formalina como lambidas, batidas e flexões da pata. 

Estas respostas foram somadas e expressas em segundos. Obtendo-se um único grupo de 

respostas para cada fase. Os resultados são expressos em média ± EPM do tempo em segundos 

da soma dos comportamentos.  

 

V.5.3 - AVALIAÇÃO DE RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS EM CAMPO ABERTO 

(CA) 

Tal avaliação 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 linóleo, dividido em 12 

retângulos 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 latência para saída 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 número de cruzamentos foi usado 

como medida de atividade locomotora. O número 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 exploratória (Silveira et al., 2005). 

Avaliação de grooming, definido como o comportamento de lamber a cabeça e o corpo, foi 

utilizada como medida da função biológica de autolimpeza (Spruijt et al., 1992). O número de 

bolos fecais foi avaliado como uma medida indicativa do nível de ansiedade do animal.  Seis 

medidas foram tomadas durante os 5 min de teste: (1) latência de saída do primeiro quadrante; 
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(2) número de cruzamentos externos; (3) número de cruzamentos internos; (4) número de 

rearings; (5) tempo de grooming (segundos); (6) número de bolos fecais.   

 Os resultados são expressos em média ± EPM do tempo em segundos da latência de 

saída do primeiro quadrante e de comportamento de grooming e do número absoluto dos 

demais comportamentos analisados.  

 

 

Figura 6. Aparato de Campo Aberto. 

 

V.5.4 - AVALIAÇÃO DE RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS: LABIRINTO EM 

CRUZ ELEVADO (LCE)  

O LCE é um teste utilizado para avaliar o comportamento de ansiedade do animal. O 

aparelho é composto por dois braços abertos e dois braços 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 construído a partir de material sintético de PVC preto e elevado a uma altura de 50 

cm acima do nível do chão. No início do teste, o animal foi colocado na área central da LCE, 

de frente para um dos braços abertos, e seu comportamento foi registrado por 5 minutos. O 

teste baseou-se no fato de que animais mais ansiosos permanecem mais tempo nos braços 

fechados, onde se sentem mais protegidos. Treit e colaboradores. (1993) sugerem que o fator 

que mais contribui para a “reação de medo” é a falta das paredes altas dos braços abertos, o que 

impede a tigmotaxia (proximidade com as paredes do aparato). O menor número de entradas e 

a redução do tempo despendido nos braços abertos também são comportamentos indicativos de 
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menor ansiedade (Pellow & File, 1986; Rodgers et al., 1997). Em adição, foram analisados os 

comportamentos de grooming, rearing e defecação.  Comportamentos como protected head 

dipping e unprotected head dipping também foram medidos. São caracterizados por 

movimentos exploratórios realizados pela cabeça em direção ao chão, sendo que, no primeiro, 

ao realizar este movimento o animal, encontra-se no centro da plataforma e, no segundo, nos 

braços abertos (Rodgers & Cole; 1993; 1994). No LCE, foi considerada como a entrada do 

animal em uma nova área quando colocava as quatro patas (Lynn & Brown, 2009). Os 

comportamentos avaliados neste experimento foram os seguintes: (1) número de entradas nos 

braços abertos (EBA); (2) número de entradas nos braços fechados (EBF); (3) tempo gasto nos 

braços abertos (TBA); (4) tempo gasto nos braços fechados (TBF); (5) número de protected 

head dipping (PHD); (6) número de unprotected head dipping (NPHD); (7) tempo de 

grooming (em segundos); (8) número de rearings; (9) número de bolos fecais. Os resultados 

são expressos em média ± EPM do tempo em segundos de permanência nos braços abertos, 

nos braços fechados e de comportamento de grooming, e do número absoluto dos demais 

comportamentos analisados.  

 

 

Figura 7. Labirinto em Cruz Elevado. 
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V.6 – OBTENÇÃO DE AMOSTRAS 

 Após a realização de procedimento cirúrgico e anestesia, os animais utilizados para a 

realização de técnicas bioquímicas foram decapitados, por um experimentador treinado. Este 

método foi utilizado, porque é necessária a utilização de estruturas do sistema nervoso central 

que devem estar preservadas. É importante salientar que o modelo previu a verificação dos 

efeitos bioquímicos de anestésicos, o que nos impossibilitou de utilizar altas doses de 

anestésicos na morte desses animais.  

 

V.7 - TÉCNICAS BIOQUÍMICAS 

V.7.1 - PREPARAÇÃO DE SINAPTOSSOMAS 

Os animais foram mortos no P14, imediatamente após a recuperação 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 tampão 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 êmbolo de teflon 

a 4ºC, com velocidade de 1.000 rpm e 10 movimentos verticais. O homogeneizado foi 

submetido a uma primeira centrifugação a 1.000 g por 10 minutos. O sedimento (P1), contendo 

células íntegras, restos de núcleo, endotélio, membranas nucleares e hemácias, foi desprezado, 

e o sobrenadante (S1) foi coletado e novamente centrifugado a 12.000 g, por 20 minutos, para 

sedimentar a fração enriquecida com sinaptossomas e mitocôndrias (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, então, aplicado em gradiente isosmótico descontínuo de Percoll, previamente 

preparado em cada experimento que compreende de baixo para cima dos tubos: 4,0 mL da 

solução a 20% de Percoll, 4,0 mL da solução a 10% e 4,0 mL da mistura de P2 e Percoll a 

8,5% (finalizando com a concentração de 7,5%). O pH final dessas soluções foi sempre 
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ajustado para 7,5. Estes tubos foram centrifugados a 12.000 g, por 20 minutos. A fração 

sinaptossomal, localizada na interfase 10% e 20%, foi coletada com o auxílio de pipeta 

automática, com ponteira de plástico, sendo, então, utilizada para os ensaios enzimáticos 

sempre no dia da preparação (Figura 8).  

 

Figura 8. Etapas da preparação da fração sinaptossomal de medula espinhal. 

 

V.7.2 - DETERMINAÇÃO DA PROTEÍNA 

A quantidade de proteína foi determinada pelo método de Coomassie Blue (Bradford, 

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

 

V.7.3 - DETERMINAÇÃO DAS ATIVIDADES ENZIMÁTICAS  

A atividade enzimática para hidrólise de ATP e ADP foi determinada em meio de 

incubação previamente descrito (Battastini et al., 1991; Torres et al., 2002), contendo KCl 5  
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mM, EDTA 0,1 mM, CaCl2 1,5 mM, Tris-HCl 45 mM, pH 8 e glicose 10 mM (água Milli-Q 

foi utilizada para completar o volume de 160 µL do sistema de incubação), totalizando um 

volume final de 200 µL (160 µL + 20 µL da preparação + 20 µL de substrato). As diferentes 

preparações (frações enzimáticas) foram adicionadas ao meio de reação e pré-incubadas por 10 

minutos a 37ºC. A reação foi iniciada pela adição dos substratos de ATP e ADP, na 

concentração final de 1 mM. O tempo de incubação e o volume da fração (quantidade de 

proteína) adicionada ao meio de reação foram escolhidos de modo a assegurar a linearidade de 

formação do produto. A reação foi interrompida pela adição de 200 µL de ácido tricloroacético 

a 10% (concentração final de 5%). A seguir, os tubos de ensaio foram colocados no gelo para 

posterior determinação do fosfato inorgânico 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 MgCl2 , Tris-HCl e sacarose 0,15 M pH 

7,5, seguindo-se a determinação do fosfato inorgânico liberado pelo mesmo método descrito 

acima. Para determinação do fosfato inorgânico liberado, foi necessária diluição de acordo com 

cada nucleotídeo. Para ATP, alíquotas de 100 µL foram retiradas e diluídas em 300 µL de água 

Milli-Q (volume final de 400 µL); para ADP e AMP, alíquotas de 200 µL foram retiradas e 

diluídas em 200 µL de água Milli-Q (volume final de 400 µL). As amostras foram analisadas 

em triplicatas, sendo a hidrólise não-enzimática corrigida por meio de controles feitos nas 

mesmas condições da amostra, exceto que a fração enzimática foi adicionada após a adição do 

ácido tricloroacético. As atividades específicas foram expressas em nanomoles de fosfato 

inorgânico liberado por minuto, por miligrama de proteína (nmoles Pi.min-1.mg-1). 

 

V.8 - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram expressos em média ± Erro Padrão da Média (EPM). Para as 

comparações 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 ÉTICOS 

Os procedimentos do projeto obedeceram a normas propostas pela Declaração 

Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e Princípios 

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 Comissão de Ética e Pesquisa do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre e pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.  
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VI.1 - PRIMEIRO DESENHO EXPERIMENTAL 

VI.1.1 - Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento 

cirúrgico, sobre a resposta nociceptiva em P14, P30 e P60 

 Avaliou-se o efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento 

cirúrgico, sobre a resposta nociceptiva no teste do TFL, em P14 (seis horas após a 

intervenção), P30 e P60.  

 Quando analisou-se o TFL no P14, seis horas após a intervenção, observou-se diferença 

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, F(2,20)= 3,697; P< 0,05). No 

entanto, o grupo submetido à cirurgia, sob anestesia com isoflurano não diferiu dos grupos 

controle e submetido apenas à 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 após a intervenção (P30), não 

observamos diferença 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 após intervenção (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(2,22)= 7,021; P< 0,01; n = 10-11 animais/ grupo – Figura 9).  
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Figura 9. Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, 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.  

*Diferença significativa em relação ao grupo controle (P14: ANOVA de uma via, F(2,20)= 3,697; P< 0,05; P60: 

ANOVA de uma via, F(2,22)= 7,021; P<0,01); n= 7-11 animais/grupo. 

 

VI.1.2 - Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento 

cirúrgico, sobre as respostas neurogênica e inflamatória em P14 e P30  

 Avaliou-se o efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento 

cirúrgico, sobre as respostas neurogênica e inflamatória, analisadas no teste da formalina, em 

P14 (seis horas após intervenção) e P30.  

 Em P14, seis horas após a intervenção, não se observou diferença significativa entre os 

grupos experimentais, tanto na 1ª fase (C: 135,80±33,27; ISO: 129,50±22,28; ISO-CIR: 

105,86±21,55; ANOVA de uma via, P>0,05), quanto na 2ª 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 neurogênica e inflamatória dezesseis dias após a 

intervenção (P30), não se observou diferença significativa entre os grupos experimentais, tanto 

na 1ª 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 2ª 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 administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre as respostas 

neurogênica e inflamatória, 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. Não houve 

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

 

VI.1.3 - Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento 

cirúrgico, sobre a resposta comportamental em P14, P30 e P60, no teste do campo aberto 

(CA) 

 Avaliou-se o efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento 

cirúrgico nas respostas comportamentais analisadas no teste do CA, em P14 (seis horas após a 

intervenção), P30 e P60.  

 Quando foi analisado o número de cruzamentos externos, de cruzamentos internos e 

rearings, no P14, 6 horas após a intervenção, observou-se um aumento significativo no número 

de cruzamentos externos no grupo ISO em relação aos demais grupos (C: 8,80±1,75; ISO: 

16,23±3,34; ISO-CIR: 7,30±1,72; ANOVA de uma via, F(2,34)= 3,857; P< 0,05 - Figura 11). 

Não houve diferença 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 número de bolos fecais foram 

suprimidos, uma vez que os grupos não produziram bolos fecais durante o teste.  

 Quando foi analisado o número de cruzamentos externos, de cruzamentos internos, 

rearings e bolos fecais, dezesseis dias após a intervenção (P30) observou-se que, quando 

comparados ao grupo controle, os animais que receberam isoflurano (grupos ISO e ISO-CIR) 

mostraram um aumento significativo no número de cruzamentos externos (C: 63,92±5,86; ISO: 

86,00±6,27; ISO-CIR: 83,19±5,40; ANOVA de uma via, F(2,42)=3,711; P< 0,05 - Figura 12).  

Houve também um aumento significativo no número de cruzamentos internos (C: 2,25±0,54; 

ISO: 5,44±0,84; ANOVA de uma via, F(2,42)= 4,842; P<0,02) e rearings (C: 36,92±3,81; ISO: 

51,00±3,34; ANOVA de uma via, F(2,42)= 4,474; P<0,02) nos animais que receberam 

isoflurano, sem intervenção cirúrgica (grupo ISO), comparados ao grupo controle. No entanto, 

o grupo ISO-CIR não apresentou diferença significativa em relação 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). Não 

foram observadas diferenças significativas no número de bolos fecais entre os grupos (C: 

3,00±0,74; ISO: 4,19±0,68; ISO-CIR: 2,75±0,53; ANOVA de uma via, P>0,05 – Figura 12).  

 Quando foi analisado o número de cruzamentos externos, de cruzamentos internos, 

rearings e bolos fecais, quarenta e seis dias após a intervenção (P60), não houve diferença 

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).  
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Figura 11. Efeito da administração isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre o número de 

cruzamentos externos, de cruzamentos internos e de rearings, avaliados no CA, em P14. Dados apresentados em 

número de cada comportamento analisado e expressos como média ± EPM. 

 **Diferença significativa em relação aos demais grupos (ANOVA de uma via, F(2,34)= 3,857; P <0,05; n = 10-13 

animais/grupo). 
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Figura 12. Efeito da administração isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre o número de 

cruzamentos externos, de cruzamentos internos e de rearings, avaliados no CA, em P30. Dados apresentados em 

número de cada comportamento analisado e expressos como média ± EPM. 

*Diferença significativa em relação ao controle (cruzamentos externos: ANOVA de uma via, F(2,42)=3,711; 

P<0,05; cruzamentos internos: ANOVA de uma via, F(2,42)=4,842; P < 0,02; rearing: ANOVA de uma via, 

F(2,42)=4,474; P < 0,02; n = 12-16 animais / grupo).   
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Figura 13. Efeito da administração isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre o número de 

cruzamentos externos, de cruzamentos internos e de rearings, avaliados no CA, em P60. Dados apresentados em 

número de cada comportamento analisado e expressos como média ± EPM. Não houve diferença 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 

após a intervenção, P30 e P60, foram latência de saída do primeiro quadrante e tempo de 

grooming.  

 No P14, 6 horas após a intervenção, não foram observadas diferenças significativas 

entre os grupos nos comportamentos de latência de saída do primeiro quadrante (C: 

29,10±6,79; ISO: 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 após a intervenção (P30), 

observou-se uma diminuição significativa da latência de saída do primeiro quadrante entre os 

animais que receberam isoflurano (grupos ISO e ISO-CIR), em relação ao grupo controle (C: 

11,50±2,71; ISO: 5,81±0,89; ISO-CIR: 5,38±0,90; ANOVA de uma via, F(2,42)= 4,635; P<0,02 

- Figura 15). Não foram observadas diferenças 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 latência de saída do primeiro quadrante e o grooming quarenta e seis 

dias após a intervenção (P60), observou-se que os animais do grupo cirurgia (ISO-CIR) 

apresentaram uma diminuição significativa na latência de saída do primeiro quadrante, quando 

comparados aos do grupo controle (C: 5,00±0,93; ISO-CIR: 2,13±0,55; ANOVA de uma via, 

F(2,22) = 3,512; P<0,05 - Figura 16). No entanto, o grupo de animais que recebeu apenas 

isoflurano (grupo ISO) não apresentou diferença em relação aos demais grupos (ISO: 

4,25±0,86; ANOVA de uma via, P>0,05). Não foi observada diferença 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 administração isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre a latência de 

saída 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. Não foram observadas 

diferenças 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 administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre a latência de 

saída 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.  

*Diferença significativa em relação ao controle (ANOVA de uma via, F(2,42)=4,635; P<0,02; n = 12-16 animais / 

grupo).   
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Figura 16. Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre a latência de 

saída 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.  

*Diferença significativa em relação ao controle (ANOVA de uma via, F(2,22) = 3,512; P< 0,05; n = 8 animais / 

grupo).   
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VI.1.4 - Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento 

cirúrgico, 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 alteração no limiar de ansiedade dos animais que receberam isoflurano, associado ou 

não a procedimento cirúrgico, optou-se por utilizar LCE. Como os animais em P14 não 

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: 

número de entradas nos braços abertos (EBA); número de entradas nos braços fechados (EBF); 

o tempo gasto nos braços abertos (TBA); o tempo gasto nos braços fechados (TBF); número de 

protected head dipping (PHD); número de unprotected head dipping (NPHD); tempo de 

grooming (em segundos); número de rearings; número de bolos fecais. Os resultados foram 

apresentados conforme as medidas utilizadas: número absoluto ou segundos. 

Quando analisou-se o efeito da administração de isoflurano, associado ou não a 

procedimento cirúrgico, sobre a resposta comportamental no teste do LCE, dezesseis dias após 

a intervenção (P30), não se observou diferença significativa entre os grupos nos seguintes 

comportamentos analisados: EBA (C: 2,40±0,43; ISO: 3,25±0,64; 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; ISO: 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 administração de isoflurano, associado ou não a 

procedimento cirúrgico, sobre a resposta comportamental no teste do LCE, quarenta e seis dias 

após a intervenção (P60), observou-se um aumento no número de bolos fecais do grupo ISO-
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CIR em relação ao grupo ISO (C: 1,88±0,87; ISO: 0,25±0,25; ISO-CIR: 2,88±0,67; ANOVA 

de uma via, F(2,22)= 4,139; P<0,05). Não se observou diferença 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 administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre as respostas 

comportamentais avaliadas no LCE, em P30. Dados apresentados em número de cada comportamento analisado e 

expressos como média ± EPM. Não houve diferença significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; 

n= 10-16 animais/ grupo). 
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Figura 18. Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre as respostas 

comportamentais avaliadas no LCE, em P60. Dados apresentados em número de cada comportamento analisado e 

expressos como média ± EPM.     

#Diferença significativa em relação ao grupo ISO (ANOVA de uma via, F(2,22)= 4,139; P<0,05; n = 8 animais/ 

grupo). 

 

Quando avaliou-se o efeito da administração de isoflurano, associado ou não a 

procedimento cirúrgico, sobre os comportamentos de TBA, TBF e grooming em P30, não se 

observou diferença significativa entre os grupos nos comportamentos citados: TBA (C: 

23,60±4,96; ISO: 38,50±7,43; ISO-CIR: 48,75±8,64); 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 administração de isoflurano, associado ou não a 

procedimento cirúrgico, sobre os comportamentos de TBA, TBF e grooming em P60, não se 

observou diferença 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; ISO: 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 administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre as respostas 

comportamentais de TBA, TBF e grooming, avaliadas no LCE, em P30. Dados apresentados em segundos (média 

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

grupo).  
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Figura 20. Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, 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.   Não houve diferença significativa 

(ANOVA de uma via, P>0,05; n = 8 animais/ grupo). 
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VI.1.5 - Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento 

cirúrgico, sobre a hidrólise de nucleotídeos da adenina em sinaptossomas de medula 

espinhal de ratos 

Avaliou-se o efeito da administração de isoflurano, associado ou não procedimento 

cirúrgico, em ratos com 14 dias, sobre a hidrólise de nucleotídeos da adenina em 

sinaptossomas de medula espinhal, imediatamente após a intervenção e em P30.  

Em P14, houve uma diminuição significativa na atividade de hidrólise de ATP e ADP 

no grupo que recebeu somente isoflurano (grupo ISO), comparado aos demais grupos (ATP: C: 

80,05±15,62; ISO: 47,17±4,73; ISO-CIR: 75,47±6,45; ANOVA de uma via, F(2,30) = 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, 

F(2,30) = 6,338; P< 0,01). Por outro lado, os animais que receberam isoflurano (grupo ISO e 

ISO-CIR) mostraram uma diminuição significativa na atividade de hidrólise 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, F(2,30) = 3,908; P < 0,05; n = 9-12 animais/grupo - Figura 21).  

Em P30, não foi observada diferença significativa entre os grupos quanto à hidrólise 

dos três nucleotídeos [ATP: C (100,12±10,42); ISO (100,60±10,81); ISO-CIR: (99,89±8,51); 

ADP: C (30,90±9,96); ISO (33,11±5,36); 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 administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre a atividade 

enzimática de hidrólise dos nucleotídeos de adenina em medula espinhal, em P14. Dados apresentados em 

atividade enzimática e expressos em nmolPi/min/mg de proteína (média ± EPM). 

*Diferença significativa em relação ao controle (ANOVA de uma via, F(2,30) = 3,908; P< 0,05; n = 9-12 

animais/grupo). 

**Diferença significativa em relação aos demais grupos (hidrólise do ATP: ANOVA de uma via, F(2,30) = 4,055; P 

< 0,05; hidrólise do ADP: ANOVA de uma via, F(2,30) = 6,338; P< 0,01).  
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Figura 22. Efeito da administração de isoflurano, associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre a atividade 

enzimática de hidrólise dos nucleotídeos de adenina em medula espinhal, em P30. Dados apresentados em 

atividade enzimática e expressos em nmolPi/min/mg de proteína (média ± EPM).  Não houve diferença 

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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a 

procedimento cirúrgico, sobre a resposta nociceptiva em P14, P30 e P60 

 Avaliou-se o efeito da administração de anestésicos gerais injetáveis (cetamina 

S+/fentanil), associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre a resposta nociceptiva, 

analisada no teste do TFL, em P14 (seis horas após a intervenção), P30 e P60.  

 Em P14, seis horas após a intervenção, não se observou diferença 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 após a intervenção (P30), 

observou-se um aumento significativo do TFL nos animais que receberam cetamina S+/fentanil 

(grupo CF e CF-CIR) em relação ao grupo controle (C: 100; CF: 126,16±6,00; CF-CIR: 

121,49±4,67; ANOVA de uma via, F(2,36)= 12,046; P< 0,001; n = 11-14 animais/ grupo - 

Figura 23).  

 Quando a resposta nociceptiva foi avaliada quarenta e seis dias após a intervenção 

(P60), não se observou diferença 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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, 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.  

*Diferença significativa em relação ao controle (ANOVA de uma via, F(2,36)= 12,046; P < 0,001; n =5-14 

animais/ grupo). 

 

VI.2.2 - Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associao ou não a procedimento 

cirúrgico, sobre as respostas neurogênica e inflamatória em P14 e P30  

 Avaliou-se o efeito da administração de anestésicos gerais injetáveis (cetamina 

S+/fentanil), associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre as respostas neurogênica e 

inflamatória, analisadas no teste da formalina, em P14 (seis horas após a intervenção) e P30.  

Quando foram analisadas as respostas neurogênica e inflamatória em P14, seis horas 

após a intervenção, não se observou diferença significativa entre os grupos experimentais, 

tanto na 1ª 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 2ª fase (C: 720,60±75,78; CF: 793,14±22,92; 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 neurogência e inflamatória em P30, dezesseis 

dias após a intervenção, não se observou diferença significativa entre os grupos experimentais, 

tanto na 1ª 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 2ª 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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre as 

respostas neurogênica e inflamatória, avaliadas no teste da formalina, em P14. Dados apresentados como tempo 

em segundos de cada comportamento analisado e expressos em média ± EPM. Não houve diferença significativa 

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

 

VI.2.3 - Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a 

procedimento cirúrgico, sobre a resposta comportamental em P14, P30 e P60, no teste do 

campo aberto (CA) 

 Avaliou-se o efeito da administração de anestésicos gerais injetáveis (cetamina 

S+/fentanil), associado ou não a procedimento cirúrgico, sobre as respostas comportamentais 

analisadas no teste do CA, em P14 (seis horas após a intervenção), P30 e P60.  

 Quando foi analisado o número de cruzamentos externos, de cruzamentos internos e 

rearings, no P14, 6 horas após a intervenção, não se observou diferença significativa entre os 

grupos: cruzamentos externos (C: 12,56±4,45; CF: 15,36±3,84; CF-CIR: 12,79±4,27); 

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 número de bolos fecais foram suprimidos, uma 

vez que os grupos não produziram bolos fecais durante o teste.  

 Quando foi analisado o número de cruzamentos externos, de cruzamentos internos, 

rearings e bolos fecais, dezesseis dias após a intervenção (P30), observou-se que os animais 

que receberam cetamina S+/fentanil (grupos CF e CF-CIR) mostraram um aumento 

significativo no número 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, F(2,45)= 4,047; 

P<0,05 – Figura 26). Os animais que receberam cetamina S+/fentanil sem procedimento 

cirúrgico mostraram uma diminuição significativa nos bolos fecais, comparados aos do grupo 

controle (C: 4,12±0,53; CF: 1,93±0,49; ANOVA de uma via, F(2,45)=3,345; P<0,05 - Figura 

26). No entanto, o grupo de animais que recebeu cetamina S+/fentanil com o procedimento 

cirúrgico (grupo CET-CIR) não apresentou diferença neste comportamento, em relação aos 

demais grupos (CET-CIR: 2,60±0,80; ANOVA de uma via, P>0,05). Nos demais 

comportamentos analisados, não foram observadas alterações 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 avaliação quarenta e seis dias após a intervenção (P60), não se observou 

diferença 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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre o 

número de cruzamentos externos, de cruzamentos internos e de rearings, avaliados no CA, em P14. Dados 

apresentados em número de cada comportamento analisado e expressos como média ± EPM.    Não houve 

diferença 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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre o 

número de cruzamentos externos, de cruzamentos internos, de rearings e de bolos fecais, avaliados no CA, em 

P30. Dados apresentados em número de cada comportamento analisado e expressos como média ± EPM.     

*Diferença significativa em relação ao controle (cruzamento externo: ANOVA de uma via, F(2,45)= 4,047; 

P<0,05; bolos fecais: ANOVA de uma via, F(2,45)=3,345; P<0,05; n = 15-16 animais / grupo).   
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Figura 27. Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre o 

número de cruzamentos externos, de cruzamentos internos, de rearings e de bolos fecais, avaliados no CA, em 

P60. Dados apresentados em número absoluto (média ± EPM). Não houve diferença 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 

após a intervenção, P30 e P60, foram latência de saída do primeiro quadrante e tempo de 

grooming.  

No P14, 6 horas após a intervenção, não se observou diferença significativa nos 

comportamentos previamente acima: latência de saída do primeiro quadrante (C: 26,11±4,95; 

CF: 31,57±4,12; CF-CIR: 27,57±4,86) 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 avaliação dezesseis dias após a intervenção (P30), não foram observadas 

alterações significativas entre os grupos nos comportamentos de latência de saída 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 avaliação quarenta e seis dias após intervenção (P60), não se observou 

diferença significativa entre os grupos nos comportamentos de: latência de saída 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: 12,27±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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre a 

latência de saída 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. Não houve diferença 

significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 9-14 animais/grupo). 
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Figura 29. Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre a 

latência de saída 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. Não houve diferença 

significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, P>0,05; n = 15-16 animais / grupo).   
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Figura 30. Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre a 

latência de saída 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. Não houve diferença 

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

     

VI.2.4. Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento 

cirúrgico, 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 alteração no limiar de ansiedade dos animais que receberam cetamina S+/fentanil, 

associado ou não a procedimento cirúrgico, optou-se por utilizar LCE. Como os animais em 

P14 não apresentavam os comportamentos indicativos de ansiedade no LCE, optou-se por 

avaliar animais em P30 e em P60. Os comportamentos avaliados neste experimento foram: 

número de entradas nos braços abertos (EBA); número de entradas nos braços fechados (EBF); 

o tempo gasto nos braços abertos (TBA); o tempo gasto nos braços fechados (TBF); número de 

protected head dipping (PHD); número de unprotected head dipping (NPHD); tempo de 

grooming (em segundos); número de rearings; número de bolos fecais. Os resultados foram 

apresentados conforme as medidas utilizadas: número absoluto ou segundos. 

 Quando se analisou o efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não 

a procedimento cirúrgico, sobre a resposta comportamental no teste do LCE, dezesseis dias 

após a intervenção (P30), se observou que os animais que receberam cetamina S+/fentanil 



______________________________________________________________________________Resultados 

 60  

(grupos CF e CF-CIR) mostraram um aumento significativo no EBA, em relação 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, F(2,51)= 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, F(2,51)= 10,767; P<0,001 - Figura 31). Nos demais 

comportamentos analisados, não foram observadas diferenças 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 avaliação quarenta e seis dias após a intervenção (P60), observou-se que 

o grupo CF mostrou um aumento significativo no EBA em relação aos demais grupos (C: 

1,5±0,45; CF; 3,26±0,71; CF-CIR: 1,15±0,35; ANOVA de uma via, F(2,38) = 4,368; P<0,05), 

associado a aumento significativo no número de PHD (C: 3,66±0,73; CF: 6,2±0,92; CF-CIR: 

3,30±0,81; ANOVA de uma via, F(2,38) = 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, F(2,38) = 4,712; P<0,02), também em 

relação aos demais grupos (n= 12-15 animais/grupo – Figura 32). Nos demais comportamentos 

analisados, não se observou diferença 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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre as 

respostas comportamentais como EBA, EBF, PHD, NPHD, rearings e bolos fecais, avaliadas no LCE, em P30. 

Dados apresentados em número de cada comportamento analisado e expressos como média ± EPM. 

*Diferença significativa em relação ao controle. **Diferença significativa em relação aos demais grupos (EBA: 

ANOVA de uma via F(2,51)= 13,200; P<0,001; NPHD: ANOVA de uma via, F(2,51)= 10,767; P<0,001; n= 17-18 

animais/grupo). 
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Figura 32. Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre as 

respostas comportamentais como EBA, EBF, PHD, NPHD, rearings e bolos fecais, avaliadas no LCE, em P60. 

Dados apresentados em número de cada comportamento analisado e expressos como média ± EPM. 

**Diferença significativa em relação aos demais grupos (EBA: ANOVA de uma via, F(2,38) = 4,368; P < 0,05; 

PHD: ANOVA de uma via, F(2,38) = 3,668; P < 0,05; NPHD: ANOVA de uma via, F(2,38) = 4,712; P < 0,02; n = 

12-15 animais/grupo).  
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 Quando se avaliou o efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não 

a procedimento cirúrgico, 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 relação 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(2,51)= 

14,925; P<0,001).  Quando avaliado o número de TBF, foi observada uma diminuição 

significativa nos grupos CF e CF-CIR, em relação ao grupo controle (C: 247,29±6,70; CF: 

208,28±12,23; CF-CIR: 201,39±8,06; ANOVA de uma via, F(2,51)= 6,708; P<0,01 - Figura 

33). No comportamento de grooming, não foi observada diferença 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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou 

não a procedimento cirúrgico, 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 

relação aos dos demais grupos (C: 13,83±4,43; CF: 35,93±8,72; CF-CIR: 13,15±4,41; 

ANOVA de uma via F(2,38) = 4,048; P<0,05 – Figura 34), associado a uma diminuição 

significativa no TBF, em relação ao controle (C: 243,50±8,81; CF: 200,66±13,37; CF-CIR: 

247,00±10,99; ANOVA de uma via, F(2,38) = 5,208; P<0,02 – Figura 34). Os animais que 

receberam cetamina S+/fentanil (grupos CF e CF-CIR) mostraram uma diminuição 

significativa no tempo de grooming, em relação ao controle (C: 11,58±3,61; CF: 3,73±0,80; 

CF-CIR: 4,38±1,70; ANOVA de uma via, F(2,38) = 3,858; P< 0,05; n= 12-15 animais/grupo - 

Figura 34).  
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Figura 33. Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre as 

respostas comportamentais avaliadas no LCE, em P30. Dados apresentados como tempo em segundos de cada 

comportamento analisado e expressos em média ± EPM.  

*Diferença significativa em relação ao grupo controle.  **Diferença significativa em relação aos demais (TBA: 

ANOVA de uma via, F(2,51)= 14,925; P<0,001; TBF: ANOVA de uma via, F(2,51)= 6,708; P<0,01; n = 17-18 

animais/grupo).   
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Figura 34. Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre as 

respostas comportamentais avaliadas no LCE, em P60. Dados apresentados como tempo em segundos de cada 

comportamento analisado e expressos em média ± EPM. 

*Diferença significativa em relação ao controle (ANOVA de uma via, F(2,38) = 3,858; P <0,05); 

**Diferença significativa em relação aos demais grupos (TBA: ANOVA de uma via, F(2,38) = 4,048; P <0,05; 

TBF: ANOVA de uma via, F(2,38) = 5,208; P<0,02; n = 12-15 animais/grupo).  
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VI.2.5 - Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a 

procedimento  cirúrgico, sobre a hidrólise de nucleotídeos da adenina em sinaptossomas 

de medula espinhal de ratos 

 Avaliou-se o efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a 

procedimento cirúrgico, em ratos com 14 dias, sobre a hidrólise de nucleotídeos da adenina em 

sinaptossomas de medula espinhal, imediatamente após a intervenção e em P30.  

 Imediatamente após a intervenção (P14), não foi observada diferença significativa na 

atividade enzimática 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 hidrólise do ATP, em relação aos demais grupos (C: 100,86±0,90; CF: 146,18±8,92; CF-

CIR: 104,95±1,82; ANOVA de uma via, F(2,6) = 17,344; P<0,01 - Figura 36), associado a um 

aumento significativo na hidrólise do AMP nos grupos CF e CF-CIR, em relação ao grupo 

controle (C: 6,00±0,08; CF: 14,97±1,71; CF-CIR: 12,71±0,79; ANOVA de uma via, F(2,6) = 

11,680; P <0,02 - Figura 36). Na hidrólise do ADP, não foi observada diferença 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 administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre a 

atividade enzimática de hidrólise dos nucleotídeos de adenina em medula espinhal, em P14. Dados apresentados 

em atividade enzimática e expressos em nmolPi/min/mg de proteína (média ± EPM). Não houve diferença 

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

/grupo). 
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Figura 36. Efeito da administração de cetamina S+/fentanil, associada ou não a procedimento cirúrgico, sobre a 

atividade enzimática de hidrólise dos nucleotídeos de adenina em medula espinhal, em P30. Dados apresentados 

em atividade enzimática e expressos em nmolPi/min/mg de proteína (média ± EPM).  

*Diferença significativa, comparada ao controle (ANOVA de uma via, F(2,6) = 11,680; P< 0,02); 

**Diferença significativa, em relação aos demais grupos (ANOVA de uma via, F(2,6) = 17,344; P<0,01; n = 2-3 

animais/grupo).
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VII.1 – RESPOSTA COMPORTAMENTAL NOCICEPTIVA  

 Os resultados obtidos nesta dissertação demonstram que a administração de anestésicos 

gerais, tanto inalatório quanto injetável, associados ou não a procedimento cirúrgico, podem 

produzir alterações de respostas nociceptivas, comportamentais e bioquímicas a curto, médio e 

longo prazos. Com relação à resposta nociceptiva, avaliada no aparato de tail-flick, foi 

observado que seis horas (P14) e quarenta e seis dias (P60) após o procedimento, os animais 

que receberam isoflurano apresentaram aumento de latência de retida da cauda, 

comportamento indicativo de resposta analgésica. No entanto, em P14, o grupo ISO-CIR não 

foi significativamente diferente dos demais grupos, sugerindo que o procedimento cirúrgico 

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 administração, o 

uso de anestésicos gerais em neonatos pode promover alterações na resposta nociceptiva em 

curto, médio e longo prazo. Por outro lado, quando foi utilizado o teste da formalina não foram 

observadas alterações nas respostas neurogências e inflamatórias em todos os grupos 

estudados, o que pode ser indicativo de que a provável adaptação ocorrida no sistema 

nociceptivo seja relativo às fibras nociceptivas, pois os testes em questão promovem ativação 

de diferentes fibras, obtendo diferentes respostas de avaliação da nocicepção. A latência 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 fásica, ou seja, um estímulo 

nociceptivo de curta duração está relacionado ao limiar nociceptivo e envolve estimulação de 

áreas de superfície mínimas. Este teste térmico envolve estimulação de fibras Aδ (para revisão 

ver Le Bars et al., 2001), e sabe-se que estas fibras estão presentes no nascimento (P0). Por 

outro lado, o teste da formalina envolve dor tônica, um estímulo de longa duração, 
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desencadeando a resposta nociceptiva, que envolve estímulo de fibras do tipo C (para revisão 

ver Le Bars et al., 2001), que estão em processo de maturação nas três primeiras semanas de 

vida (Fitzgerald, 1995). A partir dos resultados obtidos, sugere-se que possíveis adaptações 

possam ter ocorrido em fibras do tipo Aδ, sendo que uma possível down-regulation possa ter 

ocorrido a partir da administração de anestésicos gerais, como isoflurano e cetamina 

S+/fentanil. Nas três primeiras semanas de vida ocorre um aumento de fibras do tipo C na 

medula espinhal e a correspondente diminuição de fibras do tipo Aδ não ocorre imediatamente. 

Portanto, nas três primeiras semanas de vida, ambas as fibras ocupam um mesmo espaço 

dentro da medula espinhal (Fitzgerald, 1995). Podemos sugerir que a administração de 

anestésicos gerais numa fase de maturação promove uma adaptação no sistema nociceptivo, 

decorrente de um desequilíbrio das fibras do tipo Aδ, ocasionando uma diminuição no número 

dessas fibras e/ou em sua atividade nociceptiva. 

 É importante salientar que dados da literatura sugerem que o sistema inibitório 

descendente tem um papel essencial na clássica resposta bifásica produzida pela formalina 

(Guy & Abbott, 1992). Esta não é claramente observada até P15, devido à imaturidade deste 

sistema. Conseqüentemente, até o P15, os animais apresentam uma exagerada resposta à 

formalina (Teng & Abbott, 1998). Levando em consideração que o teste foi realizado em P14, 

não podemos descartar que este fato possa ter influenciado os resultados obtidos em P14, 

porém não em P30.  

 Adicionalmente, a analgesia observada no TFL, em animais que receberam anestesia 

geral, independentemente da via de administração, pode estar relacionada ao fato do sistema 

nervoso imaturo do neonato ser altamente sensível aos efeitos depressores dos anestésicos 

(Soriano & Anand, 2005). Os anestésicos são capazes de interagir com uma variedade de 

sistemas neuronais, incluindo sistemas GABAérgico, glicinérgico, colinérgico e glutamatérgico 

(Krasowski & Harrison, 1999; Dilger, 2002), e alterações em nível de receptores destes 
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sistemas em número e/ou afinidade podem estar contribuindo com a adaptação ocorrida no 

sistema nociceptivo.  Importante salientar que a eficácia anestésica é medida pela ausência de 

resposta ao estímulo nocivo, que não é alterada por lesões no córtex parietal em ratos (Rampil 

et al., 1993).  Este dado é confirmado por estudos que demonstram que ratos descerebrados e 

intactos respondem à mesma concentração de anestésico no bloqueio da resposta a estímulos 

dolorosos (Todd et al., 1993) e que mudanças provocadas pelos anestésicos ocorrem em maior 

proporção em nível medular que supramedular (Collins et al., 1995).  

 Sabe-se que um dos mecanismos de ação sugeridos para os anestésicos inalatórios é o 

fato de provocarem alterações na fluidez de membranas celulares, o que nos leva a sugerir que 

esta ação possa estar envolvida nos efeitos observados em curto prazo; no entanto, não em 

longo prazo. Este último pode ser decorrente de um processo adaptativo na transmissão e/ou 

modulação do estímulo nociceptivo, desencadeado pela administração de isoflurano em P14. 

Sabe-se que isoflurano ativa tanto sistema glicinérgico quanto GABAérgico (Zhang et al., 

2003), modulando,  em nível medular, a nocicepção. Co-sinapses glicinérgicas e GABAérgicas 

foram detectadas em medula espinhal de neonatos, mas não de adultos (Keller et al., 2001). 

Estas co-sinapses podem representar um mecanismo inibitório intrínseco em nível de medula 

espinhal de neonatos, assim compensando a falta de modulação inibitória descendente. 

Isoflurano potencializa estas sinapses atuando no sistema nociceptivo intrínseco do neonato 

(Sanders et al., 2005).  Sinapses inibitórias sofrem alterações no período pós-natal até a terceira 

semana de vida. Os neonatos apresentam co-sinapses glicinérgicas/GABAérgicas, ocorrendo 

em  animais de maior idade, sinapses glicinérgica e GABAérgica independentes (Pattinson & 

Fitzgerald, 2004). Nos resultados obtidos nesta dissertação, não é possível descartar a 

participação de receptores, como por exemplo, os gabaérgicos, importantes no 

desenvolvimento neuronal, pois estudos imuno-histoquímicos demonstram um aumento na 

reatividade destes receptores até P14, seguido de uma diminuição em todos os níveis, e uma re-
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localização na superfície do corno dorsal (Ma et al., 1994; Tran et al., 2003).  Outros 

mecanismos de ação sugeridos para o isoflurano, como o bloqueio de canais iônicos, inibição 

de neurotransmissores excitatórios, hiperpolarização celular e repercussão indireta no sistema 

nervoso autônomo, não podem ter sua participação descartada no processo de adaptação, 

ocorrido a partir de sua administração no período neonatal. 

 É importante salientar que os animais que foram submetidos ao procedimento cirúrgico 

apresentaram uma reversão parcial da analgesia induzida pelo isoflurano, seis horas após o 

procedimento. Dantas (2007), utilizando o modelo de Brennan modificado, demonstrou que 

ratos de 21 dias apresentavam aumento na latência de retirada da cauda, trinta minutos após a 

realização do procedimento cirúrgico. Esta analgesia foi caracterizada como 

predominantemente GABAérgica, com participação  opióide. No presente estudo, a medida de 

TFL foi realizada seis horas após a intervenção cirúrgica, e não foi observada analgesia 

relacionada ao procedimento cirúrgico. Dor pós-operatória está associada à injúria tecidual 

periférica. Sabe-se que este dano resulta em aumento da atividade dos nociceptores e aumento 

da excitabilidade neuronal, induzindo sensibilização periférica e central (Woolf & Chong, 

1993). Em outro estudo, utilizando o modelo de dor pós-operatória de Brennan, foi 

demonstrado que, três horas após o procedimento cirúrgico, há um pico de liberação de 

aminoácidos excitatórios, como aspartato e glutamato, e estes retornam ao seu nível basal 

somente um dia após a intervenção. Estes aminoácidos excitatórios estão envolvidos na 

sensibilização medular, mas não desempenham papel importante na manutenção da 

hiperalgesia (Yun et al., 2007). Portanto, sugere-se que esta liberação de aspartato e glutamato 

possa ser responsável pela parcial reversão da analgesia relacionada à administração do 

isoflurano. Há poucos estudos relativos à nocicepção avaliada em animais adultos que sofreram 

procedimento cirúrgico em fase precoce pós-natal (Sternberg et al., 2005; Dantas, 2007; 

Walker et al., 2009). O modelo cirúrgico utilizado nesta dissertação é amplamente utilizado em 
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estudos que avaliam o efeito de hipóxia-isquemia neonatal, não havendo estudos que envolvam 

aspectos nociceptivos. Como perspectiva, pretende-se considerar os efeitos da 

hipóxia/isquemia em ratos, no P14, sobre os limiares nociceptivos destes animais e suas 

possíveis repercussões na vida adulta. 

 Em relação ao segundo desenho experimental, é importante salientar que dados da 

literatura são relacionados mais freqüentemente à mistura racêmica de cetamina, neste trabalho 

optou-se por utilizar cetamina S+, enantiômero mais efetivo como anestésico e analgésico que 

a mistura racêmica e que cetamina R- (Reich & Silvay, 1989). Em contraste com a cetamina, 

cetamina S+ é relatada por apresentar menos efeitos colaterais psicomiméticos, como 

alucinações e desrealização (Paul et al., 2009). As vantagens potenciais da utilização de um 

enantiômero puro, ao invés da mistura racêmica, incluem um perfil farmacodinâmico menos 

complexo e mais seletivo, um maior índice terapêutico e menores complexidade 

farmacocinética, interações medicamentosas e relação dose-resposta (Joó 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 conexões no SNC imaturo 

(Garthwaite, 1989). A afinidade e densidade dos receptores NMDA são semelhantes em 

neonatos e adultos. No entanto, sua distribuição difere, sendo, em adultos, restrita à substância 

gelatinosa e, em neonatos, distribuídos por toda a medula, atingindo a distribuição do adulto 

somente em P28 (Kalb & Hockfield, 1991).  No período pós-natal, até a terceira semana de 

vida, há uma reorganização das subunidades dos receptores NMDA e também uma re-

localização destes na medula espinhal (Pattinson & Fitzgerald, 2004).  A analgesia observada, 

nesta dissertação, no 16ºdia após a utilização de cetamina S+, sinaliza para um possível 

processo adaptativo, decorrente do uso do fármaco, na transmissão e/ou modulação do sistema 
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glutamatérgico. Esta alteração na sensibilidade nociceptiva pode estar relacionada a alterações 

centrais e periféricas envolvendo receptores glutamatérgicos, em número e/ou afinidade; ou, 

ainda, pode ser decorrente de alterações em outros sistemas neurotransmissores capazes de 

interagir com este sistema, salientando-se a utilização da cetamina S+ e fentanil, o que reforça 

a hipótese de que diferentes sistemas de neurotransmissores podem estar envolvidos nesta 

alteração nociceptiva de médio prazo, decorrente de uma única manipulação farmacológica no 

período de maturação pós-natal. 

 O fentanil é um analgésico opióide amplamente utilizado como adjuvante na anestesia 

geral (Linneman et al., 2000; Twite et al., 2004), atuando como agonista específico do receptor 

µ (Skaer, 2006). Os receptores opióides µ estão presentes na primeira semana de vida, em 

neurônios do gânglio da raiz do corno dorsal, de pequeno e largo diâmetros. Durante o período 

pós-natal ocorre down-regulation na expressão destes receptores nas fibras de largo diâmetro 

(Sweitzer et al., 2004). Os receptores µ têm seu pico de ligação, em medula espinhal, em P7, 

com um padrão difuso de ligação na superfície do corno dorsal no processo de maturação 

(Zissen et al., 2006). Considerando estas informações ontogênicas, pode-se sugerir que a 

intervenção farmacológica com fentanil em P14 possa ter desencadeado up-regulation dos 

receptores µ, devido ao rápido declínio da concentração do fármaco no SNC imaturo, o que 

poderia estar envolvido com a resposta analgésica encontrada.  

 Além da medula, outras estruturas centrais, como a substância cinzenta periaquedutal 

(SCP), são ricas em terminações nervosas opioidérgicas (Reichling et al., 1988). A SCP e suas 

projeções descendentes até o bulbo rostral ventromedial e corno dorsal da medula espinhal 

constituem um circuito primário para modulação descendente da dor (Basbaum & Fields, 

1984). Sabe-se que a modulação inibitória descendente tem sua maturação nas três primeiras 

semanas de vida pós-natal e uma intervenção farmacológica envolvendo o sistema opióide 

pode promover alterações neste processo.  As mudanças encontradas na resposta nociceptiva 
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podem estar relacionadas a alterações centrais promovidas pelo fentanil, envolvendo receptores 

opioidérgicos, em número e/ou afinidade.  

 Em estudo prévio do grupo de pesquisa, utilizando outro agonista opióide (morfina 5µg 

s.c./dia/7dias a partir do P8), observou-se que esses animais não apresentaram a clássica 

tolerância a opióide, associada a maior tempo de analgesia à morfina em P14, e este efeito se 

prolonga pelo menos até P80 (Rozisky et al., 2008). Outro estudo envolvendo agonista opióide 

µ utilizou a infusão de 50 µg/kg/hora de fentanil por 72 horas (P14-P16), e os animais 

apresentaram tolerância ao fentanil no TFL em P17, associada à menor sensibilidade à morfina 

em P55 (Thornton & Smith, 1998). Estes dois estudos citados envolveram administração 

repetida de agonistas opióides, e foram observadas alterações de resposta nociceptiva 

importantes em longo prazo. Nesta dissertação utilizou-se uma única administração de fentanil 

em P14 e foi observada analgesia em médio prazo. No entanto, este fármaco foi associado à 

cetamina, o que nos leva a sugerir que diferentes sistemas de neurotransmissores podem estar 

envolvidos nesta alteração nociceptiva de médio prazo decorrente de uma única manipulação 

farmacológica no período de maturação pós-natal. 

 As técnicas utilizadas neste estudo não nos permitem determinar os reais mecanismos 

envolvidos nas alterações observadas na resposta nociceptiva em curto, médio e longo prazos 

de animais submetidos a anestésicos gerais, com e sem procedimento cirúrgico. Novos estudos 

são necessários para avaliar o número e a sensibilidade de receptores gabaérgicos, 

glutamatérgicos e opióides, para melhor elucidar os resultados obtidos.  

 

VII.2 – RESPOSTA COMPORTAMENTAL: ATIVIDADE LOCOMOTORA E 

ANSIEDADE 

 A exposição ao isoflurano em P14 promoveu alterações comportamentais observadas 

em CA em todas as idades analisadas. Foi observado um aumento da atividade locomotora em 



______________________________________________________________________________Discussão 

 74  

P14 (grupo ISO) e P30 (grupos ISO e ISO-CIR). Além disto, em P30, os grupos ISO e ISO-

CIR apresentaram redução na latência de saída do primeiro quadrante, indicativo de 

diminuição no nível de ansiedade. Em P60, somente o grupo ISO-CIR apresentou este efeito. 

No entanto, no LCE não foi observada diferença entre os grupos para todos os parâmetros 

comportamentais avaliados. Estes resultados, considerados em conjunto, sugerem que as 

alterações comportamentais observadas em campo aberto são relacionadas a aumento da 

atividade locomotora, sem envolvimento com o estado de ansiedade dos animais.  

 A atividade locomotora é resultado da interação de vários sistemas de 

neurotransmissores. A dopamina é destacada entre estes, uma vez que, na ausência de 

estimulação central de receptores de dopamina, a atividade locomotora pode não ocorrer ou 

não ser desempenhada de forma significativa (Irifune et al., 1997). Mecanismos 

dopaminérgicos dentro do núcleo accumbens e do estriado desempenham um papel importante 

no controle da atividade locomotora e a estimulação destes neurônios provoca um aumento na 

atividade locomotora, enquanto que a diminuição dos níveis de dopamina provoca uma 

diminuição do comportamento espontâneo (Fishman et al., 1983; Arnt, 1987). A dopamina é 

um dos primeiros neurotransmissores a ser encontrado no cérebro em desenvolvimento (Levitt 

& Rakic, 1982; Puelles & Verney, 1998). A enzima tirosina-hidroxilase é o passo limitante na 

síntese de dopamina, tornando-se assim um marcador útil para detecção de neurônios 

dopaminérgicos. Esta enzima encontra-se com reatividade positiva no período embrionário (E) 

de E12-13 em córtex cerebral (Frederick & Stanwood, 2009). A densidade de axônios que 

expressam a enzima tirosina-hidroxilase positiva no córtex apresenta um aumento gradual ao 

longo do desenvolvimento, que declina no período pós-natal, para atingir níveis do adulto 

durante a puberdade (Frederick & Stanwood, 2009). Os receptores de dopamina são expressos 

em regiões cerebrais corticais, no início do período embrionário, 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 à proteína-G. Durante o período pré-natal e na fase precoce do período pós-natal, 

ocorre um aumento dos receptores D1 e D2, para somente alcançar os níveis de expressão 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 

liberação de dopamina em sinaptossomas de estriado de ratos (Mantz et al., 1994) e também 

promove uma inibição da recaptação sinaptossomal de dopamina em cérebro de ratos (El-

Maghrabi & Eckenhoff, 1993). Em um estudo de microdiálise in vivo, doses anestésicas de 

isoflurano promoveram um aumento da concentração extracelular de dopamina no estriado de 

ratos (Opacka-Juffry et al., 1991). Portanto, considerando estes estudos, é plausível sugerir que 

os resultados obtidos em relação à alteração na locomoção de animais manipulados 

farmacologicamente, em P14, com isoflurano, em curto e em médio prazo, podem refletir 

alterações na transmissão e/ou modulação no sistema dopaminérgico imaturo. Futuros estudos 

utilizando fármacos que atuam em sistema dopaminérgico, no modelo em estudo, poderão 

melhor elucidar este efeito. 

 Por outro lado, observou-se que a administração de cetamina S+/fentanil (grupos CF e 

CF-CIR) promoveu diferenças comportamentais, tanto no CA quanto LCE. No P30, observou-

se aumento da atividade locomotora no CA, associado a uma diminuição no número de bolos 

fecais, sendo este último efeito somente observado no grupo CF, ambos os comportamentos 

indicativos de menor nível de ansiedade. No LCE, os animais em P30 apresentaram um 

aumento no número de unprotected head dipping e de entrada nos braços abertos, associado a 

um maior tempo de permanência nos braços abertos. Salienta-se que os animais que receberam 

intervenção cirúrgica apresentaram um maior aumento nos comportamentos de entrada e tempo 

de permanência nos braços abertos, quando comparados aos do grupo que foi submetido 

apenas a cetamina S+/fentanil. Corroborando os resultados obtidos no CA, sugerem uma 

diminuição nos níveis de ansiedade em animais submetidos à intervenção farmacológica e 
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cirúrgica ocorrida em P14.  Já em P60, a exposição dos animais ao LCE demonstrou que 

aqueles que receberam somente cetamina S+/fentanil apresentaram aumento no número de 

protected head dipping, de unprotected head dipping e de entradas nos braços abertos, 

associado a aumento do tempo de permanência nos braços abertos. Pode-se, então, inferir que a 

manipulação farmacológica promoveu alterações comportamentais indicativas de menor nível 

de ansiedade observada nos animais pelo menos até P60. Cabe salientar que não foram 

observadas diferenças, entre os grupos, entre os parâmetros comportamentais analisados no 

CA.  

 Estes resultados demonstram que a utilização de antagonista NMDA, como a cetamina 

S+, em P14, diminui os níveis de ansiedade em médio e longo prazos. Estudos anteriores 

demonstram que antagonistas de receptores NMDA possuem ação ansiolítica 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 

ação ansiolítica em ratos. 

 Para um melhor entendimento do quadro de ansiedade, possíveis mecanismos e regiões 

do cérebro têm sido estudados. Destacamos estruturas cerebrais como região dorsal da 

substância cinzenta periaquedutal (Guimarães et al., 1991; Matheus et al., 1994) e a porção 

ventral do hipocampo (Bannerman et al., 2002, 2003). A administração de antagonista NMDA 

diretamente na região dorsal da substância cinzenta periaquedutal, em animais adultos, 

promoveu menor nível de ansiedade no LCE (Guimarães 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 período de maturação pós-

natal, receptores de diversos sistemas estão em processo de reorganização ou mesmo re-

localização dentro do sistema nervoso, incluindo receptores NMDA. Portanto, diferentes 

períodos de exposição a anestésicos durante o desenvolvimento cerebral podem afetar 
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diferentes regiões do cérebro (Irifune et al., 1991). O período de crescimento neuronal começa 

no último trimestre de gravidez em humanos e continua até dois anos de idade (Bayer et al., 

1993). Em ratos e camundongos, o período de crescimento neuronal compreende as três 

primeiras semanas de vida pós-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), GABAA (Hevers et al., 2008), opióides (Hirota et al., 1999), 

colinérgicos (Abelson et al., 2006), receptores da substância P (Okamoto et al., 2003), 

dopaminérgicos (D2) e serotoninérgicos (5-HT2) (Kapur & Seeman, 2002). Cetamina provoca 

mudanças nos níveis cerebrais de monoaminas em ratos (Usuda et al., 1981; Yamamoto et al., 

1982) e primatas (Bacapoulos et al., 1979), aumentando liberação 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 recaptação de monoaminas, da mesma forma como 

os fármacos antidepressivos, aumentando concentrações sinápticas das monoaminas (Tso et al., 

2004), como dopamina e norepinefrina no estriado (Johnson & Snell, 1985) e sinaptossomas de 

córtex (Smith et al., 1981), respectivamente. Na literatura, relata-se ainda que, a ansiedade 

pode estar relacionada com o desequilíbrio entre os sistemas noradrenérgico e serotonérgico 

(Tanaka et al., 2000). Pode-se sugerir que alterações observadas nos níveis de ansiedade, após 

a utilização de cetamina S+ em P14, podem ser decorrentes de modulação no sistema 

glutamatérgico, em desenvolvimento neste período. Além disto, deve ser considerada a 

participação de diferentes sistemas de neurotransmissores, salientando-se que a cetamina foi 

associado ao fentanil.  

 O fentanil é um agonista específico de receptores µ (Skaer, 2006) largamente utilizado 

em procedimentos anestésicos.  Estudos ontogênicos demonstram que os  receptores µ e κ 

estão presentes no nascimento, enquanto que os receptores δ aparecem somente aparecem 

depois da segunda semana pós-natal (Wohltmann et al., 1892, Barg et al., 1989). Sua 
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expressão e sua capacidade de ligação sofrem considerável reorganização no período pós-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 opióides 

(Drake & Milner, 1999), que, como descrito acima, podem estar envolvidos em mecanismos 

relativos à ansiedade.  Recente estudo demonstrou que alterações hipocampais, como maior 

excitabilidade, ocorrem após aguda administração 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 µ), sendo que os efeitos anti-aversivos foram mimetizados pelo DAMGO, 

agonista seletivo dos receptores µ (Motta et al., 1995; Anseloni et al., 1999). A partir do nosso 

estudo, podemos sugerir que, numa fase, em que ocorre intensa sinaptogênese e rearranjos 

moleculares (em P14), exposição única a um agonista opióide, associado a um antagonista 

glutamatérgico, possa promover alterações que perdurem até a vida adulta, e que estes efeitos 

podem ser decorrentes da ação individual de cada fármaco e/ou da interação entre eles.  

 As técnicas utilizadas neste estudo não nos permitem determinar os reais mecanismos 

envolvidos nas alterações observadas na resposta comportamental de animais submetidos a 

anestésicos gerais, com e sem procedimento cirúrgico. Novos estudos são necessários para 

avaliar os sistemas citados acima, como os dopaminérgicos, glutamatérgicos e opióides, 

principalmente relativos ao receptor µ; avaliando adaptações que possam ter ocorrido em 

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

 

VII.3 - ATIVIDADE ENZIMÁTICA: HIDRÓLISE DOS NUCLEOTÍDEOS DE 

ADENINA EM MEDULA ESPINHAL DE RATOS 

 Os resultados obtidos nesta dissertação demonstram que a administração de anestésicos 

gerais, associada ou não ao procedimento cirúrgico, no período neonatal, produz alterações nas 
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atividades de hidrólise de nucleotídeos da adenina em sinaptossomas de medula espinhal, em 

curto e médio prazo.  

 Quando se avalia o efeito da administração de isoflurano em P14, observa-se que os 

animais do grupo ISO apresentaram diminuição na hidrólise dos três nucleotídeos analisados 

(ATP, ADP e AMP). Dentre as oito NTPDases caracterizadas, as formas 1, 2, 3 e 8 estão 

ancoradas à membrana plasmática, com sua atividade catalítica voltada para o meio 

extracelular, e necessitam de  íons Ca2+ ou Mg2+ em concentrações milimolar para atividade 

máxima, sendo inativadas na ausência desses íons (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 ação atribuídos ao isoflurano possam estar envolvidos nas alterações da 

funcionalidade destas enzimas, destacando-se sua interferência em volume e fluidez de 

membranas celulares, assim como, bloqueio de canais iônicos, aumento do tônus do sistema 

gabaérgico, inibição de neurotransmissores excitatórios e hiperpolarização celular.  

Considerando que a NTPDase 1, também conhecida como ecto-apirase, hidrolisa 

igualmente os nucleotídeos trifosfatados e difosfatados (1:1), pode-se sugerir esta seja a  

enzima envolvida no efeito observado após a utilização de isoflurano no período neonatal. Esta 

enzima apresenta ampla distribuição nas superfícies celulares de todos os tipos de células do 

sistema nervoso central (Nagy, 1997; Zimmermann, 2001, 2006). Quando a NTPDase 1 está 

ativa, o ATP extracelular é convertido a AMP e, após, à adenosina pela ecto-5’nucleotidase. 

Com isto, o ADP não é um produto apreciável. Entretanto, quando a NTPDase 1 está inibida, 

como é o caso do sinaptossoma de medula espinhal, o ATP é convertido em ADP por outras 

ecto-ATPases, e o ADP pode se acumular transitoriamente no meio extracelular. Neste caso, o 

AMP, que é o substrato da ecto-5’nucleotidase, pode estar diminuído.  Adicionalmente, a 

reação catalisada pela ecto-5’nucleotidase é passo limitante na via de conversão do ATP 
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extracelular em adenosina (Cunha & Ribeiro, 2000). É importante observar que esta enzima é 

inibida pelo ATP e/ou ADP (Cunha & Sebastião, 1991). Então, somente quando os níveis de 

ATP e ADP diminuem abaixo do limiar de inibição da ecto-5’nucleotidase, ocorre formação de 

adenosina em quantidade considerável. Pode-se sugerir, no caso de administração de isoflurano 

em P14, que o ATP e o ADP podem se acumular no meio extracelular de neurônios sensoriais 

da medula espinhal, devido à inibição das atividades NTPDásicas, e o aumento destes 

nucleotídeos inibe a atividade da ecto-5’nucleotidase. Entretanto, é difícil inferir se esse ensaio, 

realizado in vitro, resultará ou não em diminuição de adenosina extracelular in vivo. 

A disponibilidade de ATP extracelular aumenta em decorrência de uma variedade de 

mecanismos, incluindo estimulação mecânica, liberação vesicular com outros 

neurotransmissores (ex: acetilcolina, noradrenalina, glutamato, GABA e neuropeptídeo Y) ou 

dano celular (ex: cirurgia, hipóxia) (Burnstock & Williams, 2000; North, 2002; Burnstock, 

2007). A degradação metabólica do ATP leva ao aumento dos níveis extracelulares de ADP, 

AMP e adenosina, todos com atividades mediadas por receptores específicos. No contexto da 

transmissão nociceptiva, a ativação de receptores P1 pela adenosina diminui a nocicepção, a 

inflamação e a excitabilidade celular (McGaraughty & Jarvis, 2006), enquanto que a ativação 

de receptores P2 pelo ATP estimula a excitabilidade celular e aumenta a liberação de 

aminoácidos excitatórios, desencadeando respostas nociceptivas e podendo levar à apoptose.  

A injúria tecidual resulta em liberação de mediadores pró-nociceptivos, entre eles o ATP, que 

sensibilizam terminais nervosos periféricos e que podem levar a um aumento na excitabilidade 

neuronal nos neurônios do corno dorsal da medula espinhal. O procedimento cirúrgico 

utilizado nesta dissertação pode ser caracterizado como um evento lesivo, causando lise 

celular. Observou-se que apenas a administração de isoflurano produziu diminuição nas 

atividades NTPDásicas e esta foi revertida pela cirurgia. Portanto, pode-se sugerir que este seja 

um efeito compensatório, devido ao aumento da liberação de ATP causada pela cirurgia.  
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A administração de cetamina S+/fentanil não foi capaz de alterar a hidrólise dos 

nucleotídeos de adenina em P14; porém este efeito ocorreu em P30, como aumento nas 

hidrólises de ATP e AMP. E a cirurgia reverteu somente o aumento da hidrólise do ATP. Neste 

caso, o efeito foi mais tardio, mas não menos importante, pois demonstra que o uso destes 

fármacos interfere na sinalização purinérgica. Como este efeito é observado em médio prazo, 

pode-se sugerir que a associação de cetamina S+/fentanil em P14 gera um processo adaptativo 

no sistema purinérgico, mais especificamente na hidrólise dos nucleotídeos da adenina, que 

pode estar sendo refletido nas alterações nociceptivas observadas nestes animais.  

 Considerando que a NTPDase 2, também conhecida como ecto-ATPase, apresenta 

grande preferência pelos nucleotídeos trifosfatados sobre os difosfatados (30:1), pode-se 

sugerir como sendo esta a enzima responsável pelo efeito observado após a administração de 

cetamina S+/fentanil no período neonatal, tendo a função de modular o sinal do ATP em 

sinaptossomas de medula espinhal em P30. Esta enzima é expressa em SNC de ratos desde o 

período embrionário e, dessa maneira, não somente inativa os ligantes de receptores dos 

nucleotídeos trifosfatados, mas também gera ligantes para os receptores dos nucleotídeos 

difosfatados (Zimmermann, 2006). Está bem estabelecido que o ATP é um neurotransmissor 

facilitatório da nocicepção ao atuar em receptores P2X3; no entanto, estes receptores estão co-

localizados com receptores P2Y1, inibitórios da nocicepção (Ruan & Burnstock, 2003). Além 

disto, outros receptores P2Y são capazes de inibir a adenilato ciclase (von Kügelgen, 2006) e, 

com isso, promover uma inibição da liberação de neurotransmissores (Hussl & Boehm, 2006).   

 A administração de cetamina S+/fentanil em P14 provocou analgesia observada no teste 

de tail-flick e aumento da hidrólise de ATP e AMP em sinaptossomas de medula espinhal, em 

P30. Considerando que estes resultados podem estar relacionados, é importante considerar que 

o aumento da hidrólise do ATP por ecto-ATPases tem como conseqüência aumento da 

concentração de ADP. Estudos prévios demonstram que o ADP, gerado pela degradação 
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enzimática de ATP, é um potente agonista P2Y (Burnstock, 2006; Zimmermann, 2006), 

diminuindo a neurotransmissão excitatória em neurônios sensoriais secundários e minimizando 

o efeito algogênico do ATP (Gerevich et al., 2004).  A ativação de receptores P2Y estimula 

vários mecanismos modulatórios intracelulares, tais como ativação de fosfolipase C e aumento 

de adenilato ciclase (von Kügelgen, 2006). Por outro lado, outros receptores P2Y são capazes 

de inibir esta enzima (von Kügelgen, 2006), promovendo a inibição da liberação de 

neurotransmissores (Hussl & Boehm, 2006). Embora a hipótese sugerida não tenha sido testada 

neste estudo, pode-se sugerir que o aumento na hidrólise do ATP, em medula espinhal de ratos 

jovens submetidos no período neonatal à administração de cetamina S+/fentanil, tem a função 

de remover o sinal do ATP, gerando um segundo sinal mediado pelo ADP.   

 Considerando que o aumento da hidrólise do AMP gera maiores concentrações 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 A1 estão associados com o 

efeito modulatório na transmissão da dor em nível espinhal (Keil & DeLander, 1996). 

Agonistas A1 parecem atuar pré-sinapticamente, inibindo a liberação de neurotransmissores, 

como noradrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolina e glutamato (Brundege & Dunwiddie, 

1997); ou pós-sinapticamente, reduzindo a excitabilidade neuronal pelo aumento da 

condutância de K+ (Hass & Greene, 1988; Lamber & Teyler, 1991). A adenosina formada 

endogenamente está envolvida no controle fisiológico da dor e com antinocicepção opióide 

(Bennet, 2000).  

  Em P30, o procedimento cirúrgico não reverteu o aumento na hidrólise do AMP, 

desencadeado pela administração da associação cetamina S+/fentanil realizada em P14; porém, 

reverteu o aumento da hidrólise de ATP. Pode-se sugerir que o aumento da disponibilidade de 

ATP extracelular decorrente da exposição a procedimentos invasivos citado na literatura 

(Burnstock & Williams, 2000; North, 2002; Burnstock, 2007) possa ser decorrente da inibição 
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da expressão da enzima de hidrólise do ATP e/ou da atividade ATPásica. Neste caso 

específico, o aumento observado pela administração de cetamina S+/fentanil foi revertido pelo 

procedimento cirúrgico, sendo observado como resultado final um nível de hidrólise do ATP 

igual ao do grupo controle. Pode-se inferir que houve um equilíbrio entre os efeitos decorrentes 

dos dois fatores (administração de cetamina S+/fentanil e cirurgia), que pôde ser observado 

dezesseis dias após a intervenção.  

 Como este estudo foi desenvolvido em animais no período neonatal e, portanto, em 

período em que o SNC está em processo de maturação, é importante salientar que, ao longo do 

desenvolvimento, alterações em receptores ativados por nucleotídeos e nucleosídeos da 

adenina podem ser acompanhadas por alterações nas ectonucleotidases (Zimmermann, 2006). 

Além disso, NTPDase 1 e 3 são encontradas em neurônios, enquanto que a NTPDase 2 está 

associada com imaturidade e células gliais satélites no gânglio da raiz dorsal (Braun et al., 

2004). Ressalta-se também que a ecto-5’nucleotidase encontra-se predominantemente na glia 

em SNC adulto, e evidências demonstram que esta enzima pode estar relacionada com 

desenvolvimento da superfície neural e plasticidade (Zimmemann, 2006).  

 Uma multiplicidade de receptores, transmissores, sistemas de segundos mensageiros, 

fatores de transcrição e outras moléculas sinalizadoras estão envolvidas nas vias de dor 

(Honore & Jarvis, 2006; Perl, 2007). É importante salientar que os efeitos das purinas na 

nocicepção são complexos, dependendo do subtipo de receptor ativado e sua localização. As 

técnicas utilizadas neste estudo não permitem determinar os reais mecanismos envolvidos nas 

alterações das hidrólises dos nucleotídeos da adenina observadas em decorrência da 

administração de anestésicos gerais no período neonatal. Novos estudos são necessários para 

avaliar o papel do sistema purinérgico na ação dos anestésicos gerais; avaliando adaptações 

que possam ter ocorrido em número e/ou sensibilidade das enzimas e até mesmo dos 

receptores, para melhor elucidar os resultados obtidos.        
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VIII.1 – CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

Os resultados obtidos nesta dissertação nos permitem concluir que: 

1. a administração de isoflurano em P14 produziu: 

1.1. diminuição na nocicepção em curto prazo (P14), parcialmente revertida pelo procedimento 

cirúrgico;  

1.2. diminuição na nocicepção em longo prazo (P60); 

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

cirúrgico; 

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

1.5. diminuição da hidrólise de ATP, ADP e AMP em curto prazo (P14), reversão da 

diminuição da hidrólise do ATP e ADP pelo procedimento cirúrgico. 

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

2.1. diminuição na nocicepção em curto prazo (P30);  

2.2. aumento na atividade locomotora em médio prazo (P30); 

2.3. diminuição no nível de ansiedade em médio (P30) e longo prazos (P60); 

2.4. aumento da hidrólise de ATP e AMP em médio prazo (P30), reversão do aumento da 

hidrólise do ATP pelo procedimento cirúrgico. 

VIII.2 - CONCLUSÃO GERAL 

 Considerando o conjunto dos resultados desta dissertação, pode-se concluir que a 

administração de anestésicos gerais, independentemente da via de administração, associado ou 

não a procedimento cirúrgico em ratos, no período neonatal (P14), promove alterações 

comportamentais e bioquímicas de curta, média e longa duração, portanto com repercussões na 

vida adulta. Isto nos leva a salientar a importância do conhecimento da neurobiologia de 

animais de menor idade, objetivando a escolha de adequado manejo fármaco-terapêutico nestes 

indivíduos.  
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IX - PERSPECTIVAS 

 Devido às técnicas utilizadas neste estudo não permitirem determinar os reais 

mecanismos envolvidos nas alterações comportamentais e bioquímicas, são necessárias novas 

pesquisas envolvendo os diversos sistemas citados, como glutamatérgico, opioidérgico, 

gabaérgico, dopaminérgico, que permitam um melhor entendimento dos resultados obtidos. 

Para tanto, buscaremos a utilização de fármacos que atuem especificamente nos sistemas de 

neurotransmissores citados acima. Além disso, avaliaremos possíveis adaptações ocorridas  em 

número e/ou sensibilidade de receptores destes neurotransmissores, utilizando técnicas 

específicas, bem como, a análise da expressão das E-NTPDases e concentrações de 

nucleotídeos e nucleosideos da adenina em medula espinhal de ratos submetidos a 

administração de anestésicos gerais em P14.  
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