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RESUMO 
 
Neonatos, bebês e crianças são freqüentemente expostos a estímulos nocivos 

repetidos, incluindo vacinações e cirurgias. Tem sido relatado que pacientes submetidos a 
cirurgias no início da vida apresentam mais 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. Foi demonstrado que bebês que 
foram operados até os três meses de idade e que sofreram cirurgia subseqüente no 
mesmo dermátomo até os três anos de idade precisaram de mais fentanil itnraoperatório, 
mais morfina no pós-operatório e tiveram maior concentração de norepinefrina plasmática 
que crianças da mesma idade que estavam sendo operadas pela primeira vez. O grupo 
de Brennan desenvolveu um modelo de dor pós-operatória em roedores que consiste na 
realização de incisão na face plantar do membro posterior sob anestesia geral com 
halotano. Nesse modelo foi demonstrada hiperalgesia mecânica, que persistiu por vários 
dias, sendo essa uma das similaridades com o estado pós-operatório em seres humanos. 
Trabalhos posteriores mostraram liberação de aminoácidos excitatórios, ativação das 
células do corno dorsal e sensibilização central, e redução do comportamento de dor por 
injeção intratecal de antagonista não-NMDA. Observou-se que as fibras Aδ e C 
continuavam sensibilizadas um dia após a incisão, contribuindo para a hiperalgesia 
mecânica e para a amplificação da resposta central. A morfina inibiu os comportamentos 
de dor, tanto administrada subcutaneamente quanto via intratecal. Assim, sugere-se que 
esse seja um excelente modelo de estudo de dor pós-operatória, bem como de sua 
modulação. Essa tese teve como objetivo realizar estudos sobre modulação da dor, 
analgesia pós-operatórias resposta inflamatória e nova exposição à cirurgia em modelo 
animal, utilizando ratos 21 dias de idade. Pela facilidade técnica e resultados prévios, foi 
selecionado e adaptado o modelo descrito por Brennan e colaboradores (Brennan et al., 
1996). Observou-se aumento de TFL 30 minutos após a cirurgia em ratos de 21 dias de 
idade, sugerindo recrutamento de sistemas moduladores da dor. Esse aumento foi 
totalmente revertido por picrotoxina e parcialmente revertido por naloxona, evidenciando 
papéis gabaérgico e opióide na modulação da dor pós-operatória. Houve também 
aumento da duração da analgesia da morfina, sugerindo somatório de efeitos: do 
analgésico exógeno e dos neurotransmissores liberados. A administração de morfina por 
7 dias produziu tolerância, independentemente da cirurgia. Houve diminuição da duração 
do efeito da morfina quando administrada 60 dias após a cirurgia, sugerindo 
conseqüências de longa duração decorrentes da cirurgia. Além disso, observou-se que, 
30 min após a cirurgia, os animais realizaram menos cruzamentos em campo aberto 
sendo esse efeito independente da anestesia e da ansiedade, o que foi interpretado como 
hiperalgesia mecânica. Houve também exacerbação da resposta inflamatória à formalina, 
na pata contra-lateral, 3 dias após a cirurgia sugerindo sensibilização sistêmica desses 
animais. Quando expostos à segunda cirurgia, aos 45 dias de idade, os animais não 
apresentaram aumento de TFL verificado na primeira cirurgia aos 21 dias, sugerindo 
novamente sugerindo conseqüências de longa duração decorrentes da cirurgia. Não 
houve diferença quanto ao número de cruzamentos realizados em campo aberto por 
animais exposto a segunda cirurgia em relação animais da mesma idade exposto pela 
primeira vez. Esses resultados sugerem que animais de 21 dias submetidos à cirurgia 
apresentam conseqüências de longa duração no que se refere nocicepção posterior. 
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ABSTRACT 
 
Neonates, infants and children are often exposed to repetitive noxious stimuli 

including vaccinations and surgeries. It has been described that patients submitted to 
surgery early in life show more postoperative pain at age between 7 and 13 years when 
compared with children at the same age submitted to surgery for the first time. It was 
shown that babies submitted to surgery until 3 months of age and to a subsequent surgery 
at the same dermatome until 3 years of age needed more fentanyl intraoperative and 
morphine postoperative, and showed more plasmatic norepinephrine than children at the 
same age suffering surgery for the first time. Brennan and col. (1996) developed a 
postoperative pain model to rodents which consists in hind paw plantar incision under 
halothane general anesthesia. It was described in this model mechanic hiperalgesia, which 
is one of the similarities with postoperative state in humans. Other works in same model 
showed release of excitatory amino acids, dorsal horn cells activation and central 
sensitization, and reduction of pain behavior after itrathecal injection of non-NMDA 
antagonist. It was observed that Aδ and C fibers continued sensitized one day after 
incision contributing to mechanical hiperalgesia and amplification of central responses. 
Subcutaneous or intrathecal morphine inhibited pain behaviors in this model. Thus, it 
suggests that this is a good model to study postoperative pain and its modulation. The 
objectives of this thesis were to carry out studies about pain modulation, postoperative 
analgesia, inflammatory response and new exposition to surgery in 21-days old rats. 
Because of the facility of the model and previous results, it was chosen  and adapted the 
model of Brennan (Brennan et al, 1996). It was observed an increase in TFL 30 min after 
surgery in 21-days old rats, suggesting recruiting of modulation systems. This increase 
was totally reverted by picrotoxine and partially reverted by naloxone, showing the 
gabaergic and opioid roles in postoperative pain modulation. There was an increase in 
duration of morphine analgesia, suggesting a summation of effects: from exogenous 
analgesic and neurotransmitters release. Morphine administration for 7 days produced 
tolerance and this does not depend on surgery. There was a decrease in duration of 
morphine effect when administered 60 days after surgery, suggesting surgery long-term 
effects. Beyond this, it was observed that 30 min after surgery, animals performed less 
crossing in open field and this effect does not depend on anesthesia and anxiety, which 
was interpreted as mechanical hyperalgesia. There was also exacerbation of inflammatory 
response to formalin, in contralateral hind paw, 3 days after surgery, suggesting systemic 
sensitization of these animals. When exposed to second surgery, at 45-days of age, 
animals did not show the increase in TFL that was observed in first surgery, suggesting, 
once more, surgery long-term effects. There was not difference number of crossings 
performed between animals submitted to second surgery at 45-days of age and animals at 
the same age submitted to surgery for the first time. These results suggest that 21-days 
old rats submitted to surgery display long-term consequences in later nociception.  
 

 
 

 

 

 



 18

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Dor 

Dor, sintoma comum a várias condições, é a razão mais freqüente de 

procura de auxílio médico. Em quase 50 milhões de pessoas, a dor determina 

incapacitação total ou parcial (revisado por Loeser et al, 2001). 

Embora seja fenômeno difícil de ser definido, a Associação Internacional 

para o Estudo da Dor (IASP) a conceitua "como uma experiência sensorial e 

emocional desagradável, relacionada com lesão tecidual real ou potencial, ou 

descrita em termos deste tipo de dano" (Baumann e Lehman, 1989; Linton e 

Skevington, 1999). Existem, assim, dois componentes a serem considerados: a 

sensação dolorosa propriamente dita ou nocicepção e a reatividade à dor. 

A nocicepção é a resposta neural a estímulos traumáticos ou lesivos. 

Refere-se à atividade do sistema nervoso aferente induzida por estímulos nocivos, 

tanto exógenos (mecânicos, químicos, físicos e biológicos), quanto endógenos 

(inflamação, aumento de peristaltismo, isquemia tecidual). Compreende a 

recepção dos estímulos por estruturas periféricas específicas, sua condução até o 

sistema nervoso central, através de vias nervosas sensitivas, e a integração da 

sensação dolorosa em níveis talâmico e cortical (revisado por Loeser et al, 2001). 

A nocicepção não leva necessariamente à experiência de dor. A percepção 

do estímulo nocivo depende de fatores periféricos e centrais. Assim, por exemplo, 

o limiar de dor para estimulação mecânica diminui muito em uma área de 

inflamação, cujas aferências primárias estão sensibilizadas. Aumentos de longa 

duração na excitabilidade dos neurônios nociceptivos do corno dorsal da medula 
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espinhal também contribuem para a diminuição do limiar de dor. Além disso, a 

plasticidade das vias aferentes, modulada por estímulos nocivos prolongados ou 

repetidos, pode alterar profundamente a percepção de dor (Fields e Basbaum, 

1994). 

A reação à dor compreende uma série de comportamentos defensivos - 

desde a retirada reflexa da área afetada, para longe do fator agressor, até as 

respostas emocionais complexas, expressas por padrões de comportamento 

inatos e aprendidos e sensações subjetivas de desconforto e sofrimento. A 

reatividade emocional corresponde à interpretação afetiva da dor, de caráter 

individual e influenciada por estados ou traços psicológicos, experiências prévias e 

fatores culturais, sociais e ambientais (Taenzer et al, 1986; Jones, 1993; Wall e 

Melzack, 1994). Esses fatores são capazes de filtrar, modular ou distorcer a 

sensação dolorosa, de modo que a resposta à dor pode variar marcadamente de 

um indivíduo para o outro, assim como em um mesmo indivíduo, em momentos 

diferentes, apesar da nocicepção ser igual (revisado por Loeser et al, 2001). 

A dor aguda é causada por traumas, doenças subjacentes ou alterações 

funcionais musculares e viscerais. Constitui, na maioria das vezes, uma resposta 

nociceptiva à agressão. Tem importante objetivo fisiológico - alertar o indivíduo 

sobre algo que está errado, de modo que o organismo possa reagir a uma 

eventual agressão. Na maioria dos casos, cessa em poucos dias ou semanas, 

com a resolução do quadro básico ou a administração de analgésicos. Quando 

persiste, devido às características da doença de base ou ao tratamento 

inadequado, diz que a dor tornou-se crônica (Morgan e Mikhail, 1996; revisado por 

Loeser et al, 2001). Dor crônica causada por injúria ou doença é uma das 
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principais causas de sofrimento humano (Ko e Zuo, 2004). Postula-se que 

mudanças de longa duração nas sinapses sensoriais, em vários níveis do sistema 

nervoso central, estejam envolvidas na gênese da dor crônica (Ko e Zuo, 2004). 

 

1.2. Nocicepção 

A percepção de estímulos nocivos acontece pela ativação de receptores 

sensoriais especializados - os nociceptores - localizados em quase todo o 

organismo (Basbaum e Jessell, 2000). Os nociceptores constituem a porção 

terminal periférica de fibras que conduzem os potenciais de ação propagados 

até a medula espinhal. Tais fibras são os axônios de células sensoriais 

primárias, conhecidas como neurônios aferentes primários, localizadas no 

gânglio dorsal da medula espinhal. Cada neurônio tem um único axônio que se 

bifurca, de modo que uma extremidade termina em tecidos periféricos e a outra, 

dentro do corno posterior (dorsal) da medula espinhal. Assim, o impulso 

doloroso captado na periferia dirige-se inicialmente para o corpo celular e, após, 

vai ao corno dorsal da medula espinhal (Morgan e Mikhail, 1996; Basbaum e 

Jessell, 2000; revisado por Loeser et al, 2001). 

As fibras que transmitem o estímulo nocivo são de dois tipos - Aδ e C. As 

primeiras, mielinizadas e com maior velocidade de condução, contribuem para a 

percepção da dor de forma rápida, enquanto as fibras C, não-mielinizadas e com 

menor velocidade de condução, relacionam-se principalmente com a dor de 

caráter dolente. No entanto, como descrito a seguir, este não é o único fator 
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envolvido na percepção de dores com características diferentes (Morgan e Mikhail, 

1996; Basbaum e Jessell, 2000; revisado por Loeser et al, 2001). 

No corno dorsal da medula espinhal, as fibras nervosas dos neurônios 

aferentes primários fazem sinapse com neurônios secundários, que dão origem às 

vias ascendentes de condução da dor. Os axônios dos neurônios secundários 

cruzam a linha média e ascendem pelo trato espinotalâmico contralateral. Além 

das sinapses com neurônios de segunda ordem, os neurônios aferentes primários 

podem fazer sinapse com interneurônios, neurônios simpáticos e neurônios do 

corno ventral motor (Morgan e Mikhail, 1996; revisado por Loeser et al, 2001). 

Os neurônios secundários podem ser de dois tipos - especificamente 

nociceptivos ou de faixa ampla (wide dynamic range ou WDR em inglês). Os 

primeiros relacionam-se apenas a estímulos nocivos, enquanto os segundos 

também recebem aferência não-nociceptiva de fibras Aβ, Aδ e C. Os neurônios 

especificamente nociceptivos estão arranjados somatotopicamente na lâmina I do 

corno dorsal, são normalmente silentes e respondem apenas à estimulação nociva 

de alto limiar. Os neurônios de faixa ampla constituem o tipo celular predominante 

no corno dorsal, sendo mais abundantes na lâmina V. Em condições de injúria 

severa ou persistente as fibras C disparam repetidamente e a resposta dos 

neurônios do corno dorsal aumenta progressivamente, de forma gradual, em um 

fenômeno conhecido como wind-up (Morgan e Mikhail, 1996; revisado  por Loeser 

et al, 2001). 

Há duas vias principais de condução da dor. Contidas no trato 

espinotalâmico, ambas partem da medula espinhal, cruzam a linha média (ao nível 
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da comissura anterior) e chegam ao tálamo. O trato espinotalâmico lateral ou via 

neoespinotalâmica, de aparecimento mais recente no curso da evolução biológica, 

tem poucas estações sinápticas e se projeta no núcleo ventral póstero-lateral do 

tálamo, cujos neurônios recebem o nome de terciários. Daí partem projeções para 

o córtex somatossensorial primário, onde ocorre a percepção da dor. Este trato 

relaciona-se com os aspectos discriminativos da dor, como localização, 

intensidade e duração. Observa-se estreita relação topográfica entre a área 

estimulada na periferia e as regiões talâmicas e corticais ativadas, ou seja, há 

somatotopia. Isto contribui para que o indivíduo saiba precisar com exatidão o 

ponto de origem da dor em um trauma (Morgan e Mikhail, 1996; Bear et al. 1996; 

revisado por Loeser et al, 2001). 

O trato espinotalâmico medial (ou via paleoespinotalâmica) é mais antigo na 

escala de evolução. Ao contrário do trato lateral, tem várias estações sinápticas. A 

partir da medula espinhal, projeta-se para o tálamo medial e daí difusamente para 

o córtex cerebral de ambos os hemisférios cerebrais. Perde-se, assim, a 

somatotopia dos estímulos percebidos. Projeta-se também para a substância 

cinzenta periaquedutal, o que pode representar uma importante ligação entre vias 

ascendentes e descendentes da dor. Fibras colaterais do trato medial alcançam o 

sistema reticular ativador e hipotálamo, sendo responsáveis pela resposta de 

alerta observada em associação à presença de dor. Sua projeção para estruturas 

do chamado sistema límbico explica o aparecimento das respostas emocionais 

desagradáveis (Morgan e Mikhail, 1996; Bear et al. 1996; revisado por Loeser et 

al, 2001). Devido às múltiplas estações sinápticas, a via paleoespinotalâmica é a 
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que mais se presta à influência moduladora de outros sistemas centrais (Bear et 

al. 1996; revisado por Loeser et al, 2001). 

1.3. Glutamato e seus receptores 

O aminoácido excitatório glutamato é considerado um dos principais 

neurotransmissores de sinapses excitatórias do sistema nervoso. Suas ações são 

mediadas por vários tipos de receptores, que podem ser classificados como 

ionotrópicos (ligados a canais iônicos) ou metabotrópicos (acoplados a proteínas 

Gs) (Waxham, 1999). 

O glutamato e o aspartato exercem importante papel no mecanismo de 

wind-up, por meio da ativação de receptores glutamatérgicos NMDA e não-NMDA. 

São considerados os principais responsáveis pela indução e manutenção de um 

fenômeno denominado sensibilização central (Ferreira, 2004), que se caracteriza 

por ser uma mudança de longa duração e por produzir hiper excitabilidade nos 

neurônios do corno dorsal decorrente da ativação de receptores NMDA 

Quando estimuladas, as fibras C liberam substância P e glutamato, que co-

existem nos mesmos neurônios. Uma vez liberado, o glutamato atua sobre 

receptores glutamatérgicos NMDA, AMPA e metabotrópicos, levando ao aumento 

da concentração intracelular de cálcio em neurônios medulares e à ativação de 

fosfolipases C e A2. A primeira catalisa a hidrólise de fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato 

(PIP2), gerando inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O diacilglicerol atua 

como segundo mensageiro e ativa proteína quinase C (PKC). A fosfolipase A2 

catalisa a conversão de fosfatidilcolina em ácido araquidônico e induz a formação 

de prostaglandinas. A ativação de receptores NMDA também induz a enzima 

óxido nítrico sintetase (NOS), levando à formação de óxido nítrico (NO). Tanto 
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este quanto as prostaglandinas facilitam a liberação de aminoácidos excitatórios 

na medula espinhal, contribuindo para a manutenção da sensação dolorosa, 

mesmo quando os impulsos nociceptivos estão declinando na periferia (Ferreira, 

2004). 

No corno dorsal da medula espinhal, o receptor NMDA é pós-sináptico a um 

interneurônio mediador de excitação polissináptica. Este é responsável pelo 

processamento nociceptivo espinhal e sua ativação resulta em um estado 

facilitatório central, induzido por sinais de entrada constantes das fibras C 

(Nishiyama, 2000). A ativação de receptores NMDA leva ao aumento no influxo de 

cálcio, poderoso o suficiente para provocar mudanças de longa duração dentro e 

em volta da célula, denominado sensibilização central, que é semelhante a 

potenciação de longa duração ou LTP em inglês (Long Term Potentiation) no 

hipocampo (para revisão ver Kandel et al., 2000). Além disso, a ativação dos 

receptores NMDA também é tida como responsável por eventos excitotóxicos 

neuronais (Carpenter e Dickenson, 2001). 

Existem evidências da participação de receptores NMDA no 

estabelecimento de dores inflamatórias, neuropáticas, isquêmicas e alodinia, todos 

processos em que os receptores alteram a relação normal entre estímulo e 

resposta. Nessas situações de dor persistente, o receptor NMDA é crucial para 

estabelecer o estado de dor aumentada e mantê-lo. Por isso, tem sido possível 

estabelecer um paralelo entre os estados de dor crônica e hiperalgesia e o 

fenômeno de LTP (Liu e Sandkühler, 1998; Rygh et al., 1999; Sandkühler, 2000; 

Carpenter e Dickenson, 2001; Gjerstad et al., 2001).   
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Os receptores glutamatérgicos não-NMDA são mediadores da transmissão 

monossináptica excitatória rápida entre as aferências primárias e os neurônios de 

projeção do corno dorsal da medula espinhal. Sua atividade relaciona-se tanto a 

estímulos nociceptivos agudos quanto a estímulos não-nocivos (Nishiyama, 2000). 

Na vigência de inflamação, os receptores não-NMDA têm grande contribuição no 

mecanismo espinhal de amplificação central mediado por receptores NMDA e 

potencialização progressiva das respostas evocadas pelas fibras C durante uma 

seqüência de estímulos (wind-up). Uma possível explicação é a de que haveria 

mudança na composição das subunidades dos receptores após a inflamação, o 

que os tornariam permeáveis ao cálcio (Carpenter e Dickenson, 2001). 

Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos são aqueles acoplados a 

proteínas G, gerando maior diversidade na transmissão excitatória (Carpenter e 

Dickenson, 2001). Existem evidências de que receptores metabotrópicos 

estabelecem integração com receptores ionotrópicos em neurônios do corno 

dorsal da medula, estando envolvidos na potencialização dependente de 

freqüência das respostas das fibras C. Têm, assim, um importante papel na 

plasticidade sináptica, na sensibilização central durante a hiperalgesia mecânica e 

na nocicepção induzida por formalina em modelos animais (Budai e Larson, 1998; 

Maione et al., 2000). No entanto, alguns subtipos de receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos são inibitórios (Maione et al., 2000; Carpenter e Dickenson, 2001) 

e diminuem o influxo de cálcio no corno dorsal (Carpenter e Dickenson, 2001), 

apresentando função moduladora da transmissão excitatória. 

Os dois fenômenos - wind-up e LTP - apresentam diferenças. O primeiro é 

gerado por uma freqüência muito baixa de impulsos e manifesta-se apenas 
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enquanto esta seqüência repetitiva (“trem” de impulsos) está sendo aplicada. Já a 

LTP requer uma breve seqüência de impulsos de alta freqüência e manifesta-se 

pelo aparecimento de uma resposta potencializada aos impulsos subseqüentes, 

durante um período longo de tempo após a estimulação inicial (Ferreira, 2004). 

Também deve ser feita diferenciação entre sensibilização central e wind-up. 

Este último ocorre apenas em situações específicas, artificiais, em resposta a 

estímulos repetidos, aplicados de forma lenta e que, sincronicamente, ativam 

muitas fibras C. A sensibilização central é um fenômeno mais geral, que pode ser 

desencadeado pela ativação assincrônica de fibras aferentes em pele, 

articulações, músculos ou vísceras, tanto diretamente por substâncias químicas 

irritantes, quanto por meio de resposta inflamatória. Propõe-se que o fenômeno de 

wind-up seja um “gatilho” da sensibilização central (Ferreira, 2004). Breve período 

de impulsos de baixa freqüência ativaria mecanismos dependentes de receptores 

glutamatérgicos NMDA, aumentando o nível intracelular de cálcio, o que, por sua 

vez, desencadearia um período prolongado de aumento de excitabilidade dos 

neurônios. A presença de wind-up provavelmente leva ao desenvolvimento de 

sensibilização central, mas esta pode ocorrer na ausência daquele. Desde que 

haja aumento da concentração intracelular de cálcio, sem qualquer alteração 

associada no disparo do potencial de ação, a sensibilização poderá ocorrer. Esta 

elevação de cálcio intracelular poderia ser induzida por outras vias (somação de 

potenciais de ação sub-limiares, ativação de receptores metabotrópicos, tanto 

associados a aminoácidos excitatórios, quanto a neuropeptídeos). Uma vez 

instalada, a sensibilização se manifesta em nível celular como uma alteração nas 

propriedades dos campos receptivos - redução de limiar, aumento de 
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responsividade e de extensão espacial e recrutamento de impulsos novos. Em 

termos clínicos, observa-se sensibilidade anormal ou aumentada a diferentes 

estímulos, que se manifesta sob a forma de hiperalgesia secundária, alodinia ou 

dor crônica (Ferreira, 2004).  

Tem-se postulado que a sensibilização central seria decorrente da formação 

de LTP em neurônios do corno dorsal da medula (Liu e Sandkühler, 1998; Rygh et 

al., 1999; Sandkühler, 2000; Carpenter e Dickenson, 2001; Gjerstad et al., 2001). 

Sugere-se que haja aumento da sensibilidade dos neurônios do corno dorsal, 

especialmente dos neurônios nociceptivos, a estímulos sensoriais associados a 

impulsos nociceptivos em fibras Aδ e C. Um forte estímulo nocivo natural, bem 

como estímulos nocivos não tão fortes, mas repetidos, poderiam desencadear 

essa sensibilização e induzir LTP na superfície do corno dorsal (Sandkühler, 2000; 

Rygh et al., 1999). Estímulos condicionantes que induzem LTP na aferência 

primária são semelhantes aos que induzem hiperalgesia. Ainda, LTP espinhal e 

hiperalgesia induzida por injúria compartilham vias de transdução de sinal, tempo 

de duração e perfil farmacológico similares. Isto faz da LTP um interessante 

modelo celular para o fenômeno da sensibilização central. 

O papel dos receptores NMDA fica claro quando se faz seu bloqueio com 

antagonistas e observa-se inibição da formação de LTP em medula espinhal (Liu e 

Sandkühler, 1998). Também foi demonstrado que a indução de LTP é inibida por 

vias descendentes modulatórias da dor (Gjerstad et al., 2001). 

Outro dado interessante é que a estimulação nociva, assim como a injeção 

de formalina subcutânea, aumentam a liberação de glutamato e óxido nítrico em 
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dialisados obtidos de substância cinzenta periaquedutal (Silva et al., 2000) e 

também de medula espinhal (Okuda et al., 2001), sendo esse aumento 

dependente de cálcio. Também foi demonstrado comportamento de dor após 

ativação de receptores NMDA na medula espinhal (Kawamata e Omote, 1999), 

com aumento do glutamato liberado em dialisados obtidos naquela estrutura. Em 

animais submetidos ao modelo de Brennan de dor pós-operatória (Brennan et al., 

1996), caracterizado por diminuição no limiar de retirada da pata para um estímulo 

mecânico punctual, após incisão plantar, foi demonstrada liberação dos 

aminoácidos excitatórios glutamato e aspartato (Zahn et al., 2002). Observou-se, 

nesse mesmo modelo, ativação das células do corno dorsal e sensibilização 

central (Vandermeulen e Brennan, 2000). A injeção intratecal de antagonista não-

NMDA reduziu o comportamento de dor (Zahn et al, 1998; Pogatzki et al., 2000), 

mas antagonistas NMDA e metabotrópicos não apresentaram esse efeito 

(Pogatzki et al., 2000). Foi demonstrado que as fibras Aδ e C continuam 

sensibilizadas um dia após a incisão e que a atividade espontânea dessas fibras 

tem papel no comportamento de dor, contribuindo para a hiperalgesia mecânica e 

para a amplificação da resposta centralmente (Pogatzki et al., 2002). 

 

1.4. Modulação da dor 

A transmissão de estímulos nocivos desde a periferia até os centros 

cerebrais não é um processo linear. Circuitos em diferentes níveis têm a 

capacidade de alterar marcadamente a passagem dos impulsos e, portanto, a 

resposta à estimulação nociva. O balanço da atividade entre circuitos excitatórios 
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e inibitórios determinará quais serão as informações que chegarão ao cérebro. A 

modulação da dor pode ocorrer perifericamente, na medula espinhal e em 

estruturas supra-espinhais. Esta modulação pode ser inibitória ou facilitatória 

(Morgan e Mikhail, 1996; revisado por Loeser et al, 2001; Millan, 2002). 

A modulação periférica se expressa por meio do fenômeno de 

sensibilização. Após estimulação repetida, os nociceptores podem apresentar uma 

resposta aumentada a estímulos nocivos ou adquirir uma responsividade maior a 

quaisquer estímulos, incluindo os não-nocivos. 

A diminuição do limiar de dor, chamada de hiperalgesia, pode ser gerada 

por sensibilização periférica, com ativação de nociceptores (Levine et al., 1986, 

1984, 1993; Markenson, 1996; Basbaum e Jessell, 2000) ou de segundos 

mensageiros (Taiwo e Levine, 1989, 1991). Os mediadores liberados pelo tecido 

lesado, tais como prostaglandina E2, prostaciclina, adenosina, bradicinina, 

potássio (K+) e serotonina (5HT), podem atuar diretamente no nociceptor, 

ativando-o e produzindo hiperalgesia primária (Cesare e McNaughton, 1997; 

Basbaum e Jessell, 2000). 

O nociceptor produz substância P e CGRP (peptídeo relacionado com o 

gene da calcitocina). A substância P liberada age nos mastócitos, liberando 

histamina. Esta, por sua vez, excita diretamente o nociceptor e provoca 

extravasamento de CGRP para o plasma. Há vasodilatação, edema e liberação 

adicional de bradicinina, sensibilizando ainda mais o nociceptor. Isto caracteriza a 

hiperalgesia secundária (Cesare e McNaughton, 1997; Basbaum e Jessell, 2000). 

Após estimulação prolongada, a hiperalgesia pode persistir, mesmo quando 

cessam a resposta inflamatória e a dor. Neste caso, diante de um estímulo, 
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mesmo leve, se restabelece o estado hiperalgésico anterior, fenômeno 

denominado de “memória periférica da dor” (revisado por Loeser et al, 2001). 

Estados hiperalgésicos também podem ser causados por sensibilização central, 

fenômeno em que os neurônios nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal 

têm sua sensibilidade aumentada à estimulação sensorial (Moore et al., 2000). 

No que se refere à modulação central, diversos mecanismos contribuem 

para o fenômeno de sensibilização em medula espinhal, sendo, portanto, 

facilitadores da dor. Estudos têm demonstrado que dano tecidual pode causar 

expansão dos campos receptivos e diminuição no limiar de excitabilidade dos 

neurônios do corno dorsal da medula, fazendo com que pequenos estímulos 

passem a desencadear respostas exageradas (alodinia), dor com estímulos 

subliminares (hiperalgesia) ou até mesmo dor espontânea (revisado por Loeser et 

al, 2001). Tal mecanismo contribuiria para dores crônicas, como a do membro 

fantasma, em que, mesmo após amputação, o paciente se queixa de dor com 

localização e intensidade similares às apresentadas antes da cirurgia (Marbach, 

1996; revisado por Loeser et al, 2001). Os mediadores neuroquímicos de 

sensibilização central incluem substância P, VIP, colecistocinina, angiotensina, 

galanina, glutamato e aspartato.  

A modulação central inibitória da dor pode se dar por meio de mecanismos 

existentes no próprio segmento medular que recebe os impulsos ou da atividade 

de vias descendentes (com origem supra-espinhal). O sistema modulador supra-

espinhal provavelmente mais conhecido tem origem na substância cinzenta 

periaquedutal (região ventro-lateral), onde mecanismos inibitórios encefalinérgicos 

e adrenérgicos contribuem para a modulação central da dor. A estimulação 
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elétrica e a administração local de morfina naquela estrutura produzem marcada 

analgesia, tanto em animais quanto em seres humanos (revisado por Loeser et al, 

2001; Pleuvry e Lauretti, 1996). Da substância cinzenta periaquedutal partem 

fibras para o bulbo, especificamente para o núcleo magno da rafe e a formação 

reticular bulbar, e daí originam-se fibras descendentes que percorrem o funículo 

dorsolateral da medula, terminando na substância gelatinosa do corno dorsal da 

medula (revisado por Loeser et al, 2001). As vias inibitórias adrenérgicas partem 

primariamente de substância cinzenta periaquedutal e formação reticular. As vias 

serotoninérgicas partem do núcleo magno da rafe e dirigem-se para o corno dorsal 

através do funículo dorsolateral. O sistema opióide endógeno tem origem 

primariamente em formação reticular e núcleo magno da rafe, com liberação de 

encefalinas, que atuam pré-sinapticamente, hiperpolarizando neurônios aferentes 

primários na medula espinhal e inibindo a liberação de substância P. Também 

parece haver inibição pós-sináptica por opióides (revisado por Loeser et al, 2001). 

A inibição segmentar de estímulos nociceptivos teve como base a teoria do 

portão de Melzack e Wall (1965). Estes autores propuseram a existência de um 

sistema de controle em medula espinhal que modularia os impulsos vindos da 

pele, antes que houvesse percepção e resposta à dor. Nesse contexto, os 

neurônios encefalinérgicos encontrados na substância gelatinosa da medula 

espinhal (interneurônios) seriam o equivalente neuro-humoral do conceito 

neurofisiológico da comporta espinhal da dor proposto por aqueles autores 

(revisado por Loeser et al, 2001). 

Neurônios encefalinérgicos exercem papel fisiológico inibitório, modulando 

a informação em nível de primeira sinapse central. A inibição da atividade de 
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neurônios medulares de segunda ordem e do trato espinotalâmico, por meio da 

ativação de fibras aferentes de maior diâmetro relacionadas à sensação epicrítica, 

segue o modelo da teoria do portão e explica como a estimulação mecânica pode 

aliviar a dor. Friccionar, por exemplo, o cotovelo imediatamente após um 

traumatismo leve reduz a dor. De forma similar, a estimulação nociva em áreas 

não contíguas do organismo inibe neurônios de segunda ordem em vários níveis 

da medula, de modo que a presença de dor em uma região do organismo tende a 

inibir o seu aparecimento em outras regiões (revisado por Loeser et al, 2001). 

Os aminoácidos glicina e ácido gama-aminobutírico (GABA), que atuam 

como neurotransmissores inibitórios, parecem exercer importante papel na 

inibição segmentar da dor. O GABA é considerado o principal neurotransmissor 

inibitório do sistema nervoso central. Em nível de medula espinhal, sua atuação se 

faz por meio de receptores GABAA e GABAB. O canal iônico associado ao receptor 

GABAA é seletivo ao Cl-. Quando o GABA se liga ao seu receptor, o influxo de Cl- 

faz com que a célula se hiperpolarize (Waxham, 1999). A picrotoxina, um potente 

antagonista GABAA, parece se ligar dentro do canal, impedindo o fluxo de Cl- para 

dentro da célula (Waxham, 1999). O receptor GABAA pode ser fosforilado por 

PKA, PKC, CAM-cinase e outras proteínas cinases, o que resulta em mudança na 

sua afinidade. Foi determinado que pelo menos a PKA diminui as correntes de Cl- 

em neurônios espinhais de camundongo (Porter et al, 1990). Quanto aos 

receptores metabotrópicos GABAB, sua ativação aumenta a condutância da 

membrana celular ao potássio, tornando a despolarização mais difícil (Bormann, 

1988). A ativação de receptores de glicina, por sua vez, aumenta a condutância da 
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membrana ao cloro. A ação da glicina é mais complexa que a do GABA por 

também ter efeito facilitatório sobre receptores NMDA (Betz et al., 2006).  

Outro importante sistema de neurotransmissores envolvido na modulação 

inibitória da dor é o sistema opióide. Os opióides endógenos, que compreendem 

as endorfinas, as dinorfinas e as encefalinas, se ligam com grande afinidade a 

receptores específicos. Estes podem ser de três tipos: mu, delta e kappa. Em 

neurônios da medula espinhal, seu efeito predominante é diminuir o disparo 

neuronal (Marsh et al, 1997). A ligação em receptores pré-sinápticos faz com que 

a liberação de neurotransmissores envolvidos nas vias da dor seja reduzida 

(Marsh et al, 1997). A estimulação de receptores pós-sinápticos inibe a 

neurotransmissão por produzir hiperpolarização e reduzir, assim, a atividade 

evocada (Marsh et al, 1997). Um terceiro mecanismo envolve a inibição de 

determinado neurônio, que, por sua vez, inibe um neurônio inibitório. Uma vez que 

a inibição do neurônio inibitório não está ocorrendo, este pode ser ativado e 

exercer seu papel na circuitaria neuronal (Marsh et al, 1997). 

 

1.5. Dor pós-operatória 

A dor pós-operatória é uma forma comum de dor aguda. Em geral, ocorre 

em repouso e é exacerbada por tosse, deambulação (Mögensen et al, 1992) e 

estímulos mecânicos (Tverskoy et al., 1994). Analgesia adequada para esse tipo 

de dor aumenta a satisfação do paciente com o tratamento recebido e diminui a 

morbidade e a mortalidade decorrentes da cirurgia (Sjostrom et al.,1994).   
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Importante pela sua prevalência e por ser fator de risco para diversas 

complicações, a dor aguda pós-operatória atrai o interesse de pesquisadores de 

áreas básicas e clínicas. 

O grupo de Brennan e colaboradores (Brennan et al., 1996) desenvolveu 

trabalho interessante, empregando procedimento cirúrgico específico para uso em 

roedores, que consiste na realização de incisão na face plantar do membro 

posterior, sob anestesia geral com halotano. Nesse modelo, os animais 

submetidos à incisão apresentaram hiperalgesia mecânica, que persistiu por vários 

dias, sendo essa uma das similaridades com o estado pós-operatório em seres 

humanos (Brennan et al., 1996). Trabalhos posteriores desse grupo demonstraram 

liberação dos aminoácidos excitatórios glutamato e aspartato (Zahn et al., 2002), 

ativação das células do corno dorsal e sensibilização central (Vandermeulen e 

Brennan, 2000), além de redução do comportamento de dor por injeção intratecal 

de antagonista não-NMDA (Zahn et al, 1998; Pogatzki et al., 2000). Observou-se 

que as fibras Aδ e C continuavam sensibilizadas um dia após a incisão, sendo que 

a atividade espontânea dessas fibras tem papel nos comportamento de dor, 

contribuindo para a hiperalgesia mecânica e para a amplificação da resposta 

central (Pogatzki et al., 2002). Nesse mesmo modelo a morfina inibiu os 

comportamentos de dores estudados, tanto administrada subcutaneamente quanto 

via intratecal (Zahn et al, 1997). Assim, todos os achados aqui descritos sugerem 

que esse seja um excelente modelo de estudo de dor pós-operatória, bem como 

de sua modulação. 
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1.6. Dor em organismos imaturos 

Tanto crianças quanto animais de menor faixa etária respondem a 

estímulos nocivos com comportamentos que são indicativos de dor (Guinsburg et 

al, 2000; Falcon et al., 1996). Anand e Craig (1998) sugeriram ampliação do 

conceito de dor considerando-a “qualidade inerente a vida que surge 

precocemente no desenvolvimento do indivíduo, serve como sinalizador de lesão 

tecidual e sua percepção não depende de experiência prévia”. Muitos estudos de 

neurobiologia do desenvolvimento da dor têm demonstrado considerável 

maturação das vias ascendentes periféricas, espinhais e supra-espinhais já a 

partir da 26ª semana de gestação em neonatos humanos. Estes respondem à 

lesão tecidual com comportamento específico de dor e sinais hormonais, 

autonômicos e metabólicos de estresse (revisado por Berde e Sethna, 2002 et al., 

2002). No entanto, os neonatos desenvolvem as vias inibitórias descendentes 

mais tarde que as aferências excitatórias (revisado por Berde e Sethna, 2002 et 

al., 2002). Adicionalmente, respostas neuronais e comportamentais a estímulos 

nocivos e não-nocivos não estão sob o mesmo controle que é observado em um 

organismo adulto, e a razão disso é a imaturidade da circuitaria.  

A dor aguda é iniciada por intenso input em aferências nociceptivas 

primárias, que ativam neurônios do corno dorsal da medula espinhal. A maior 

parte da transmissão excitatória no corno dorsal é mediada por glutamato, que 

age em receptores ionotrópicos pós-sinápticos. No período perinatal, correntes de 

glutamato são evidentes no corno dorsal de ratos, observando-se liberação 

daquele neurotransmissor dos terminais de aferências primárias. Essas correntes 

aumentam com a idade, no período pós-natal, especialmente entre os dias pós-
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natais 5 (P5) e 10 (P10) (para revisão sobre o assunto, ver Pattinson e Fitzgerald, 

2004). 

No início do desenvolvimento, o rato apresenta uma super-expressão de 

receptores AMPA e cainato, que diminui quando alcança a idade adulta (Jakowec 

et al, 1995; Stegenga e Kalb, 2001). Já o receptor NMDA media mudanças de 

longa duração no corno dorsal do rato jovem, depois de estimulação de alta 

freqüência (Randic et al, 1993). Na medula espinhal, este receptor parece ser 

mais sensível no rato jovem do que no adulto (Monyer et al, 1994). A subunidade 

NR2B do receptor NMDA é amplamente expressa por toda a medula espinhal no 

período neonatal, em comparação com o adulto, refletindo um papel na 

plasticidade sináptica e na reorganização das sinapses durante o crescimento 

(Loftis e Janowsky, 2003).                                                                                                                    

A transmissão inibitória rápida no corno dorsal da medula é mediada pelos 

receptores GABAA e glicina. Ao longo do desenvolvimento do animal, os 

receptores GABA apresentam mudanças na expressão das suas subunidades e 

respondem de diferentes maneiras, de acordo com o estímulo. Há aumento da 

atividade GABAérgica de forma dependente da idade, assim como na freqüência 

das correntes inibitórias espontâneas. No neonato, o sistema GABAérgico parece 

ser responsável pela maior parte da atividade das sinapses inibitórias (Baccei e 

Fitzgerald, 2004). 

Em ratos, os opióides têm importante papel na transmissão da dor. Atuam 

no controle inibitório descendente do tronco sobre a medula espinhal e reduzem a 

atividade resultante da ativação das fibras C e Aδ na substância gelatinosa. 
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Embora a maior parte dos receptores opióides no adulto seja de tipos mu e delta, 

no início do período pós-natal, em P6, os receptores mu e kappa predominam 

(Marsh et al. 1997). Embora anatomicamente intacto no nascimento, não existe 

controle descendente até os dias P10-P12, e os níveis de controle semelhantes 

aos do adulto são atingidos somente entre os dias P22-P24 (Marsh et al. 1997).  

 

1.7. Dores agudas em pediatria 

Neonatos, bebês e crianças são freqüentemente expostos a estímulos 

nocivos repetidos, incluindo vacinações e cirurgias (Ririe, 2003).  No entanto, 

dores decorrentes de procedimentos invasivos realizados em unidades de cuidado 

intensivo, de doenças ou traumas e dores pós-operatórias ainda são 

inadequadamente tratadas em bebês e crianças. Quando são prescritos 

analgésicos, existem poucos dados sobre sua eficácia ou efetividade (Pattinson e 

Fitzgerald, 2004). Em trabalho recente (Stamer et al., 2005) foi demonstrado que 

na Alemanha, país bastante desenvolvido, até hoje o manejo da dor em pediatria 

não atingiu os critérios e padrões observados para tratamento de dor em adultos. 

Os autores sugerem que educação médica continuada, principalmente no que 

tange à técnicas anestésicas e de medidas de dor, seria de vital importância. 

Paralelamente, pouco se conhece sobre a modulação de dores agudas, como as 

observadas em período pós-operatório, em crianças ou em animais jovens. 

Vários fatores dificultam a avaliação da dor em pacientes pediátricos, como sua 

limitada habilidade em entender as questões relativas a essa queixa, o 

vocabulário reduzido, a pequena experiência prévia de dor, as limitadas 
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expressões comportamentais em crianças muito jovens e a limitada pesquisa 

relacionada à fisiologia da dor e ao comportamento em pacientes pediátricos. 

O desenvolvimento da percepção da dor pode ser artificialmente dividido 

em dois estágios: (1) desenvolvimento fisiológico do sistema relacionado à dor 

durante o período neonatal e a infância e (2) desenvolvimento de aspectos 

psicológicos da dor durante a infância, infância tardia e adolescência (Berde et al., 

1989). 

Dificuldades técnicas de modelagem experimental e de aferição de dor 

geraram o estabelecimento de crenças em relação às experiências dolorosas 

vivenciadas pelas crianças, tais como as de que (Berde et al., 1989):  

- recém-nascidos e lactentes não têm dor, devido à imaturidade do sistema 

nervoso (mielinização incompleta, imaturidade do córtex cerebral, 

sinaptogênese incompleta das vias envolvidas com a sensação dolorosa); 

- recém-nascidos e lactentes não apresentam memória da dor; 

- recém-nascidos e lactentes até experimentam dor, porém esta 

manifestação não é deletéria para o seu organismo; 

- mesmo que experimentem dor e esta leve a danos orgânicos, é muito 

perigoso administrar agentes anestésicos ou analgésicos nessa faixa etária. 

Hoje, cada vez mais esses conceitos têm sido contestados, uma vez que 

um grande corpo de evidências aponta em sentido contrário ao que se pensava 

até então (revisado por Fitzgerald e Beggs, 2001). As alterações fisiológicas 

determinadas por dores não tratadas podem ser, sim, deletérias para as crianças 

e adolescentes (Berardi et al., 2000), e há meios seguros disponíveis para prover 
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anestesia e analgesia adequadas para esses pacientes (Berde, 1998). Além disso, 

tem sido relatado que pacientes submetidos a cirurgias no início da vida 

apresentam mais 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, 2000; Caumo et al., 

submetido a Journal Clinical of Pain). Em um outro estudo (Peters et al., 2005) foi 

demonstrado que bebês operados até os três meses de idade e que sofreram 

cirurgia subseqüente no mesmo dermátomo até os três anos de idade precisaram 

de mais fentanil intraoperatório, mais morfina no pós-operatório e tiveram maior 

concentração de norepinefrina plasmática que crianças da mesma idade que 

estavam sendo operadas pela primeira vez, e crianças com cirurgia subseqüente, 

porém em outro dermátomo necessitaram de mais morfina em relação aquelas da 

mesma idade sofrendo cirurgia pela primeira vez. Esse efeito da cirurgia no início 

do desenvolvimento pode ser decorrente de sensibilização central (Eich et al., 

1985) ou formação de LTP no corno dorsal da medula espinhal (Pockett, 1995; 

Woolf, 1996), bem como de imaturidade dos sistemas e vias inibitórias da dor, 

sugerindo que ocorram mudanças espinhais e supra-espinhais de longa duração 

em conseqüência da exposição à cirurgia. 

Assim, o estudo da dor em pediatria permanece um campo relativamente 

inexplorado clínica e experimentalmente. Pouco é conhecido sobre a experiência 

da dor em crianças. Um dos motivos é a limitada pesquisa em área básica 

direcionada para essa faixa etária que forneça suporte sobre os reais mecanismos 

envolvidos no desenvolvimento da dor e sua modulação em tenra idade. 
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1.8 HIPÓTESE DE TRABALHO 

 

• Considerando que a exposição à dor pós-operatória pode promover 

alterações de longa duração em animais de menor faixa etária, investigou-

se o efeito da mesma em ratos de 21 dias de idade sobre a nocicepção, a 

locomoção, a resposta inflamatória e a analgesia opióide. 

 

• Considerando que existem evidências de que animais submetidos à dor 

pós-operatória em menor faixa etária podem apresentar diferente 

comportamento em reposta à cirurgia posterior, investigou-se o efeito de 

uma segunda exposição à cirurgia. 

 

• Considerando que estimulação nociva pode evocar sistemas de modulação 

da dor, investigou-se o papel desses sistemas na dor pós-operatória. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Essa tese teve como objetivo realizar estudos sobre modulação da dor, 

analgesia pós-operatória, resposta inflamatória e locomoção em modelo animal, 

envolvendo ratos em idade correlacionável com a infância em seres humanos. 

Pela facilidade técnica e resultados prévios, foi selecionado e adaptado o 

modelo de dor pós-operatória descrito por Brennan e colaboradores (Brennan et 

al., 1996) para emprego na presente tese de Doutorado. 

 

2.2. Objetivos específicos 

- Avaliar a resposta nociceptiva em animais de 21 dias de idade 

submetidos à cirurgia, por meio das medidas de latência de retirada da 

cauda, obtidas imediatamente antes (basal), trinta, sessenta e noventa 

minutos após o procedimento cirúrgico. 

- Avaliar o efeito da exposição à cirurgia sobre a locomoção dos animais 

em campo aberto. 

- Avaliar a resposta inflamatória à injeção de formalina no membro 

posterior não-operado, três dias após a cirurgia. 

- Avaliar o efeito de uma segunda exposição à cirurgia em animais com 

45 dias de idade, por meio das medidas de latência de retirada da 

cauda, obtidas imediatamente antes (basal) e trinta minutos após o 

procedimento cirúrgico. 
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- Avaliar o efeito da segunda cirurgia sobre a locomoção dos animais em 

campo aberto. 

- Avaliar o efeito da administração imediatamente após a cirurgia de 

agonista opióide – morfina –  sobre a resposta nociceptiva de animais de 

21 dias de idade, por meio da medida de latência de retirada da cauda, 

obtidas imediatamente antes (basal), trinta, sessenta e noventa minutos 

após o procedimento cirúrgico. 

- Avaliar o efeito da administração prolongada (por 7 dias, a contar do dia 

da cirurgia) de morfina sobre a resposta nociceptiva imediatamente 

antes (basal), trinta, sessenta e noventa minutos após a injeção no 

sétimo dia de tratamento nos animais do experimento anterior. 

- Avaliar o efeito da administração de morfina sessenta dias após a 

cirurgia por meio da medida de latência de retirada da cauda obtidas  

imediatamente antes (basal), trinta e sessenta minutos após a injeção. 

- Avaliar o efeito da administração, 30 minutos antes da cirurgia, de 

antagonista opióide - naloxona - e antagonista GABAérgico – picrotoxina 

– sobre a  resposta nociceptiva de animais de 21 dias de idade, por 

meio da medida de latência de retirada da cauda, obtidas  

imediatamente antes (basal), trinta e sessenta minutos após a cirurgia. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1. Animais experimentais 

Foram utilizados ratos Wistar (machos n=266, fêmeas n=275) com idade de 

21 dias ao início do experimento, provenientes do Biotério do Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Eles foram 

alocados em grupos de cinco animais por caixa-moradia, confeccionadas em 

plexiglass, medindo 65 x 25 x 15 cm, com assoalho recoberto de serragem. Foram 

submetidos a ciclo normal claro/escuro de 12 horas (luzes acesas das 7 às 19 h), 

a temperatura ambiente (22 + 2°C), com livre acesso a ração padronizada e água. 

Foi escolhida a idade de 21 dias devido ao fato de, neste momento, os 

ratos apresentarem desenvolvimento neurológico similar ao de uma criança de um 

ano de idade (Fitzgerald e Anand, 1993), sendo considerados como estando ainda 

em estado fisiológico imaturo (Pattinson e Fitzgerald, 2004).  

 

3.1.1. Grupos experimentais 

Os animais foram divididos em três grupos: 

(1) controle total, não submetido a qualquer manipulação(CONTROLE); 

(2) controle submetido somente à anestesia com halotano (ANESTESIA); 

(3) ‘’’’submetido a anestesia com halotano e posterior cirurgia (CIRURGIA). 

 

3.2. Procedimentos anestésico e cirúrgico 

 Os animais dos grupos CIRURGIA e ANESTESIA foram inicialmente 

anestesiados com halotano a 2% (Brennan et al., 1996) (Halothano®, Laboratório 
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Cristália) liberado por meio de cone nasal. Após a perda de reflexo de 

endireitamento, os animais foram posicionados em decúbito dorsal, e a anestesia 

foi mantida com halotano a 2%, liberado por meio de cone nasal. 

 Os animais do grupo ANESTESIA foram anestesiados por 2 min, sem sofrer 

qualquer manipulação adicional. Esse era o tempo suficiente para que pudesse 

ser verificado efeito anestésico do halotano. O efeito anestésico foi constatado 

pela perda dos reflexos de endireitamento e de retirada do membro posterior. 

Após, foram colocados em caixas-moradia específicas, durante o período de 

recuperação pós-anestésica. Quando se observaram recuperação do reflexo de 

endireitamento e comportamento de locomoção dentro da caixa, os animais foram 

transferidos para suas caixas-moradia originais. Esse grupo foi retirado dos 

experimentos com antagonistas porque apresentou o mesmo comportamento que 

os animais do grupo controle, como será apresentado nos resultados dessa tese. 

Os animais do grupo CIRUGIA foram submetidos ao modelo de cirurgia 

experimental proposto. Para tal, foi utilizado o modelo de Brennan (Brennan et al., 

1996), com modificações, já que este foi originalmente estudado em ratos adultos. 

Assim, depois da indução da anestesia, a pele glabra da superfície plantar do 

membro posterior direito do animal foi preparada com iodo povidine. Uma incisão 

de 0,5 cm foi feita com lâmina de bisturi número 15, através de pele, fáscia e 

músculo, iniciando a 0,5 cm do calcanhar e se estendendo em direção aos dedos. 

A seguir, a incisão foi suturada com fio de sutura de Nylon 5.0, acoplado a agulha 

AT 20 mm (Med-Goldman®). Nitrofurazona líquida (Furanew Spray®, Vetnil) foi 

aplicada nesse local. Após a cirurgia, os animais foram colocados em caixas-
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moradia específicas, durante o período de recuperação pós-anestésica. Quando 

se observaram recuperação do reflexo de endireitamento e comportamento de 

locomoção dentro da caixa, os animais foram transferidos para suas caixas-

moradia originais. A sutura foi removida 24 h após a cirurgia. O tempo total de 

duração da cirurgia foi de 3 minutos. 

Após a realização da anestesia, cada animal do grupo CIRURGIA recebeu 

injeção única da associação de penicilina G procaína e penicilina G cristalina 

(Despacilina® 400.000 UI, Bristol-Myers Squibb), por via intramuscular, com o 

objetivo de prevenir infecção pós-operatória.   

 

3.3. Medida de latência de retirada da cauda 

A resposta nociceptiva foi avaliada por meio do aparelho de tail-flick, 

conforme técnica descrita por D’Amour e Smith (1941). Os animais foram contidos, 

utilizando-se toalha de pano, e colocados no aparelho, com a cauda imobilizada 

sobre uma fenda delimitada por duas chapas de metal. Uma fonte de luz fixa foi 

posicionada 2-3 cm rostral à ponta da cauda de cada animal. O acionamento da 

fonte luminosa disparava automaticamente um cronômetro digital. A deflexão da 

cauda, motivada pelo calor irradiado pela lâmpada, desobstruía o feixe de luz, 

ativando uma fotocélula, o que, por sua vez, encerrava automaticamente a 

contagem do tempo no cronômetro do aparelho. A intensidade da luz foi ajustada 

para que se obtivessem medidas basais de 4 a 5 s (0,8 mA). Tempo limite (teto) 

de 10 s foi utilizado, para prevenir dano tecidual (D’Amour e Smith, 1941; Siegfried 

et al, 1987; Netto et al, 1987). 
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A latência para retirada da cauda representa o período de tempo (em 

segundos) que se estendeu desde o início da contagem até a deflexão da cauda. 

Os animais foram expostos três vezes ao aparato a cada medida, sendo que a 

medida final é a média das três exposições 

Vinte e quatro horas antes da medida basal, os animais foram expostos ao 

aparelho de tail-flick, para se familiarizar com o procedimento, uma vez que a 

novidade pode induzir antinocicepção (Netto et al, 1987). 

Optou-se pela realização desse teste por mostrar ativação supra-espinhal 

(Tseng e Tang, 1990) e ser capaz de expressar respostas analgésicas sistêmicas 

(Cepeda et al, 2004)  

 

3.4. Avaliação da locomoção em campo aberto 

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). Foram avaliados o número de 

cruzamentos como medida de atividade locomotora. A medida da latência para 

saída do primeiro quadrado foi tomada como uma medida de ansiedade (Lister, 

1990; Britton e Britton, 1981). A atividade locomotora será considerada uma 

medida nociceptiva. 

 

3.5. Avaliação da resposta inflamatória 



 47

A injeção de formalina 1,25% (Tai et al., 2006) subcutânea foi feita no 

membro posterior esquerdo na superfície plantar no volume de 50 μl. Foi 

demonstrado que essa concentração evoca o comportamento bifásico, em que na 

primeira fase ocorre ativação das fibras C e Aδ (fase neuropática, até 5 minutos 

após a injeção), seguida por uma fase silente (5-15 minutos após a injeção), onde 

o animal não apresenta comportamento nociceptivo, e pela segunda fase quando 

ocorre a reação inflamatória no tecido periférico (fase neurogênica, 15-30 minutos 

após a injeção). Os comportamentos observados foram lambidas no membro 

posterior, pulos, membro posterior levantado e sacudidas do membro posterior. 

Foi cronometrado o tempo gasto pelo animal realizando esses comportamentos e 

esse tempo foi considerado medida nociceptiva. Foi escolhida a concentração  

mais baixa (1,25%) em detrimento da concentração de 5%, que é utilizada em 

experimentos com animais adultos, em função da idade dos animais empregados 

e de seu menor tamanho em relação a animais adultos. Optou-se por fazer o teste 

utilizando o membro posterior não-operado para que, se houvesse efeito da 

cirurgia sobre a resposta inflamatória, essa não fosse mascarada pelo processo 

inflamatório decorrente da própria cirurgia. 

 

3.6. Tratamentos farmacológicos 

Foram administradas as soluções descritas a seguir 

(1) Tiopental sódico (Thiopental®, Laboratório Cristália, diluído em solução 

salina 0,9%) na dose de 35 mg/Kg, administrado via i.p. 
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(2) Halotano (Halothano®, Laboratório Cristália) liberado por cone nasal na 

dose de 2% (Brennan et al., 1996). 

(3) Solução salina (NaCl 0,9%). 

(4) Sulfato de morfina  (Dimorf 10 mg/mL do laboratório Cristália, diluído em 

solução salina 0,9%) nas doses de 2,5 mg/Kg, 5,0 mg/Kg e 7,5 mg/Kg  

administrado via i.p.  

(5) Naloxona (cloridrato de naloxona, Narcan 0,4 mg/mL do laboratório 

Cristália, diluído em solução salina 0,9%) na dose de 1 mg/Kg administrada via i.p. 

30 minutos antes da cirurgia. 

(6) Picrotoxina (pó, Picrotoxin® do laboratório Sigma, diluído em solução 

salina 0,9%), na dose de 1 mg/Kg administrada via i.p. 30 minuto antes da cirurgia. 

(7) Formalina 1,25%, diluída em solução salina 0,9%, administrada 

intraplantar no volume de 50 μl, três dias após a cirurgia 

As soluções foram preparadas de modo a injetar-se um volume de 1 ml/kg 

por animal, por via i.p., exceto a formalina que foi administrada intraplantar em 

volume de 50 μl. Foi utilizada solução salina para a diluição dos fármacos, de 

modo a se obter a concentração desejada. 

As doses empregadas tiveram por base estudos prévios da literatura 

(D’Amato et al., 1999; Torres et al., 2003; Yamamoto et al., 2005; Godlevskii e 

Kobolev, 2005, Tai et al., 2006). 
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3.7. Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média + EPM. ANOVA de Uma Via foi 

realizada, para sexo, grupo nas medidas basais de TFL, para o teste da formalina 

e a exposição ao campo aberto, seguida de teste de comparações múltiplas de 

Student-Newman-Keuls. Para a comparação do TFL nos diferentes tempos de 

medição foi realizada ANOVA de Medidas Repetidas seguida de teste de 

comparações múltiplas de Student-Newman-Keuls para os grupos. As diferenças 

foram consideradas estatisticamente significantes se P<0,05. 

 

3.8. Aspectos éticos 

 Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a 

legislação vigente no Brasil, Lei 6.638 (Diário Oficial da União - 08/05/1979), que 

estabelece normas para práticas didático-científicas da vivissecção de animais, 

assim como regulamenta o registro dos Biotérios e Centros de Experimentação. 

Todos os procedimentos operacionais realizados foram embasados no Guide 

for the Care and Use for Laboratory Animals - ILAR/EUA (1996) e no Manual para 

Técnicos em Bioterismo (COBEA/Brasil, 1996), estando em acordo com Ethical 

Guideline for Investigations of Experimental Pain in Conscious Animals, como 

indicado por International Association for the Study of Pain (IASP). Tais 

procedimentos são de uso habitual por pesquisadores que trabalham e publicam 

na área e obedecem às 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 
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International Organizations of Medical Sciences - CIOMS) (Goldim e Raymundo, 

1997). 

Todos os procedimentos foram planejados para minimizar dor e desconforto. 

O projeto de Tese foi previamente aprovado pela Comissão de Pesquisa do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul. 

 

3.9. Desenhos experimentais 

3.9.1. Experimento 1: Escolha e padronização do procedimento anestésico 

 O objetivo desse experimento foi determinar qual o procedimento 

anestésico mais adequado para realização dos estudos propostos nessa tese. 

Para tanto utilizou-se a comparação entre dois anestésico gerais - tiopental sódico 

(Thiopental®, Laboratório Cristália), administrado via i.p. e o anestésico inalatório 

halotano.  

 No experimento com tiopental sódico, os animais foram divididos em dois 

grupos, grupo controle (CONT, n=19) e grupo tiopental (TIOP, n=18). Os animais 

do grupo controle não foram submetidos a nenhum tipo de manipulação, a não ser 

o teste de latência de retirada da cauda (TFL). Os animais do grupo tiopental 

foram submetidos à anestesia geral por meio de injeção intraperitoneal do fármaco 

na concentração de 35 mg/Kg. Após, foram colocados em caixas-moradia 

específicas, durante o período de recuperação pós-anestésica. O efeito anestésico 

foi constatado pela perda dos reflexos de endireitamento e de retirada do membro 

posterior. Quando se observaram recuperação do reflexo de endireitamento e 

comportamento de locomoção dentro da caixa, os animais foram transferidos para 
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suas caixas-moradia originais. Para verificar a nocicepção os animais foram 

habituados ao aparato de TFL no dia anterior ao experimento. No dia do 

experimento foram tomadas medidas basais e, depois, durante as sete semanas 

seguintes, uma vez por semana, tendo o cuidado de habituar os animais ao 

aparato no dia anterior ao da medida.  

 Para o experimento com halotano, os animais foram divididos em dois 

grupos, grupo controle (CONT, n= 9) e grupo halotano (HALT, n=10). Os animais 

do grupo controle não foram submetidos a nenhum tipo de manipulação, a não ser 

o TFL. Os animais do grupo halotano foram anestesiados com halotano a 2% 

(Halothano®, Laboratório Cristália) liberado por meio de cone nasal por 2 min. 

Após, foram colocados em caixas-moradia específicas, durante o período de 

recuperação pós-anestésica. O efeito anestésico foi constatado pela perda dos 

reflexos de endireitamento e de retirada do membro posterior. Quando se 

observaram recuperação do reflexo de endireitamento e comportamento de 

locomoção dentro da caixa, os animais foram transferidos para suas caixas-

moradia originais. Para verificar a nocicepção os animais foram habituados ao 

aparato de TFL no dia anterior ao experimento, no dia do experimento foram 

tomadas medidas basais, trinta, sessenta e noventa  minutos após a anestesia, 

uma vez que os animais se recuperavam rapidamente desse procedimento 

anestésico, e nas quatro semanas seguintes, uma vez que os resultados 

observados com o tiopental mostraram diferenças entre os grupos nas primeiras 

quatro semanas após a realização do procedimento anestésico. 
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3.9.2. Experimento 2: Efeito da manipulação cirúrgica sobre a medida de TFL 

de ratos juvenis 

O objetivo desse experimento foi avaliar a resposta nociceptiva em animais 

de 21 dias de idade, submetidos a procedimento cirúrgico, por meio das medidas 

de latência de retirada da cauda (TFL) imediatamente antes (basal) da cirurgia, 

trinta, sessenta e noventa minutos após a cirurgia. Para tal, os animais foram 

alocados nos três grupos experimentais (CONTROLE n=8, ANESTESIA n=8, 

CIRURGIA n=9). Os mesmos foram habituados ao aparato de TFL 24 horas antes 

do experimento para evitar o efeito da exposição à novidade. No dia do 

experimento foram tomadas medidas basais de TFL de todos os animais, e a 

anestesia e a cirurgia foram realizadas em seguida, conforme descrito 

anteriormente, de acordo com os grupos experimentais. Foram tomadas medidas 

de TFL trinta, sessenta e noventa minutos após a cirurgia. Isto permitiu verificar a 

eficiência dos sistemas de modulação de dor nestes animais. 

 

3.9.3. Experimento 3: Estudo do efeito da administração de três diferentes 

doses de morfina imediatamente após a cirurgia na nocicepção de ratos 

juvenis 

Esse experimento teve como objetivo avaliar o efeito da administração de 

agonista opióide - morfina, sobre a resposta nociceptiva de animais de 21 dias de 

idade, submetidos a procedimento cirúrgico, por meio da medida de TFL 

imediatamente antes (basal), trinta, sessenta e noventa minutos após a cirurgia. 

Para tal, os animais foram alocados nos três grupos experimentais (CONTROLE 

n=46, ANESTESIA n=70, CIRURGIA n=63). Os mesmos foram habituados ao 
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aparato de TFL 24 horas antes do experimento para evitar o efeito da exposição à 

novidade. No dia do experimento foram tomadas medidas basais de TFL de todos 

os animais e a anestesia e a cirurgia foram realizadas em seguida, conforme 

descrito anteriormente, de acordo com os grupos experimentais. Imediatamente 

após a cirurgia foi administrado via i.p. solução salina ou morfina nas doses de 2,5 

mg/Kg, 5,0 mg/Kg ou 7,5 mg/Kg para os animais dos três grupos experimentais. 

Foram tomadas medidas de TFL trinta, sessenta e noventa minutos após a 

cirurgia. Isso permitiu verificar se ratos de 21 dias respondem a administração de 

agonista opióide com analgesia e se existe diferença entre as doses 

administradas. 

 

3.9.4. Experimento 4: Estudo do efeito da administração de morfina  por sete 

dias sobre a nocicepção de ratos juvenis submetidos a modelo de cirurgia. 

Esse experimento teve como objetivo avaliar o efeito da administração 

prolongada (por 7 dias) de morfina, sobre a resposta nociceptiva de animais de 21 

dias de idade, submetidos a procedimento cirúrgico, por meio das medidas de TFL 

imediatamente antes (basal), trinta, sessenta e noventa minutos após a cirurgia e 

no sétimo dia de administração do fármaco, imediatamente antes (basal), trinta, 

sessenta e noventa minutos após a injeção. Para tal, foram utilizados os animais 

do experimento anterior, alocados nos três grupos experimentais (CONTROLE 

n=46, ANESTESIA n=70, CIRURGIA n=63). Os mesmos foram habituados ao 

aparato de TFL 24 horas antes do experimento para evitar o efeito da exposição à 

novidade. No dia do experimento foram tomadas medidas basais de TFL de todos 

os animais e a anestesia e a cirurgia foram realizadas em seguida, conforme 
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descrito anteriormente, de acordo com os grupos experimentais. Imediatamente 

após a cirurgia foi administrado via i.p. solução salina ou morfina, nas doses de 

2,5 mg/Kg, 5,0 mg/Kg ou 7,5 mg/Kg nos animais dos três grupos experimentais.  

Foram tomadas medidas de TFL trinta, sessenta e noventa minutos após a 

cirurgia. Nos dias seguintes, até o sétimo dia, os animais dos três diferentes 

grupos experimentais receberam solução salina ou as doses de morfina, via i.p, 

acima descritas. No sexto dia os animais foram novamente habituados ao aparato 

de medida de TFL. No sétimo dia foram tomadas medidas basais de todos os 

animais, trinta e sessenta minutos após a administração do fármaco. Com isso foi 

possível verificar se animais nessa idade submetidos à cirurgia desenvolvem 

tolerância à morfina decorrente do uso prolongado do fármaco. 

 

3.9.5. Experimento 5: Efeito da administração de morfina sobre a nocicepção 

60 dias após a cirurgia 

Esse experimento teve como objetivo avaliar o efeito da administração de 

agonista opióide - morfina, 60 dias após a cirurgia em animais submetidos ao 

modelo de dor pós-operatória, para verificar se havia alguma alteração de longa 

duração produzida pela cirurgia na analgesia opióide. Para tal, os animais foram 

alocados nos três grupos experimentais (CONTROLE n=14, ANESTESIA n=13, 

CIRURGIA n=16). Os mesmos foram habituados ao aparato de TFL 24 horas 

antes do experimento para evitar o efeito da exposição à novidade. No dia do 

experimento foram tomadas medidas basais de TFL de todos os animais, e a 

anestesia e a cirurgia foram realizadas em seguida, conforme descrito 

anteriormente, de acordo com os grupos experimentais. Foram tomadas medidas 
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de TFL trinta, sessenta e noventa minutos após a cirurgia.  Sessenta dias após a 

cirurgia os animais receberam solução salina ou morfina (5 mg/Kg) via i.p. 

medidas basais (antes da administração do fármaco) de TFL formam tomadas e 

30 e 60 minutos após a administração. Os animais foram habituados ao aparato 

no dia anterior para evitar efeito da exposição à novidade.  

 

3.9.6. Experimento 6: Estudo do efeito da naloxona e da picrotoxina 

previamente à cirurgia sobre a nocicepção de ratos juvenis 

Esse experimento teve como objetivo avaliar o efeito da administração de 

antagonista opióide - naloxona - e antagonista GABAérgico - picrotoxina, sobre a  

resposta nociceptiva de animais de 21 dias de idade, submetidos a procedimento 

cirúrgico, por meio da medida de TFL imediatamente antes (basal), trinta e 

sessenta minutos após a cirurgia. Para tal, os animais foram alocados em dois 

grupos experimentais (CONTROLE n=41, CIRURGIA n= 41, para naloxona; 

CONTROLE n=14, CIRURGIA n=16, para picrotoxina). Os mesmos foram 

habituados ao aparato de TFL 24 horas antes do experimento para evitar o efeito 

da exposição à novidade. No dia do experimento foram tomadas medidas basais 

de TFL de todos os animais. Em seguida, os grupos experimentais receberam 

solução salina ou naloxona, e solução salina ou picrotoxina, que foram 

administradas via i.p., na dose de 1 mg/Kg, trinta minutos antes da cirurgia. A 

anestesia e a cirurgia foram realizadas conforme descrito anteriormente no grupo 

CIRURGIA. Foram tomadas medidas de TFL trinta e sessenta minutos após a 

cirurgia. Isto permitiu verificar o envolvimento dos sistemas opióides e 
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GABAérgicos na modulação da dor pós-operatória em ratos de 21 dias 

submetidos ao procedimento cirúrgico.  

 

3.9.7. Experimento 7: Estudo do efeito da exposição a cirurgia em ratos 

juvenis sobre a locomoção em campo aberto. 

Esse experimento teve como objetivo avaliar a locomoção dos animais 

submetidos a cirurgia. Os animais dos três grupos experimentais (CONTROLE 

n=20, CIRURGIA n=20, ANESTESIA n=20) foram colocados no campo aberto 30 

minutos após a cirurgia. Foi medido o tempo que o animal levou para sair do 

primeiro quadrante (latência de saída do primeiro quadrante, em segundos) e o 

número de cruzamentos que o animal realizou durante 5 minutos. A latência para 

saída do primeiro quadrante foi utilizada como medida de ansiedade e o número 

de cruzamentos foi utilizado como medida de nocicepção, uma vez que animais 

com dor deveriam realizar menor número de cruzamentos que animais sem dor.  

 

3.9.8. Experimento 8: Efeito da exposição prévia a cirurgia sobre a resposta 

inflamatória produzida pela formalina em ratos juvenis. 

 Esse experimento teve como objetivo avaliar o efeito da exposição prévia a 

cirurgia sobre a resposta inflamatória produzida pela formalina em ratos juvenis 

três dias após a cirurgia. Os animais dos três grupos experimentais (CONTROLE 

n=15, ANESTESIA n=16, CIRURGIA n=16) receberam injeção intraplantar de 50 

μl de solução salina 0,9% ou de formalina 1,25% no membro posterior esquerdo 

(não-operado) e imediatamente colocados no campo aberto para observação da 
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resposta inflamatória por 30 minutos. Durante os primeiros 5 minutos foi 

cronometrado o tempo que o animal utilizou realizando comportamentos 

específicos em resposta a formalina (primeira fase, conforme descrito acima). Nos 

15 minutos finais também foi cronometrado o tempo que o animal utilizou 

realizando comportamentos específicos em resposta a formalina (segunda fase, 

conforme descrito acima). Ao final dos 30 minutos de observação o animal foi 

retirado do campo aberto e o tamanho do edema produzido pela injeção de 

formalina 1,25% foi medido com paquímetro. 

 

3.9.9. Experimento 9: Efeito de uma segunda manipulação cirúrgica sobre a 

medida de TFL e locomoção em ratos de 45 dias 

 O objetivo desse experimento foi verificar a resposta nociceptiva, ao 

aparelho de medida de latência de retirada da cauda em animais que foram 

submetidos a cirurgia aos 21 e aos 45 dias de idade e a atividade locomotora dos 

mesmos. A idade de 45 dias foi escolhida por se tratar de um animal que ainda 

não atingiu a plena maturidade (Pattinson e Fitzgerald, 2004). Para tal, os animais 

dos grupos experimentais CONTROLE e CIRURGIA foram divididos nos seguintes 

grupos CONTROLE/CONTROLE (n=5), que não sofreu nenhum tipo de 

manipulação exceto as medidas de TFL; CONTROLE/CIRURGIA (n=5) que não 

foi operado aos 21 dias, mas foi aos 45 dias de idade, CIRURGIA/CONTROLE 

(n=5) que foi operado aos 21 dias de idade mas não aos 45 dias e 

CIRURGIA/CIRURGIA (n=6) que foi operado aos 21 e aos 45 dias de idade. Os 

animais foram habituados ao aparato de medida de latência de retirada da cauda 

24 horas antes do experimento. No dia do experimento foram tomadas medidas 
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basais de TFL (antes da cirurgia) e 30 minutos após a cirurgia. Aos 45 dias de 

idade os animais foram subdivididos nos grupos acima e operados conforme 

descrito anteriormente. Foram tomadas medidas de TFL basal (antes da cirurgia) 

e 30 minutos após a cirurgia. No dia anterior os animais foram habituados ao 

aparato para evitar efeito da novidade. A cirurgia foi realizada no membro posterior 

direito, o mesmo da cirurgia aos 21 dias. 

Após a aferição do TFL os animais foram expostos ao campo aberto. Foi 

medido o tempo que o animal levou para sair do primeiro quadrante (latência de 

saída do primeiro quadrante, em segundos) e o número de cruzamentos que o 

animal realizou durante 5 minutos.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Escolha e padronização do procedimento anestésico 

Nesse experimento, animais com 21 dias de idade foram habituados ao 

aparelho de TFL 24 horas antes do início das medidas. No dia do experimento 

propriamente dito, foram obtidas as medidas basais de TFL. Logo após, os 

animais foram expostos a dois diferentes anestésicos gerais – tiopental 35 mg/kg, 

administrado por via intraperitonial (i.p.), ou halotano a 2%, administrado por via 

inalatória, durante dois minutos. O efeito anestésico foi constatado pela perda dos 

reflexos de endireitamento e de retirada do membro posterior. 

Observou-se o tempo de recuperação dos animais submetidos às duas 

técnicas anestésicas. Para os animais anestesiados com halotano, esse tempo 

variou de 5 a 10 minutos. Já para o grupo que recebeu tiopental sódico, foi de 2 

horas.  

Para a avaliação dos efeitos tardios do anestésico administrado por via i.p., 

foram feitas medidas de TFL nas sete semanas seguintes à administração do 

fármaco (Figura 1). Não foram obtidas medidas 30, 60 e 90 minutos após o 

procedimento anestésico, porque os animais demoraram mais tempo para se 

recuperar. 

Não foram observadas diferenças significativas entre TFL basais, na 

comparação dos grupos CONTROLE (média+EPM: 5,15+0,44) e TIOPENTAL 

(4,49+0,43) (Teste t de Student, P>0,05). 

Houve diferença entre os grupos na primeira, na segunda e na terceira 

medidas semanais de TFL após a administração de tiopental (F=23,22; ANOVA de 
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medidas repetidas, seguida do teste de Student-Newman-Keuls, P<0,05). Nas 

medidas seguintes, não houve diferença entre os grupos. Observaram-se 

diferença entre os tempos e interação entre tempo x grupo (F=120,17 para tempo, 

P<0,05; F=5,86, para interação, P<0,05; ANOVA de medidas repetidas, seguida 

do teste de Student-Newman-Keuls). 

Detectou-se aqui efeito prolongado sobre a resposta nociceptiva, induzido 

pela administração intraperitonial de tiopental. Dados sugerem o estabelecimento 

de resposta hiperalgésica, que perdurou por, pelo menos, 3 semanas. 

Para a avaliação dos efeitos do halotano, foram feitas medidas de TFL 30, 

60 e 90 minutos após o procedimento anestésico e nas quatro semanas seguintes 

(Figura 2). Foi selecionado o tempo de seguimento de 4 semanas por ter sido este 

o período no qual se observaram efeitos significativos do fármaco no experimento 

com tiopental. 

Não foram observadas diferenças significativas entre TFL basais, na 

comparação dos grupos CONTROLE (média+EPM: 5,28+0,34) e HALOTANO 

(4,51+0,43) (Teste t de Student, P>0,05). 

Nas medidas de TFL 30, 60 e 90 min após a administração do fármaco 

(Figura 2, Painel A), por meio de ANOVA de medidas repetidas, não se 

observaram diferenças significativas das latências de retirada da cauda entre os 

grupos, entre os tempos e nem interação grupo x tempo (F= 0,11 para grupos, 

P>0,05; F=3,16 para tempo, P>0,05; F=0,032 para interação tempo x grupo, 

P>0,05). 

Nas medidas semanais (Figura 2, Painel B), por meio de ANOVA de 

medidas repetidas, observou-se diferença entre os tempos (F=48,72, P<0,05). 
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Porém, não houve diferença significativa das latências de retirada da cauda 

entre os grupos (F=0,000, P>0,05) ou interação grupo x tempo (F=1,07, 

P>0,05). 

Não houve diferença entre os grupos controle e halotano tanto nas medidas 

obtidas logo após a anestesia, quanto nas medidas semanais (ANOVA de 

medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls, P<0,05).  

Com base nesses dados, o anestésico geral inalatório halotano foi 

escolhido para todos os experimentos realizados nessa tese. Seu emprego 

permitiu que medidas de TFL fossem tomadas logo após o término do 

procedimento anestésico, uma vez que os animais estavam recuperados em 

poucos minutos. Além disso, não houve diferença entre os grupos nas medidas 

semanais, sugerindo que esse fármaco não interfere com o limiar nociceptivo após 

o término de sua ação, ao contrário do tiopental.
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padronização do procedimento anestésico: 
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Figura 1: Efeito da administração de anestésico intraperitonial sobre a resposta 

nociceptiva em ratos de 21 dias de idade. Latências de retirada da cauda obtidas 

após a administração, por via i.p., de tiopental sódico (35 mg/kg) (n=18) ou salina 

(controle) (n=19). Dados expressos como média+EPM. 

# Diferença significativa de TFL nos tempos assinalados em relação às medidas 

BASAL, TFL4, TFL5, TFL6 e TFL7 no grupo Tiopental (ANOVA de medidas 

repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05). 

* Diferença significativa entre os grupos nas medidas semanais TFL1, TFL2 e 

TFL3 (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; 

P<0,05). 

*      * 
                 * 

 #          # 
 
                          #      
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Figura 2: Efeito da administração de anestésico geral inalatório sobre a resposta 

nociceptiva em ratos de 21 dias de idade. Determinação das latências de retirada 

da cauda (TFL) após a administração de halotano a 2%, por via inalatória, durante 

2 minutos. Dados expressos como média+EPM. Halotano: n=10; controle: n=9.  

a Ausência de diferença entre os grupos, nos diversos tempos avaliados (ANOVA 

de medidas repetidas; P>0,05). 

b Ausência de diferença entre os grupos nas medidas semanais; diferença 

significativa entre os tempos, em ambos os grupos (ANOVA de medidas repetidas, 

seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05). 

* Diferença significativa em relação às medidas BASAL, TFL3 e TFL4 (ANOVA de 

medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05). 
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4.2. Efeito da manipulação cirúrgica sobre a medida de TFL de ratos juvenis. 

 Os animais dos grupos cirurgia foram anestesiados e operados e os do 

grupo anestesia foram somente anestesiados. Os animais do grupo controle não 

sofreram qualquer tipo de manipulação, a não ser aquela relacionada à obtenção 

das medidas de TFL, conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.2). Foram 

obtidas as medidas de TFL basal (antes dos procedimentos), 30, 60 e 90 minutos 

após a cirurgia. 

Não houve diferença entre os grupos na medida basal (média+EPM) – 

CONTROLE: 5,13+0,40, n=8; ANESTESIA: 4,67+0,36, n=9; CIRURGIA: 

5,16+0,51, n=8 (ANOVA de uma via, F= 0,259; P>0,05) (Figura 3). Da mesma 

forma, não se observou diferença significativa nas latências de retirada da cauda 

basais, ao se compararem animais de diferentes gêneros (ANOVA de uma via, 

F=1,528; P>0,05). Com base nesse resultado, nos experimentos posteriores, 

dados de machos e fêmeas foram analisados em conjunto. 

Ao se compararem TFL obtidas nos diferentes tempos, nos 3 grupos 

experimentais propostos, por meio de ANOVA de medidas repetidas, observou-se 

diferença significativa das latências de retirada da cauda entre os grupos, mas não 

entre os tempos e nem interação grupo x tempo (F=620,464 para grupos, P<0,05; 

F=1,789 para tempo, P>0,05; F=0,221 para interação grupos x tempo, P>0,05). 

Trinta minutos após a manipulação anestésico-cirúrgica, as latências de 

retirada da cauda do grupo CIRURGIA (média+EPM: 7,84+0,71) foram diferentes 

daquelas observadas nos grupos CONTROLE (4,13+0,44) e ANESTESIA 

(4,71+0,39) (F=620,464; ANOVA de medidas repetidas, seguida do teste de 

Student-Newman-Keuls, P<0,05) (Figura 3). Não houve diferença entre os grupos 
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nas medidas realizadas sessenta e noventa minutos após a cirurgia (ANOVA de 

medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05).  

Os resultados desse experimento demonstraram efeito analgésico 

relacionado à realização de procedimento cirúrgico em animais com 21 dias de 

vida. Tal resposta apresentou rápido início e curta duração, aparecendo 30 min 

após a cirurgia e mostrando-se ausente após ter decorrido período de 60 min da 

mesma. 
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Figura 3: Efeitos de procedimento cirúrgico realizado em ratos de 21 dias de 

idade sobre a resposta nociceptiva. Latências de retirada da cauda (TFL) obtidas 

antes (basal), 30, 60 e 90 min após a cirurgia. Dados expressos como 

média+EPM. Controle: n=14; Anestesia: n=18; Cirurgia: n=16.  

* Diferença significativa em relação aos grupos controle e anestesia, no tempo 

assinalado (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-

Keuls; P<0,05). 

* 
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4.3. Efeito da exposição de ratos juvenis à cirurgia sobre a locomoção em 

campo aberto. 

 Os animais do grupo cirurgia foram anestesiados e operados; os do grupo 

anestesia foram somente anestesiados e os do grupo controle não sofreram 

qualquer tipo de manipulação, a não ser aquela necessária para a realização das 

medidas de TFL, conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.2). 

Trinta minutos após a cirurgia, os animais foram colocados no campo 

aberto para avaliação da atividade locomotora por cinco minutos. Foram medidos 

latência para saída do primeiro quadrante e número de cruzamentos realizados. 

Não houve diferença entre os grupos quanto à latência para saída do 

primeiro quadrante (ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-

Keuls; F=2,35, P>0,05) (Figura 4). 

Quanto ao número de cruzamentos, observou-se diferença significativa 

entre os grupos (F=6,44; ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-

Newman-Keuls; P<0,05). Animais alocados no grupo CIRURGIA (média+EPM: 

43+4,15 n=20) realizaram menos cruzamentos que os dos grupos CONTROLE 

(69,05+6,47 n=20) e ANESTESIA (59,50+4,74 n=20) (Figura 5) (ANOVA de uma 

via, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05). 
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Figura 4: Latência para saída do primeiro quadrante, em campo aberto, de 

animais de 21 dias, submetidos ou não a procedimentos anestésico e cirúrgico. 

Dados expressos como média+EPM. Cont: controle (n=20); Ane: anestesia (n=20); 

Cir: cirurgia (n=20). 

aAusência de diferença significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, 

seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05).  

a
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Figura 5: Número de cruzamentos realizados em campo aberto por animais 

de 21 dias, submetidos ou não a procedimentos anestésico e cirúrgico. Dados 

expressos como média+EPM. Cont: controle (n=20); Ane: anestesia (n=20); Cir: 

cirurgia (n=20). 

*Diferença significativa em relação aos demais grupos (ANOVA de uma via, 

seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05).   
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4.4. Efeito da exposição prévia à cirurgia sobre a resposta inflamatória 

produzida pela formalina em ratos juvenis. 

Os animais do grupo cirurgia foram anestesiados e operados; os do grupo 

anestesia foram somente anestesiados e os do grupo controle não sofreram 

qualquer tipo de manipulação, a não ser aquela necessária à obtenção das 

medidas de TFL, conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.2). 

Três dias após, foi feita a administração intraplantar de solução salina ou de 

formalina a 1,25%. Nessa avaliação, foram observados os comportamentos de 

lambidas no membro posterior, pulos, levantamento de membro posterior e 

realização de movimentos de sacudir do membro posterior. Foi cronometrado o 

tempo (em segundos) gasto pelo animal nesses comportamentos, tanto na 

primeira fase (5 minutos), quanto na segunda fase (15 minutos), sendo que esses 

tempos foram considerados como medidas de nocicepção em cada fase. 

Por meio de ANOVA de uma via, observou-se diferença significativa entre 

os grupos quanto à medida de resposta inflamatória, tanto na primeira fase (F= 

17,00; P<0,05), como na segunda fase da exposição à formalina (F= 6,73; 

P<0,05). Também houve diferença no tamanho do edema (em centímetros) 

produzido pela injeção de formalina, em comparação à injeção de salina (F=33,08; 

P<0,05). 

Na primeira fase da resposta inflamatória, houve efeito da formalina em 

todos os grupos aos quais essa substância foi administrada, em comparação com 

os grupos que receberam salina (ANOVA de uma via, seguida de teste de 

Student-Newman-Keuls; P<0,05). O grupo CIRURGIA/FORMALINA (média+EPM: 

137,87+9,56 n=8) apresentou maior resposta inflamatória, quando comparado aos 
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grupos CONTROLE/FORMALINA (90,42+23,73 n=7) e ANESTESIA/FORMALINA 

(83,87+26,63 n=8) (ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-

Keuls; P<0,05) (Figura 6, painel A). 

Na segunda fase, o grupo CIRURGIA/FORMALINA (média+EPM: 

356,62+93,26) também apresentou maior resposta inflamatória que os grupos 

CONTROLE/FORMALINA (115,28+62,19) e ANESTESIA/FORMALINA 

(120,87+72,05) (ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; 

P<0,05,) (Figura 6, painel B). Não houve diferença entre os grupos que receberam 

solução salina e os grupos CONTROLE/FORMALINA e ANESTESIA/FORMALINA 

(ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05). 

Tamanho do edema foi significativamente maior em todos os grupos que 

receberam formalina, em comparação àqueles que receberam salina (ANOVA de 

uma via seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05) (Figura 6, painel C).  
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Figura 6: Efeito da exposição prévia à cirurgia sobre a resposta à 

formalina. Contsal: controle/salina (n=8); Contfor: controle/formalina (n=7); 

Anesal: anestesia/salina (n=8); Anefor: anestesia/formalina (n=8); Cirsal: 

cirurgia/salina (n=8); Cirfor: cirurgia/formalina (n=8). 

 
Painel A (Primeira fase da reação inflamatória) e Painel B (Segunda fase 

da reação inflamatória). 

*Diferença significativa em relação aos grupos que receberam salina 

(ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05). 

 *   * 
    * 
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**Diferença significativa em relação aos outros dois grupos que receberam 

formalina (ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; 

P<0,05). 

 

Painel C. Edema.  

*Diferença significativa em relação aos grupos que receberam salina 

(ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05). 
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4.5. Efeito de uma segunda manipulação cirúrgica sobre a medida de TFL e 

avaliação da atividade locomotora em campo aberto, em ratos de 45 dias. 

Aos 21 dias de idade, os animais do grupo CIRURGIA foram anestesiados 

e operados, e os do grupo CONTROLE não sofreram qualquer tipo de 

manipulação, a não ser aquelas necessárias à realização das medidas de TFL, 

conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.2). Foram obtidas as medidas 

de TFL antes (basais) e trinta minutos após essa primeira cirurgia, apenas para 

confirmar resultados anteriores. 

 Aos 45 dias de idade, esses animais foram divididos em subgrupos: 

(a) controle total (CONT/CONT), em que os animais não foram submetidos a 

qualquer manipulação aos 21 e aos 45 dias; 

(b) cirurgia aos 21 dias de vida (CIR/CONT), em que os animais foram 

submetidos a apenas um procedimento cirúrgico, realizado nessa idade; aos 45 

dias, não foram expostos a qualquer manipulação; 

(c) cirurgia aos 45 dias de vida (CONT/CIR), em que os animais foram 

submetidos à primeira cirurgia nessa idade; aos 21 dias, não foram expostos a 

qualquer manipulação; 

(d) cirurgias aos 21 e aos 45 dias (CIR/CIR), em que os animais foram 

submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico por duas vezes. 

Trinta minutos após o último procedimento cirúrgico proposto (de acordo 

com o grupo considerado), os animais foram expostos, seqüencialmente, ao 

aparelho de TFL e ao campo aberto. 
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Na Figura 7, é apresentado desenho experimental referente à realização 

desses procedimentos. 

O grupo ANESTESIA não foi incluído nesse experimento por ter 

apresentado comportamento similar ao do grupo CONTROLE nos experimentos 

prévios. 

Por meio de ANOVA de medidas repetidas, observou-se diferença 

significativa das latências de retirada da cauda entre os grupos, entre os tempos e 

interação grupo x tempo (F=13,33 para grupos, P<0,05; F=22,22 para tempo, 

P<0,05; F=5,84 para interação grupos x tempo, P<0,05). 

Não houve diferença entre os grupos quanto às medidas basais de latência 

de retirada da cauda (ANOVA de medidas repetidas; P>0,05) (Figura 8, painel A). 

Aos trinta minutos, foi observada diferença significativa ao se comparar as 

latências de retirada da cauda dos diferentes grupos avaliados (Figura 8, painel 

B). Houve aumento de TFL no grupo controle submetido à primeira cirurgia aos 45 

dias (CONT/CIR) (média+EPM: 9,92+0,051 n=5) (ANOVA de medidas repetidas, 

seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05). Esse resultado sugere que 

realização de procedimento cirúrgico induz efeito analgésico em ratos, 

independentemente de terem 21 ou 45 dias de idade. 

Já no grupo que foi submetido a procedimento cirúrgico por duas vezes, 

aos 21 e aos 45 dias de idade (CIR/CIR) (média+EPM: 4,63+0,46 n=6), não foi 

observada alteração da resposta nociceptiva 30 min após a segunda cirurgia 

(ANOVA de medidas repetidas; P>0,05) (Figura 8, painel B).  
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Observou-se, ainda, que, no grupo operado apenas aos 21 dias de idade 

(CIR/CONT média+EPM:5,84+0,84), as medidas de latência de retirada da cauda 

obtidas posteriormente (aos 45 dias de vida) são similares às do grupo controle 

total (CONT/CONT 6,33+0,25) (ANOVA de medidas repetidas; P>0,05) (Figura 8, 

painel B). 

Quanto ao comportamento no campo aberto, não houve diferença entre os 

grupos no que se referiu à latência para a saída do primeiro quadrante (ANOVA de 

uma via; F=2,69; P>0,05) (Figura 9, painel A). Os grupos CONTROLE/CIRURGIA 

(40,20+7,55) e CIRURGIA/CIRURGIA (51,14+6,12) mostraram-se diferentes do 

grupo CONTROLE/CONTROLE, no que se referiu ao número de cruzamentos 

realizados (ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; 

F=4,65; P<0,05) (Figura 9, painel B). 

Os dados sugerem que a realização de cirurgia sempre reduz a atividade 

locomotora no campo aberto, medida após o procedimento. 
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Figura 7. Representação esquemática do experimento em que se 

avaliou efeito de uma segunda manipulação cirúrgica sobre a medida de 

latência de retirada da cauda (TFL) e a atividade locomotora em campo 

aberto. 



 80

A 

TFL segunda exposição à cirurgia - BASAL

0

1
2

3

4

5
6

7

la
tê

nc
ia

 p
ar

a 
re

tir
ad

a 
da

 
ca

ud
a 

(s
) cont/cont

cont/cir

cir/cont

cir/cir

 

 

B 

TFL segunda exposição à cirurgia - TFL 30 
min

0

2

4

6

8

10

12

la
tê

nc
ia

 p
ar

a 
re

tir
ad

a 
da

 
ca

ud
a 

(s
) cont/cont

cont/cir

cir/cont

cir/cir

 

 

 

        * 

a 



 81

Figura 8: Avaliação da resposta nociceptiva (TFL) em ratos submetidos a 

procedimentos anestésico-cirúrgicos em dois momentos da vida – aos 21 e aos 45 

dias de idade. Latências de retirada da cauda (TFL) obtidas antes (basal) e 30 min 

após a segunda exposição à cirurgia. Dados expressos como média+EPM. 

Cont/cont: controle total (n=5); Cont/Cir: cirurgia realizada aos 45 dias de idade 

(n=5); Cir/Cont: cirurgia realizada aos 21 dias de idade (n=5); Cir/cir: cirurgia 

realizada por duas vezes, aos 21 e aos 45 dias (n=6). 

 

Painel A 

aAusência de diferença entre os grupos (ANOVA de medidas repetidas, 

seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05).  

Painel B 

*Diferença significativa em relação aos demais grupos (ANOVA de medidas 

repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05).  
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Figura 9: Avaliação da atividade locomotora em campo aberto - latência 

para saída do primeiro quadrante (Painel A) e número de cruzamentos (Painel B) - 

em animais submetidos a procedimentos anestésico-cirúrgicos em dois momentos 

da vida - aos 21 e aos 45 dias de idade. Medidas obtidas após realização da 

segunda cirurgia. Dados expressos como média+EPM. Cont/cont: controle total 

(n=5); Cont/Cir: cirurgia realizada aos 45 dias de idade (n=5); Cir/Cont: cirurgia 

realizada aos 21 dias de idade (n=5); Cir/cir: cirurgia realizada por duas vezes, aos 

21 e aos 45 dias (n=5). 

 

Painel A 

aAusência de diferença significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, 

P>0,05).  

 Painel B 

*Diferença significativa em relação aos grupos CONTROLE/CONTROLE e 

CIRURGIA/CONTROLE (ANOVA de uma via, P<0,05).  
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4.6. Efeito da administração de três diferentes doses de morfina sobre a 

nocicepção de ratos juvenis. 

 Os animais do grupo cirurgia foram anestesiados e operados; os do grupo 

anestesia foram somente anestesiados, e os do grupo controle não sofreram 

qualquer tipo de manipulação, a não ser aquelas relacionadas à obtenção das 

medidas de TFL, conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.2). 

Imediatamente após a cirurgia, foi realizada a administração de solução 

salina ou morfina (2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg ou 7,5 mg/kg) nos três grupos 

experimentais propostos – CONTROLE, ANESTESIA E CIRURGIA. Foram obtidas 

as medidas de TFL antes (basal), 30, 60 e 90 minutos após a cirurgia.  

Não houve diferença entre os grupos quanto às medidas basais (F=1,017; 

ANOVA de uma via; P>0,05) (Figura 10, Painel A).  

Ao se compararem as latências de retirada da cauda obtidas nos diferentes 

grupos experimentais, nos diversos tempos propostos, por meio de ANOVA de 

medidas repetidas, observou-se diferença significativa entre os grupos, mas não 

entre os tempos, nem interação grupo x tempo (F=4665,181 para grupos, P<0,05; 

F=0,90 para tempo, P>0,05; F=1,312 para interação grupos x tempo, P>0,05). 

Aos 30 minutos, foi observada diferença significativa entre as latências de 

retirada da cauda dos diferentes grupos avaliados (Figura 10, Painel B). TFL do 

grupo CIRURGIA/SALINA (média+EPM: 8,12+0,46 n=15) mostrou-se 

significativamente diferente daquelas obtidas nos grupos CONTROLE/SALINA 

(3,91+0,22 n=11) e ANESTESIA/SALINA (5,33+0,32 n=18). Esse resultado 

confirma aquele anteriormente obtido no experimento 2. Da mesma forma, houve 
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aumento na latência de retirada da cauda, interpretado como efeito analgésico, 

nos animais do grupo CONTROLE que receberam as três doses de morfina – 

CONTROLE/MORFINA2,5 (média+EPM): 6,84+0,74 n=10; 

CONTROLE/MORFINA5,0: 7,20+0,57 n=13; CONTROLE/MORFINA7,5: 7,39+075 

n=12. O mesmo efeito foi observado no grupo ANESTESIA – 

ANESTESIA/MORFINA2,5 (média+EPM): 7,39+0,52 n=20; 

ANESTESIA/MORFINA5,0: 7,60+0,50 n=17; ANESTESIA/MORFINA7,5: 

7,50+0,64 n=15. O aumento de TFL observado no grupo CIRURGIA/SALINA foi 

similar ao observado após a administração de morfina, nas três doses estudadas, 

nos grupos CONTROLE e ANESTESIA. 

Os animais do grupo CIRURGIA que receberam morfina, nas três doses 

propostas (CIRURGIA/MORFINA2,5 [média+EPM] 8,50+0,54 n=14; 

CIRURGIA/MORFINA5,0: 9,69+0,19 n=17; CIRURGIA/MORFINA7,5: 9,93+0,04 

n=17), apresentaram latências de retirada da cauda similares às do grupo 

CIRURGIA/SALINA. Observou-se, assim, ausência de anagesia à administração 

de analgésico opióide em animais de 21 dias submetidos a procedimento 

cirúrgico, no período de 30 min. 

Aos 60 minutos, as latências de retirada da cauda dos grupos 

CIRURGIA/MORFINA2,5, CIRURGIA/MORFINA5,0 e CIRURGIAMORFINA7,5 

mostraram-se diferentes daquelas obtidas nos demais grupos (Figura 10, Painel 

C). Observou-se, assim, que a resposta analgésica induzida pela cirurgia bem 

como aquela induzida pelas três doses de morfina, nos grupos CONTROLE e 

ANESTESIA, desapareceu nesse período de tempo. Entretanto, no grupo 
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CIRURGIA, a analgesia produzida pelas três doses de morfina foi mantida – 

CIRURGIA/MORFINA2,5 [média+EPM] 7,72+0,59; CIRURGIA/MORFINA5,0: 

8,48+0,49; CIRURGIA/MORFINA7,5: 8,32+0,63. Observou-se, assim, que, 

embora a administração de morfina não tenha aparentemente alterado TFL aos 30 

min, esse fármaco determinou resposta analgésica em animais operados aos 21 

dias de vida. Esta resposta foi observada aos 60 min (e não aos 30 min) após a 

cirurgia porque, provavelmente, a analgesia induzida pelo procedimento já havia 

desaparecido nesse momento. Isso permitiu a visualização do efeito do fármaco. 

Paralelamente, observou-se também que a morfina apresenta padrão de duração 

de ação diferente em animais operados, com o efeito analgésico perdurando por 

mais tempo, em comparação aos grupos controle e anestesia.  

Aos noventa minutos, não se observaram diferenças significativas entre os 

grupos, de modo que as medidas de TFL já se assemelhavam às medidas basais 

(teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05) (Figura 10, painel D).   
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Figura 10: Efeitos da administração de analgésico opióide sobre a 

resposta nociceptiva, em ratos de 21 dias de idade, submetidos a procedimento 

cirúrgico. As latências de retirada da cauda (TFL) foram obtidas antes (basal) 

(Painel A), 30 min (Painel B), 60 min (Painel C) e 90 min (Painel D) após a 

realização da cirurgia. Dados expressos como média+EPM. Co: controle (n=46; 

An: anestesia (n=70); Cir: cirurgia (n=63); S: salina (n=44); 2,5: Morfina 2,5 

mg/kg (n=44); 5,0: Morfina 5,0 mg/kg (n=47); 7,5: Morfina 7,5 mg/kg (n=44). 

Painel A. 

a Ausência de diferença significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, 

seguida de teste de Student-Newmann-Keuls; P>0,05).  

Painel B. 

*Diferença significativa em relação aos grupos CONTROLE/SALINA e 

ANESTESIA/SALINA (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de 

Student-Newman Keuls; P<0,05). 

**Diferença significativa em relação aos grupos CONTROLE/2,5, 

CONTROLE/5,0 e CONTROLE/7,5 (ANOVA de medidas repetidas, seguida de 

teste de Student-Newman Keuls; P<0,05). 

Painel C. 

*Diferença significativa em relação aos grupos controle/salina e 

anestesia/salina (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de Student-

Newman Keuls; P<0,05). 
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Painel D. 

dAusência de diferença significativa entre os grupos (ANOVA de medidas 

repetidas; P>0,05). 
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4.7. Efeito da administração de morfina por sete dias sobre a nocicepção de 

ratos juvenis submetidos a modelo de cirurgia. 

 A morfina foi administrada por via intraperitonial durante 7 dias, em três 

doses distintas (2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg ou 7,5 mg/kg), aos mesmos animais dos três 

grupos experimentais propostos (CONTROLE, CIRURGIA e ANESTESIA) do 

experimento anterior. No sexto dia, os animais foram habituados ao aparelho de 

TFL. No sétimo dia, foram feitas as medidas das latências de retirada da cauda 

antes (basais), 30, 60 e 90 minutos após a administração do fármaco. 

Não se observaram diferenças de TFL entre os grupos, em quaisquer dos 

tempos aferidos (F=1,53 para grupos, P>0,05; F=0,77 para tempo, P>0,05; F=0,29 

para interação grupos x tempo, P>0,05; ANOVA de medidas repetidas) (Figura 11, 

Painéis de A a D). 

Os dados sugerem que o uso prolongado de morfina determina tolerância 

analgésica em ratos de 21 dias, independentemente de terem sido submetidos a 

procedimentos anestésico-cirúrgicos ou não, embora tenham apresentado 

analgesia agudamente, conforme resultado do experimento anterior. Esse efeito 

foi expresso, nesse experimento, por meio do desaparecimento do aumento de 

TFL após 7 dias de tratamento medicamentoso. 
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Figura11: Efeitos da administração intraperitonial de analgésico opióide por 

7 dias sobre a resposta nociceptiva, em ratos de 21 dias de idade, submetidos a 

procedimento cirúrgico. Latências de retirada da cauda (TFL) obtidas no sétimo 

dia de tratamento, antes (basal, painel A), 30 min (painel B), 60 min (painel C) e 90 

min (painel D) após a última injeção de morfina. Dados expressos como 

média+EPM. Co: controle (n=46); An: anestesia (n=70); Cir: cirurgia (n=63); S: 

salina (n=44); 2,5: Morfina 2,5 mg/kg (n=44); 5,0: Morfina 5,0 mg/kg (n=47); 7,5: 

Morfina 7,5 mg/kg (n=44). 

Ausência de diferença entre os grupos, em todos os tempos avaliados 

(ANOVA de medidas; P>0,05). 
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4.8. Efeito da administração de morfina sobre a nocicepção, sessenta dias 

após a realização de cirurgia. 

Os animais do grupo cirurgia foram anestesiados e operados; os do grupo 

anestesia foram somente anestesiados, e os do grupo controle não sofreram 

qualquer tipo de manipulação, a não ser aquelas realizadas para obtenção das 

medidas de TFL, conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.2). 

Sessenta dias após a cirurgia, os animais dos três grupos receberam 

solução salina ou morfina, na dose de 5 mg/kg, por via i.p. Foram obtidas as 

medidas de TFL antes (basal), trinta e sessenta minutos após a administração de 

morfina. 

Não houve diferença entre os grupos nas medidas basais (F= 0,755; 

ANOVA de uma via, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05) (Figura 

12). 

Na comparação de TFL obtidas em diferentes tempos, nos grupos 

experimentais propostos, realizada por meio de ANOVA de medidas repetidas, 

observou-se diferença significativa das latências de retirada da cauda entre os 

grupos, entre os tempos e interação grupo x tempo (F= 8,999 para grupos, 

P<0,05; F= 5,796 para tempo, P<0,05; F= 6,428 para interação grupos x tempo, 

P<0,05). 

Aos trinta minutos, observou-se diferença signficativa de TFL na 

comparação dos grupos que receberam morfina (CONTROLE/MORFINA 

[média+EPM: 8,95+0,53 n=8], ANESTESIA/MORFINA [8,36+0,61 n=7] e 
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CIRURGIA/MORFINA [8,01+0,64 n=8]) em relação àqueles que receberam salina 

(CONTROLE/SALINA [média+EPM: 4,67+0,62 n=6], ANESTESIA/SALINA 

[5,07+0,45 n=6] e CIRURGIA/SALINA [5,40+0,59 n=8]), demonstrando o esperado 

efeito analgésico do fármaco (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de 

Student-Newman-Keuls; P<0,05) (Figura 12). 

Aos sessenta minutos, houve diferença significativa entre os grupos 

CONTROLE/MORFINA (média+EPM: 7,69+0,55) e ANESTESIA/MORFINA 

(8,57+0,73) em relação aos grupos CONTROLE/SALINA (4,31+0,26) e 

ANESTESIA/SALINA (5,13+0,88), sugerindo persistência do efeito analgésico da 

morfina nesse período de tempo. No grupo CIRURGIA/MORFINA (5,69+0,75), as 

medidas de TFL mostraram-se similares às medidas basais e àquelas obtidas no 

grupo CIRURGIA/SALINA (4,36+0,53) (ANOVA de medidas repetidas, seguida de 

teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05) (Figura 12). 

Dados sugerem que, 60 dias após a cirurgia, morfina determina analgesia 

de rápido início (após 30 min), mas curta duração (ausente aos 60 min), em 

animais submetidos a procedimento cirúrgico em menor idade (aos 21 dias de 

vida). Tal padrão de resposta é distinto daquele observado em animais 

submetidos, quando jovens, apenas a procedimento anestésico ou simples 

manipulação. Nestes, morfina determinou analgesia de mais longa duração 

(presente ainda aos 60 min).    
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Figura 12: Efeitos da administração de morfina (5 mg/kg) sobre a resposta 

nociceptiva, 60 dias após a realização de procedimento cirúrgico em ratos de 21 

dias de idade. Latências de retirada da cauda (TFL) obtidas antes (basal), 30, 60 e 

90 min após a injeção de morfina. Dados expressos como média+EPM. Cont: 

controle (n=14); Ane: anestesia (n=13); Cir: cirurgia (n=16); Sal: salina (n=20); 

Mor: Morfina 5,0 mg/kg (n=23). 

* Diferença significativa em relação ao grupo CONTROLE/SALINA, nos 

tempos assinalados (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de Student-

Newman-Keuls; P<0,05).  

* * 
*   * 

  * 
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4.9. Efeito da administração de naloxona ou picrotoxina previamente à 

cirurgia sobre a nocicepção de ratos juvenis. 

 Para a avaliação dos efeitos da naloxona, os animais dos grupos 

CONTROLE e CIRURGIA receberam, por via i.p., solução salina ou naloxona (1 

mg/kg), 30 minutos antes da cirurgia. Medidas de TFL foram obtidas antes (basal), 

30 e 60 minutos após a cirurgia. 

O grupo ANESTESIA não foi incluído nesse experimento por ter 

apresentado comportamento similar ao do grupo CONTROLE nos experimentos 

prévios. 

Não houve diferença nas medidas basais de TFL (ANOVA de uma via, 

seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05) (Figura 13). 

Por meio de ANOVA de medidas repetidas, observou-se diferença 

significativa das latências de retirada da cauda entre os grupos, mas não entre os 

tempos ou interação grupo x tempo (F= 3,21 para grupos, P<0,05; F= 1,74; para 

tempo, P>0,05; F=2,42 para interação grupos x tempo, P>0,05). 

Aos trinta minutos, o grupo CIRURGIA/SALINA (média+EPM: 6,08+0,49) 

mostrou-se significativamente diferente dos grupos CONTROLE/SALINA e 

CONTROLE/NALOXONA, apresentando aumento de TFL (ANOVA de medidas 

repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P<0,05) (Figura 13). 

Naloxona, na dose administrada, não apresentou efeito por si só sobre a 

resposta nociceptiva, na medida em que as latências de retirada da cauda no 

grupo CONTROLE/NALOXONA não diferiram daquelas obtidas no grupo 

CONTROLE/SALINA (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de Student-

Newman-Keuls; P>0,05). No entanto, sua administração reverteu parcialmente o 
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efeito analgésico da cirurgia, uma vez que as latências de retirada da cauda 

observadas no grupo CIRURGIA/NALOXONA (média+EPM: 5,31+0,59 n=21) não 

foram diferentes daquelas obtidas nos grupos CONTROLE/SALINA (3,72+0,19 

n=19), CONTROLE/NALOXONA (4,30+0,23 n=22) e CIRURGIA/SALINA 

(6,08+0,49 n=20). 

Aos sessenta minutos, não houve diferença entre os grupos (ANOVA de 

medidas repetidas; P>0,05) (Figura 13).  

 Para a avaliação dos efeitos de picrotoxina, os animais dos grupos 

CONTROLE e CIRURGIA receberam, por via i.p., solução salina ou picrotoxina (1 

mg/kg), 30 minutos antes da cirurgia. Medidas de TFL foram obtidas antes (basal), 

30 e 60 minutos após a cirurgia. 

Por meio de ANOVA de medidas repetidas, observou-se diferença 

significativa das latências de retirada da cauda entre os grupos, mas não entre os 

tempos ou interação grupo x tempo (F=9,15 para grupos, P<0,05; F=0,95 para 

tempo, P>0,05; F=1,32 para interação grupos x tempo, P>0,05) (Figura 14). 

Não houve diferença nas medidas basais de TFL (ANOVA de uma via, 

seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05). 

Aos trinta minutos, o grupo CIRURGIA/SALINA (média+EPM: 7,30+0,80) 

mostrou-se significativamente diferente dos demais, apresentando aumento de 

TFL (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; 

P<0,05) (Figura 14). 

Picrotoxina, na dose administrada, não apresentou efeito por si só sobre a 

resposta nociceptiva, na medida em que as latências de retirada da cauda no 
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grupo CONTROLE/PICROTOXINA não diferiram daquelas obtidas no grupo 

CONTROLE/SALINA (ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de Student-

Newman-Keuls; P>0,05). No entanto, sua administração reverteu totalmente o 

efeito analgésico da cirurgia (CIRURGIA/SALINA média+EPM:7,30+0,80 n=8), 

uma vez que as latências de retirada da cauda observadas no grupo 

CIRURGIA/PICROTOXINA (3,80+0,26 n=8) não foram diferentes daquelas obtidas 

nos grupos CONTROLE/SALINA (4,41+0,28 n=6) e CONTROLE/PICROTOXINA 

(3,92+0,23 n=8). 

Aos sessenta minutos, não houve diferença entre os grupos (ANOVA de 

medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; P>0,05) (Figura 

14).  
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Figura 13: Efeito da administração de naloxona sobre a analgesia induzida 

pela cirurgia, em ratos de 21 dias de idade. Latências de retirada da cauda (TFL) 

obtidas antes (basal), 30 e 60 min após o procedimento cirúrgico. Dados 

expressos como média+EPM. Cont: controle (n=41); Cir: cirurgia (n=41); Sal: 

salina (n=39); Nal: naloxona (n=43). 

*Diferença significativa em relação aos grupos CONTROLE/SALINA e 

CONTROLE/NALOXONA, no tempo assinalado (ANOVA de medidas repetidas, 

seguida de teste de Student-Newman- Keuls; P<0,05). 

 * 
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Figura 14: Efeito da administração prévia de picrotoxina sobre a analgesia 

induzida pela cirurgia, em ratos de 21 dias de idade. Latências de retirada da 

cauda (TFL) obtidas antes (basal), 30 e 60 min após o procedimento cirúrgico. 

Dados expressos como média+EPM. Cont: controle (n=14); Cir: cirurgia (n=16); 

Sal: salina (n=14); Picro: picrotoxina (n=16). 

*Diferença significativa em relação aos demais grupos, no tempo assinalado 

(ANOVA de medidas repetidas, seguida de teste de Student-Newman-Keuls; 

P<0,05).  

*

* 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Procedimento anestésico 

 Foram testados os efeitos de dois anestésicos gerais: um inalatório – o 

halotano, e outro classicamente denominado de intravenoso, mas empregado 

nessa tese por via intraperitonial – o tiopental sódico. Ambos produziram anestesia 

geral, que pode ser definida como depressão global, mas reversível, do SNC, 

resultando em perda de resposta e percepção a todos estímulos externos 

(revisado por Evers et al, 2006). Nos animais desse experimento, tal depressão foi 

expressa pela perda dos reflexo de endireitamento e de retirada do membro 

posterior. 

Observou-se que, uma semana após o procedimento anestésico, os 

animais anestesiados com tiopental sódico apresentaram diminuição da latência 

de retirada da cauda. Esse efeito hiperalgésico persistiu até a terceira semana. O 

mesmo não foi observado em animais para os quais se administrou halotano, por 

via inalatória. Estes apresentaram medidas de TFL semelhantes àquelas de seus 

controles, tanto logo após o procedimento anestésico (30, 60 e 90 minutos 

depois), quanto nas avaliações semanais.Nos dois grupos, observou-se o mesmo 

padrão de resposta nociceptiva ao longo do tempo. As latências de retirada da 

cauda mostraram-se significativamente mais elevadas entre a primeira e a terceira 

semana. A partir da quarta semana, retornaram aos níveis basais. 

O tiopental sódico é barbitúrico que atua em SNC, suprimindo respostas 

polissinápticas. A facilitação é diminuída e a inibição é aumentada (revisado por 

Charney et al., 2006). Os sítios de inibição são pós-sinápticos em córtex, cerebelo 
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e tálamo e pré-sinápticos em medula espinhal. O aumento da inibição ocorre 

primariamente em sinapses onde a neurotransmissão é mediada por GABA, 

atuando especificamente em receptores GABAA. A ativação desses receptores 

leva ao aumento da condutância ao Cl- e diminuição das correntes de Ca2+. Os 

barbitúricos são, portanto, agonistas GABAérgicos, que levam à diminuição da 

atividade cerebral e de seu metabolismo. Seus efeitos adversos incluem 

depressão respiratória e hipotermia (revisado por Evers et al., 2006).  

A hiperalgesia associada ao uso de tiopental sódico está descrita para a 

administração de baixas doses do fármaco. Esse efeito é descrito logo após a sua 

administração por via intravenosa (Tatsuo et al., 1997, Archer et al., 1994). Não há 

relato na literatura de persistência da hiperalgesia por semanas, como foi 

observado nesse trabalho de tese. 

A redução da latência de retirada da cauda observada com a administração 

de tiopental não tem causa estabelecida. Pode-se supor que seja, pelo menos em 

parte, conseqüência do estresse provocado pela hipotermia determinada pelo 

barbitúrico. Sabe-se que a exposição a estressores pode alterar o limiar 

nociceptivo, aumentando-o e produzindo analgesia induzida por estresse (stress-

induced analgesia ou SAI, em inglês) (Menendez et al., 1993; Amir e Amit, 1978), 

ou diminuindo-o e provocando hiperalgesia (Torres et al., 2003; Quintero et al., 

2000; Gamaro et al., 1998). A ocorrência de um ou de outro efeito depende de tipo 

de estressor e duração do tratamento (Torres et al, 2002; López et al., 1999). 

Exposição ao frio pode, por exemplo, alterar o limiar nociceptivo, elevando-o ou 

dimunuindo-o (Imbe et al, 2006). Nesse experimento, embora os animais tenham 

sido expostos uma única vez ao tiopental sódico, eles demoraram duas horas para 
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se recuperar. A hipotermia produzida pela anestesia poderia ter sido suficiente 

para produzir hiperalgesia, mesmo utilizando-se colchão aquecido durante o 

período de recuperação. 

Outra explicação para o fenômeno observado pode estar relacionada à 

ação do tiopental sódico sobre sistemas neurotransmissores centrais, 

principalmente GABAérgico. Em estudo sobre efeito de ativação GABAérgica 

sobre redução do limiar de dor, observou-se que doses não-hipnóticas de 

fenobarbital, pentobarbital e tiopental induziram hiperalgesia, verificada por meio 

de teste de latência de retirada da cauda e revertida por injeção prévia de dose 

não-convulsivante do antagonista picrotoxina, evidenciando o papel do receptor 

GABAA  nesse fenômeno (Tatsuo et al., 1997) No entanto, efeitos de longo prazo 

relacionados a barbitúrico necessitam de experimentos adicionais. Os resultados 

dessa tese trouxeram à tona essa nova hipótese para futuros trabalhos. 

O aumento das latências de retirada da cauda ao longo do tempo, 

observado em animais dos grupos controle de ambos os experimentos, pode ser 

decorrente da maturação funcional das vias descendentes de modulação inibitória, 

que não são funcionais até P21 no rato (revisado por Fitzgerald 2005), assim 

como à maturação do circuito local de interneurônios inibitórios no corno dorsal. 

As vias inibitórias descendentes, que vêm do tronco cerebral, só 

estabelecem sinapses no corno dorsal algumas semanas após o nascimento 

(revisado por Morton, 1998). Foi demonstrado que estimulação elétrica da PAG só 

produz analgesia em ratos a partir de P21 (van Praag e Frenk, 1991). Os 

neurônios da PAG projetam para os núcleos da rafe, que liberam 5-HT no corno 

dorsal, inibindo diretamente os neurônios de projeção ou excitando interneurônios 
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inibitórios encefalinégicos (revisado por Millan, 2002). Além disso, foi demonstrado 

que a geração de neurônios de projeção da lâmina I está completa antes que o 

circuito local de interneurônio inibitórios, o que implica na transmissão direta da 

atividade nociceptiva antes que haja inibição local por interneurônio. Até P27 as 

correntes excitatórias pós-sinápticas em miniatura são cinco vezes maiores que as 

dos interneurônios inibitórios (Dahlhaus et al., 2005). Outra explicação talvez 

esteja relacionada ao fato de que, à medida que os animais envelhecem, suas 

caudas ganham mais queratina e tornam-se mais espessas. Assim, se é mantida 

a mesma intensidade de luz, a retirada da cauda ocorre mais rapidamente em 

menor idade. Por outro lado, será mais lenta em maior idade, quando o 

revestimento da cauda é mais grosso. 

 

5.2. Resposta nociceptiva em modelo de cirurgia aplicado a ratos juvenis  

 Nesse trabalho de tese, ratos de 21 dias de idade foram submetidos a 

modelo de cirurgia para avaliação da resposta nociceptiva pós-operatória. 

Observou-se que os animais submetidos à incisão plantar apresentaram aumento 

na medida de TFL trinta minutos após a realização do procedimento cirúrgico. Aos 

sessenta minutos, esse efeito já havia desaparecido. 

 Uma possível explicação para tal padrão de resposta é a de que a 

exposição ao procedimento cirúrgico determinou analgesia induzida pelo estresse 

(Vacarino e Kastin, 2000). Também é possível que esse aumento no TFL seja 

resultante de ativação de vias descendentes de modulação inibitória e 

interneurônios inibitórios na própria medula espinhal, uma vez que estímulos 

nocivos são capazes de ativar esses mecanismos de modulação (Millan, 2002). 
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A simples exposição ao procedimento anestésico não foi capaz de 

determinar tal alteração, uma vez que os animais somente anestesiados 

apresentaram medidas de TFL similares àquelas do grupo controle. 

Embora a analgesia induzida por estresse cirúrgico não tenha sido descrita 

na literatura, foi observada ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal em 

decorrência da cirurgia (laparotomia, Shavit et al., 2005), A ativação do eixpo 

poderia produzir a analgesia induzida por estresse.   Esse tipo de fenômeno pode 

ser categorizado como opióide ou não-opióide (Watkins e Mayer, 1986). Estudos 

descritos a seguir propuseram-se, então, a esclarecer esse ponto. 

 

5.3. Papel de sistemas opióide e GABAérgico sobre a resposta nociceptiva a 

modelo de cirurgia em ratos juvenis. 

No primeiro experimento, os animais receberam solução salina ou naloxona 

(1 mg/kg), por via i.p., 30 minutos antes de serem submetidos a procedimento 

anestésico e/ou cirúrgico. Como observado previamente, a cirurgia levou ao 

aumento da latência de retirada da cauda. Com a administração de naloxona, 

aquele efeito foi parcialmente revertido. 

Embora a naloxona tenha produzido apenas reversão parcial da analgesia 

induzida pela cirurgia, não se pode descartar o papel do sistema opióide nesse 

modelo. Sabe-se que alguns tipos de manipulações em neonatos e bebês, tais 

como circuncisão e outros tipos de cirurgia, produzem resposta ao estresse 

relacionada com liberação de opióides endógenos (Southwick et al., 1995, citado 

em Lönnqvistand e Morton, 2005). Talvez a utilização de antagonista específico 
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para cada tipo de receptor opióide seja necessária em experimentos futuros, para 

avaliar o real papel do sistema opióide na analgesia induzida pela cirurgia. A 

naloxona, antagonista utilizado nesse experimento, bloqueia os três tipos de 

receptores opióides – μ, δ e κ. 

No segundo experimento, os animais receberam solução salina ou 

picrotoxina (1 mg/kg), por via i.p., 30 minutos antes de serem submetidos a 

procedimento anestésico e/ou cirúrgico. Observou-se que o efeito analgésico da 

cirurgia foi completamente revertido pela picrotoxina. Com base nesse resultado, 

propõe-se importante papel gabaérgico na analgesia induzida pela cirurgia, no 

modelo experimental estudado. Esse achado corrobora a robusta desinibição do 

corno dorsal da medula espinhal provocada por antagonistas GABAA, quando 

aplicados topicamente em medula espinhal em experimentos in vivo com ratos 

neonatos (revisado por Fitzgerald, 2005). Isso sugere que os receptores já podem 

ser ativados em animais neonatos e que, então aos 21 dias, esse sistema já teria 

atividade. É possível que a incisão tenha recrutado vias de modulação 

descendentes, fazendo com que interneurônios inibitórios gagabérgicos liberem 

GABA, o que, por sua vez, hiperpolariza as células do corno dorsal. Com isto, há 

inibição da transmissão do potencial de ação, refletindo-se, assim, em aumento de 

TFL, o que foi observado nos animais submetidos à cirurgia. 

Tendo como base esses dois experimentos, pode-se sugerir que a 

analgesia induzida pela cirurgia aqui avaliada é predominantemente de tipo não-

opióide, com participação gabaérgica e parcialmente opióide. 
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5.4. Resposta nociceptiva a analgésico opióide em modelo de cirurgia, em 

ratos juvenis. 

 Os animais dos três grupos experimentais propostos (controle, anestesia e 

cirurgia) foram tratados com solução salina ou três diferentes doses de morfina 

(2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg ou 7,5 mg/kg), imediatamente após a cirurgia. As medidas 

de TFL foram obtidas antes (basal), trinta, sessenta e noventa minutos após o 

procedimento. 

Observou-se que a morfina, nas três doses avaliadas, determinou a 

esperada resposta analgésica 30 min após a administração, em todos os grupos 

estudados. Mesmo nos grupos submetidos à cirurgia, nos quais já havia aumento 

da latência de retirada da cauda, observou-se efeito analgésico adicional com 

morfina. Assim, as latências de retirada da cauda em animais do grupo cirurgia 

que receberam 5,0 e 7,5 mg/kg de morfina foram significativamente diferentes 

daquelas obtidas nos grupos controle que receberam as mesmas doses do 

fármaco. 

Observou-se que, aos 30 min, o aumento de TFL no grupo submetido à 

cirurgia e que recebeu salina foi similar àquele produzido pela administração de 

mofina nas três doses, no grupo cirurgia. Aos sessenta minutos, apenas os 

animais do grupo cirurgia que receberam as três diferentes doses de morfina 

apresentavam ainda TFL diferente do grupo controle/salina, sem haver diferença 

entre as três doses administradas. Aos 90 minutos, não havia diferença entre os 

grupos. 

A semelhança entre as medidas de TFL dos animais do grupo cirurgia que 

receberam solução salina ou uma das diferentes doses de morfina pode se dever 
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à liberação de neurotransmissores provocada pela cirurgia, tais como o GABA e 

os opióides endógenos. Estes neurotransmissores são capazes, por si só, de 

produzir analgesia, uma vez que eventos nocivos e estressantes produzem 

liberação dos mesmos (Millan 2002, Watkins e Mayer, 1986). Ao ocuparem os 

receptores disponíveis, eles fazem com que a morfina seja incapaz de aumentar a 

analgesia. Também é possível que o tempo máximo de exposição ao aparelho de 

TFL (10 segundos) tenha sido insuficiente para que se aferir se existe diferença 

entre os grupos, mascarando o efeito da morfina. Essa última hipótese é razoável, 

uma vez que, aos trinta minutos, houve diferença entre os animais do grupo 

cirurgia que receberam as duas doses maiores de morfina (5,0 e 7,5 mg/kg) e os 

do grupo controle que receberam as três doses. Paralelamente, aos sessenta 

minutos, os animais do grupo cirurgia que receberam as três doses de morfina 

foram diferentes do controle/salina, sugerindo que tenha ocorrido um somatório de 

efeitos. Assim, a analgesia induzida pela cirurgia pode ter sido aumentada, pelo 

menos na duração do seu efeito, pela morfina. 

Pretendeu-se avaliar, então, o efeito da administração da morfina após um 

período de tempo mais prolongado ter decorrido, depois da realização do 

procedimento cirúrgico. Nesse experimento, os animais foram submetidos a 

procedimentos anestésico e cirúrgico aos 21 dias de idade e, depois, 

permaneceram sem ser manipulados por 60 dias. Ao final desse período, foi 

administrada solução salina ou morfina (5 mg/kg). Observou-se que a resposta 

analgésica à morfina manteve-se preservada nesses animais. Trinta minutos após 

a administração do fármaco, houve aumento da latência de retirada da cauda nos 
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três grupos estudados. Após sessenta minutos, o efeito da morfina persistiu nos 

grupos controle e anestesia; porém, desapareceu no grupo submetido à cirurgia. 

Supõe-se que dois fenômenos possam estar relacionados a esses resultados: o 

desacoplamento da proteína G do receptor e a ativação de receptores NMDA no 

corno dorsal da medula espinhal. 

 Desacoplamento de receptores opióides de proteínas G, após estimulação 

dolorosa aguda cirúrgica (Liu et al., 2004, citado em Peters et al., 2005), pode ser 

uma das razões para a diminuição no efeito da morfina verificada nesse 

experimento. O desacoplamento se deve à alteração conformacional no receptor, 

após a ligação do agonista. Ocorre fosforilação dos resíduos serina/treonina em 

terceira alça intracelular e terminal carboxil do receptor. Então, a proteína celular 

arrestina, que possui alta afinidade pelo receptor fosforilado, move-se do 

citoplasma, ligando-se ao receptor e promovendo o desacoplamento da proteína 

G. Isto faz com que o receptor se torne incapaz de traduzir o sinal (revisado por 

Nunes et al., 2005). Porém, não está claro se o efeito de opióides endógenos, 

possivelmente liberados em conseqüência da injúria, seria suficiente para 

promover tal desacoplamento.   

Outra possibilidade é a de que a injúria cirúrgica possa ter determinado 

sensibilização central. Tal injúria poderia levar à grande liberação de glutamato e, 

conseqüentemente, à despolarização, removendo o bloqueio de Mg2+ ao qual os 

receptores glutamatérgicos NMDA estão submetidos. A ativação desses recepores 

leva ao aumento de Ca2+ intracelular, o que, por sua vez, ativa proteínas cinases 

dependentes de cálcio, entre as quais proteína cinase C (PKC), necessária para 
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ativação da enzima óxido nítrico sintase, enzima que sintetiza óxido nítrico (NO). 

O NO se difunde para o terminal pré-sináptico, estimulando o fechamento 

permanente dos canais de K+, via ativação da guanilil sintase. Uma vez que os 

opióides inibem a liberação de glutamato, por promover abertura daqueles canais, 

estando estes fechados permanentemente, a eficácia da morfina se torna 

prejudicada (revisado por Brookoff, 2000). A ativação sustentada de receptores 

NMDA, tendo papel sobre a desensibilização dos animais submetidos à cirurgia e 

à morfina, parece ser uma possibilidade mais adequada, uma vez que a ativação 

das fibras C e A delta em conseqüência da incisão persistem por pelo menos 24 

horas e a atividade espontânea dessas fibras tem papel na amplificação da 

resposta central (Pogatzki et al., 2002). 

  

5.5. Desenvolvimento de tolerância à morfina em ratos juvenis submetidos a 

modelo de cirurgia. 

 Os animais dos três grupos – CONTROLE, ANESTESIA e CIRURGIA -  

receberam no dia da cirurgia e por mais seis dias solução salina ou morfina (2,5 

mg/kg, 5,0 mg/kg ou 7,5 mg/kg). Nos sétimo dia de administração, foram feitas as 

medidas de TFL antes (basais), trinta, sessenta e 90 minutos após a injeção. Não 

houve diferença entre os grupos em quaisquer das medidas aferidas, sugerindo 

desenvolvimento de tolerância à morfina após a administração repetida do 

fármaco. 

 Esse resultado corrobora dados de estudo anterior (Wang et al., 2005), no 

qual animais de 21 dias de idade apresentaram tolerância a opióide no quarto dia 

de administração. Naquele estudo, foi verificado que animais jovens (P21) 
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desenvolvem tolerância mais rapidamente que animais adultos (3, 6 e 12 meses 

de idade) e que isso não parece ser decorrente de metabolismo ou depuração 

(clearance) do fármaco. Os autores sugerem que a idade tenha impacto no 

processo molecular de desenvolvimento de tolerância. Mecanismos de 

dessensibilização, tais como down-regulation do receptor, internalização e 

desacoplamento da proteína G inibitória, são bem conhecidos e têm papel no 

surgimento da tolerância. Também atua up-regulation da via do AMPc, que produz 

supersensibilização da adenilato ciclase e acoplamento dos receptores opióides 

com proteína G estimulatória (para revisão ver Suresh e Anand, 2001).  

Mecanismos envolvidos em analgesia induzida pela cirurgia e 

sensibilização à morfina, efeitos observados nos experimentos dessa tese, não 

evitam o surgimento de tolerância, bem como não parecem propiciar o seu 

desenvolvimento, uma vez que os animais dos grupos controle e cirurgia que 

receberam as três doses de morfina, por sete dias, apresentaram medidas de TFL 

semelhantes ao final do tratamento. 

 

 5.6. Efeito da exposição ao modelo de cirurgia proposto sobre a atividade 

locomotora de ratos juvenis. 

 Avaliou-se a atividade locomotora dos animais dos três grupos propostos 

(controle, anestesia e cirurgia) em campo aberto. Não se observou diferença entre 

os grupos na saída do primeiro quadrante. Entretanto, o grupo submetido à 

cirurgia realizou menor número de cruzamentos que os grupos controle e 

anestesia. 
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 A latência para saída do primeiro quadrante no campo aberto tem sido 

utilizada como medida de ansiedade (Lister, 1990; Britton e Britton, 1981). Nesse 

experimento, os dados sugerem que a exposição aos procedimentos anestésicos 

e cirúrgicos não alteraram a ansiedade.  

Por outro lado, houve diferença entre os grupos quanto ao número de 

cruzamentos. Observou-se redução da atividade locomotora no grupo submetido à 

cirurgia, o que pode ser decorrente da hiperalgesia mecânica gerada pela incisão 

plantar. 

No modelo descrito originalmente por Brennan e colaboradores, os animais 

adultos submetidos à incisão cirúrgica apresentaram hiperalgesia mecânica, que 

persistiu por vários dias (Brennan et al., 1996). Foi verificado que a ativação das 

fibras C e A delta,  em decorrência da incisão, persistiu por 24 horas, sendo que a 

atividade espontânea dessas fibras tem papel no comportamento de dor, 

contribuindo para hiperalgesia mecânica e amplificação da resposta central 

(Pogatzki et al., 2002). É possível que os animais do grupo cirurgia tenham 

realizado menos atividade locomotora que os animais dos outros grupos em 

função dessa hiperalgesia.  

 

5.7. Efeito da exposição ao modelo de cirurgia proposto sobre a resposta 

inflamatória produzida pela formalina em ratos juvenis. 

 Os animais foram operados aos 21 dias de idade. A sutura foi removida 24 

horas após, e, três dias depois, foi feita a administração de salina ou formalina 

1,25% nos animais dos três grupos, no membro posterior não-operado. 
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Houve aumento de volume nas patas injetadas com formalina,não havendo 

diferença entre os três grupos. Na primeira fase da resposta inflamatória houve 

efeito da formalina em todos os grupos, porém no grupo cirurgia  a resposta foi 

exacerbada. Na segunda fase da resposta inflamatória apena o grupo cirurgia 

apresentou resposta à formalina, enquanto os grupos controle e anestesia que 

receberam formalina tiveram reposta semelhantes àqueles animais que receberam 

salina.  

 Os dados sugerem que os animais submetidos ao procedimento cirúrgico 

foram mais sensíveis à inflamação que os controles. Alterações centrais 

decorrentes da ativação das fibras C e Aδ podem ter ocorrido, de forma que a 

sensibilidade sistêmica tenha aumentado. Uma vez que as fibras C e Aδ 

apresentam atividade persistente por 24 horas após a cirurgia, produzindo 

amplificação da reposta centrais (Pogatzki et al., 2002), este pode ser o 

mecanismo responsável pela reação inflamatória contralateral exacerbada que foi 

aqui detectada.  

 

5.8. Efeito de uma segunda manipulação cirúrgica sobre a medida de TFL e 

locomoção. 

Nesse experimento, os animais foram operados aos 21 dias. Aos 45 dias de 

idade, foram subdivididos, de forma que metade dos animais de cada grupo fosse 

submetida à cirurgia. Sendo assim, um grupo de animais foi operado aos 21 dias 

de idade e, novamente, aos 45 dias. Foram feitas as medidas de TFL antes 

(basal) e trinta minutos após a cirurgia. 
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Observou-se resposta analgésica induzida pela primeira cirurgia, quer tenha 

sido realizada aos 21 dias de idade, quer tenha sido realizada aos 45 dias de 

idade. Porém, esse efeito não apareceu no grupo que foi submetido à segunda 

cirurgia.  

 A falta de efeito da cirurgia no grupo operado duas vezes provavelmente 

reflete a presença de fenômeno de longa duração induzido pela primeira incisão 

plantar. Isso corrobora resultados observados em estudos com seres humanos 

(Caumo, 2000; Caumo et al., submetido a Journal Clinical of Pain, Peters et al., 

2005). No estudo de Caumo e colaboradores (2001), verificou-se que crianças 

submetidas a cirurgias quando bebês e, novamente, na idade entre 7 e 13 anos 

apresentavam mais dor pós-operatória que crianças da mesma idade submetidas 

à cirurgia pela primeira vez. No estudo de Peters e colaboradores (2005), foi 

verificada maior necessidade de fentanila no período intra-operatório e de morfina 

no período pós-operatório, em crianças de 3 anos que haviam sido submetidas a 

cirurgias antes dos 3 meses de idade no mesmo dermátomo, quando comparadas 

com crianças da mesma idade operadas pela primeira vez. 

  Alterações centrais podem ter ocorrido com os animais expostos à cirurgia 

aos 21 dias. Estas podem fazer com que, após a segunda cirurgia, não se consiga 

recrutar certos mecanismos de modulação. É possível que tenha ocorrido 

sensibilização central em conseqüência da exposição à dor pós-cirúrgica. Esse 

fenômeno, produzido por ativação de receptores glutamatérgicos NMDA no corno 

dorsal da medula espinhal, além de diminuir a eficácia de analgésicos opióides, 

por mecanismo já descrito anteriormente, também faz com que as células do 

corno dorsal se tornem mais responsivas aos estímulos, um fenômeno semelhante 
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à LTP (Ji et al., 2003) que ocorre no hipocampo (Bliss e Collingridge, 1993; Bliss e 

Lomo, 1973). 

Na sensibilização central, a despolarização é suficiente para remover o 

bloqueio de Mg2+ dos receptores NMDA, permitindo a entrada de Ca2+ na célula. 

Esta, por sua vez, ativa cascatas de segundos mensageiros, que, em última 

análise, promovem maior permeabilidade da célula ao Ca2+, fazendo com que a 

célula fique mais excitável. Talvez tenha ocorrido liberação de opióides endógenos 

decorrentes da cirurgia; porém, esses não foram capazes de ativar seus 

receptores ou de promover entrada de K+, o que faz com que o glutamato seja 

continuamente liberado. Para verificar essa possibilidade, mais estudos são 

necessários.  

Quanto ao comportamento em campo aberto, não houve alteração nas 

latências para saída do primeiro quadrante. Isto sugere que os procedimentos 

anestésicos e cirúrgicos não determinaram maior ansiedade, mesmo sendo 

realizados por duas vezes nos mesmos animais. Por outro lado, os animais 

submetidos à cirurgia, seja por uma única vez, seja por duas vezes, apresentaram 

menor número de cruzamentos no campo aberto, sugerindo que o procedimento 

cirúrgico interfere com a atividade locomotora. 

Existem dados na literatura mostrando alterações periféricas de longa 

duração após insultos nocivos. Exemplo que pode ser citado é profundo 

brotamento dos terminais sensoriais em local de lesão, levando à hiper-inervação, 

por efeito de injúria cutânea em rato neonato (Álvares et al., 2000; Reynolds e 

Fitzgerald, 1995). Este efeito está associado a hipersensibilidade e diminuição de 

limiares mecânicos (  et al., 1999; Reynolds e Fitzgerald, 1995). 



 118

Também foi descrito efeito de longa duração da exposição à inflamação em 

animais neonatos (Ruda et al., 2000; Tachibana et al., 2001). Quando estes eram 

expostos a novo evento inflamatório na fase adulta, respondiam com hiperalgesia 

térmica exacerbada e com maior expressão de C-fos no lado ipsilateral do corno 

dorsal à re-inflamação. No experimento realizado nessa tese com o intuito de 

avaliar a atividade exploratória, não foi possível verificar se existia efeito de longa 

duração da exposição à cirurgia, sendo necessário para tanto mais estudos, 

apesar de os animais operados tanto aos 21 dias quanto aos 45 dias 

apresentarem menor locomoção, provavelmente em decorrência da dor 

determinada pela lesão plantar. 

 

5.9. Discussão geral 

 Nesse trabalho de tese foi utilizado o modelo de dor pós-operatória de 

Brennan (1996) adaptado para ratos de 21 dias de idade. 

  Os animais utilizados nesse estudo recrutaram sistemas moduladores da 

dor e/ou desenvolveram analgesia induzida por estresse pós-cirúrgico, com papel 

predominante do sistema gabaérgico e parcial do sistema opióide. Porém, 

apresentaram hiperlagesia mecânica, uma das principais características da dor 

pós-operatória, em decorrência da ativação persistente das fibras C e Aδ, que no 

modelo original (Brennan et al., 1996) persistiu por vários dias. Além disso, os 

animais submetidos ao procedimento cirúrgico foram mais sensíveis ao insulto 

inflamatório. Essa maior sensibilidade pode ter sido determinada por modificações 

centrais, induzidas pela ativação das fibras C e Aδ, que por sua vez tiveram 
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repercussões sistêmicas, já que o membro posterior inflamado não foi o mesmo 

da cirurgia. 

 A duração do efeito antinociceptivo, observado 30 minutos após a cirurgia, 

pode ser aumentada com administração de analgésico opióide morfina, porém se 

o mesmo fármaco é administrado 60 dias após a cirurgia a duração do efeito é 

menor, sugerindo alteração de longa duração produzida pela cirurgia no sistema 

opióide. Também foi observado surgimento de tolerância após sete dias de 

administração do fármaco, a contar do dia da cirurgia, independente dos animais 

terem sido submetidos ao procedimento.  

 Animais que foram expostos à cirurgia pela segunda vez não recrutaram o 

aumento de TFL observado na primeira exposição, sugerindo então efeito de 

longa duração da cirurgia sobre os sistemas moduladores da dor. Esse resultado 

corrobora o resultado anterior, onde se observa menor duração do efeito da 

morfina 60 dias após a cirurgia.  Esses mesmos animais também apresentam 

hiperalgesia mecânica, porém não foi possível determinar se existe diferença entre 

animais expostos uma única vez ao procedimento e animais operados duas vezes. 

 De um modo geral, a exposição à cirurgia em ratos de 21 dias de idade 

produz alterações de longa duração na nocicepção e na analgesia opióide, sendo 

necessários mais estudos para elucidar a natureza dessas alterações. 
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6. CONCLUSÕES 

 

6.1. O modelo de cirurgia produziu aumento de latência de retirada da cauda 

em ratos de 21 dias, sugerindo que o procedimento cirúrgico pode 

desencadear os mecanismos de modulação da nocicepção e a 

analgesia induzida por estresse cirúrgico. Tal fenômeno apresentou 

rápido início (presente 30 minutos após a incisão) e curta duração 

(ausente após 60 min). 

6.2. A administração de morfina não produziu analgesia adicional 30 min 

após a cirurgia, porém após 60 min o efeito analgésico persistiu apenas 

nos animais operados, sugerindo um somatório de efeitos: a ativação 

dos sistemas de neurotransmissores, desencadeados pela cirurgia, e o 

efeito analgésico próprio da morfina.  

6.3. Animais submetidos à cirurgia, aos 21 dias desenvolvem tolerância à 

morfina após sete dias de administração, a contar do dia da cirurgia. 

Esse efeito não foi dependente da exposição prévia ao procedimento. 

6.4. A duração do efeito da morfina, administrada agudamente 60 dias após 

a cirurgia, é menor em animais submetidos previamente a procedimento 

cirúrgico, em relação a animais controle, sugerindo efeito de longa 

duração da exposição à cirurgia sobre o sistema opióide.  

6.5. Naloxona reverteu parcialmente o efeito analgésico da cirurgia. Já a 

picrotoxina reverteu completamente aquele efeito, sugerindo papel 

relevante para sistemas opióides e GABAérgico na analgesia observada 

em animais de 21 dias de vida submetidos à cirurgia. 
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6.6. Exposição à cirurgia alterou a atividade locomotora em campo aberto, 

em animais de 21 dias, sendo que essa repercussão provavelmente se 

deve à presença de lesão no membro posterior operado do animal. 

6.7. Exposição prévia à cirurgia modificou a resposta inflamatória de ratos de 

21 dias de idade, exacerbando-a. 

6.8. A resposta nociceptiva à cirurgia é alterada pela exposição prévia ao 

mesmo procedimento cirúrgico, com intervalo de 24 dias (entre os dias 

21 e 45 dias de vida). Analgesia induzida pela cirurgia, verificada por 

meio de teste de latência de retirada da cauda, não ocorre após o 

segundo procedimento. 

6.9. Efeito de uma segunda exposição à cirurgia sobre a atividade 

locomotora em campo aberto foi similar ao observado após exposição 

única a procedimento cirúrgico. 
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