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RESUMO

Pires OC. Efeitos da naloxona, da metissergida e da fentolamina, por via
subaracnodidea, sobre a modulagdo da dor, através do teste de formalina
modificado, em ratos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo; 2009. 47p.

Aferentes nociceptivos primarios se projetam da periferia para o corno posterior
da medula espinhal onde ativam grande numero de neur6nios de segunda
ordem e de projecdo. Ha evidéncias de que a passagem de informacdes
nociceptivas pelo CPME seguindo para niveis rostrais do sistema nervoso
central, sofre profundas influéncias excitatérias e inibitérias. A presente
pesquisa teve como objetivo comparar os efeitos dos antagonistas de opidides
(naloxona), de serotonina (metissergida) e de noradrenalina (fentolamina),
administrados por via subaracnoidea, sobre as fases |, intermediaria e Il do
teste da formalina modificado, em ratos. Para tanto, foram utilizados 35 ratos
wistar machos, pesando entre 220 e 300 gramas, distribuidos aleatoriamente
em cinco grupos (n = 7) para receber solucao salina (GC), fentolamina (GF),
naloxona (GN), metissergida (GM) ou fentolamina associada a metissergida
(GFM). A indugédo da dor foi realizada com administracdo de solugcado de
formalina na regidao dorsal da pata posterior direita. Todas as elevacdes da
pata, nao relacionadas a marcha foram consideradas e a contagem foi
realizada continuamente durante o periodo de 60 minutos. O teste foi dividido
em trés fases; fase |, intermediaria e fase Il, sendo que a fase | compreendeu o
numero de elevacgdes durante os primeiros 5 minutos, a fase intermediaria do
sexto ao vigésimo minuto e a fase Il, do vigésimo primeiro ao sexagésimo
minuto. A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada utilizando o
programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), adotando o nivel de
significancia de 5%. Para as variaveis: peso, idade e fase | do teste, os grupos
foram estatisticamente semelhantes. Nos cinco grupos estudados, a fase
intermedidria diferenciou-se das outras duas, enquanto que as fases | e Il
foram estatisticamente semelhantes. Para a variavel fase intermediaria foi
encontrada uma diferenga estatisticamente significante entre os grupos GF,
GM e GFM quando comparados com os grupos GC e GN, e para a variavel
fase Il foi encontrada diferencga significante entre o grupo GN em comparagéo a
todos os outros grupos. No presente estudo, a metissergida e a fentolamina se
mostraram eficazes em inibir o efeito modulador espinhal da dor, sugerindo
efeito noradrenérgico e serotoninérgico inibitério da transmissdo nociceptiva
espinhal, sem haver efeito somatério ou potencializador quando utilizados em
associagao. Entretanto, estes efeitos ndo foram observados com naloxona, e
assim um efeito opidéide modulador espinhal, na interfase do teste nao ficou
estabelecido. Durante a fase Il, a naloxona causou reducdo da resposta
nociceptiva a formalina, corroborando a hipétese de que exerca atividade sobre
0S receptores K-opiaceos .

Descritores: ratos, naloxona, metissergida, fentolamina, medigéo da dor.



SUMMARY

Pires OC. Effects of naloxone, methysergide and phentolamine, via
subarachnoid, on pain modulation through a modified formalin test in rats.
[thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2009. 47p.

Primary nociceptive afferents are projected from the periphery to the dorsal
horn of the spinal cord, where they activate a large number of second-order and
spinal projection neurons. There are evidences that the passage of nociceptive
information through the posterior horn of the spinal cord towards rostral levels of
the central nervous system (CNS) are under profound excitatory and inhibitory
influences. This research had as objective to compare the effects of the
naloxone, methysergide and phentolamine, administered by intrathecal route,
under phases |, Il and intermediary of the modified formalin test in rats.
Therefore, 35 male Wistar rats between 220 and 300 grams, randomly
distributed in five groups (n = 7) to receive saline solution (GS), phentolamine
(GF), naloxone (GN), methysergide (GM) or phentolamine associated to
methysergide (GFM) were used. The induction of pain was performed with
administration of formalin solution in the dorsal region of the posterior right paw.
All paw lifting, not related to the march, were taken into account and the count
was continuously performed during the 60 minute period. The test was divided
into three phases: phase |, intermediary and phase Il, whereas phase |
comprised the number of elevations during the first five minutes, the
intermediary phase from the sixth to the twentieth minute, and phase I, the
number of elevations from the twentieth first minute up to the sixtieth minute to
the sixtieth minute. The statistical analysis of the results obtained was
performed using the program SPSS (Statistical Package for Social Sciences),
adopting a 5% significance level. For the variables: Weight, age and phase | of
the test, the groups were statistically similar. In the five studied groups, the
intermediary phase was different from the other two, while phases | and |l were
statistically similar. For the intermediary phase variable it was found a
statistically significant difference among groups GF, GM, GFM when compared
with groups GS and GN, and for the phase Il variable it was found significant
difference between group GN when compared with groups GC, GF, GM and
GFM. In this study, methysergide, a non-selective antagonist of receptors 5-HT
and phentolamine, a non-selective adrenoceptor antagonist, were effective in
inhibiting the spinal pain modulating effect, suggesting inhibitory noradrenergic
and serotonergic effect of spinal nociceptive transmission. However, such
effects were not noticed with naloxone, and thus, a modulating spinal opioid
effect was not established in the test interphase. During phase Il of the formalin
test, naloxone causes the decrease of nociceptive response to formalin,
suggesting that the k-opiate receptors are involved in naloxone-induced
analgesia.

Descriptors: rats, naloxone, methysergide, phentolamine, pain measurement.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fendbmeno doloroso

O fenbmeno doloroso € uma das mais importantes e complexas
experiéncias humanas, apresentando caracteristicas individuais, idiossincrasicas e
aspectos ligados a cultura individual.

O Comité de Taxonomia da Associacgéo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP — International Association for the Study of Pain) conceitua dor como “uma
experiéncia, sensorial ou emocional, desagradavel associada a lesao tecidual real

ou potencial” (Merskey, 1979).

1.2 Modulacgé&o espinhal da dor

Aferentes nociceptivos primarios, representados pelas fibras A delta (Ad)
mielinizadas e C nao mielinizadas, sdo fibras sensoriais de baixo limiar para
excitabilidade que se projetam da periferia para o corno posterior da medula
espinhal (CPME) onde ativam grande numero de neurdnios internunciais de
segunda ordem e neurdnios de projecao da medula. As fibras C terminam nas
laminas I, Il e V do CPME, enquanto as fibras Ad terminam nas laminas I, I, V e X
(Byers e Bonica, 2001).

Ha evidéncias de que a passagem de informagdes nociceptivas pelo CPME
seguindo para niveis rostrais do sistema nervoso central (SNC) sofre profundas

influéncias excitatérias e inibitérias. A elucidagao da farmacologia destes sistemas



modulatérios tem orientado para apreciagdo da habilidade de receptores
especificos (Budai, 2000).

Neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptideos sao liberados pelos
terminais dos aferentes primarios no CPME, onde atuam na modulagdo da
transmissao nociceptiva. Entre outros se destacam os aminoacidos excitatorios
glutamato e aspartato, os neurotransmissores e neuropeptideos, incluindo as
taquicininas substancia P (SP), neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB),
peptideo gene relacionado a calcitonina (CGRP), colecistocinina (CCK),
somatostatina, éxido nitrico (NO), prostaglandinas (PG), galanina, encefalinas e
endorfinas (Carvalho e Lemoénica, 1998; Terman e Bonica, 2001).

Neurdnios de faixa ampla e dinamica do CPME exercem um mecanismo de
grande importancia na fisiopatologia da dor conhecido como sensibilizag&o central,
que reflete uma potenciacdo dependente da frequéncia de suas respostas a
repetida estimulacado das fibras aferentes C. A somacéo temporal de estimulos
induzidos por aferente nociceptivo C leva a uma sensibilizagdo central dos
neurdnios nociceptivos do CPME que se manifesta por reducdo do limiar de
estimulagao, elevacao na frequéncia de descargas espontaneas destes neurdnios,
recrutamento de outros circuitos sinapticos resultando em expansao de seu campo
receptivo e exagerada resposta a estimulos somatosensoriais, mecanicos e
térmicos podendo se manifestar no paciente como alodinia e hiperalgesia. Dois
mediadores, liberados pelos terminais das fibras aferentes C na medula, que se
destacam no fendmeno da sensibilizagao central sdo o glutamato que atua sobre
os receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e a SP que atua nos receptores NK-1.

Assim, o bloqueio de potenciais lentos na medula, por antagonistas dos receptores



NMDA ou de antagonistas dos receptores de neurocinina, previne o fenébmeno da
sensibilizagédo central (Coderre e Melzack, 1992).

A somatostatina, presente em pequenas células do ganglio da raiz dorsal e
terminais de aferentes nas laminas | e |l da medula espinhal, tém sua liberacao
incrementada apds estimulacdo térmica noéxica resultando em hiperpolarizagao
neuronal e reducdo da estimulagcdo espontanea, o que sugere efeito inibitério no
corno dorsal. Nao obstante, a administragdo por via subaracndidea pode
desenvolver disfungdo motora e paralisia, efeitos ndo observados com os
analogos sintéticos octreotida e vapreotida (Rang e Urban, 1995).

A CCK é encontrada em diversos aferentes das laminas | e || da medula
espinhal e sua adminstragdo por via subaracnoidea antagonisa os efeitos
analgésicos dos opidides através dos receptores mu (u), 0 que sugere interagcao
com o sistema opidide endogeno, inibindo-o (Rang e Urban, 1995).

Embora o papel do NO na nocicepgao nao esteja totalmente esclarecido, a
estimulacao de receptores NMDA e de receptores colinérgicos muscarinicos ativa
a NO sintase (NOS) com consequente liberagdo de NO que promovera aumento
dos niveis de guanosina 3’,5-monofosfato ciclico (GMPc) intracelular resultando
em hiperalgesia térmica. Assim, a administracao intratecal de L-NAME, um inibidor
da NOS ou a inibicdo da guanilato ciclase pelo azul de metileno atenuam a
hiperalgesia térmica mediada pelos receptores NMDA (Budai, 2000).

Apos sofrer as influéncias da modulacdo do CPME alguns impulsos
nociceptivos passam diretamente ou através de interneurdnios para as células do

corno anterior e anterolateral onde estimulam neurbnios somatomotores e pré-



ganglionares simpaticos, provocando resposta nociceptiva segmentar autonémica
reflexa. Outros impulsos nociceptivos sdo transmitidos para neurbénios que fazem
sinapse com neurbnios do trato espinotalamico e outros sistemas ascendentes
que convergem para o tronco encefalico e estruturas supraespinhais onde
promovem respostas reflexas suprasegmentares e corticais (Byers e Bonica,

2001).

1.3 Naloxona

A naloxona, um congenere da oximorfona que difere estruturalmente desta
pela substituicdo do grupo metila ligado ao atomo de nitrogenio por um grupo alila,
foi o primeiro antagonista do receptor opiaceo amplamente utilizado em pesquisas
e na pratica clinica. Por muitos anos foi considerada antagonista puro, cujos
efeitos mediados exclusivamente pela interacdo com o recetor y-opiaceo. Como
consequéncia dessa crenga, muitos efeitos bioldgicos foram rotulados como
opiaceo ou nao opiaceo de acordo com sua reversdo pela naloxona (Watkins e
Mayer, 1982).

Entretanto, com a descoberta de substancias semelhantes aos opiaceos no
SNC e em outros tecidos, envolvidas com fenémenos fisioldgicos, outras
possibilidades terapéuticas tém sido sugeridas a naloxona. Entre estas
possibilidades, além do tratamento da depressao respiratéria esta o tratamento do
estado de choque séptico e hipovolémico, de injuria da medula espinhal, overdose

de drogas, parada cardiaca e, inumeras outras condi¢gbes patoldgicas tais como



esquizofrenia, psicose organica, discinesia tardia, constipagao idiopatica, fogachos
do climatério, etc (Milne e Jhamandas, 1984).

Estudos também sugerem efeito analgésico da naloxona, em animais, apos
tratamento agudo e cronico (Bianchi e Panerai, 1993; Walker et al., 1991). Estes
efeitos benéficos observados com a utilizagcdo de naloxona, em uma variedade de
estados fisiopatologicos, sdo baseados na premissa de que existe atividade do

sistema opiodérgico em cada um deles (Milne e Jhamandas, 1984).

1.4 Metissergida

A metissergida, butanolamida do acido 1-metil-d-lisérgico, € um congénere
da metilergonovina que apresenta agcédo antagonista nao especifica dos receptores
da serotonina. Entre os efeitos produzidos estdo a inibicdo da liberacdo de
histamina pelos mastocitos, efeito profilatico sobre a migranea atuando nos
receptores 5-HT2B, inibindo a liberagdo de neuropeptideos inflamatérios como a
susbstédncia P e o peptideo gene relacionado a calcitonina nos aferentes
sensoriais do trigémio (Johnson et al., 2003). Vem sendo utilizada para o
tratamento da varias condigbes mediadas pela agdo da serotonina, tais como a
profilaxia da enxaqueca e de outras cefaléias vasculares, tratamento de diarréia e
da ma absor¢cao em pacientes com tumores carcindides e em diversos estudos

animais sobre a modulagéo serotoninérgica da dor (Mochizucki, 2004).

1.5 Fentolamina



A fentolamina € um antagonista alfa-adrenégico competitivo pertencente ao
grupo imidazolina, ndo seletivo, com eficacia semelhante sobre os receptores
alfal (aq) e alfa 2 (az). A fentolamina pode também bloquear receptores 5-HT,
canais de potassio (K*) e causar liberagdo de histamina pelos mastécitos (Mc
Pherson, 1993). Sua utilizagao clinica atual se restringe ao manejo perioperatério
da hipertensdo associada ao feocromocitoma e também para reversao dos efeitos
deletérios secundarios ao extravasamento de farmacos alfa-agonistas, tais como
norarenalina e dopamina, em tecidos organicos. Os efeitos adversos que mais
comumente ocorrem sao hipotensao arterial e taquicardia secundaria ao bloqueio
da ativagao de baroreceptores e ao bloqueio alfa-2 pré-sinaptico, resultando em

inibicdo da liberagcado de noradrenalina (Subhani et al., 2001).

1.6 Modelos animais para estudo da dor

Para o estudo da dor em animais s&o observadas alteracgdes fisiologicas e
motoras que se aproximam dos comportamentos de vocalizagdo e fuga que
ocorrem no ser humano. No estudo da dor aguda, sdo descritos trés tipos de
testes comportamentais: a) reflexos simples de retirada; b) comportamentos
intensionais, voluntarios complexos e; c¢) modelos de lesdo tecidual (Dubner,
1995).

Reflexos simples de retirada s&o baseados em estimulos fasicos de alta
intensidade com experiéncia nociceptiva de curta duracdo produzindo
comportamento doloroso também de curta duragdo, com possibilidade de nao

ativacao dos mecanismos moduladores, além da hipotese de que a modulagao da



dor tdnica no sistema nervoso central ocorra de forma diferente & da dor fasica
(Tjolsen et al., 1992).

Para dor aguda de duragdo mais prolongada, os modelos de leséo tecidual
produzem respostas que mais se aproximam das condicbes da dor clinica em
seres humanos, com lesado tecidual e reacdo inflamatéria. Sdo descritos varios
modelos de lesdo tecidual, como: a) injecdo de carragenina em pata de rato
(Noguchi et al., 1991; Buritova et al., 1995; Chapman et al., 1995, Honoré et al.,
1996); b) injecdo de adjuvante completo de Freund intraplantar ou intraarticular em
ratos (ladarola et al., 1988b; Przewlocka et al., 1992) e; c) inje¢ao de formalina na
pata de ratos (D’Armour e Smith, 1941; Dubuisson e Dennis, 1977). Os modelos
com carragenina ou adjuvante completo de Freund produzem dor por tempo mais
prolongado, enquanto a formalina produz padrées de respostas que duram
aproximadamente 60 minutos. Nestes testes, as alteragbes sao restritas ao local
da administragdo, com auséncia de sinais de doenc¢a ou de alteracdes sistémicas
(ladarola et al., 1988a).

O teste de formalina vem sendo cada vez mais utilizado como modelo de
nocicepgao por produzir respostas que mais se aproximam das condi¢cées de dor
clinica em seres humanos (Abbott, et al., 1995).

O teste consiste na injecdo de solugdo diluida de formalina, na
concentragao entre 0,5 e 5,0%, no dorso da pata traseira de ratos produzindo
resposta nociceptiva bifasica, consistindo em uma primeira fase durante os
primeiros 5 minutos apds a injegdo e em uma segunda fase iniciando apds o
vigésimo minuto e se estendendo por 40 a 60 minutos. A primeira fase é

interpretada como devido a ativagao aguda dos nociceptores periféricos, enquanto



a segunda como resultante da resposta inflamatéria aguda ou da sensibilizagao
central. O periodo entre as duas fases da resposta nociceptiva € identificado como
fase de inatividade, sobre a qual é atribuido o envolvimento de um mecanismo
antinociceptivo central (Henry et al., 1999; Franklin e Abbott, 1993).

No teste de formalina classico as observacbdes para determinar respostas
nociceptivas séo classificadas em 4 categorias: 0 — postura indistinguivel da pata
contralateral; 1 — pequena ou nenhuma elevacédo da pata evitando colocar seu
peso sobrre a mesma; 2 — elevagao da pata e nenhum contato com a superficie; 3
— lambedura, mordida ou tremor da pata. O tempo de duragcdo da ocorréncia de
cada categoria tembém € medido. Este escore é proporcional a concentragao de
formalina administrada (Abbott et al., 1995).

Um adicional que pode ser util durante a interfase do teste da formalina em
ratos é a vocalizagdo ultrassénica, refletindo um estado afetivo que acontece
devido a acdo de neurotransmissores envolvidos, entretanto merece maior
atencgao e avaliagao para que seja validado (Oliveira e Barros, 2006).

Pela dificuldade para observacdo e associacao de todos os escores, do
tempo de ocorréncia e da concentracdo de formalina, outras formas de avaliagéao
tém sido utilizadas. A quantificacdo do numero de elevagdes da pata, do animal
em estudo, € um método simples e diretamente porporcional a concentragdo de
formalina que tem sido utilizado em substituicdo ao teste convencional (Wheller-
Aceto et al., 1990; Doak e Sawynok, 1997; Granados-Soto et al., 1997; Ashmawi

et al., 2003; Sousa A et al., 2008).
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2 OBJETIVO

A presente pesquisa tem como objetivo comparar os efeitos da naloxona,
da metissergida e da fentolamina, administrados por via subaracnéidea, sobre as

fases do teste da formalina modificado, em ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais utilizados

Foram utilizados 35 ratos Wistar machos, pesando entre 220 e 300 gramas,
fornecidos e mantidos no Biotério de Experimentacao da Universidade de Taubaté
(UNITAU), mantidos em numero de trés animais por compartimento, onde
permaneceram, por pelo menos quinze dias antes do inicio do experimento, para
adequada adaptacdo, tratados com ragdo balanceada comercial e agua “ad
libitum”, ciclo claro-escuro de doze horas e temperatura ambiente variando entre
22+3°C (19 a 25°C).

Para realizacdo dos procedimentos experimentais foram obedecidas
Normas Eticas da IASP, que regula experimentos realizados em animais
(Commitee for Research and Ethical Issues of the IASP, 1983) e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal da UNITAU, n°
002/04 (Anexo A) e pela Comiss&o de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
CAPPesq do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séao Paulo, n° 040/05 (Anexo B). Todos os experimentos foram realizados nas

dependéncias do Laboratorio de Fisiologia da UNITAU.

3.2 Métodos

3.2.1 Adaptacéo
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Antes do procedimento anestésico os animais foram individualmente
colocados, por 15 minutos, em uma camara de vidro de 25 x 25 x 25 cm, para
ambientalizagdo ao local de estudo. Atras da camara era colocado um espelho,

para facilitar a visualizagao das elevagdes de patas, em todas as diregdes (figura

1).

Figura 1. Camara para ambientalizagdo e contagem do numero de elevagdes da
pata.

3.2.2 Procedimento anestésico e administracdo dos farmacos

Para obter inducao anestésica suave, os animais foram colocados em uma
camara de vidro transparente com medidas de 15 x 25 x 15 cm, dotada de
cobertura transparente para possibilitar visualizagdo do animal, e com orificio na

parte anterior e posterior para permitir entrada e saida de oxigénio (O;), gases
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anestésicos e gas carbdnico respectivamente (figura 2). O agente halogenado
utilizado na inducdo anestésica foi o halotano (Tanohalo®, Cristédlia, lItapira,
Brasil), na concentragdo de 3,0% em fragéo inspirada de oxigénio (FiOz) de 1,0,
administrado por vaporizador calibrado e mantido por trés minutos, tempo
necessario para que o animal apresentasse perda dos relfexos posturais e
incapacidade de se deslocar na camara. Neste momento o animal era retirado da
camara e posicionado com a cabe¢a embutida em uma mascara por onde era
administrado halotano a 3% em oxigénio como na camara, e com o0 abdome sobre
um cilindro plastico (seringa de 50cc).

O cateter subaracnéideo foi introduzido usando uma modificacdo do método
descrito por Yaksh e Rudy (1976), que introduz 8,5 cm de um cateter de polietileno
(PE 10), no espaco subaracndideo em sentido caudal, através de uma incisdo na
membrana atlanto-occiptal. Neste estudo, para introducdo do cateter, a regiao
lombar foi depilada para posteriormente se proceder a incisdo transversal na linha
media no espaco intervertebral acima da pendultima vértebra lombar, através da
qual foi realizada pungéo, com agulha 22G de Tuohy até o espago subracndideo,
identificado por movimentacao reflexa da cauda, para passagem de cateter de
teflon PE-10 de forma que excedesse em 1,0 cm o bisel da agulha, por onde os
farmacos ou a solugdo fisiolégica a 0,9% (solugdo salina) eram injetados,
conforme o grupo a que pertencia o animal (figura 3). Anteriormante a sutura da
pele com fio de nylon 4-0 (figura 4), o cateter foi fixado no subcutaneo para que ao
final do experimento, apdés o sacrificio do animal com tiopental sdédico, se
procedesse a secg¢ao da coluna lombar e sua localizagdo confirmada visualmente

(figura 5).
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Figura 2. Camara para anestesia.

‘\ .I |-|.'
Figura 3. Pungao subaracnoidea e cateterizagado do espaco.

16



Figura 4. Regi&o dorsal do animal apés a sutura da pele.

Figura 5. Confirmacgéao da localizagao do cateter no espago subaracnoideo.
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3.2.3 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 5 grupos (n = 7). O
volume da solucdo foi definido a partir de estudos prévios de Calejesan et al.
(1998), a dose de metsergida foi definida a partir de estudos de Danzebrink e
Gebhart. (1991) e Obata et al. (2001) e as doses de fentolamina e naloxona foram
definidas a partir de estudos de Liu et al. (1999). Os farmacos foram adquiridos do
laboratério Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO (USA). Os farmacos foram dissolvidos
em solucdo salina e, utilizadas em periodo maximo de uma semana, apds o

preparo.

3.2.3.1 Grupo controle com solugao salina (GC)
Cada animal recebeu, imediatamente apds o procedimento anestésico (3

minutos), injecdo de 10 ul de solucéo salina esteril por via subaracnoidea.

3.2.3.2 Grupo fentolamina (GF)
Cada animal recebeu, imediatamente apdés o procedimento anestésico,
injecao de 10 pl de solugéo contendo 26 pg (82nmoles) de fentolamina (cloridrato)

em solucao salina estéril por via subaracnoidea.

3.2.3.3 Grupo naloxona (GN)
Cada animal recebeu, imediatamente apds o procedimento anestésico,
injecao de 10 pl (42nmoles) de solugédo contendo 17 ug de naloxona (cloridrato)

em solugao salina estéril por via subaracnoidea.
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3.2.3.4 Grupo metissergida (GM)
Cada animal recebeu, imediatamente apds o procedimento anestésico,
injecao de 10 pl de solugéo contendo 30 ug (64nmoles) de metissergida (maleato)

em solugao salina estéril por via subaracnoidea.

3.2.3.5 Grupo fentolamina associada a metissergida (GFM)

Cada animal recebeu, imediatamente apdés o procedimento anestésico,
injecao de 10 pl de solugéo contendo 26 pg (82nmoles) de fentolamina (cloridrato)
associado a 30 ug (64nmoles) de metissergida (maleato) em solugao salina estéril

por via subaracnodidea.

3.2.4 Inducao da dor

Foi realizada com administragcdo de 50 ul de solugao de formalina a 2%, na
regido dorsal da pata posterior direita (figura 6), 25 minutos apdés a administragao

dos farmacos ou da solugao salina, de acordo com D Armour e Smith (1941).
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Figura 6. Injecao de formalina na regido dorsal da pata direita traseira.

3.2.5 Respostas ainjecdo de formalina

Todas as elevagdes da pata, ndo relacionadas a marcha foram
consideradas, independente do tempo em que a mesma permanecia elevada.

A contagem foi realizada continuamente durante o periodo de 60 minutos,
anotando o numero parcial de elevagbes a cada 5 minutos em formulario préprio
(Apéndice 1).

O teste foi dividido em trés fases; fase |, intermediaria e fase Il, sendo que a
fase | compreendeu o numero de elevagdes da pata durante os primeiros 5
minutos, a fase intermediaria compreendeu o numero de elevacdes da pata do
sexto ao vigésimo minuto e a fase Il, compreendeu o numero de elevagdes da

pata do vigésimo primeiro ao sexagésimo minuto.
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3.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada utilizando o
programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), em sua versdo 13.0,
adotando o nivel de significancia de 5% (0,05), ou seja, quando o valor da
significancia calculada (p) for menor do que 5% (0,05), observamos uma diferenca
dita ‘estatisticamente significante’ e quando o valor da significancia calculada (p)
for igual ou maior do que 5% (0,05) observamos uma diferenca dita
‘estatisticamente nao-significante’.

Para verificar possiveis diferencas entre as trés fases de observacéo,
quando comparadas concomitantemente foi utilizado o Teste de Friedman. Ao
encontrar diferengas estatisticamente significantes entre as fases, para os cinco
grupos, foi aplicado o Teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon, para identificar
quais fases de observagao diferenciam-se entre si, em cada grupo estudado.

Com o objetivo de verificar possiveis diferengas entre os cinco grupos, nas
variaveis; idade, peso e numero de elevacdes da pata nas fases |, intermediaria e
II, foi aplicado o Teste de Kruskal-Wallis. Existindo diferenca estatisticamente
significante entre os grupos, foi aplicado o Teste de Mann-Whitney, para identificar

quais grupos diferenciavam-se entre si.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados do peso e idade

Tabela 1. Medidas descritivas do dado paramétrico idade (dias) dos animais dos
cinco grupos de estudo.

_ IDADE (dias)

Animal GC GF GM GN GFM
01 150 150 144 145 149
02 150 151 145 151 149
03 150 143 152 151 151
04 151 158 152 158 152
05 158 158 165 165 158
06 158 165 166 144 158
07 165 171 166 166 165

MEDIA | 1546 156,6 155,7 1543 154.6

Tabela 2. Medidas descritivas do dado paramétrico peso (g) dos animais dos cinco
grupos de estudo.

, PESO (gramas)

Animal GC GF GM GN GFM
01 254 251 237 251 237
02 260 238 242 238 253
03 244 255 257 248 243
04 252 270 264 245 254
05 248 247 249 254 259
06 260 259 267 280 267
07 278 287 284 279 295

MEDIA | 256.6 258 1 2571 256.4 2583
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4.2 Numero de elevagfes da pata durante o teste

4.2.1 Grupo controle (GC)

As medidas descritivas do numero de elevagdes da pata, ao longo do
tempo, dos animais de todos os grupos estdo dispostas nas tabelas 1, 2, 3,4 e 5

do Apéndice B e suas médias representadas nas figuras 7, 8, 9, 10 e 11.

Grupo Controle
120 -
v}
o
¢w 100 -
aQ
S, 80 -
®
o g 60-
° 5
o 8 0
T
0 20
-
aQ
£ 0 -
3
= 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo (minutos)

Figura 7. Médias do numero de elevagbes da pata, ao longo do tempo, dos
animais do grupo controle (GC).
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4.2.2 Grupo fentolamina (GF)

Grupo Fentolamina
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Figura 8. Médias do numero de elevagbes da pata, ao longo do tempo, dos
animais do grupo fentolamina (GF).

4.2.3 Grupo naloxona (GN)

Grupo Naloxona

90 +
80 A
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 A
10

pata

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Numero de elevagcdes da

Tempo (minutos)

Figura 9. Médias do numero de elevagbes da pata, ao longo do tempo, dos
animais do grupo naloxona (GN).
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4.2.4 Grupo metissergida (GM)

Grupo Metissergida
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70 -
b0 A
50 A
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30 -
20 -+
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Numero de elevagcoes da

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (minutos)

Figura 10. Médias do numero de elevagdes da pata, ao longo do tempo, dos
animais do grupo metissergida (GM).

4.2.5 Grupo fentolamina associada a metissergida (GFM)

Grupo Fentolamina + Metissergida

100 ~

80 -
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50 -
40 -
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5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Figura 11. Médias do numero de elevagbes da pata, ao longo do tempo, dos
animais do grupo fentolamina associada a metissergida (GFM).
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4.2.6 Médias das elevagfes da pata em todos 0S grupos

Tabela 3. Médias do numero de elevagbes da pata, ao longo do tempo, dos
animais de todos os grupos estudados.

TEMPO (minutos)

GRUPOS | 5 10 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 50 55 60
GS 77,7276 | 10,1239 526 |53,1|67,1]893]93,1]|107,6|101,0] 100,3
GF 70,4 | 34,7 | 26,6 | 50,3 | 55,9 | 76,7 | 83,4 | 81,0 | 87,3 | 916 | 97,0 | 81,3
GN 84,0 | 30,7 | 13,1 13,9 21,0 | 30,6 | 46,3 | 53,4 | 56,6 | 74,6 | 78,9 | 72,3
GM 67,4 | 29,3]29,6 | 329 (57,6 56,3 |759]|824|856]| 81,9 | 757 | 78,1
GFM |82,1]36,3|34,6|504|603]|790]87,0/791|886| 931 | 89,6 | 87,3

Meédias das elevacoes da pata
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£
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[3+]
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T 40 GN
[=]
o —<—GM
§ 20 —+—GFM
=

O T T T T T T T T T T T 1

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo (minutos)

Figura 12. Médias do numero de elevagbes da pata, ao longo do tempo, dos
animais de todos os grupos estudados.
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4.3 Analise estatistica

Inicialmente foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para comparar, entre os
grupos, as variaveis: idade, peso, numero de elevagdes da pata durante as fases:
[, intermediaria e |l (tabelas 1, 2, 3, 4 e 5, Apéndice C).

Para as variaveis: peso, idade e “fase I” (figura 13), os grupos foram
estatisticamente semelhantes. Para as variaveis “fase intermediaria” e “fase II” foi
encontrada uma diferenga estatisticamente significante entre os cinco grupos
(tabelas 4 e 5, Apéndice C) e aplicou-se o Teste de Mann-Whitney, para identificar
quais grupos diferenciam-se entre si, quando comparados par a par (tabelas 1 e 2,

Apéndice D), figuras 14, 15.

120,00 - Fase |

100,00

80,00 +

60,00

40,00 1

Numero de elevagdes da pata

20,00 ~

0,00

GFM GC GF GN GM

Grupos

Figura 13. Médias e desvio padrdo do numero de elevagdes da pata, dos grupos,
durante a fase |

28



Fase Intermediaria
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* * *
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Grupos

Figura 14. Médias e desvio padrao do numero de elevagdes da pata, dos grupos,
durante a fase intermediaria
* Diferenca estatistica significante em comparagdo com o controle (p < 0,05)
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Figura 15. Médias e desvio padrao dos grupos durante a fase |l
* Diferenca estatistica significante em comparagao com o controle



Com objetivo de verificar possiveis diferencas entre as trés fases de
observacdao, quando comparadas concomitantemente, aplicou-se o Teste de
Friedman (tabela 1, Apéndice E).

Como foram encontradas diferengas estatisticamente significantes entre as
trés fases de observacdo, quando elas foram comparadas concomitantemente,
para os cinco grupos, aplicou-se o Teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon, com
o intuito de identificar quais fases de observagao diferenciavam-se entre si, em
cada grupo estudado (tabela 1, Apéndice F).

Nos cinco grupos estudados, a fase intermediaria diferenciava-se das

outras duas, enquanto que, as fases | e Il sdo estatisticamente semelhantes.
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5 DISCUSSAO

O teste de formalina vem sendo cada vez mais utilizado como modelo de
nocicep¢cdo em animais, pois produz respostas préximas das que ocorrem em
seres humanos. O numero de elevagdes da pata foi utilizado para a quantificagao
do comportamento doloroso induzido pela formalina por apresentar correlacéo
importante com o teste da formalina classico e com as alteragdes cardiovasculares
em resposta a dor causada pela formalina na pata. Traz correlagdo confiavel do
comportamento doloroso em animais conscientes e nao submetidos a restricao
fisica e entre os varios comportamentos estereotipados no teste da formalina, a
frequéncia de elevagdo da pata tem sido amplamente utilizada (Shibata et al.,
1989; Wheeler-Aceto et al., 1991; Taylor et al., 1995; Doak e Sawinok, 1997;
Parada et al., 2001; Ashmawi et al., 2003). Na literatura sdo encontradas varias
doses de naloxona, fentolamina e metissergida utilizadas por via subaracndidea,
sendo as doses utilizadas nesse trabalho, similares as utilizadas por outros
autores (Danzebrink e Gebhart, 1991; Liu et al., 1999, Obata et al., 2001).

O sistema, proposto como, inibitério descendente da dor consiste
principalmente em quatro partes do SNC interligadas: a) sistemas corticais e
diencefalicos; b) substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e periventricular ricas
em encefalinas e receptores opidides; c) partes do bulbo rostroventral,
especialmente o nucleo magno da rafe (NMR) e nucleos adjacentes que recebem
impulsos excitatorios da PAG e que por sua vez enviam fibras serotoninérgicas e

noradrenérgicas, via funiculo dorsolateral, que se projetam para o corno dorsal da
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medula e bulbo. As fibras do sistema inibitério descendente terminam
principalmente nas laminas I, Il e V, onde inibem neurdnios nociceptivos, incluindo
interneurdnios e tratos ascendentes que se projetam rostralmente incluindo o trato
espinotalamico, espinorreticular e espinomesencefalico. Outro importante grupo de
fibras que tem sido incluido na formagao do sistema enddégeno de controle da dor
sdo os neurbnios noradrenérgicos originarios no locus coeruleos e o sistema
colinérgico central (Terman e Bonica, 2001; Vanegas e Shaible, 2004; Mason,
2005; D’Mello e Dickenson, 2008).

E notavel que o nimero de neurotransmissores e de receptores inibitérios
excede o de excitatérios no corno dorsal da medula espinhal e a transmissao das
informacdes somatosensoriais do neurdnio aferente primario para o neurbnio
secundario dependem de uma complexa interagdo entre a excitagao e a inibi¢ao,
que podera ser mediada por varios neurotransmissores (Budai, 2000).

Franklin e Abbott (1993) verificaram que pentobarbital, diazepam e alcool
inibiram a reducdo da nocicepg¢ao que ocorre na interfase do teste e afastaram a
suposicdo do envolvimento de receptores GABAa. Por outro lado, em estudo
eletrofisiolégico, em ratos anestesiados com tiopental sodico e submetidos a
secgao medular, foi encontrado comportamento bifasico evidente, sugerindo que o
controle da dor provocada pela formalina ndo é dependente de mecanismo
gabaérgico e nao requer neuroeixo intacto (Henry et al., 1999).

O envolvimento de opidides enddégenos no sistema inibitério descendente
foi estudado em modelo de inflamagé&o por carragenina que mostrou aumento nos
niveis de preproencefalina medular (Noguchi et al., 1992) entretanto, ndo foi

encontrado aumento nos niveis de mMRNA de preproencefalina medular apés o uso
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de formalina indicando especificidade de resposta para cada tipo de estimulo
noxico (Hunter et al., 1995).

No presente estudo, ndo encontramos aumento no niumero de elevagoes da
pata na fase intermediaria apés o uso de naloxona intratecal, dando subsidios a
nao participacdo de vias opioidérgicas descendentes inibitérias na analgesia
temporaria que ocorre na fase intermediaria do teste da formalina, em
conformidade ao estudo que ndo mostrou aumento da preproencefalina medular
apo6s uso de formalina na pata (Hunter et al., 1995). Por outro lado, encontramos
aumento no numero de elevagbes da pata durante a fase intermediaria nos grupos
fentolamina, metissergida e fentolamina associada a metissergida, indicando o
envolvimento de vias serotoninérgicas e noradrenérgicas no sistema inibitorio
descendente da dor.

Esperavamos encontrar um efeito aditivo ou potencializador sobre o numero
de elevagbes da pata com a utilizacdo da associacdo dos antagonistas
serotoninérgico e noradrenérgico, entretanto, ndo observamos um aumento maior
no numero de elevagdes da pata do que quando os antagonistas foram utilizados
isoladamente. O uso de doses logaritimicamente menores poderia evidenciar
melhor esse efeito dos antagonistas serotoninérgico e noradrenérgico, fentolamina
e metisergida, bem como da sua associagdo na inibigdo da atividade inibitoria
descendente serotoninérgica e noradrenérgica, pois os dados desta pesquisa
permitem inferir que apesar de terem sido usadas doses ja avaliadas por outros
autores (Mason, 2005; Danzebrink e Gebhart, 1991; Obata et al., 2000), as
mesmas podem ter sido elevadas para permitir elucidar aspectos controversos da

atividade inibitéria descendente serotoninérgica e noradrenérgica.



Em conformidade aos resultados obtidos neste estudo, o envolvimento da
serotonina (5-HT) na modulagdo descendente da dor, reduzindo a analgesia apos
estimulacdo central, foi demonstrado pela inibicAio de sua sintese por p-
chlorophenylalanina, da lesao eletrolitica do nucleo magno da rafe e do emprego
de 5,6 dihydroxytryptamina, uma neurotoxina serotoninérgica (Basbaum, 1981). O
papel inibitério de vias serotoninérgicas e noradrenérgicas também foi evidenciado
no modelo de retirada da cauda, onde metissergida, fentolamina e ioimbina
induziram a um aumento da corrente elétrica de estimulagdo do nucleo reticular
lateral para ativagao do sistema descendente inibitério (Gebhart e Ossipov, 1986).

No presente estudo, a metissergida, um antagonista ndo seletivo dos
receptores de 5-HT, e a fentolamina, um antagonista adrenoceptor ndo seletivo se
mostraram eficazes em inibir o efeito modulador espinhal da dor, sugerindo efeito
noradrenérgico e serotoninérgico inibitdrio da transmiss&o nociceptiva espinhal,
sem haver efeito somatoério ou potencializador quando utilizados em conjunto.
Entretanto, estes efeitos ndo foram observados com a naloxona, e assim um efeito
opidide modulador espinhal, na interfase do teste nao ficou estabelecido.

Durante a fase Il do teste da formalina, a naloxona causou redugao da
resposta nociceptiva a formalina, contrastando com os estudos de Ossipov et al.
(1996) que utilizaram naloxona por via intraperitoneal na dose de 5 mg.kg™', mas
em conformidade com os estudos de Vaccarino, et al. (1988) que encontrou que a
naloxona, por via sistémica, na dose de 10 mg.kg” potencializou a analgesia
induzida pela morfina e em baixas doses (0,1 a 0,3 mg.kg™”) atenuou a analgesia
produzida pela morfina. Bianchi e Panerai (1992) demonstraram resposta

analgésica da naloxona na dose de 30 mg.kg™”, no teste da placa quente, efeito
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este bloqueado pelo antagonista do receptor k-opiaceo, MR 1452 e modulado pelo
agonista do receptor k-opiaceo U 50-488, sugerindo envolvimento dos receptores
K-opiaceos na analgesia induzida pela naloxona. Estes achados confirmam o
nosso achado, no qual a naloxona foi injetada no espago subaracndideo, préximo
a medula espinhal, local onde ha o predominio dos receptores k-opiaceos.

Os resultados obtidos corroboram a hipétese de que a naloxona exerca
atividade sobre os receptores k-opiaceos e a possibilidade de utilizacdo de
agonistas serotoninérgicos, noradrenégicos e da naloxona para abordagem da

dor.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram inferir que:

1) A fentolamina e a metissergida modificaram a fase intermediaria do teste
da formalina modificado, sugerindo modulagéo noradrenérgica e serotoninérgica
inibitéria da transmissao nociceptiva espinhal, sem haver efeito somatoério ou
potencializador quando utilizadas em conjunto.

2) A naloxona ndo interferiu na fase intermediaria do teste de formalina
modificado, sugerindo ndo haver efeito opidide sobre a modulagao espinhal.

3) A naloxona reduziu a resposta nociceptiva da fase Il fase do teste de

formalina modificado, sugerindo haver efeito opidide sobre a modulagao espinhal.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo A

Oficio do Comité de Etica para Experimenta¢do Animal da Universidade
de Taubaté n° 002 de 06 de agosto de 2004.

UNIVERSIDADE TAUBATE
Autarquia Municipal de Regime Especial
Reconhecida pelo Dec. Fed. N° 78.924/76
Recredenciada pela Portaria CEE/GP n° 30/03

COMITE DE ETICA PARA EXPERIMENTAQAO ANIMAL
Avenida Tiradentes, 500 - centro — CEP 12030-180 — Taubaté — SP — Brasil
Tel. (12) 229-7909

UNITAU

DECLARACAO

Registro CEEA/UNITAU n° 002/2004 (esse n° de registro devera ser citado pelo pesquisador nas cor déncias referentes a este

projeto).

Projeto de Pesquisa: Efeitos dos antagonistas de opidides de serotonina e de noradrenalina (naloxona,

metisergida e fentolamina) sobre o teste de formalina modificado, em ratos.

Pesquisador(a) Responsavel: Oscar César Pires

Apresentar relatorio final ao término da pesquisa: 2005

O Comité de Etica para Experimentagdo Animal, em reunido de 30/07/2004 e no uso das

competéncias definidas na Deliberagio CONSEP N° 362/2003, considerou o Projeto acima aprovado.

Taubaté, 06 de agosto de 2004

Prof. Dr. Claudemir de Carvalho
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Universidade de Taubaté
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8.2 Anexo B

Oficio da Comiss&do de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa da
CAPPesq — Comité de Etica para Experimentacdo Animal da Universidade de
Taubaté n° 002 de 06 de agosto de 2004.

AQ
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA

O Presidente da Comissdo de Etica para Andlice de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em
02.02.05 tomou conhecimento da execucdio do Protocolo de Pesquisc n°
040/05 - intitulado “Efeitos dos anfagonistas de opidide (Naloxona),
Serotonina (Metisergida) e Noradrenalina (Fentolamina) por via
intratecal sobre o teste de formalina modificado em ratos”.

No que fange a sua parte empirica, serd desenvolvido na
Universidade Taubaté, tendo seu Comité de Etica para Experimentagdo

Animal aprovado o protocolo em 30.07.04.
Pesquisadores Responsdveis: Prof. Dr. Irimar de Paula Posso

Prof. Dr. Hazem Adel Ashmawi

Pesquisador(a) Executante: Dr. Oscar César Pires

CAPPesq, 10 de Fevereiro de 2005.

NI EN

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Direforia Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 255, 5° andar - CEP 05430 010 - Sidio Paulo - SP

Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq@hcnet.usp.br
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9 APENDICES

9.1 Apéndice A
Formulario para registro dos dados durante o experimento.

Grupo: ....... o \\ R : Data: ..... /.....; ldade: ...... dias; Peso: ....Q.

HORA TEMPO N° de ELEVACOES da
INICIO (minutos) PATA
Adaptacéo: 15
Anestesia 03
Injecdo intratecal 01
Despertar 26
Injecdo de formalina

Observacéao 05
Observacéao 10
Observacéao 15
Observacéao 20
Observacéo 25
Observacéo 30
Observacéo 35
Observacéo 40
Observacéo 45
Observacéo 50
Observacéao 55
Observacéao 60




9.2 Apéndice B

Tabela 1. Medidas descritivas do niamero de elevacdes da pata, ao longo do
tempo, dos animais do grupo controle com solucao salina (GC).

TEMPO (minutos)

ANIMAL | 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
01 62 08 01 22 1104 | 123 | 104 | 103 | 103 | 120 157 132
02 68 45 05 25 56 47 79 83 | 106 | 110 82 80
03 109 | 42 36 66 | 120 | 60 69 | 132 | 132 | 160 112 131
04 87 39 04 03 09 12 29 46 66 78 49 66
05 68 19 03 11 22 28 43 73 83 68 71 85
06 60 18 17 20 33 59 | 107 | 94 60 106 124 114
07 90 22 05 20 24 43 39 94 | 102 | 111 112 94

MEDIAS | 77,7 | 27,6 | 10,1 | 23,9 | 52,6 | 53,1 | 67,1 | 89,3 [ 93,1 | 107,6 | 101,0 | 100,3

Tabela 2. Medidas descritivas do niumero de eleva¢des da pata, ao longo do
tempo, dos animais do grupo fentolamina (GF).

TEMPO (minutos)

ANIMAL | 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
01 60 33 23 46 45 67 51 93 88 105 83 60
02 33 22 23 48 78 87 | 106 | 99 80 82 95 102
03 75 48 31 34 37 85 86 82 83 100 111 101
04 99 32 28 53 54 82 98 73 | 102 90 104 86
05 68 30 33 47 46 64 68 42 76 79 110 113
06 87 48 22 56 60 79 97 96 | 108 | 112 98 73
07 71 30 26 68 71 73 78 82 74 73 78 34

MEDIA | 70,4 | 34,7 | 26,6 | 50,3 | 55,9 | 76,7 | 83,4 [ 81,0 [ 87,3 | 91,6 | 97,0 | 81,3

Tabela 3. Medidas descritivas para o numero de elevacdes da pata, ao longo
do tempo, dos animais do grupo naloxona (GN).

TEMPO (minutos)
ANIMAL 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
01 37 19 08 08 13 26 42 71 95 | 105 | 140 | 77
02 92 50 07 06 18 44 81 | 108 | 74 69 79 89
03 117 | 25 26 15 07 28 33 35 35 52 60 40
04 72 15 17 31 34 28 29 41 56 85 81 74
05 90 53 12 06 04 15 16 12 15 49 37 58
06 76 06 03 04 31 40 72 51 45 63 77 79
07 104 | 47 19 27 40 33 51 56 76 99 78 89
MEDIA | 84,0 | 30,7 | 13,1 | 139 | 21,0 | 30,6 | 46,3 | 53,4 | 56,6 | 74,6 | 78,9 | 72,3




Tabela 4. Medidas descritivas para o numero de elevacfes da pata, ao longo
do tempo, dos animais do grupo metissergida (GM).

TEMPO (minutos)
ANIMAL 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
01 63 22 16 21 37 67 76 89 88 87 78 68
02 59 50 28 26 48 79 79 83 76 74 73 75
03 76 26 39 67 93 69 72 95 95 87 77 80
04 42 31 44 49 57 76 73 70 74 75 70 56
05 84 25 28 25 52 22 77 82 93 82 53 84
06 86 27 27 24 75 45 82 89 93 87 94 90
07 62 24 25 18 41 36 72 69 80 81 85 94
MEDIA | 67,4 | 29,3 | 29,6 | 32,9 | 57,6 | 56,3 | 75,9 | 82,4 | 85,6 | 81,9 | 75,7 | 78,1

Tabela 5. Medidas descritivas para o niumero de elevacdes da pata, ao longo
do tempo, dos animais do grupo fentolamina associada a metissergida (GFM).

TEMPO (minutos)

ANIMAL | 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

01 99 37 35 49 57 59 69 94 | 101 | 100 | 94 87

02 75 38 37 39 44 88 83 87 85 | 110 | 95 95

03 76 37 39 43 77 95 | 108 | 86 | 102 | 90 82 97

04 99 35 38 51 58 87 99 75 90 91 87 92

05 68 30 35 45 46 66 73 45 71 84 | 104 | 103

06 87 48 31 59 65 79 99 97 92 98 80 75

07 71 29 27 67 75 79 78 70 79 79 85 62
MEDIA | 82,1 | 36,3 | 34,6 | 50,4 [ 60,3 | 79,0 (87,0 79,1 | 88,6 | 93,1 | 89,6 | 87,3




9.2 Apéndice C

Tabela 1. Aplicacdo do Teste de Kruskal-Wallis, com o intuito de verificarmos

possiveis diferencas entre 0s cinco grupos, quando comparados
concomitantemente a variavel idade.

Grupo | N | Média Desvio- |\ iimo | Méaximo Significancia

padrao (p)

GC 7 154,57 5,88 150,00 | 165,00

GF 7 156,57 9,50 143,00 | 171,00

GN 7 155,71 9,81 144,00 | 166,00 0,996

GM 7 154,29 8,94 144,00 | 166,00

GFM 7 154,57 5,97 149,00 | 165,00

Total 35 | 155,14 7,76 143,00 | 171,00

Tabela 2. Aplicacdo do Teste de Kruskal-Wallis, com o intuito de verificarmos

possiveis diferencas entre 0s cinco grupos, quando comparados
concomitantemente a variavel peso.

Grupo | n | Média Desvio- |\ \inimo | Maximo | S'9nificancia

padréo (p)

GC 7 256,57 | 11,12 | 244,00 | 278,00

GF 7 258,14 | 16,15 | 238,00 | 287,00

GN 7 257,14 16,16 237,00 | 284,00 0,974

GM 7 256,43 | 16,54 | 238,00 | 280,00

GFM 7 258,29 | 18,96 | 237,00 | 295,00

Total 35 | 257,31 | 15,04 | 237,00 | 295,00

Tabela 3. Aplicagdo do Teste de Kruskal-Wallis, para verificar possiveis
diferencas entre os cinco grupos, quando comparados concomitantemente a
variavel numero de eleva¢des da pata durante a fase |I.

Grupo n Média Desvio- Minimo | Maximo Significancia
padréo (p)
GC 7 77,71 18,10 60,00 109,00
GF 7 70,43 20,93 33,00 99,00
GN 7 84,00 25,84 37,00 117,00 0,275
GM 7 67,43 15,60 42,00 86,00
GFM 7 82,14 12,94 68,00 99,00
Total 35 76,34 19,19 33,00 117,00




Tabela 4. Aplicacdo do Teste de Kruskal-Wallis, para verificar possiveis
diferencas entre os cinco grupos, quando comparados concomitantemente a
variavel numero de elevacfes da pata durante a fase Intermediéria.

Grupo n Média | P25V | Minimo | Maximo | S'@Mificancia
padréo (p)
GC 7 20,52 13,07 10,33 48,00
GF 7 37,19 3,86 31,00 42,00
GN 7 19,24 8,67 4,33 31,00 0.002
GM 7 30,57 9,50 19,67 44,00 ’
GFM 7 40,43 2,97 36,67 46,00
Total 35 29,59 11,78 4,33 48,00

Tabela 5. Aplicagdo do Teste de Kruskal-Wallis, para verificar possiveis
diferencas entre os cinco grupos, quando comparados concomitantemente a
variavel numero de elevagdes da pata durante a fase Il.

Desvio-

Significancia

Grupo n Média ~ Minimo | Maximo
padrao (p)
GC 7 83,02 26,93 44,38 118,25
GF 7 81,77 8,51 70,38 91,13
GN 7 54,20 17,36 25,75 71,13 0.003
GM 7 74,18 6,21 68,13 83,50 ’
GFM 7 83,00 6,24 74,00 92,13
Total 35 75,23 18,24 25,75 118,25




9.3 Apéndice D

Tabela 1. Aplicacdo do Teste de Mann-Whitney, para verificar quais grupos
diferenciam-se entre si, durante a fase intermediaria.

PAR DE GRUPOS

VARIAVEL | GC GC GC GC GF GF GF GN GN GM
X X X X X X X X X X
GF GN GM | GFM | GN GM | GFM | GM | GFM | GFM
Fase Int. | 0,025 | 0,654 | 0,047 | 0,025 | 0,002 | 0,200 | 0,178 | 0,047 | 0,002 | 0,096

Tabela 2. Aplicacdo do Teste de Mann-Whitney, para verificar quais grupos
diferenciam-se entre si, durante a fase II.

VARIAVEL PAR DE GRUPOS
GC GC GC GC GF GF GF GN GN GM
X X X X X X X X X X
GF GN GM | GFM | GN GM | GFM | GM | GFM | GFM
Fase Il 0,949 | 0,035 | 0,406 | 0,949 | 0,003 | 0,035 | 0,949 | 0,018 | 0,002 | 0,013




9.4 Apéndice E

Tabela 1. Aplicacdo do Teste de Friedman, para verificar diferencas entre as
fases de observacao, em cada grupo.

Grupo | Variaveis | n | Média DeSVI~0- Minimo | Maximo Significancia
padrao (p)
Fase | 7 | 77,71 | 18,10 60,00 | 109,00
GC FaseInt | 7 | 20,52 | 13,07 10,33 48,00 0,005
Fase I 7 | 83,02 | 26,93 44,38 | 118,25
Fase | 7 | 70,43 | 20,93 33,00 99,00
GF FaseInt | 7 | 37,19 3,86 31,00 42,00 0,004
Fase Il 7 | 81,77 8,51 70,38 91,13
Fase | 7 | 84,00 | 25,84 37,00 | 117,00
GN FaselInt | 7 | 19,24 8,67 4,33 31,00 0,002
Fase I 7 | 54,20 | 17,36 25,75 71,13
Fase | 7 | 67,43 | 15,60 42,00 86,00
GM FaseInt | 7 | 30,57 9,50 19,67 44,00 0,004
Fase I 7 | 74,18 6,21 68,13 83,50
Fase | 7 | 82,14 | 12,94 68,00 99,00
GFM | FaselInt | 7 | 40,43 2,97 36,67 46,00 0,005
Fase I 7 | 83,00 6,24 74,00 92,13




9.5 Apéndice F

Tabela 1. Aplicacdo do Teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon, para
identificar quais fases diferenciam-se, em cada grupo.

Par de Fases GC GF GN GM | GFM
Fase int— Fase | | 0,018 | 0,018 | 0,018 | 0,018 | 0,018
Fase |- Fasell | 0,735 | 0,176 | 0,091 | 0,237 | 0,866
Fase 2 — Fase int| 0,018 | 0,018 | 0,018 | 0,018 | 0,018




