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RESUMO
SILVEIRA, J. W. S. Influéncia de vias inibitdrias e facilitatérias descendentes do
nucleo pré-tectal anterior sobre a hiperalgesia mecanica ou térmica, priméria e
secundaria, causadas por inflamacao periférica. 2010. 283p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2010.

A informacao nociceptiva € modulada na periferia, no corno dorsal da medula
espinal e em centros supraespinais. Diversos mecanismos estdo envolvidos nesse
processamento, incluindo inibicdo e facilitacdo exercidas por vias descendentes. Na
vigéncia de processo inflamatério, nucleos supraespinais exibem plasticidade que
geram mudancas dinamicas na modulacdo descendente da nocicepcdo. Neste
trabalho, utilizamos testes comportamentais e imunohistoquimica para avaliar a
influéncia da ablacdo quimica ou ativacdo com glutamato (5 nmol ou 50 nmol) ou
DAMGO (156 pmol ou 311 pmol) do nucleo pré-tectal anterior (NPtA) na instalacdo
e desenvolvimento da hiperalgesia mecanica ou térmica, primaria (medida na pata
ipsilateral) e secundéaria (medida na pata contralateral e na cauda), até duas
semanas apos a injecdo intraplantar (i.pl.) de formalina. Nossos resultados
comportamentais apontam que o NPtA exerce efeito antinociceptivo semelhante
sobre as hiperalgesia primarias e secundarias, porém as vias descendentes
responsaveis por tais efeitos agem de forma diferente sobre a atividade neuronal
das laminas do corno dorsal da medula espinal. As laminas contralaterais (que
recebem as aferéncias da pata contralateral) foram sempre facilitadas pelos
hiperalgesia secundaria. J4 a hiperalgesia primaria sofreu forte influencia inibitéria
descendente sobre a atividade neuronal das laminas do corno dorsal ipsilateral que
se correlacionou diretamente com os resultados comportamentais. Os resultados
comportamentais também mostram que o NPtA parece exercer influencia
semelhante sobre as hiperalgesias mecanica e térmica. Porém, a avaliagdo da
atividade neuronal das laminas do corno dorsal mostra que no inicio do processo
inflamatério vias descendentes do NPtA inibem as laminas profundas ipsilaterais em
resposta a estimulagdo mecéanica e, quando ha estimulacéo térmica a inibicdo se da
nas laminas ipsilaterais superficiais. Efeito oposto € observado com a microinjecéo
de 311 pmol de DAMGO no NPtA imediatamente ap0s a inje¢cdo de formalina na
pata, onde observa-se inibicdo das laminas superficiais ipsilaterais em resposta a
estimulacdo mecanica e inibicdo mais discreta das laminas profundas ipsilaterais em
resposta a estimulacdo térmica. A atividade neuronal da lamina V do corno dorsal
ipsilateral mostra forte correlacdo com a hiperalgesia primaria mecéanica e térmica
desencadeada pela injecdo de formalina na pata. Por outro lado, a hiperalgesia
mecanica secundaria observada na pata contralateral imediatamente apds formalina
i.pl. ndo encontrou correlacdo com a atividade neuronal do corno dorsal
contralateral. Circuitos glutamatérgicos mais sensiveis presentes no NPtA e ativados
por baixas doses de glutamato, desencadeiam facilitacdo descendente que aparece
somente em condi¢@es fisiologicas, cuja funcéo fisiopatoldgica precisa ser melhor
estudada.

Palavras-chave: NPtA. Inflamag&o. Formalina. Hiperalgesia. Dor
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ABSTRACT

SILVEIRA, J. W. S. Inhibitory and facilitatory descending influences from the
anterior pretectal nucleus upon primary and secondary, mechanical and
thermal hyperalgesia caused by peripheral inflammation. 2010. 283p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sé&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Descending modulation of nociception is a mixture of inhibition and facilitation. It
seems that different hyperalgesias can be handled differently by descending control
systems. The Anterior Pretectal Nucleus (APtN) is known to be involved in
descending pathways that control noxious spinal inputs. Here, immunohistochemistry
and behavioral tests were used to examine the influence of APtN on mechanical and
thermal hyperalgesia, primary (measured at ipsilateral paw) and secondary
(measured at the contralateral paw and tail), caused by intraplantar (i.pl.) formalin in
rats. Our results indicate that the APtN has similar antinociceptive effect on the
primary and secondary hyperalgesia. Descending pathways responsible for such
effects have different activity on the layers of the spinal dorsal horn. The contralateral
laminae (which receive afferents from the contralateral paw) were always facilitated
by effective APtN treatments, even if the behavioral result was inhibition of secondary
hyperalgesia. On the other hand, the primary hyperalgesia was strongly inhibited by
descending influences upon ipsilateral dorsal horn, which directly correlate with
behavioral results. Also, APtN seems to exert similar influence on the mechanical
and thermal hyperalgesia, as measured by behavioral tests. However, in the
beginning of inflammation deep ipsilateral laminae are inhibited by descending
pathways from the APtN in response to mechanical stimulation, while thermal
stimulation triggers descending inhibition on superficial ipsilateral laminae. However,
DAMGO (311pmol) microinjection into the APtN following formalin injection in the
paw caused inhibition of the ipsilateral superficial laminae in response to mechanical
stimulation and inhibition of the ipsilateral deep laminae in response to thermal
stimulation. The ipsilateral lamina V activity shows strong correlation with the
formalin-induced mechanical and thermal hyperalgesia. Furthermore, the secondary
mechanical hyperalgesia observed in the contralateral paw immediately after formalin
injection found no correlation with neuronal activity of the contralateral dorsal horn.
More sensitive APtN glutamatergic circuits activated by low doses of glutamate,
trigger descending facilitation only in physiological conditions, whose
pathophysiological role should be further studied.

Keywords: APtN. Inflammation. Formalin. Hyperalgesia. Pain
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A dor é o problema médico mais antigo e a aflicdo fisica universal do ser
humano (MELDRUM, 2003). Em todas as civilizacfes, paises e momentos historicos
gue se tém registros, tenta-se explicar o que € e porque sentimos dor e a forma de
controla-la, dai porque ela foi o motivo mais importante e decisivo para o0
desenvolvimento da arte de curar (OJUGAS, 1999).

A dor crénica tem sido cada vez mais reconhecida e tratada como uma
doenca (SIDDALL; COUSINS, 2004). Uma abundancia de dados tem revelado que a
dor crbnica impde duro sofrimento ao paciente e seus familiares e gera grande
impacto ao sistema de saude e a economia de um pais (HENRY, 2008).

A ocorréncia de dor, particularmente a cronica, mostra-se crescente na
populacdo mundial, talvez em virtude dos novos héabitos de vida, da maior
longevidade e do prolongamento da sobrevida de doentes com afeccdes fatais, de
mudancas ambientais e, provavelmente, da caracterizacdo de novas condi¢cbes
algicas e utilizacdo de novos conceitos e recursos para o seu tratamento (HUGE et
al., 2006).

Durante os primordios da humanidade era comum atribuir a dor aos maus
espiritos e as punicbes por faltas cometidas, e a medicina era exercida por
sacerdotes que, a servico de deuses, empregavam remédios naturais e acreditavam
gue preces e sacrificios poderiam curar e aliviar a dor, além perdoar as ofensas
(FINGER, 2001)

Filésofos antigos tais como Platdo e Aristoteles classificavam a dor ndo como
uma sensacgdo, mas como “paixdo da alma”, assim como o prazer. Desse modo,
acredita-se que a grande influéncia de Aristételes no pensamento cientifico ocidental
tenha postergado o reconhecimento da dor como uma sensagcao por quase dois
milénios (DALLENBACH, 1939).

Entretanto, o século XIX rendeu razoaveis contribuicbes no entendimento das
bases neurofisioldgicas da dor e no reconhecimento de sua caracteristica sensorial.
Em 1884, Blix e Goldscheider de forma independente mostraram pontos sensoriais
dolorosos especificos da pele (BLIX, 1884; GOLDSCHEIDER, 1884), e von Frey
correlacionou estes pontos a estruturas histolégicas da pele (PERL, 2007).

Um pouco mais tarde Sherrington descreveu terminacdes nervosas
especificas para a dor (SHERRINGTON, 1906).

Silveira, JWS
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Por volta da metade do século XX, Melzack e Wall propuseram a importante
teoria do portdo. Esta teoria sugere um mecanismo de “portdo” presente no corno
dorsal da medula espinal, onde as aferéncias de fibras de grosso e fino calibre
interagem na substancia gelatinosa para controlar a ativacdo das projecdes
ascendentes (MELZACK; WALL, 1965).

Desde entdo, muitos estudos tem sido feitos com o intuito de esclarecer os
mecanismos pelos quais a dor € gerada e seus mecanismos controladores
enddégenos, rendendo grandes avancos no entendimento da fisiologia e
fisiopatologia da dor.

Em décadas recentes, consideracdes éticas tem assumido importante papel
nos estudos experimentais e clinicos de dor. Rigidos padrdes tem sido estabelecidos
por governos e instituicbes para garantir os direitos de animais experimentais e
pessoas, e a aprovacao de comités imparciais e independentes € necessaria.

Apesar da grande influéncia da dor no bem estar do ser humano, somente
recentemente tem ganhado importancia nos custos dos cuidados a saude e como
entidade clinica de atencg&o especifica.

Muita da dificuldade encontrada no entendimento e manejo da dor, reside no
fato de que somente em 1979 a IASP (International Association for the Study of
Pain) cunhou uma definicdo que procurou contemplar as diversas dimensdes da
experiéncia da dor. Neste sentido a dor foi definida como “uma experiéncia sensorial
e emocional desagradavel associada a um dano tecidual potencial ou de fato, ou
ainda descrita em termos que sugere tal dano” (IASP, 1979). Implicita nesta
definicdo esta o fato de que o dano tecidual que € associado intimamente a dor, ndo
€ essencial para tal experiéncia. Além disso, o estado emocional atual do individuo,
bem como sua cultura e experiéncias passadas tem importante papel.

N&o obstante, a expressdo vocal e comportamental da dor pode ter um valor
adaptativo ao comunicar potenciais perigos para outros individuos que estao
proximos.

Um estimulo nocivo aplicado perifericamente € convertido em impulsos
elétricos pelos nociceptores. Estes sao constituidos por terminagdes livres de
neurbnios pseudo-unipolares, cujos corpos celulares estdo localizados nos ganglios

da raiz dorsal da medula espinal ou nos ganglios trigeminais. Além do ramo

Silveira, JWS
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periférico, estes neurbnios tém um prolongamento central que penetra o corno dorsal
da medula espinal pela raiz dorsal (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2000).

Os nociceptores estdo amplamente distribuidos na pele, mucosas, visceras,
musculos, peridsteos e articulacdes, e respondem a estimulos nocivos de mdultiplas
modalidades como calor, frio, estimulos mecénicos e quimicos. Os nociceptores
denominados silenciosos ndo respondem normalmente a estimulos, mas s&o
recrutados e tornam-se responsivos em determinadas circunstancias (HABLER,;
JANIG; KOLTZENBURG, 1990).

A fibra aferente primaria nociceptiva pode ser classificada com base em seu
diametro, estrutura e velocidade de conducao em fibras Ad, fracamente mielinizadas,
com diametro variando entre 2-6um e de conducéo relativamente rapida; fibras C,
nao mielinizadas, com diametro menor (0,4-1,2um) e de conducdo mais lenta.

Apo6s penetrar a medula espinal pela raiz dorsal, o ramo central da fibra
aferente primaria estabelece sinapses com neurdnios presentes na substancia
cinzenta implicados no processamento e transmissdo rostral da informacao
nociceptiva.

A substancia cinzenta da medula espinal é citoarquitetonicamente dividida em
10 laminas, sendo que as laminas | (marginal), Il (substancia gelatinosa), Ill e IV
(nucleus proprius) e V e VI (laminas profundas) compreendem o corno dorsal. As
laminas | e Il (mais superficiais) e V e VI (profundas), constituem regides espinais
predominantemente implicadas na recepgéo, processamento e transmissao rostral
da informacgao nociceptiva (MILLAN, 1999).

No corno dorsal sdo encontrados neurbnios que respondem exclusivamente a
estimulos nociceptivos e estdo mais concentrados nas laminas | e Il, e em menor
proporgcao, nas laminas profundas V e VI. Neurdnios multirreceptivos ou da faixa
dindmica ampla, que manifestam consideravel convergéncia de aferéncias cutaneas,
viscerais e musculares (MENSE, 1993; GEBHART, 1995), sdao encontrados
predominantemente nas laminas IV, V e VI, e em menor quantidade nas laminas | e
Il. Estes neurbnios de faixa dinamica ampla respondem tanto a estimulacdo nociva
guanto inécua (DUBNER et al., 1989). Neurbnios nao nociceptivos sdo encontrados
principalmente nas laminas I, Il e IV, e em menor propor¢do, na lamina | (MILLAN,
1999).

Silveira, JWS
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Os neurbnios de projecdo, por definicdo, sdo aqueles que transmitem a
informacdo nociceptiva diretamente para centros supraespinais. Os interneurdnios
estédo envolvidos com a transferéncia inter e intralaminar, integracdo e também com
a modulacéo da informacao nociceptiva, podendo ser excitatorios ou inibitorios.

Embora as fibras aferentes primarias atinjam predominantemente o lado
ipsilateral, uma pequena populacdo de fibras aferentes atinge o lado contralateral do
corno dorsal (CULBERSON et al., 1979; DUMOULIN et al., 1996)

Os axbnios dos neurdnios de projecdo compOe tratos ascendentes que
transmitem a informacdo nociceptiva até estruturas superiores do sistema nervoso
central onde as varias caracteristicas da dor, como qualidade, intensidade,
localizacdo e aspectos emocionais e afetivos sdo integrados.

A modulagéo da transmissao nociceptiva pode ocorrer logo na periferia, no
corno dorsal da medula espinal e em centros supraespinais. A proposicdo de um
sistema modulatério especifico para o controle da dor foi inicialmente feita por
Melzack e Wall (MELZACK; WALL, 1965). Em 1969, Reynolds mostrou a
importancia de sistemas descendentes no controle da dor, ao observar que a
estimulacdo elétrica da substancia cinzenta periaquedutal mesencefalica (SCP)
causava forte antinocicepcdo em ratos (REYNOLDS, 1969). Desde entdo, amplo
mapeamento de sitios encefélicos tem sido feito a fim de encontrar locais onde a
estimulacdo produza antinocicepcédo. Entre as estruturas encontradas podemos citar,
além da SCP, o nucleo dorsal da rafe, ndcleos do bulbo rostroventral (RVM) e o
nucleo pretectal anterior (NPtA), entre outros. As vias descendentes moduladoras da
nocicepcdo parecem acessar a medula espinal principalmente via funiculo
dorsolateral (FDL) (ZHUO; GEBHART, 1997; WEI; REN; DUBNER, 1998)

Os eventos moduladores da informagcdo nociceptiva podem favorecer ou
dificultar sua passagem. Diversos mecanismos estdo envolvidos nesse
processamento, incluindo a inibicdo e a facilitacdo estabelecidas pelas vias
descendentes (FIELDS; BASBAUM, 1999; MILLAN, 1999)

Estudos mais recentes tém procurado definir em que circunstancias o sistema
descendente torna-se prioritariamente inibitério ou facilitatorio. O equilibrio entre
estes dois sistemas parece ser modificado rapida e reversivelmente e, sob certas
condi¢cdes, de maneira duravel, dependendo dos ambientes interno e externo ao

organismo.

Silveira, JWS



18

Estimulos persistentes geram aumento nas respostas a estimulos nocivos
(hiperalgesia primaria) e nocicepcdo a estimulos previamente indécuos (alodinia
primaria), além de expansdo da hipersensibilidade para tecidos vizinhos mas nao
lesados (hiperalgesia e/ou alodinia secundéarias). A hiperalgesia priméaria e
secundaria parece ser diferentemente influenciada pelo sistema descendente de
controle da nocicepcao.

O processo inflamatério desencadeia mecanismos descendentes que
exercem tanto inibicdo quanto facilitagcdo sobre processos espinais envolvidos com a
hiperalgesia priméria e secundaria. Isto pode ocorrer simultdnea ou sucessivamente
no decorrer do desenvolvimento do processo inflamatério (VANEGAS; SCHAIBLE,
2004).

1.1 Controle da hiperalgesia inflamatoria priméria e secundaria

Influéncias descendentes sdo extremamente importantes no controle da
hiperalgesia primaria. A seccao bilateral do funiculo dorso-lateral torna mais intensa
a hiperalgesia térmica primaria induzida pela injecdo de carragenina na pata traseira
(REN; DUBNER, 1996).

Ha evidéncias de que influéncias facilitatérias do nudcleo reticular
gigantocelular (NRGC) competem com a inibicdo descendente sobre a hiperalgesia
primaria derivada de outros sitios supraespinais em modelos de inflamacao
periférica (WEI; DUBNER; REN, 1999; TERAYAMA; DUBNER; REN, 2002).

Quando o bulbo dorso-rostral de ratos esta lesado a hiperalgesia térmica
secundaria desencadeada por carragenina nao se desenvolve (URBAN, M. O
ZAHN; GEBHART, 1999), entretanto, diferentemente de outros achados (WEI,
DUBNER; REN, 1999), neste estudo a hiperalgesia térmica primaria ficou inalterada.
Essa diferenca observada no controle descendente da hiperalgesia primaria
possivelmente decorre dos diferentes agentes inflamatdrios usados em cada estudo,
mostrando que diferentes inflamogénios possuem peculiaridades que exigem

diferentes estratégias de controle da nocicepcéo.
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Véarios estudos indicam papel facilitatorio do RVM sobre a hiperalgesia
secundaria na inflamacéo induzida por carragenina, sem efeitos sobre a hiperalgesia
primaria (URBAN, M.O. ; GEBHART, 1999; URBAN, M. O.; ZAHN; GEBHART,
1999).

Outros dados apontam que estruturas supraespinais contribuem para a
facilitacdo descendente da hiperalgesia secundaria (URBAN, M. O.; JIANG;
GEBHART, 1996); (URBAN, M. O.; ZAHN; GEBHART, 1999), ou que influéncias
inibitérias descendentes também parecem influenciar a hiperalgesia secundéria
durante a inflamacédo desencadeada por adjuvante completo de Freund (CFA)
(HURLEY; HAMMOND, 2000; TERAYAMA et al, 2000; GUAN et al., 2002;
TERAYAMA; DUBNER; REN, 2002).

Trés horas apés a injecdo de CFA na pata, a microinjecdo de 10 ou 1000
pmol de NMDA no RVM facilita e inibe, respectivamente, a hiperalgesia térmica
primaria (TERAYAMA et al., 2000; GUAN et al., 2002). Um dia apds a injecao do
CFA, entretanto, a microinjecdo de NMDA, em qualquer dose, produz somente
inibicAo da hiperalgesia primaria. Corroborando estes achados, a estimulagéo
elétrica do RVM, trés horas apdés a injecdo de CFA, inibe de forma menos eficaz as
respostas de retirada da pata ao estimulo térmico nocivo do que uma hora pés CFA
(TERAYAMA et al.,, 2000; TERAYAMA; DUBNER; REN, 2002). Plasticidade
semelhante neste nucleo é vista quando se avalia a poténcia de agonistas opidides
M ou O, que torna-se progressivamente maior quando testada 4 horas, 4 dias e 2
semanas apoés a injecdo de CFA na pata traseira (HURLEY; HAMMOND, 2000). A
SCP também parece desenvolver semelhante plasticidade nos mecanismos que

modulam a nocicepcéao na vigéncia de inflamacdo (MORGAN et al., 1991).

1.2 Aresposta a formalina

Um modelo de dano periférico persistente muito utilizado é o teste da
formalina (DUBUISSON; DENNIS, 1977). Acredita-se que a nocicepgéo
guimica/inflamatéria gerada neste modelo, representa melhor a dor clinica do que

testes térmicos ou mecanicos fasicos (DENNIS; MELZACK, 1979). A resposta a
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injecdo subcutdnea de formalina consiste de uma fase inicial (1-5 minutos
aproximadamente apds a injecdo) e uma fase tardia (15-60 minutos
aproximadamente) de sensacao dolorosa nos seres humanos e de comportamentos
nociceptivos em animais de laboratério (PORRO; CAVAZZUTI, 1993). Os neurdnios
nociceptivos espinais com campos receptivos na pata injetada mostram
correspondentes fases inicial e tardia de aumento de freqiéncia de disparos
(DICKENSON; SULLIVAN, 1987). Além disso, a formalina produz aumento imediato
e intenso da atividade das fibras C aferentes melhor que outros inflamogénios
freqientemente usados (HEAPY; JAMIESON; RUSSEL, 1987).

Estudos mais recentes mostram que além do comportamento nociceptivo
espontaneo caracteristico que dura aproximadamente 1h, alodinia e hiperalgesia de
longa duracdo sdo detectaveis em locais remotos ao da injecdo da formalina. A
resposta hiperalgésica a estimulos térmicos aplicados a cauda dura muitas horas
apos a injecao da formalina na pata de ratos (WIERTELAK et al., 1994), e a injecéo
de formalina na cauda reduz por varias horas o limiar de retirada da pata a estimulos
térmicos (BIANCHI; PANERAI, 1997).

A injecdo subcutanea de formalina 5% danifica os nociceptores no local da
injecdo, levando a respostas hipoalgésicas a estimulos mecéanicos e térmicos.
Entretanto, respostas hiperalgésicas sdo induzidas na superficie oposta a da injecéo
na pata (hiperalgesia primaria), e também na pata contralateral (hiperalgesia
secundaria) (FU; LIGHT; MAIXNER, 2001).

A administragdo subcutdnea de formalina parece ativar vias facilitatorias
descendentes que séo abolidas por transeccao ou lesao espinal (WATKINS et al.,
1994). Os mecanismos que contribuem para esses estados de dor de longa duracao
ainda néo estdo bem identificados. Diversos trabalhos sugerem que os mecanismos
envolvidos com a sensibilizacdo central sdo, pelo menos parcialmente, responsaveis
pela hiperalgesia e alodinia persistentes observadas. O fato de que hiperalgesia e
alodinia ocorrem em locais remotos ao da injecdo da formalina, reforcam estas
afirmacdes (FU; LIGHT; MAIXNER, 2001).
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1.2.1 Controle da hiperalgesia priméaria durante a inflamag&do induzida por

formalina

Influéncias inibitérias descendentes tdnicas parecem ja estar presentes
guando a formalina é injetada (ABBOTT; HONG; FRANKLIN, 1996). H4, no entanto,
evidéncias de que a fase inicial das respostas comportamentais a formalina é
facilitada por projeces descendentes serotoninérgicas. De fato, a aplicacédo espinal
de antagonista de receptor serotoninérgico 5-HT3, deprime fortemente a atividade
dos neurénios do corno dorsal desencadeada por formalina nesta fase (GREEN;
SCARTH; DICKENSON, 2000), mas 0s mecanismos neuronais responsaveis por tal
facilitagcdo requerem ainda melhor definigcdo.

A resposta tardia a formalina também esta sujeita a mecanismos
descendentes de facilitacdo/inibicdo. Altas concentracdes de formalina resultam em
maior atividade gabaérgica no RVM, o que pressupfe maior atenuacdo de
mecanismos inibitorios descendentes a partir deste nucleo (GILBERT; FRANKLIN,
2001). Outros achados sugerem que projecBes descendentes serotoninérgicas
também facilitam as respostas da fase tardia da formalina (OYAMA et al., 1996).

A hiperalgesia mecéanica e térmica observada na pata tratada com formalina
ocorre rapidamente apOs a injecdo, porém, diferentemente do comportamento
nociceptivo espontaneo, estende-se por aproximadamente 4 semanas, e mostra
efeito bifasico, com a fase inicial ocorrendo algumas horas apds a estimulacdo e
aumentando até o 3° dia, enquanto que a segunda fase ocorre por volta do 10° dia
(FU; LIGHT; MAIXNER, 2001). O grau de hiperalgesia induzida pela formalina
parece ser limitado pelo aumento concomitante da sensibilidade de mecanismos
neuronais espinais a inibicdo noradrenérgica descendente (GREEN; SCARTH,;
DICKENSON, 2000). Finalmente, resultados semelhantes indicam que a inibicao

opioidérgica espinal também esta sensibilizada (HYLDEN et al., 1991).
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1.2.2 Controle da hiperalgesia secundéaria durante a inflamag&o induzida por

formalina

Respostas hiperalgésicas a estimulos mecéanicos também séo detectadas na
pata contralateral aquela tratada com formalina (FU; LIGHT; MAIXNER, 2001). Apos
a injecao de formalina em uma pata traseira, ocorre facilitacdo do reflexo de retirada
da cauda evocado por estimulo térmico ou mecanico (hiperalgesia secundaria)
(CALEJESAN; CHANG; ZHUO, 1998). A administracdo de metisergida por via
intratecal bloqueia essa facilitacdo (GOGAS et al., 1991), e a lesédo prévia do RVM
provoca inibicdo desse reflexo (WIERTELAK et al., 1997). Quando a medula espinal
€ transeccionada antes da injecdo de formalina, ndo ocorre facilitacdo ou inibicdo do
reflexo de retirada da cauda (WIERTELAK et al., 1994), mostrando assim o carater
descendente dessa modulacdo. Estes resultados sugerem que a injecao intraplantar
de formalina desencadeia influéncias facilitatorias descendentes sobre mecanismos
envolvidos com a hiperalgesia secundaria, tanto quanto influéncias inibitorias
descendentes que se tornam aparentes quando as facilitatorias sdo removidas.

Aferentes primarios da pata terminam em neurbnios localizados em
segmentos espinais diferentes daqueles onde estdo neurbnios envolvidos no
controle do reflexo de retirada da cauda (WIERTELAK et al.,, 1994). Assim, a
facilitacdo do reflexo de retirada da cauda apods a injecdo de formalina na pata
(hiperalgesia secundéaria) requer processamento intraespinal e/ou circuitaria
descendente. De fato, a transeccéo espinal impede a reducao do limiar de retirada
da cauda produzida pela injecdo intraplantar de formalina, mostrando que influéncias
descendentes sdo necessarias para o0 desenvolvimento desse fendmeno
(WIERTELAK et al.,, 1994). Porém, had de se considerar que a estimulagédo
nociceptiva repetitiva (como a que ocorre com a formalina) provoca excitacao difusa

na medula espinal, mesmo entre segmentos diferentes (COGHILL et al., 1991).
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1.3 O Nucleo Pré-tectal anterior

Ndo ha absoluta separacdo anatdbmica entre as estruturas envolvidas na
iniciacdo de mecanismos descendentes inibitérios e facilitatorios. Loci comuns em
diversas areas encefalicas dao origem a vias que levam a facilitacdo ou inibicao
descendentes (FIELDS; HEINRICHER; MASON, 1991). Dentre as estruturas
supraespinais com importante papel nestes mecanismos encontra-se 0 nucleo
pretectal anterior (NPtA).

A estimulacao elétrica do NPtA de ratos promove antinocicepcdo nos testes
da formalina, de presséo da pata (WILSON; REES; ROBERTS, 1991) e abertura da
mandibula (CHIANG et al., 1989). Apds injecdo intraplantar de formalina, ha maior
captacdo de glicose pelos neurdnios do NPtA de ratos, efeito significativamente
maior no 14° do que no 2° dia, o que sugere que o estimulo nociceptivo prolongado
€ mais eficaz na ativacéo deste nucleo (PORRO et al., 1991; NETO et al., 1999).

Também, a estimulacdo elétrica do NPtA inibe a atividade de neurbnios
multirreceptivos de camadas profundas do corno dorsal da medula espinal em
resposta a estimulos térmicos nocivos, sem afetar as respostas destes neurdnios a
estimulos néo nocivos (REES; ROBERTS, 1987), e facilita a atividade de neurénios
nociceptivos especificos superficiais em resposta a estimulos nocivos (REES;
TERENZI; ROBERTS, 1995).

Villarreal e cols. (2003), observaram aumento significativo do numero de
células c-Fos imunorreativas no NPtA ipsilateral, e principalmente no contralateral
em ratos com incisédo cirargica da pata. A imunorreatividade a c-Fos nas laminas
superficiais e profundas do corno dorsal ipsilateral foi significativamente maior que
nos animais controles, o que nao ocorreu no lado contralateral. A microinjecao de
anestésico local no NPtA contralateral a incisdo da pata diminuiu o nimero de
células que expressaram a proteina c-Fos nas laminas superficiais em resposta a
incisdo na pata, e aumentou o numero de células c-Fos imunorreativas nas laminas
profundas do corno dorsal da medula espinal. Esses achados nos levam a concluir
gue a estimulacdo nociceptiva persistente ativa aferéncias que atingem o NPtA

principalmente no lado contralateral, de onde partem vias descendentes que atuam
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ativando células superficiais e inibindo as células profundas do corno dorsal da
medula espinal.

Muitos estudos ainda sdo necessarios para entender o0s complexos
mecanismos de controle endégeno da dor desencadeados quando ha um dano
periférico persistente como a inflamagéo. Avancos nesse sentido podem resultar em

melhores estratégias terapéuticas e, consequentemente, melhor qualidade de vida.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de vias descendentes de controle da nocicepcado que
partem do NPtA sobre a hiperalgesia mecanica ou térmica, primaria e secundaria,
implicadas com o inicio e manutencdo de processo inflamatorio periférico

persistente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar, através de testes comportamentais, os efeitos do bloqueio neural do
NPtA na inducédo e desenvolvimento da hiperalgesia mecéanica ou térmica,
primaria e secundaria, até duas semanas apOs o inicio de inflamacao

periférica;

2) Avaliar, através de testes comportamentais, os efeitos da estimulacdo de
circuitos glutamatérgicos e p-opioidérgicos presentes no NPtA na inducao e
desenvolvimento da hiperalgesia mecanica ou térmica, primaria e secundaria,

até duas semanas ap0s o inicio de inflamacéo periférica;
3) Avaliar a influéncia de vias inibitorias e facilitatorias descendentes do NPtA
sobre a atividade neuronal do corno dorsal da medula espinal na vigéncia de

processo inflamatério periférico;

4) Procurar correlacdes entre a atividade neuronal das laminas do corno dorsal

da medula espinal os achados comportamentais.
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, provenientes do Biotério Central do
Campus da USP de Ribeirdo Preto, pesando por volta de 160 gramas no momento
da cirurgia estereotaxica. Estes animais foram inicialmente mantidos no biotério do
Departamento de Farmacologia, com agua e alimentacdo ad libitum, temperatura
controlada (22 + 1°C) e ciclo de luz claro/escuro de 12 x 12 horas, com inicio do
periodo claro as 7:00 horas. Para a realizacdo dos experimentos, 0os animais foram
levados previamente a sala de experimentacao para adaptacao.

Os experimentos foram conduzidos conforme protocolo aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (Protocolo 189/2005) da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto/USP. Foram respeitadas as normas éticas que compreendem
cuidados com os animais de laboratério e seu uso em experimentos que envolvem
dor (ZIMMERMANN, 1983; 1986; PORTER, 1992). Todo esforc¢o foi feito no sentido

de minimizar tanto o numero de animais quanto seu sofrimento.

3.2 Injecao intraplantar de formalina

50 ul de formalina 5% em salina ou salina, foram injetados sob a pele do
dorso da pata posterior direita. Para a injecdo, a agulha, com o bisel voltado para
cima, foi inserida cuidadosamente. A visualizacdo da agulha através da pele permitiu
gue a formalina fosse injetada sempre na mesma regido da pata. A agulha foi

retirada com leve rotagao, evitando-se o refluxo do volume injetado.
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3.3 Implante de canula-guia

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (50mg/kg, intraperitoneal)
e fixados em aparelho estereotaxico (DKI). A calota craniana foi exposta e 0s
animais receberam implante crénico de canula guia de aco inoxidavel (23G) de 12
mm de comprimento. As canulas foram direcionadas de modo a manter a
extremidade inferior 3,0 mm acima do alvo, segundo as coordenadas do Atlas de
Paxinos & Watson, 1986 (anteroposterior: +3,2 mm relativo a linha interaural; lateral:
+1,8 mm relativo a sutura sagital; dorsoventral: -2,4 mm relativo a superficie da
calota craniana). Para evitar obstrucdo, um mandril de aco inoxidavel (30-G) foi
introduzido e fixado no interior da canula-guia. Os implantes foram fixados com
acrilico autopolimerizavel (Simplex®, Sédo Paulo, Brasil) ancorado por dois parafusos
de aco inoxidavel rosqueados na calota craniana do animal. Apds a cirurgia os
animais foram tratados com injecdo intramuscular de 0,2 ml de antibiético
(Pentabidtico Veterinario®, Fontoura-Wyeth) e permaneceram no biotério por um

periodo minimo de repouso de cinco dias.

3.4 Microinjecao

A microinjecao foi feita através de agulha de vidro (70-90um) conectada a um
tubo de aco inoxidavel (30-G). O conjunto é protegido por um sistema telescépico de
tubos de aco inoxidavel que compreende um tubo 30-G conectado a um tubo 23-G.
Esta protecdo permite o deslizamento do conjunto de agulha de vidro e tubo de aco
no seu interior. O tubo 30-G, conectado a agulha de vidro, tem sua outra
extremidade ligada a um tubo de polietiieno (PE 10) sobreposto a um papel
milimetrado para medida do deslocamento de volume. O polietileno é preenchido
com solugéo contendo droga ou salina e sua outra extremidade € conectada a uma
seringa de 10 ml (vazia) utlizada para fazer pressdo dentro do polietileno,
provocando o deslocamento da solucédo (visualizado por uma bolha de ar). A
protecdo de aco com a agulha é colocada na canula-guia e a agulha introduzida até
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o alvo (3,0 mm abaixo da ponta da céanula). O volume total de injecdo de 250 nl foi
administrado lentamente a uma velocidade constante durante 2 minutos (a fim de
evitar rapida expansao do tecido) e a agulha foi removida 20 segundos apos esse
procedimento.

3.5 Avaliacédo da Hiperalgesia Mecanica

3.5.1 Teste de Pressao Crescente na Pata/Cauda de Rato

O uso de filamentos de von Frey (VON FREY, 1896) € um método para
avaliar nocicepcédo. Essa técnica foi transformada em um método eletrénico usado
primeiramente em humanos (JENSEN et al.,, 1986) e posteriormente em ratos
(MOLLER; JOHANSSON; BERGE, 1998). Os experimentos foram realizados com
um anestesidometro eletronico (Insight®), que consiste em um transdutor de pressao
conectado a um contador digital de forca expressa em gramas. A precisdo do
aparelho € de 0,1 g. O contato do transdutor de presséo a pata € realizado através
de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 mm de diametro adaptada a
esse. Os animais foram colocados em caixas de acrilico, medindo 12X20X17 cm
cujo assoalho é uma rede de malha igual a 5 mm? constituida de arame n&o
maleavel de 1 mm de espessura, no minimo 30 minutos antes do experimento para
adaptacéo. Espelhos séo posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacao
para facilitar a visualizacdo. O experimentador aplica uma pressédo linearmente
crescente na superficie plantar da pata do rato, ou na regido dorsal da cauda a 5 cm
da extremidade, até que o animal produza uma resposta caracterizada como
sacudida da pata ou da cauda estimuladas. Os estimulos séo repetidos por até seis
vezes, em geral até o animal apresentar 3 medidas similares. A intensidade da
resposta foi quantificada como a variagéo na pressao (A do limiar de estimulo) obtida
subtraindo-se a média de trés valores observados antes (limiares basais) da média
de trés valores obtidos apds o procedimento experimental:

A(g) = (média de 3 medidas basais similares) — (média de 3 medidas similares pos procedimentos)
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3.6 Avaliacdo da Hiperalgesia Térmica

3.6.1 Teste de Retirada da Cauda/Pata de rato

Com os animais nas caixas de acrilico usadas na avaliagcdo da hiperalgesia
mecanica, um filamento de niquel-cromo foi colocado em contato com a superficie
ventral da pata traseira direita e da pata traseira esquerda do rato (na regiao plantar)
ou com a superficie ventral da cauda entre 2 cm e 3 cm da extremidade. Este
filamento é eletricamente aquecido a taxa de 6° C/segundo a partir da temperatura
ambiente (24° C), atingindo temperatura maxima aproximada de 80°C. Dessa forma
o reflexo de retirada da cauda/pata em ratos néo tratados ocorre por volta de 4
segundos O aguecimento é automaticamente interrompido ao alcancgar 9 segundos a
fim de evitar lesdo tecidual.

Os estimulos séo repetidos trés vezes nas primeiras leituras (leituras basais)
e por duas vezes nas demais leituras. A intensidade da resposta foi quantificada
como a variagao (A do limiar de estimulo) no tempo obtida subtraindo-se a média de
3 valores expressos em segundos (tempo) observada antes de qualquer
procedimento (limiares basais) da média de 2 valores obtidos apos os

procedimentos experimentais:

A(s) = (média das 3 medidas basais) — (média de 2 medidas pds procedimentos)

A temperatura da sala de experimentacdo foi cuidadosamente mantida
constante a 24+1° C, uma vez que esta parece interferir com as respostas

nociceptivas a estimulos térmicos (BERGE; GARCIA-CABRERA; HOLE, 1988;
TJOLSEN et al., 1988; MILNE; GAMBLE, 1989; ROSLAND, 1991).
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3.7 Imunohistoquimica c-Fos

130 minutos apdés a microinjecdo de salina, lidocaina, glutamato (5 ou 50
nmol) ou 311 pmol de DAMGO no NPtA, os animais foram anestesiados com dose
letal de tiopental sédico 2,5% (Abbott®) e feita a perfusdo transcardiaca com
solucdo salina tamponada, seguida por paraformaldeido 4% (Sigma®) em tampéao
fostato 0,1 M (pH=7,4). As medulas espinais foram removidas, fixadas por 2 horas
no paraformaldeido e estocadas por tempo minimo de 48 horas em sacarose 30%
(Vetec®). Decorridos este tempo, as medulas foram congeladas em Tissue Teck
(Sakura®) para serem seccionadas em cortes de 40 um usando-se um aparelho
criostato (Leica CM 1850). O lado da medula espinal ipsilateral a pata injetada com
formalina ou salina foi marcado por meio de pequena perfuracao.

Seguindo metodologia descrita anteriormente (DE OLIVEIRA; DEL BEL,
GUIMARAES, 2000), foi realizada imunohistoquimica c-Fos nas seccoes
transversais da medula espinal obtidas. As sec¢des foram sucessivamente lavadas,
e incubadas por 20 horas em anticorpo primério (c-Fos — rabbit polyclonal 1gG
1/1000 em PBS+, Santa Cruz, USA), apds novas lavagens, foi feita exposicdo ao
anticorpo secundario (anti-rabbit; Vector) por 1 hora e, a seguir, a reacdo da
imunoperoxidase avidina-biotina (Kit Vectastain ABC, Vector Lab, Burlingame, CA,
USA), e a imunorreatividade a c-Fos foi revelada pela adicdo do corante
diaminobenzidina (Sigma).

As seccBes da medula foram distendidas em laminas (Knittel Glaser®)
previamente gelatinizadas. Depois de secas a temperatura ambiente, estas seccoes
foram desidratadas por meio de uma série de alcoois (70%, 80%, 95% e 100%, 3
minutos em cada), clareadas em xilol (2 vezes de 3 minutos) e cobertas com
Entellan (ProSciTech®) e laminulas (Perfecta®).

O numero de células c-Fos imunorreativas foi quantificado em éareas
correspondentes as laminas I/l e lamina V bilateralmente no corno dorsal da medula
espinal. As imagens das seccbes foram capturadas utilizando-se um microscopio
Leica com camera CCD e o sistema computadorizado de analise de imagem 9.0 (W.
Rasband, National Institute of Mental Health). As laminas do corno dorsal foram

identificadas e delimitadas com auxilio do atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS;
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WATSON, 1986). Cada contagem obtida foi confirmada por andlise visual das
laminas. Para cada tratamento, foram avaliadas trés seccfes da medula espinal
lombo-sacra (L3-L4) por animal. Toda a quantificacdo histolégica foi feita de forma

cega.

3.8 Andlise histoldgica

Terminados os testes, 0os animais receberam microinjecdo do corante Fast
Green (250 nl) no NPtA. Procedeu-se anestesia com dose letal de tiopental sédico
2,5% (Abbott®) e foi feita perfusdo transcardiaca com solucdo salina tamponada,
seguida por paraformaldeido 4% (Sigma®) em tampéao fostato 0,1 M (pH=7,4). Os
encéfalos foram removidos, fixadas por 2 horas no paraformaldeido e estocadas por
tempo minimo de 48 horas em sacarose 30% (Vetec®). Decorridos este tempo, 0s
encéfalos foram congeladas e seccionadas em cortes de 60 um usando-se um
aparelho criostato (Leica CM 1850). Os cortes foram montados em laminas de vidro
gelatinizadas, secas ao ar e corados com solucdo de vermelho neutro 1%.
Posteriormente, foram analisados com o auxilio de uma lupa e os sitios de injecéo
anotados sobre figuras retiradas do atlas de Paxinos & Watson (PAXINOS;
WATSON, 1986).

3.9 Andlise estatistica

Os resultados foram representados como a média + erro padrdo da média
(EPM) de pelo menos 4 animais por grupo. Para os resultados dos testes
comportamentais foi usada Analise de variancia a um critério (One-way ANOVA )
seguido pelo teste de Tukey, e para os resultados de imunoshistoquimica foi usada
analise de variancia a um critério seguida pelo teste de Newman Keuls. O software

GraphPad Prism® 5 foi utilizado para fazer estas analises.
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3.10 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: [D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly-ol°]-enkephalin
(DAMGO) foi adquirida de Tocris Cookson Inc. (Ellisville, MO, USA), 2% lidocaine
chloride (Xylocaine®) adquirida de AstraZeneca do Brasil (Sdo Paulo, Brazil) e L-
glutamic acid hydrochloride adquirida de RBI/Sigma (Natick, MA, USA). Todas as

drogas foram diluidas em salina.

3.11 Protocolos

3.11.1 Inducéo da hiperalgesia primaria e secundaria

Para inducdo da hiperalgesia foi administrada 50 pl de formalina 5% (diluida
em salina) no dorso da pata direita dos ratos, como descrito no item 3.2. Os animais
controles receberam a injecdo de mesmo volume de salina (NaCl 0,9%). A
hiperalgesia primaria mecéanica e térmica foram avaliadas na superficie ventral da
pata injetada; a hiperalgesia mecanica secundaria foi avaliada na superficie ventral
da pata esquerda e na superficie dorsal da cauda, e a hiperalgesia térmica

secundaria na superficie ventral da pata esquerda e na superficie ventral da cauda.

3.11.2 Avaliacao dos efeitos do bloqueio neural ou estimulagcdo do NPtA sobre

a hiperalgesia mecéanica ou térmica primaria e secundaria, imediatamente, 2

horas, 1 dia, 7 dias e 14 dias do inicio do processo inflamatorio.

A leitura dos limiares mecéanico e térmico basais foi tomada nas patas
posteriores direita e esquerda e na calda. Apos as leituras basais, foi feita injecédo de

formalina 5% ou salina no dorso da pata direita. Nos tempos 0, 2 horas, 1 dia, 7 dias
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e 14 dias apos a injec¢do i.pl. foi feita microinjecédo de lidocaina 2%, glutamato (5 ou
50 nmol), DAMGO (156 pmol ou 311 pmol), ou salina, no NPtA esquerdo e entéo
foram feitas novas leituras do limiar mecéanico e térmicos nas patas posteriores e na
cauda nos tempos 0 e 15 minutos apds a microinje¢ao.

Quando a microinjecdo no NPtA foi feita no tempo 2 horas apos a injecéo i.pl.,
foi feita leitura adicional dos limiares mecanico e térmico logo apos a injecao i.pl. de
salina ou formalina. Quando a microinjecdo ocorreu nos tempos 1 dia, 7 dias e 14
dias apos a injegdo i.pl., foram feitas leituras adicionais dos limiares mecénico e

térmico logo apds a injecdo intraplantar e imediatamente antes das microinjecoes.

3.11.3 Avaliacédo dos efeitos do bloqueio neural ou estimulacdo do NPtA sobre

a atividade neuronal do corno dorsal da medula espinal, imediatamente e 7

dias do inicio do processo inflamatério.

Para este protocolo, os animais seguiram 0S mesmos passos descritos no
protocolo anterior (3.11.2) com a diferenca de que agora os estimulos mecéanicos ou
térmicos foram feitos em grupos distintos de animais, para permitir averiguar a acao
do controle descendente na atividade neuronal do corno dorsal da medula espinal
frente ao estimulo mecéanico ou térmico individualmente. Além disso, os estimulos
mecanicos foram sempre padronizados em 5 estimulagdes em cada momento.

Cento e trinta minutos apos as microinjecdes de lidocaina, glutamato (5 ou 50
nmol) ou 311 pmol de DAMGO no NPtA os animais foram sacrificados e suas
medulas espinais retiradas e processadas para realizacdo de imunohistoquimica c-
Fos (como descrito no item 3.7).
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4.1 Efeitos da microinjecédo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou salina (250
nl) no NPtA sobre a hiperalgesia mecéanica e térmica, primaria e secundaria,

imediatamente, 2 horas, 1 dia, 7 dias, ou 14 dias ap0s a inducao de inflamacao

pelainjecédo i.pl. de formalina 5%

4.1.1 Pata direita (hiperalgesia primaria)

4.1.1.1 Limiar mecanico

4.1.1.1.1 Imediatamente apds ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 01.

A microinjecdo de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA apoés a injecdo de salina
(50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) diminuiu levemente o
limiar mecéanico desta pata, enquanto que a microinje¢do de glutamato (50 nmol/250
nl) no NPtA (grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA) teve efeito oposto, comparado
com animais controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA), ambos porém, sem diferenca
estatistica significativa. A injecéo de formalina 5% (50 pl) na pata direita diminuiu de
forma significativa o limiar mecanico quando seguida pela microinjecdo de salina
(250 nl) no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) e, de forma menos intensa,
guando glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) foi microinjetado no NPtA (grupos form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 50 nmol NPtA), comparado com animais

controle (grupo salinai.pl.+salina NPtA).
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Pata direita/Limiar mecanico
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Figura 01. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecédo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
microinje¢cdo de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo e novas medidas do limiar
para estimulos mecanicos foram aferidas nos tempos 0 min e 15 min apds a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.1.2 2 horas ap6s a injecédo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 02.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecéanico desta pata comparado com 0s
animais com injecéo i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até 2 horas
apos a injecao i.pl. (grupo salina i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+salina NPtA). 2
horas apoOs as injecOes intraplantares de salina, a microinjecdo de glutamato (5
nmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo alterou o
limiar mecéanico da pata direita, enquanto que a microinje¢cdo de glutamato (50
nmol/250 nl) aumentou o limiar no tempo 0 apdés a microinjecdo (grupo salina
i.pl.+glut 50 nmol NPtA), comparado com animais controle (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). Ja os animais que haviam recebido formalina i.pl. e, 2 horas
apos, receberam a microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) no NPtA (grupos
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) ndo apresentaram
mudancas significativas no limiar mecanico da pata direita quando comparado com
0S animais com injecéo i.pl. de formalina e microinjecdo de salina no NPtA (grupo
form i.pl.+salina NPtA).
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Pata direita/Limiar mecanico
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Figura 02. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). Duas horas apés a injecao
i.pl., glutamato ou salina foram microinjetados no NPtA esquerdo e novos limiares
foram aferidos nos tempos 0 min e 15 min apos a microinjecéo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01,

***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.1.3 1 dia ap0s ainjec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 03.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecéanico desta pata comparado com 0s
animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até 1 dia
apoés a injecao i.pl. Um dia apos as injecdes intraplantares de salina, a microinjecéo
de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina i.pl.+glut 5 nmol
NPtA) ndo alterou o limiar mecénico da pata direita, enquanto que a microinjecéo de
glutamato (50 nmol/250 nl) aumentou estes limiares especialmente no tempo 0 apds
a microinjecdo (grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA), comparado com animais
controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA). Da mesma forma, a microinjecdo de 5
nmol de glutamato no NPtA, 2 horas apos a injecao i.pl. de formalina (grupo form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo apresentou mudancas significativas no limiar mecanico
da pata direita, e aqueles animais que, nas mesmas condicbes, receberam
microinjecdo de 50 nmol de glutamato no NPtA (form i.pl.+glut 50 nmol NPtA)
apresentaram aumento destes limiares, comparado com com 0S animais com
injecédo i.pl. de formalina e microinjecdo de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina
NPtA).
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Figura 03. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). Um dia apés a injecao i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min ap0s a microinjecao
de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.1.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 04.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecéanico desta pata comparado com 0s
animais com injecéo i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até 7 dias
apés a injecao i.pl. Sete dias apOs as injecdes intraplantares de salina, a
microinjecao de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina i.pl.+glut
5 nmol NPtA) diminuiu o limiar mecanico da pata direita no tempo 0 apds a
microinjecdo, enquanto que a microinjecdo de 50 nmol de glutamato no NPtA (250
nl, grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA) aumentou este limiares, comparado com
animais controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA). Animais com injecédo de formalina
na pata direita e que, 7 dias apds, receberam microinjecdo de glutamato (5 ou 50
nmol/250 nl) no NPtA (grupos form i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 50
nmol NPtA) apresentaram aumento do limiar mecéanico, significativo
estatisticamente somente naqueles com a maior dose de glutamato, comparado com
com o0s animais com injecao i.pl. de formalina e microinjecdo de salina no NPtA

(grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 04. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtenc&o do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecédo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). Sete dias ap0s a inje¢éo i.pl.
os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apds a
microinjecdo de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.1.5 14 dias ap6s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 05.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecéanico desta pata comparado com 0s
animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que ndo se prolongou até o
14° dia apos a injecéo i.pl. Catorze dias apoés as inje¢cBes intraplantares de salina, a
microinjecao de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina i.pl.+glut
5 nmol NPtA) diminuiu de forma néo significativa o limiar mecanico da pata direita
no tempo 0 apds a microinjecdo, enquanto que a microinjecdo de 50 nmol de
glutamato no NPtA (250 nl, grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA) aumentou este
limiares de forma significativa, comparado com animais controle (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). A microinjecdo de 5 nmol de glutamato no NPtA (grupo form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA) 14 dias ap0s injecdo i.pl. de formalina provocou diminui¢ao
nao significativa do limiar mecanico da pata direita, e aqueles animais, que nas
mesmas condi¢cdes, receberam microinjecdo de 50 nmol de glutamato no NPtA
(grupo form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) n&o apresentaram mudancas significativas
nestes limiares, comparado com 0s animais com injecdo i.pl. de formalina e

microinjecao de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 05. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). 14 dias apés a injecédo i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min ap0s a microinjecao
de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.2 Limiar térmico

4.1.1.2.1 Imediatamente ap0s ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 06.

A microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) no NPtA esquerdo apés a
injecdo de 50 pl de salina na pata direita (grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e
salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA) ndo teve efeitos significativos sobre o limiar térmico
da pata direita, comparado com animais controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA),
apesar da dose maior de glutamato ter provocado leve aumento destes limiares. A
injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita diminuiu de forma significativa o limiar
térmico desta pata quando seguida pela microinjecdo de salina no NPtA (grupo
formalina i.pl.+salina NPtA) e, de forma menos intensa, quando 5 nmol ou,
principalmente, 50 nmol de glutamato foi microinjetado no NPtA (grupos form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 50 nmol NPtA), comparado com animais

controle (grupo salinai.pl.+salina NPtA).
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Figura 06. Efeitos da microinje¢éo de 250 nl de glutamato (5 ou 50 nmol,) ou
de salina no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada pela
injecédo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
microinjecdo de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo e novas medidas do limiar
para estimulos mecanicos foram aferidas nos tempos 0 min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.2.2 2 horas ap6s a injecédo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 07.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata comparado com 0s animais com
injecdo i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até 2 horas apos a
injecdo i.pl. (grupo salinai.pl.+salina NPtA x form i.pl.+salina NPtA). 2 horas apés
as injecdes intraplantares de salina, a microinje¢do de glutamato (5 ou 50 nmol/250
nl) no NPtA (grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e salina i.pl.+glut 50 nmol
NPtA) ndo alterou o limiar térmico da pata direita, comparado com animais controle
(grupo salina i.pl.+salina NPtA). Ja4 os animais que haviam recebido formalina i.pl.
e, 2 horas apés, receberam a microinjecdo de glutamato no NPtA (grupos form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) apresentaram aumento
destes limiares, estatisticamente significativo com a maior dose de glutamato e no
tempo 0 apds a microinjecdo, quando comparado com 0s animais com injecao i.pl.

de formalina e microinjecao de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 07. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecédo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Duas horas apés a injecéo i.pl.,
glutamato ou salina foram microinjetados no NPtA esquerdo e novos limiares foram
aferidos nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecgao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,01 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.2.3 1 dia ap0s ainjec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 08.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata comparado com 0s animais com
injecdo i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que ndo se prolongou até 1 dia apds a
injecdo i.pl. Um dia apds as injecdes intraplantares de salina, a microinjecdo de
glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA (grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo
alterou significativamente o limiar térmico da pata direita, e naqueles animais que
nas mesmas condi¢cdes, receberam microinjecdo de 50 nmol de glutamato no NPtA
(250 nl, grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA) houve aumento destes limiares no
tempo O apOés a microinjecdo, comparado com animais controle (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). Da mesma forma, os animais que haviam recebido formalina i.pl.
e, 1 dia apds, receberam a microinjecdo de 5 nmol de glutamato no NPtA (grupo
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo mostraram alteracdo significativa do limiar térmico
da pata direita, e naqueles animais que nas mesmas condicbes, receberam
microinjecdo de 50 nmol de glutamato no NPtA (grupo form i.pl.+glut 50 nmol
NPtA) houve aumento destes limiares no tempo 0 apds a microinje¢cdo, comparado
com o0s animais com injecao i.pl. de formalina e microinjecdo de salina no NPtA

(grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 08. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Um dia apds a injecéo i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.2.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 09.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata comparado com 0s animais com
injecdo i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que ndo se prolongou até o 7° dia apés a
injecdo i.pl. Sete dias apds as injecdes intraplantares de salina, a microinjecdo de
glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA (grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo
alterou significativamente o limiar térmico da pata direita, e naqueles animais que
nas mesmas condi¢cdes, receberam microinjecdo de 50 nmol de glutamato no NPtA
(grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA) houve aumento destes limiares no tempo 0
apdés a microinjecdo, comparado com animais controle (grupo salina i.pl.+salina
NPtA). Os animais que haviam recebido formalina i.pl. e, 7 dias apés, receberam a
microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) no NPtA (grupos form i.pl.+glut 5
nmol NPtA e form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) n&do mostraram mudancas
significativas no limiar térmico da pata direita, comparado com 0s animais com
injecao i.pl. de formalina e microinjegcéo de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina
NPtA).
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Figura 09. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecédo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias ap0ds a injecao i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.1.2.5 14 dias ap6s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 10.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata comparado com 0s animais com
injecdo i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que ndo se prolongou até o 14° dia apos a
injecdo i.pl. Catorze dias ap0s as injecdes intraplantares de salina, a microinjecédo de
glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA (grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo
alterou significativamente o limiar térmico da pata direita, e naqueles animais que
nas mesmas condicdes, receberam microinjecdo de glutamato (50 nmol/250 nl) no
NPtA (grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA) houve aumento destes limiares no
tempo O apO6s a microinjecdo, comparado com animais controle (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). Os animais que haviam recebido formalina i.pl. e, 14 dias apos,
receberam a microinjecédo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) no NPtA (grupos form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) ndo mostraram mudancas
significativas no limiar térmico da pata direita, comparado com 0s animais com
injecao i.pl. de formalina e microinjegcéo de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina
NPtA).
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Figura 10. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecédo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). 14 dias apos a injecao i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.2 Pata esquerda (hiperalgesia secundéria)

4.1.2.1 Limiar mecanico

4.1.2.1.1 Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 11.

A microinjecéo de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA apds a injecao de salina
(50 ul) na pata direita (grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) diminuiu o limiar
mecéanico da pata esquerda, enquanto que a dose de 50 nmol de glutamato
microinjetada no NPtA (250 nl, grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA) nédo teve
efeito significante, comparado com animais controle (grupo salina i.pl.+salina
NPtA). A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita diminuiu de forma
significativa o limiar mecanico da pata esquerda quando seguida pela microinjecéo
de salina no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) e, de forma menos intensa,
guando 5 nmol de glutamato foi microinjetado no NPtA (grupo form i.pl.+glut 5
nmol NPtA), quando comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina e
microinjecao de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A microinjecao de
glutamato (50 nmol) no NPtA apds a injecdo de formalina na pata direita (form
i.pl.+glut 50 nmol NPtA) aumentou drasticamente o limiar mecanico da pata
esquerda, quando comparado com o0s animais com injecdo i.pl. de formalina e

microinjecao de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA).
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Figura 11. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apdés a injecéo i.pl.
foi feita microinjecdo de glutamato ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.2.1.2 2 horas ap6s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 12.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecanico da pata esquerda comparado com
0s animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até 2
horas apés a injecdo i.pl. (grupo salinai.pl.+salina NPtA x form i.pl.+salina NPtA).
2 horas apds a injecao de salina na pata direita, a microinje¢cdo de glutamato (5
nmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) diminuiu o
limiar mecéanico da pata esquerda, especialmente no tempo 0 apds a microinjecao,
enquanto nenhuma alteracdo significativa foi vista nos animais que nas mesmas
condi¢cbes receberam microinjecdo de 50 nmol de glutamato no NPtA (grupo salina
i.pl.+glut 50 nmol NPtA), comparado com animais controle (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). Ja os animais que haviam recebido formalina i.pl. e, 2 horas
apos, receberam a microinjecdo de 5 nmol de glutamato no NPtA (grupo form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo apresentaram mudanca significativa no limiar mecanico
da pata esquerda, enquanto que os animais que nas mesmas condi¢cdes receberam
microinjecao de 50 nmol de glutamato (form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) apresentaram
aumento destes limiares quando comparado com o0s animais com inje¢ao i.pl. de

formalina e microinjecdo de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 12. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). 2 horas apés a injecéo
I.pl. foi feita microinje¢éo de glutamato ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da
pata esquerda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
**P<0,01, **P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.2.1.3 1 dia ap0s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 13.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecanico da pata esquerda, comparado
com o0s animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até
ldia apés a injecdo i.pl. Um dia apds as inje¢Bes intraplantares de salina, a
microinjecao de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina i.pl.+glut
5 nmol NPtA) diminuiu levemente o limiar mecanico da pata esquerda, enquanto
gue a microinjecdo de glutamato (50 nmol/250 nl) aumentou estes limiares
especialmente no tempo 0 apds a microinjecdo (grupo salina i.pl.+glut 50 nmol
NPtA), comparado com animais controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA). Da
mesma forma, os animais com injecao i.pl. formalina e que, 1 dia apds, receberam
microinjecdo de 5 nmol de glutamato no NPtA (grupos form i.pl.+glut 5 nmol NPtA)
nao apresentaram mudancas significativas no limiar mecanico da pata esquerda, e
agueles animais que, nas mesmas condi¢des, receberam microinjecdo de 50 nmol
de glutamato no NPtA (form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) apresentaram aumento
destes limiares, comparado com com 0s animais com injecdo i.pl. de formalina e

microinjecao de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 13. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apés injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecénicos (A). Um dia apdés a injecao i.pl.
os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecdo de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.2.1.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 14.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecanico da pata esquerda, comparado
com 0s animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que ndo se prolongou
até o 7° dia apos a injecao i.pl. Sete dias ap0s as injecdes intraplantares de salina, a
microinjecao de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina i.pl.+glut
5 nmol NPtA) diminuiu o limiar mecanico da pata esquerda, enquanto que a
microinjecao de 50 nmol de glutamato no NPtA (250 nl, grupo salina i.pl.+glut 50
nmol NPtA) aumentou levemente estes limiares, comparado com animais controle
(grupo salina i.pl.+salina NPtA). Da mesma forma, os animais com injecao i.pl.
formalina e que, 7 dias apds, receberam microinjecdo de 5 nmol de glutamato no
NPtA (grupos form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) néo apresentaram mudancas
significativas no limiar mecanico da pata esquerda, e aqueles animais que, nas
mesmas condi¢cdes, receberam microinjecdo de 50 nmol de glutamato no NPtA
(form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) apresentaram aumento destes limiares no tempo 0
apos a microinjecdo, comparado com o0s animais com injecéo i.pl. de formalina e

microinjecao de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 14. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencédo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). Sete dias apds a injecéo
i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a
microinje¢cdo de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
**P<0,01, **P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.2.1.5 14 dias ap6s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 15.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecanico da pata esquerda, comparado
com 0s animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que ndo se prolongou
até o 14° dia apés a injecéo i.pl. Catorze dias ap0s as inje¢des intraplantares de
salina, a microinjecéao de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina
i.pl.+glut 5 nmol NPtA) diminuiu discretmente o limiar mecanico da pata esquerda,
enguanto que a microinjecao de glutamato (50 nmol/250 nl) aumentou estes limiares
(grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA), comparado com animais controle (grupo
salina i.pl.+salina NPtA). Os animais com injecdo de formalina na pata direita e
gue, 14 dias apos, receberam microinjecdo de 5 nmol de glutamato no NPtA (grupos
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) apresentaram discreta diminui¢do no limiar mecéanico
da pata esquerda, e aqueles animais que, nas mesmas condi¢cdes, receberam
microinjecao de 50 nmol de glutamato no NPtA (form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) ndo
apresentaram mudangas significativas destes limiares, comparado com com o0s
animais com injecéo i.pl. de formalina e microinje¢céo de salina no NPtA (grupo form
i.pl.+salina NPtA).
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Figura 15. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencédo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). Duas semanas apés a
injecado i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds
a microinjecao de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.2 Pata esquerda (hiperalgesia secundéria)

4.1.2.2 Limiar térmico

4.1.2.2.1 Imediatamente ap0s ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 16.

A microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) no NPtA apdés a injecéo de
50 pl de salina na pata direita (grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e salina
i.pl.+glut 50 nmol NPtA) nado teve efeitos significativos sobre o limiar térmico da
pata esquerda, comparado com animais controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA).
Da mesma forma, a injecéo de formalina 5% (50 pl) na pata direita ndo teve efeitos
significativos sobre estes limiares quando seguida pela microinjecéo de salina (grupo
formalina i.pl.+salina NPtA), 5 nmol de glutamato (grupo form i.pl.+glut 5 nmol
NPtA) ou 50 nmol de glutamato no NPtA (grupo form i.pl.+glut 50 nmol NPtA),
comparado com os animais com injecdo de salina i.pl. e microinje¢éo de salina no

NPtA (grupo salinai.pl.+salina NPtA).
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Figura 16. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtenc&o do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos a injecdo i.pl. foi feita
microinjegdo de glutamato ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.2.2.2. 2 horas ap6s ainjecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 17.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) diminuiu
levemente o limiar térmico da pata esquerda, comparado com 0S animais com
injecdo de salina (50 ul) na pata direita (grupo salina i.pl.). Duas horas apos a
injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjecdo de 5 nmol (250 nl,
grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ou 50 nmol
de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5
nmol NPtA) ndo provocou mudancas significativas no limiar térmico da pata

esquerda.
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Figura 17. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada
pela injecao de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apés injecao i.pl. foi feita nova
medida do limiar para estimulos térmicos (A). 2 horas apds a injecao i.pl. foi feita
microinjegcdo de glutamato ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.2.2.3 1 dia ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 18.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) diminuiu
levemente o limiar térmico da pata esquerda, comparado com 0S animais com
injecdo de salina (50 pl) na pata direita (grupo salinai.pl.). Um dia apés a injecéo de
formalina ou salina na pata direita, a microinjecao de 5 nmol (250 nl, grupos salina
i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ou 50 nmol de glutamato no
NPtA (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol

NPtA) ndo provocou mudancgas significativas no limiar térmico da pata esquerda.
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Figura 18. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. ApOs injecéo i.pl. foi feita nova
medida do limiar para estimulos térmicos (A). Um dia apds a injecéo i.pl. os limiares
foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apds a microinjecdo de
glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.2.2.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estédo representados na figura 19.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) diminuiu
levemente o limiar térmico da pata esquerda, comparado com 0S animais com
injecdo de salina (50 ul) na pata direita (grupo salina i.pl.). Sete dias ap0s a injecao
de formalina ou salina na pata direita, a microinjecdo de 5 nmol (250 nl, grupos
salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ou 50 nmol de
glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol

NPtA) ndo provocou mudancgas significativas no limiar térmico da pata esquerda.
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Figura 19. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundéria, causada
pela injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi feita nova
medida do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias ap0s a inje¢do i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecéo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.2.2.5 14 dias ap6s a injecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 20.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) diminuiu
levemente o limiar térmico da pata esquerda, comparado com 0S animais com
injecdo de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Catorze dias apés a
injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjecdo de 5 nmol (250 nl,
grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ou 50 nmol
de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5
nmol NPtA) ndo provocou mudancas significativas no limiar térmico da pata

esquerda.
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Figura 20. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecéo intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. ApGs injecéo i.pl. foi feita nova
medida do limiar para estimulos térmicos (A). Catorze dias ap0s a injecéo i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.3 Cauda (hiperalgesia secundaria)

4.1.3.2. Limiar Mecéanico

4.1.3.2.1. Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 21.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) néo
provocou mudancgas significativas no limiar mecanico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Da mesma
forma, apos a injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjecdo de 5
nmol (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol NPtA)
ou 50 nmol de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo provocou mudangas significativas no limiar mecénico

da cauda.
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Figura 21. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
ApOs a injecéo i.pl. foi feita microinje¢céo de glutamato ou salina no NPtA esquerdo e
os limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apos a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecéo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.3.2.2 2 horas ap6s a injecédo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estédo representados na figura 22.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) n&o
provocou mudancas significativas no limiar mecanico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Da mesma
forma, 2 horas apoés a injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjegao
de 5 nmol (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol
NPtA) ou 50 nmol de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo provocou mudancas significativas no limiar

mecéanico da cauda.
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Figura 22. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
Apos injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). 2
horas apés a injecao i.pl. foi feita microinjecdo de glutamato ou salina no NPtA
esquerdo e os limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15
min apGs a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.3.2.3 1 dia ap0s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estdo representados na figura 23.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) n&o
provocou mudancas significativas no limiar mecanico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Da mesma
forma, 1 dia ap6s a injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjecdo de
5 nmol (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol
NPtA) ou 50 nmol de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo provocou mudancas significativas no limiar

mecéanico da cauda.
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Figura 23. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengdo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecdo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
Apbs injecéo i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). Um
dia apos a injecdo i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15
min apds a microinjecao de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.3.2.4 7 dias ap0s a injec¢ao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 24.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) n&o
provocou mudancas significativas no limiar mecanico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Da mesma
forma, 7 dias apos a injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjecéo de
5 nmol (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol
NPtA) ou 50 nmol de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo provocou mudancas significativas no limiar

mecéanico da cauda.

Silveira, JWS



85

Caudal/Limiar mecanico
20+
i.pl. NPtA

,9( 15 [ Salina
O E= Form
& S 104 M Salina + salina
QG Salina + glut 5 nmol
8 S 5 XN Salina + glut 50 nmol
S E ﬂ EI Form + salina
w g o BN Form + glut 5 nmol
S g =N Form + glut 50 nmol
25 s
g £
2 a .o
i}
'_
Z 15

-20-

] . L
T R desi—g T 0 min 15 min
i.pl NPtA

Figura 24. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
Apos injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos mecénicos (A). Sete
dias apds a injecédo i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e
15 min apds a microinjecdo de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.3.2.5 14 dias apds ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 25.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) n&o
provocou mudancas significativas no limiar mecanico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Da mesma
forma, 14 dias apés a injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjecao
de 5 nmol (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol
NPtA) ou 50 nmol de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo provocou mudancas significativas no limiar

mecéanico da cauda.

Silveira, JWS



87

Caudal/Limiar mecanico

ip.  NPtA

Salina

Form

Salina + salina
Salina + glut 5 nmol
Salina + glut 50 nmol
Form + salina

Form + glut 5 nmol
Form + glut 50 nmol

INTENSIDADE DE NOCICEPCAO
VEVVELN

A limiar de estimulo (g)
b

204

] . I
251 T A iEsp T 0 min 15 min
ipl NPtA

Figura 25. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencédo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecdo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
Apo6s injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). 14
dias apds a injecédo i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e
15 min apdés a microinjecao de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.3 Cauda (hiperalgesia secundaria)

4.1.3.3 Limiar térmico

4.1.3.3.1 Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 26.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
250 nl de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA) ndo provocou mudancas
significativas no limiar térmico da cauda, comparado com os animais com injecao de
salina na pata direita (50 pl) e microinjecdo de salina no NPtA (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). Da mesma forma, ap0s a injecdo de formalina ou salina na pata
direita, a microinjecdo de 5 nmol (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ou 50 nmol de glutamato (250 nl, grupos salina
i.pl.+glut 50 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo provocou mudancas

significativas no limiar térmico da cauda.
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Figura 26. Efeitos da microinjecao de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da inje¢céao
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos a
injecéo i.pl. foi feita microinjegcdo de glutamato ou salina no NPtA esquerdo e o0s
limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apos a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.3.3.2 2 horas apés ainjecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estdo representados na figura 27.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) n&o
provocou mudancas significativas no limiar térmico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Da mesma
forma, 2 horas apoés a injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjegao
de 5 nmol (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol
NPtA) ou 50 nmol de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo provocou mudancas estatisticamente

significativas no limiar térmico da cauda.
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Figura 27. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundéria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecao
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos
injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). 2 horas apos
a injecao i.pl. foi feita microinjecdo de glutamato ou salina no NPtA esquerdo e os
limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apos a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecéo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.1.3.3.3 1 dia ap0s a injec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 28.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) n&o
provocou mudancas significativas no limiar térmico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Da mesma
forma, 1 dia apos a injecdo de salina na pata direita, a microinje¢do de 5 nmol de
glutamato (250 nl, grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) n&o provocou mudangas
significativas no limiar térmico da cauda, enquanto que a microinjecdo de glutamato
(50 nmol/250 nl) aumentou estes limiares (grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA),
comparado com 0s animais com injecdo de salina na pata direita e microinjecao de
salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA). A microinjecdo de glutamato (5 ou
50 nmol/250 nl) no NPtA 1 dia apos a injecdo de formalina na pata (grupos form
i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) ndo provocou mudancas

significativas no limiar térmico da cauda.
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Figura 28. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecao
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos
injecdo i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Um dia ap6s
a injecéo i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min
apos a microinjecao de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.3.3.4 7 dias ap0s ainjec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 29.

A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita (grupo form i.pl.) n&o
provocou mudancas significativas no limiar térmico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Sete dias
apos a injecado de salina na pata direita, a microinjecdo de 5 nmol de glutamato (250
nl, grupo salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA) diminuiu levemente o limiar térmico da
cauda, enquanto que a microinjecdo de glutamato (50 nmol/250 nl) aumentou estes
limiares (grupo salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA), comparado com 0s animais com
injecdo de salina na pata direita e microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA). A microinje¢cdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) no NPtA 7
dias apos a injecdo de formalina na pata (grupos form i.pl.+glut 5 nmol NPtA e
form i.pl.+glut 50 nmol NPtA) ndo provocou mudancas significativas no limiar

térmico da cauda.
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Figura 29. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecéo
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apés
injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias
apos a injecao i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15
min apds a microinjecao de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,01 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.1.3.3.5 14 dias apds ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 30.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) nédo
provocou mudancas significativas no limiar térmico da cauda, comparado com 0s
animais com injecao de salina (50 pl) na pata direita (grupo salina i.pl.). Da mesma
forma, 14 dias apds a injecdo de formalina ou salina na pata direita, a microinjecédo
de 5 nmol (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 5 nmol NPtA e form i.pl.+glut 5 nmol
NPtA) ou 50 nmol de glutamato (250 nl, grupos salina i.pl.+glut 50 nmol NPtA e
form i.pl.+glut 5 nmol NPtA) ndo provocou mudancas significativas no limiar

térmico da cauda.
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Figura 30. Efeitos da microinjecdo de glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl) ou de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecédo
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apés
injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). 14 dias ap06s
a injecado i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min
apos a microinjecdo de glutamato ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.2 Efeitos da microinjecao de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou salina (250
nl) no NPtA sobre a hiperalgesia mecéanica e térmica, primaria e secundaria,

imediatamente, 2 horas, 1 dia, 7 dias, ou 14 dias ap0s a inducao de inflamacao

pelainjecédo i.pl. de formalina 5%

4.2.1. Pata direita (hiperalgesia primaria)

4.2.1.1. Limiar mecéanico

4.2.1.1.1. Imediatamente apds ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 31.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
salina (250 nl) no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA) diminuiu de forma
significativa o limiar mecéanico desta pata, comparado com 0s animais com injecao
de salina (50 pl) na pata direita e microinjecdo de salina no NPtA (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). A microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA aumentou
levemente o limiar mecéanico da pata direita nos animais com injecéo i.pl. de salina
(grupos salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA) e de
forma significativa naqueles animais com injecéo i.pl. de formalina (grupos form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x form i.pl.+salina NPtA). J& a microinjecdo de
DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA, aumentou estes limiares tanto nos animais com
injecao i.pl. de salina (grupos salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol NPtA x salina
i.pl.+salina NPtA) quanto naqueles com injecdo i.pl. de formalina (grupos form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 31. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata direita antes da injecao intraplantar
(@i.pl.). Apés a injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata
direita, foi feita microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo e novas
medidas do limiar para estimulos mecéanicos foram aferidas nos tempos 0 min e 15
min apds a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.1.1.2 2 horas ap6s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 32.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecéanico desta pata comparado com 0s
animais com injecéo i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até 2 horas
apos a injecdo i.pl. (grupo salina i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+salina NPtA). 2
horas apds as injecdes intraplantares de salina, a microinjecdo de DAMGO (156
pmol/250 nl) no NPtA esquerdo (grupo salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) nao
alterou o limiar mecéanico da pata direita, enquanto que a microinjecdo de DAMGO
(311 pmol/250 nl) no NPtA (grupo salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA) aumentou
estes limiares especialmente 15 minutos ap0s a microinjecdo, comparado com
animais controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA). Animais que haviam recebido
injecdo i.pl. de formalina e, 2 horas apos, receberam a microinjecdo de 156 pmol
(grupo form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) ou 311 pmol de DAMGO no NPtA
(grupo form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA) apresentaram aumento do limiar
mecanico da pata direita, quando comparado com 0s animais com injecao i.pl. de

formalina e microinjecdo de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 32. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar
(i.pl.). Apés a injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata
direita, foi feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). Duas horas
apos a injecéo i.pl., DAMGO ou salina foram microinjetados no NPtA esquerdo e
novos limiares foram aferidos nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.1.1.3 1 dia ap0s ainjec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 33.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecéanico desta pata comparado com 0s
animais com injecéo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que se prolongou até 1
dia ap6s a injecao i.pl. (grupo salina i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+salina NPtA). 1
dia apés as injecdes intraplantares de salina ou de formalina, a microinjecdo de 156
pmol ou 311 pmol de DAMGO no NPtA esquerdo (250 nl, grupos salina
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA, salina i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA, form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA e form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA) aumentou de

forma sifnificativa o limiar mecénico da pata direita.
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Figura 33. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria,
causada pela injecao de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengédo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata direita antes da injecao intraplantar
(@i.pl.). Apés a injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata
direita, foi feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). Um dia ap0s a
injecao i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apods
a microinjecao de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.1.1.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 34.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecéanico desta pata comparado com 0s
animais com injecéo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que se prolongou até o
7° dia ap06s a injecdo i.pl. Sete dias apdés a injecao intraplantar de formalina, a
microinjecdo de 156 pmol (grupo form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) e
principalmente 311 pmol de DAMGO (form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA) no NPtA
aumentou o limiar mecanico da pata direita, comparado com 0s animais com injecao
i.pl. de formalina e microinjecdo de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA).
Nos animais com salina i.pl. somente a dose de 311 pmol de DAMGO foi capaz de
aumentar estes limiares (grupo salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA), comparado
com 0s animais que receberam injecao de salina na pata e microinjecao de salina no

NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA).
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Figura 34. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata direita antes da injecao intraplantar
(@i.pl.). Apés a injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata
direita, foi feita nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). Sete dias apos
a injecado i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min
apos a microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.1.1.5 14 dias ap6s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 35.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecéanico desta pata comparado com 0s
animais com injecao i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que néo se prolongou
até o 14° dia apoés a injecao i.pl. Catorze dias ap0s a injecdo intraplantar de salina ou
de formalina, a microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA n&o provocou
mudancas significativas no limiar mecanico da pata direita comparado com o0s
animais com microinjecdo de salina no NPtA e injecdo de salina na pata ou
microinjecdo de salina no NPtA e injecdo de formalina na pata, respectivamente
(grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol NPtA e form
i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA). Ja a microinjecdo de
DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou de forma significativa o limiar
mecanico da pata direita, tanto nos animais que haviam recebido injecdo de salina
quanto formalina na pata direita 14 dias antes (grupos salina i.pl.+salina NPtA x
salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA).
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Figura 35. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar
(@i.pl.). Apés a injecao de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata
direita, foi feita nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). 14 dias apds a
injecao i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apods
a microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.1.2 Limiar térmico

4.2.1.2.1 Imediatamente ap0s ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estdo representados na figura 36.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
250 nl de salina no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) diminuiu de forma
significativa o limiar térmico desta pata comparado com 0s animais com injecéo de
salina na pata e microinjecédo de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A
microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA néo alterou o limiar térmico da
pata direita nos animais com salina i.pl. (grupo salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol
NPtA) comparado com o0s animiais com injecao i.pl. de salina e microinjecdo de
salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA), e aumentou de forma significativa
estes limiares nagueles animais com injecdo i.pl. de formalina (grupo form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) comparado com 0s animais com inje¢ao de formalina
na pata e microinjecao de salina no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina NPtA). J4 a
dose de 311 pmol de DAMGO aumentou o limiar térmico da pata direita tanto nos
animais com injecéo i.pl. de salina (grupo salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA)
guanto naqueles com formalina (form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA), quando
comparado com 0s animais que receberam microinjecao de salina no NPtA (grupos
salinai.pl.+salina NPtA e formalina i.pl.+salina NPtA).
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Figura 36. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo e novas medidas do limiar
para estimulos mecanicos foram aferidas nos tempos 0 min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.1.2.2 2 horas ap6s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 37.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata comparado com o0s
animais com injecéo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que se prolongou até 2
horas apds a injecdo i.pl. (grupos salina i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+salina
NPtA). 2 horas apoés a injegéo intraplantar de salina ou de formalina, a microinjecédo
de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA aumentou discretamente o limiar térmico da
pata direita comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA e
injecdo de salina na pata ou microinjecao de salina no NPtA e injecdo de formalina
na pata, respectivamente (grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO
156 pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA). J&
a microinjecdo de DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou de forma
significativa o limiar térmico da pata direita, tanto nos animais que haviam recebido
injecdo de salina quanto formalina na pata direita 2 horas antes (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA
x form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA).
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Figura 37. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Duas horas ap6s a injecao i.pl.,
DAMGO ou salina foram microinjetados no NPtA esquerdo e novos limiares foram
aferidos nos tempos 0 min e 15 min ap6s a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.1.2.3 1 dia ap0s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 38.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata comparado com o0s
animais com injecao i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que néo se prolongou
até 1 dia ap6s a injecdo i.pl. Um dia apos a injecao intraplantar de formalina ou de
salina, a microinjecao de 156 pmol ou 311 pmol de DAMGO no NPtA aumentou
significativamente o limiar térmico da pata direita (grupos form i.pl.+DAMGO 156
pmol NPtA, form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA, salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol
NPtA e salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA), quando comparado com 0s animais
qgue receberam microinjecédo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA e

form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 38. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecédo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Um dia apos a injecéo i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.1.2.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 39.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata comparado com o0s
animais com injecao i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que néo se prolongou
até o 7° dia ap0s a injecao i.pl. Sete dias apos a injecao intraplantar de formalina ou
de salina, a microinjecédo de 156 pmol ou 311 pmol de DAMGO no NPtA aumentou
significativamente o limiar térmico da pata direita (grupos form i.pl.+DAMGO 156
pmol NPtA, form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA, salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol
NPtA e salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA), quando comparado com 0s animais
qgue receberam microinjecédo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA e

form i.pl.+salina NPtA).

Silveira, JWS



115

Pata direita/Limiar térmico

ok i.pl.  NPtA
[
o 2 [ Salina
L EE Form
8 . @M Salina + salina
8 w0 Salina + DAMGO 156 pmol
5 2 \‘__L]T SN Salina + DAMGO 311 pmol
=) 0 .
0 E I\ Form + salina
E = §S Form + DAMGO 156 pmol
B2 =N Form + DAMGO 311 pmol
w ©
25 #
a E
2 < -3
i
'_
Z -4
-5

T 2 | 7dias | 5

i.pl

Figura 39. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias apés a injecao i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).

Silveira, JWS



116

4.2.1.2.5 14 dias ap6s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 40.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata comparado com o0s
animais com injecao i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que néo se prolongou
até o 14° dia ap6és a injecéo i.pl. Catorze dias apos a injecao intraplantar de salina, a
microinjecdo de 156 pmol (salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) ou 311 pmol de
DAMGO no NPtA (salina i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA) aumentou
significativamente o limiar térmico da pata direita, quando comparado com o0s
animais que receberam microinjecdo de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina
NPtA). Por outro lado, a microinjecédo de 156 pmol ou 311 pmol de DAMGO no NPtA
14 dias ap6s a injecdo de formalina na pata direita ndo alterou significativamente
estes limiares (grupos form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA e form i.pl.+DAMGO 311

pmol NPtA, respectivamente).
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Figura 40. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada
pela injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apés a
injecdo de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). 14 dias apos a injecao i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).

Silveira, JWS



118

4.2.2 Pata esquerda (hiperalgesia Secundaria)

4.2.2.1 Limiar mecanico

4.2.2.1.1 Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 41.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecédo de
250 nl de salina no NPtA esquerdo (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) diminuiu de
forma significativa o limiar mecanico da pata esquerda comparado com 0s animais
com injecao de salina na pata e microinjegcdo de salina no NPtA (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). A microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA diminuiu
de forma nao significativa o limiar mecéanico da pata esquerda nos animais com
injecao i.pl. de salina ou formalina, comparado com 0s animais que receberam
microinje¢cdo de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x
salina i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x form i.pl.+salina
NPtA). J& a dose de 311 pmol de DAMGO aumentou de forma significativa estes
limiares tanto nos animais com injecao i.pl. de salina quanto naqueles com formalina,
guando comparado com os animais que receberam microinjecao de salina no NPtA
(grupos salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA e form
i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA x formalinai.pl.+salina NPtA).
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Figura 41. Efeitos da microinje¢cdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos a injecao i.pl.
foi feita microinjecdo de DAMGO ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
**P<0,01, **P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.2.1.2 2 horas ap6s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estdo representados na figura 42.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
imediata diminuicdo no limiar mecéanico da pata esquerda comparado com 0S
animais com injecéo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que se prolongou até 2
horas apds a injecdo i.pl. (grupos salina i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+salina
NPtA). 2 horas apoés a injegéo intraplantar de salina ou de formalina, a microinjecédo
de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA aumentou discretamente o limiar mecéanico
da pata esquerda comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA
(grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol NPtA e form
i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA). Ja& a microinjecdo de
DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou de forma significativa estes limiares,
tanto nos animais que haviam recebido injecdo de salina quanto formalina na pata
direita 2 horas antes (grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 311
pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA).
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Figura 42. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecénica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). 2 horas apos a injecéo
i.pl. foi feita microinjecdo de DAMGO ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da
pata esquerda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apds a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.2.1.3 1 dia ap0s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 43.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
imediata diminuicdo no limiar mecéanico da pata esquerda comparado com 0S
animais com injecéo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que se prolongou até 1
dia ap6s a injecao i.pl. (grupo salina i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+salina NPtA). 1
dia apés as injecdes intraplantares de salina ou de formalina, a microinjecdo de 156
pmol ou 311 pmol de DAMGO no NPtA esquerdo (250 nl, grupos salina
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA, salina i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA, form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA e form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA) aumentou de
forma sifnificativa o limiar mecanico da pata esquerda, comparado com 0s animais
com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA e form
i.pl.+salina NPtA).
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Figura 43. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecao de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtenc&o do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). Um dia apds a injecéo i.pl.
os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apés a
microinje¢éo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
**P<0,01, **P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.2.1.4 7 dias ap0s ainjec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 44.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
imediata diminuicdo no limiar mecéanico da pata esquerda comparado com 0s
animais com injecao i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que néo se prolongou
até o 7° dia apds a injecdo i.p. Sete dias ap0Os a injecao de salina na pata direita, a
microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) ndo teve efeitos significativos sobre o
limiar mecéanico da pata esquerda (grupo salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol NPtA),
enquanto que a dose de 311 pmol de DAMGO aumentou estes limiares
especialmente no tempo 0 ap6s a microinjecdo (grupo salina i.pl.+ DAMGO 311
pmol NPtA), comparado com os animais que receberam injecdo de salina na pata
direita e microinjecao de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA). Naqueles
animais que receberam inje¢éo i.pl. de formalina 7 dias antes, a microinje¢ao de 156
pmol e principalmente de DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou
significativamente o limiar mecanico da pata esquerda (grupos form i.pl.+DAMGO
156 pmol NPtA e form i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA), quando comparado com 0s
animais que receberam microinjecdo de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina
NPtA).
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Figura 44. Efeitos da microinje¢cdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecao de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). Sete dias apds a injecdo
i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apos a
microinje¢édo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
**P<0,01, **P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.2.1.5 14 dias ap6s ainjecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 45.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
imediata diminuicdo no limiar mecéanico da pata esquerda comparado com 0S
animais com injecao i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.), que néo se prolongou
até o 14° dia apoés a injecao i.p. Catorze dias apés a injecao de salina na pata direita,
a microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) aumentou o limiar mecéanico da pata
esquerda especialmente no tempo O apO0s a microinjecdo (grupo salina i.pl.+
DAMGO 156 pmol NPtA), e quando 311 pmol de DAMGO no NPtA houve aumento
nao significativo estatisticamente do limiar mecanico da pata esquerda, quando
comparado com os animais com injecao de salina na pata e microinjecdo de salina
no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). Naqueles animais que receberam injecao
i.pl. de formalina 14 dias antes, somente a microinjecdo de DAMGO (311 pmol/250
nl) no NPtA aumentou significativamente o limiar mecéanico da pata esquerda (grupo
form i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA), quando comparado com 0s animais que

receberam microinjecéo de salina no NPtA (grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 45. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). 14 dias ap6s a injecéo
i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min ap6s a
microinje¢édo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.2 Pata esquerda (hiperalgesia Secundaria)

4.2.2.2 Limiar térmico

4.2.2.2.1 Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 46.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecédo de
250 nl de salina no NPtA esquerdo (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) diminuiu de
forma significativa o limiar térmico da pata esquerda comparado com 0s animais com
injecdo de salina na pata e microinjecao de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina
NPtA). A microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA nédo teve efeitos
significativos nos animais com injecdo i.pl. de salina e aumentou discretamente o
limiar térmico da pata esquerda naqueles com injecao i.pl. de formalina, comparado
com o0s animais que receberam microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+DAMGO 156
pmol NPtA x form i.pl.+salina NPtA, respectivamente). JA a microinjecdo de
DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou de forma significativa estes limiares
tanto nos animais com injecéo i.pl. de salina quanto naqueles com formalina, quando
comparado com 0s animais que receberam microinjecdo de salina no NPtA (grupos
salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA e form
i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA x form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 46. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apds a injecao i.pl.
foi feita microinjecdo de DAMGO ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.2.2.2 2 horas ap6s ainjecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 47.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da pata esquerda comparado com 0s
animais com injecéo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.). 2 horas apés a injecéo
intraplantar de salina ou de formalina, a microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl)
no NPtA ndo mudou estes limiares comparado com 0s animais com microinjecéo de
salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol
NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA). Ja a
microinje¢cdo de DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou de forma significativa
o limiar térmico da pata esquerda, tanto nos animais que haviam recebido injecdo de
salina quanto formalina na pata direita 2 horas antes (grupos salina i.pl.+salina
NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA).
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Figura 47. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtenc&o do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). 2 horas apoés a inje¢ao i.pl.
foi feita microinjecdo de DAMGO ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.2.2.3 1 dia ap0s ainjec¢ao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 48.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da pata esquerda comparado com 0s
animais com injecao i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.). 1 dia ap0s as injecdes
intraplantares de salina ou de formalina, a microinjecdo de 156 pmol ou 311 pmol de
DAMGO no NPtA esquerdo (250 nl, grupos salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA,
salina i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA, form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA e form
i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA) aumentou de forma sifnificativa o limiar mecéanico da
pata esquerda, comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA
(grupos salinai.pl.+salina NPtA e form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 48. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apés injecédo i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Um dia apds a injecéo i.pl.
os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.2.2.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 49.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da pata esquerda comparado com 0s
animais com injecao i.pl. de salina (50 ul, grupo salina i.pl.). Sete dias apls as
injecdes intraplantares de salina a microinjecdo de 156 pmol (grupo salina
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) e principalmente de DAMGO (311 pmol/250 nl) no
NPtA (salina i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA) aumentou o limiar térmico da pata
esquerda, comparado com 0s animais com injecdo de salina na pata e microinjecao
de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A microinjecdo de DAMGO (156
pmol/250 nl), no NPtA 7 dias apés injecdo i.pl. de formalina (grupo form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) aumentou discretamente o limiar térmico da pata
esquerda, e a microinjecdo de 311 pmol de DAMGO (grupo form i.pl.+DAMGO 311
pmol NPtA) aumentou estes limiares especialmente a 15 minutos da microinjecéao,
comparado com 0s animais com injecao i.pl. de formalina e microinjecdo de salina
no NPtA (form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 49. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencédo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias apoés a injecao i.pl.
os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
**P<0,01 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).

Silveira, JWS



136

4.2.2.2.5 14 dias apds ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 50.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da pata esquerda comparado com 0s
animais com injecao i.pl. de salina (50 pul, grupo salina i.pl.). Catorze dias apés as
injecdes intraplantares de salina a microinjecdo de 156 pmol (grupo salina
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) ou 311 pmol de DAMGO no NPtA (salina
i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA) aumentou significativamente o limiar térmico da pata
esquerda, comparado com 0s animais com injecdo de salina na pata e microinjecao
de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A microinjecdo de DAMGO (156
pmol/250 nl), no NPtA 14 dias ap0Os injecdo i.pl. de formalina (grupo form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA) aumentou discretamente o limiar térmico da pata
esquerda, e a microinjecdo de 311 pmol de DAMGO (grupo form i.pl.+DAMGO 311
pmol NPtA) aumentou significativamente estes limiares no tempo 0 da microinjecéo,
comparado com o0s animais com injecao i.pl. de formalina e microinjecao de salina
no NPtA (form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 50. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencédo do A,
foram aferidos na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias apoés a injecao i.pl.
os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apds a
microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecéo i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
**P<0,01 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.3 Cauda (hiperalgesia Secundéria)

4.2.3.1 Limiar mecanico

4.2.3.1.1 Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 51.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecédo de
250 nl de salina no NPtA esquerdo (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) ndo causou
mudangas significativas no limiar mecanico da cauda comparado com 0s animais
com injecao de salina na pata e microinjegcdo de salina no NPtA (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). A microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA néo teve
efeitos significativos nos animais com injecédo i.pl. de salina ou de formalina,
comparado com o0s animais que receberam microinjecdo de salina no NPtA (grupos
salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA e form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x form i.pl.+salina NPtA, respectivamente). Ja a
microinje¢cdo de DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou de forma significativa
o limiar mecéanico da cauda tanto nos animais com injecao i.pl. de salina quanto
nagqueles com formalina, quando comparado com 0S animais que receberam
microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA x
salina i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA x form i.pl.+salina
NPtA).

Silveira, JWS



139

Caudal/Limiar mecanico

204

10 i.pl.  NPtA
Salina + salina

Salina + DAMGO 156 pmol
Salina + DAMGO 311 pmol
Form + salina

Form + DAMGO 156 pmol
Form + DAMGO 311 pmol

INTENSIDADE DE NOCICEPCAO

MEVVE

— 00

-50- "

T T 0 min 15 min
i.pl. NPtA

Figura 51. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecénica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecdo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
ApoOs a injecao i.pl. foi feita microinjecdo de DAMGO ou salina no NPtA esquerdo e
os limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apos a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.3.1.2 2 horas ap6s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 52.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar mecanico da cauda comparado com 0s animais
com injecdo i.pl. de salina (50 ul, grupo salina i.pl.). 2 horas apdés a injecéo
intraplantar de salina ou de formalina, a microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl)
no NPtA ndo mudou estes limiares comparado com 0s animais com microinjecéo de
salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol
NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA). Ja a
microinje¢cdo de DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou o limiar mecéanico da
cauda nos animais com injecdo de salina e principalmente naqueles com formalina
na pata direita, comparado com 0os animais com microinjecao de salina no NPtA
(grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA e form
i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA).
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Figura 52. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
Apos injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). 2
horas ap6s a injecdo i.pl. foi feita microinjecdo de DAMGO ou salina no NPtA
esquerdo e os limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15
min apGs a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,01 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.3.1.3 1 dia ap0s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 53.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar mecanico da cauda comparado com 0s animais
com injecdo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.). Um dia ap6s a injecdo
intraplantar de salina ou de formalina, a microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl)
no NPtA n&o mudou significativamente estes limiares comparado com 0s animais
com microinjecao de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+
DAMGO 156 pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 156 pmol
NPtA). JA& a microinjecdo de DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou
discretamente o limiar mecéanico da cauda nos animais com inje¢do de salina e de
forma mais expressiva naqueles com formalina na pata direita, comparado com 0s
animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA x
salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA).
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Figura 53. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
Apos injecédo i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). Um
dia ap6s a injecao i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15
min apos a microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.3.1.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 54.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar mecanico da cauda comparado com 0s animais
com injecdo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 7 dias apés a
injecao intraplantar de salina ou de formalina, a microinje¢do de 156 pmol ou de
DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA nao mudou significativamente estes limiares
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol NPtA, e salina i.pl.+salina
NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA, form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 311
pmol NPtA).
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Figura 54. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecao de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengédo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecdo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
Apbs injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). Sete
dias apos a injecao i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e
15 min apds a microinje¢cdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecéo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.2.3.1.5 14 dias ap6s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 55.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar mecanico da cauda comparado com 0s animais
com injecédo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 14 dias apos
a injecao intraplantar de salina ou de formalina, a microinje¢édo de 156 pmol ou de
DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA nao mudou significativamente estes limiares
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 156 pmol NPtA, e salina i.pl.+salina
NPtA x salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA, form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+DAMGO 311
pmol NPtA).
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Figura 55. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencédo do A,
foram aferidos na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da
injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita.
ApoGs injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). 14
dias apds a injecédo i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e
15 min apoés a microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.2.3 Cauda (hiperalgesia Secundéria)

4.2.3.2 Limiar térmico

4.2.3.2.1 Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 56.

A injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecédo de
250 nl de salina no NPtA esquerdo (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da cauda comparado com os animais com
injecdo de salina (50 pl) na pata e microinjecdo de salina no NPtA (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). A microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA néo teve
efeitos significativos nos animais com injecédo i.pl. de salina ou de formalina,
comparado com o0s animais que receberam microinjecédo de salina no NPtA (grupos
salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA e form
i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x form i.pl.+salina NPtA, respectivamente). Ja a
microinje¢cdo de DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA aumentou de forma significativa
o limiar térmico da cauda tanto nos animais com injecdo i.pl. de salina quanto
nagqueles com formalina, quando comparado com 0S animais que receberam
microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA x
salina i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA x form i.pl.+salina
NPtA).
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Figura 56. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes
da injecdo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata
direita. Apds a injecao i.pl. foi feita microinjecdo de DAMGO ou salina no NPtA
esquerdo e os limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15
min apds a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,001 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.3.2.2 2 horas ap6s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 57.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da cauda comparado com 0s animais com
injecdo i.pl. de salina (50 pul, grupo salina i.pl.). Duas horas ap6s a injecao i.pl. de
salina ou de formalina, a microinjecdo de DAMGO (156 pmol/250 nl) no NPtA né&o
teve efeitos significativos nestes limiares, comparado com os animais que receberam
microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x
salina i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x form i.pl.+salina
NPtA, respectivamente). Porem, quando 311 pmol de DAMGO foi microinjetado no
NPtA houve aumento significativo do limiar térmico da cauda tanto nos animais com
injecao i.pl. de salina quanto naqueles com formalina, quando comparado com 0s
animais que receberam microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+
DAMGO 311 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+DAMGO 311 pmol
NPtA x form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 57. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes
da injecéo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata
direita. Apés injecéo i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A).
2 horas ap6és a injecao i.pl. foi feita microinjecdo de DAMGO ou salina no NPtA
esquerdo e os limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15
min apds a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecéo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,001 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.3.2.3 1 dia ap0s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 58.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da cauda comparado com 0s animais com
injecdo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.). Um dia ap0s a injecao i.pl. de salina
ou de formalina, a microinjecdo de 156 pmol ou 311 pmol de DAMGO no NPtA
aumentou o limiar térmico da cauda, comparado com 0s animais que receberam
microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x
salina i.pl.+salina NPtA, salina i.pl.+ DAMGO 311 pmol NPtA x salina
i.pl.+salina NPtA, form i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x form i.pl.+salina NPtA e
form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA x form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 58. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A,
foram aferidos na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes
da injecdo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata
direita. Apés injecéo i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A).
Um dia apds a injecdo i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min
e 15 min apods a microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.3.2.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 59.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da cauda comparado com 0s animais com
injecdo i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.). Sete dias apds a injecao i.pl. de
salina ou de formalina, a microinjecao de 156 pmol ou 311 pmol de DAMGO no NPtA
aumentou o limiar térmico da cauda especialmente no tempo 0 apds a microinjecao,
comparado com 0s animais que receberam microinjecdo de salina no NPtA (grupos
salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA, salina i.pl.+
DAMGO 311 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA, form i.pl.+DAMGO 156 pmol
NPtA x form i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA x form
i.pl.+salina NPtA).
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Figura 59. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengédo do A,
foram aferidos na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes
da injecéo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata
direita. Apds injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A).
Sete dias apos a injecao i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0
min e 15 min apos a microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.2.3.2.5 14 dias ap6s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 60.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) ndo causou
mudancas significativas no limiar térmico da cauda comparado com 0s animais com
injecao i.pl. de salina (50 pl, grupo salina i.pl.). Catorze dias apés a injecéao i.pl. de
salina ou de formalina, a microinjecao de 156 pmol ou 311 pmol de DAMGO no NPtA
aumentou o limiar térmico da cauda especialmente no tempo 0 apds a microinjecao,
comparado com 0s animais que receberam microinjecao de salina no NPtA (grupos
salina i.pl.+DAMGO 156 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA, salina i.pl.+
DAMGO 311 pmol NPtA x salina i.pl.+salina NPtA, form i.pl.+DAMGO 156 pmol
NPtA x form i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+DAMGO 311 pmol NPtA x form
i.pl.+salina NPtA).

Silveira, JWS



157

Caudal/Limiar térmico

ip.  NPtA

Salina

Form

Salina + salina

Salina + DAMGO 156 pmol
Salina + DAMGO 311 pmol
Form + salina

Form + DAMGO 156 pmol
Form + DAMGO 311 pmol

INTENSIDADE DE NOCICEPCAO

\

BABOAENL

A limiar de estimulo (s)

A\

14 A L
T A, Tdasg T 0 min 15 min
i.pl NPA

Figura 60. Efeitos da microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol/250 nl) ou
de salina (250 nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria,
causada pela injecado de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares
basais, dos quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtengédo do A,
foram aferidos na superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes
da injecéo intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata
direita. Apds injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A).
14 dias apos a injecao i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min
e 15 min ap6s a microinjecdo de DAMGO ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01 (One-way

ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3 Efeitos da microinjecdo de lidocaina (2%, 250 nl) ou salina (250 nl) no NPtA
sobre a  hiperalgesia mecanica e térmica, primaria e secundaria,

imediatamente, 2 horas, 1 dia, 7 dias, ou 14 dias ap0s a inducao de inflamacao

pelainjecédo i.pl. de formalina 5%

4.3.1 Pata direita (hiperalgesia primaria)

4.3.1.1 Limiar mecanico

4.3.1.1.1 Imediatamente apds ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estdo representados na figura 61.

A microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) apos a injecdo de salina (50 pl) na
pata direita (grupo salina i.pl.+lidocaina NPtA) ndo apresentou mudancas
significativas no limiar mecanico desta pata, comparado com 0s animais com injecao
de salina na pata e microinjecdo de salina (250 nl) no NPtA (grupo salina
i.pl.+salina NPtA). A injecdo de formalina 5% (50 ul) na pata direita seguida pela
microinjecao de salina no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) diminuiu de
forma significativa estes limiares. A microinjecao de lidocaina 2% no NPtA apés a
injecdo de formalina na pata (grupo formalina i.pl.+lidocaina NPtA) ndo alterou o
limiar mecéanico da pata direita quando comparado com o grupo formalina

i.pl.+salina NPtA.
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Figura 61. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria, causada pela injecédo
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata direita antes da injecao intraplantar (i.pl.). Apés a injecéo
de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita
microinjecdo de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo e novas medidas do
limiar para estimulos mecanicos foram aferidas nos tempos 0 min e 15 min apds a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. ***P<0,001 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.1.2 2 horas ap6s a injecédo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 62.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecanico desta pata, quando comparado
com o0s animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até
2 horas ap0s a injecdo (grupo form i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+salina NPtA). 2
horas apds as injecdes intraplantares de salina, a microinjecdo de lidocaina 2% no
NPtA (250 nl, grupo salina i.pl.+lidocaina NPtA) ndo alterou o limiar mecanico
guando comparado com 0s animais com injecdo i.pl. de salina e microinjecdo de
salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A microinjecao de lidocaina 2 horas
apos a injecao de formalina na pata (grupo form i.pl.+lidocaina NPtA) diminuiu o
limiar mecéanico, quando comparado com 0s animais com salina no NPtA (grupo
form i.pl.+salina NPtA)
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Figura 62. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria, causada pela injecéao
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Apos a injecéo
de formalina ou salina (50 ul) na superficie dorsal da pata direita, foi feita nova
medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). Duas horas apos a injecao i.pl.,
lidocaina 2% ou salina foram microinjetados no NPtA esquerdo e novos limiares
foram aferidos nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,01, **P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.1.3 1 dia ap0s ainjec¢ao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estédo representados na figura 63.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar mecéanico desta pata quando comparado com 0s
animais com salina i.pl. (grupo salina i.pl.), que foi observada até 1 dia apos a
injecdo. Um dia apo6s a injecao intraplantar de salina ou de formalina, a microinjecao
de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA nao alterou significativamente o limiar para
estimulos mecanicos, quando comparado com 0s animais microinjetados com salina
no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form

i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 63. Efeitos da microinjecédo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria, causada pela injecéao
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata direita antes da injec&o intraplantar (i.pl.). Apos a injecéo
de formalina ou salina (50 ul) na superficie dorsal da pata direita, foi feita nova
medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). Um dia ap0s a injecao i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apos a microinjecao
de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.1.4 7 dias ap6s ainjecdao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 64.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar mecanico desta pata quando comparado com o0s
animais com salina i.pl. (grupo salina i.pl.), que foi observada até 7 dias apos a
injecdo i.pl. Sete dias ap6s a injecdo intraplantar de salina ou de formalina, a
microinjecao de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA nédo alterou o limiar mecéanico quando
comparado com 0s animais com microinjecao de 250 nl de salina no NPtA (grupos
salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA X

form i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 64. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica primaria, causada pela injecédo
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata direita antes da injecao intraplantar (i.pl.). Apds a injecéo
de formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita nova
medida do limiar para estimulos mecénicos (A). Sete dias apds a inje¢éo i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min ap0s a microinje¢ao
de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. ***P<0,001 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.1.5 14 dias apds ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 65.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar mecéanico desta pata quando comparado com o0s
animais com salina i.pl. (grupo salinai.pl.), que ndo foi observada no 14° dia apés a
injecdo. Catorze dias ap0s a injecao intraplantar de salina, a microinjecdo de
lidocaina 2% (250 nl) no NPtA (grupo salina i.pl.+lidocaina NPtA) aumentou o
limiar para estimulos mecéanicos quando comparado com 0s animais com salina i.pl.
e microinjecdo de 250 nl de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). Por
outro lado, a microinjecdo de lidocaina 14 dias apos a injecéo i.pl. de formalina
(grupo form i.pl.+lidocaina NPtA) ndo alterou o limiar mecanico quando comparado
com o0s animais com injecao i.pl. de formalina e microinjecdo de salina no NPtA

(grupo form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 65. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica primaria, causada pela injecéo
de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata direita antes da injecao intraplantar (i.pl.). Apés a injecéo
de formalina ou salina (50 ul) na superficie dorsal da pata direita, foi feita nova
medida do limiar para estimulos mecénicos (A). 14 dias apds a injecdo i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao
de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,001

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.2 Limiar térmico

4.3.1.2.1 Imediatamente ap0s ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estdo representados na figura 66.

A microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) apos a injecéo i.pl. de salina (grupo
salina i.pl.+lidocaina NPtA) ndo apresentou mudancas significativas no limiar
térmico da pata direita quando comparado com 0s animais com injec¢ao i.pl. de salina
e microinjecdo de 250 nl de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecdo de salina
no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) diminuiu de forma significativa o limiar
térmico, comparado com o0s animais com salina i.pl. € microinjecdo de salina no
NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A microinjecao de lidocaina 2% no NPtA
apos a injecao de formalina na pata (grupo formalina i.pl.+lidocaina NPtA), ndo
alterou o limiar térmico quando comparado com os animais com formalina i.pl. e

microinjecao de salina no NPtA (formalinai.pl.+salina NPtA).
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Figura 66. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada pela injecéo de
formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas as
outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos na superficie
plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). ApGs a injecao de
formalina ou salina (50 pl) na superficie dorsal da pata direita, foi feita microinjecéo
de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo e novas medidas do limiar para
estimulos mecéanicos foram aferidas nos tempos O min e 15 min apds a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,01, ***P<0,001
(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.2.2 2 horas ap6s a injecédo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 67.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar térmico desta pata, comparado com o0s
animais com salina i.pl. (grupo salina i.pl.), que se prolongou até 2 horas apos a
injecdo (grupo form i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+salina NPtA). 2 horas apoés as
injecdes intraplantares de salina ou de formalina, a microinjecdo de lidocaina 2%
(250 nl) no NPtA nao alterou o limiar térmico, comparado com 0s animiais com
microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+lidocaina NPtA x salina

i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+lidocaina NPtA x form i.pl.+salina NPtA).
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Figura 67. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada pela injecdo de
formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas as
outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na superficie
plantar da pata direita antes da injecao intraplantar (i.pl.). ApGs a injecao de
formalina ou salina (50 pul) na superficie dorsal da pata direita, foi feita nova medida
do limiar para estimulos térmicos (A). Duas horas ap0s a injecéo i.pl., lidocaina 2%
ou salina foram microinjetados no NPtA esquerdo e novos limiares foram aferidos
nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos
diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,01 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.2.3 1 dia ap0s ainjec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 68.

A injecao de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar térmico desta para, comparado com 0s animais com
salina i.pl. (grupo salina i.pl.), que néo foi observada 1 dia apds a injecdo. Um dia
apos a injecao i.pl. de salina ou de formalina, a microinjecdo de lidocaina 2% (250
nl) no NPtA nd&o alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos, quando
comparado com 0s animais microinjetados com salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 68. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada pela injecédo de
formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas as
outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na superficie
plantar da pata direita antes da injecao intraplantar (i.pl.). ApGs a injecao de
formalina ou salina (50 ul) na superficie dorsal da pata direita, foi feita nova medida
do limiar para estimulos térmicos (A). Um dia apés a injecao i.pl. os limiares foram
aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecdo de lidocaina
2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,01 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.2.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 69.

A injecao de formalina 5% na pata direita pata (50 ul, grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar térmico desta pata, comparado com 0s animais com
salina i.pl. (grupo salina i.pl.), que nao foi observada 7 dias apds a injecao i.pl. Sete
dias apdés a injecado i.pl. de salina ou de formalina, a microinjecao de lidocaina 2%
(250 nl) no NPtA n&o alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos,
guando comparado com 0s animais com microinjecdo com salina no NPtA (grupos
salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x

form i.pl.+lidocaina NPtA).

Silveira, JWS



175

Pata direita/Limiar térmico
20_ dk ok
i.pl. NPtA
,Q 1.59 [ Salina
8 = Form
uOJ w10 0m Salina + salina
o XN Salina + i i
) % T alina |d_oca|na
Q E sl W Form + salina
5 = ' NN Form + lidocaina
L}
[m)]
w S oo k
Q 5
g £ 0.5
@< ™
L
'—
pd 1.0
15 | ——— 7di I -
T A ldas Vg T 0 min 15 min
i.pl NPtA

Figura 69. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada pela injecédo de
formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas as
outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na superficie
plantar da pata direita antes da injecao intraplantar (i.pl.). ApGs a injecao de
formalina ou salina (50 pul) na superficie dorsal da pata direita, foi feita nova medida
do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias ap0s a injec¢éo i.pl. os limiares foram
aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apos a microinjecao de lidocaina
2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,001 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.1.2.5 14 dias apds ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 70.

A injecao de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar para estimulos térmicos nesta pata, comparado com o0s
animais com injecdo i.pl. de salina (grupo salinai.pl.), que néo foi observada 14 dias
apoés a injecdo. Catorze dias apdés a injecao i.pl. de salina ou de formalina, a
microinjecao de lidocaina 2% (250nl) no NPtA nao alterou significativamente o limiar
para estimulos térmicos, quando comparado com 0s animais com microinje¢cdo com
salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e

form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 70. Efeitos da microinjecédo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica primaria, causada pela injecédo de
formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas as
outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na superficie
plantar da pata direita antes da injecdo intraplantar (i.pl.). Ap6s a injecdo de
formalina ou salina (50 ul) na superficie dorsal da pata direita, foi feita nova medida
do limiar para estimulos térmicos (A). 14 dias ap06s a injecédo i.pl. os limiares foram
aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apos a microinjecao de lidocaina
2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata direita antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,001 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.2 Pata esquerda (hiperalgesia secundéria)

4.3.2.1 Limiar mecanico

4.3.2.1.1 Imediatamente apés a injecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 71.

A microinjecao de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA apoés a injecéao de salina (50
pl) na pata direita (grupo salina i.pl.+lidocaina NPtA) ndo apresentou mudancas
significativas no limiar mecanico da pata esquerda quando comparado com animais
controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A injecédo de formalina 5% (50 pl) na pata
direita seguida pela microinjecdo de salina no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina
NPtA) diminuiu de forma significativa o limiar mecanico da pata esquerda,
comparado com animais controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A microinjecao
de lidocaina 2% no NPtA apoOs a injecdo de formalina na pata direita (grupo
formalinai.pl.+lidocaina NPtA), ndo alterou de forma significativa o limiar mecéanico
da pata esquerda quando comparado com os animais com formalina i.pl. e

microinjecao de salina no NPtA (formalinai.pl.+salina NPtA).
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Figura 71. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos a injecdo i.pl. foi feita
microinjecdo de lidocaina 2% ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.2.1.2 2 horas ap6s a injecédo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 72.

A injecao de formalina 5% (50 pl) na pata direita (grupo form i.pl.) causou
drastica e imediata diminuicdo no limiar mecanico da pata esquerda, comparado
com o0s animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que se prolongou até
2 horas apés a injecdo i.pl. (grupo form i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+salina
NPtA). 2 horas apés as inje¢cbes de salina ou de formalina na pata direita, a
microinjecéo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA néo alterou o limiar mecéanico da pata
esquerda, comparado com 0s animiais com microinjecao de salina no NPtA (grupos
salina i.pl.+lidocaina NPtA x salina i.pl.+salina NPtA e form i.pl.+lidocaina NPtA

x form i.pl.+salina NPtA).

Silveira, JWS



181

Pata esquerda/Limiar mecanico
20+

B i.pl. NP
. 15 Salina
Form

Salina + salina
Salina + lidocaina
Form + salina
Form + lidocaina

BEUENL

-
)

INTENSIDADE DE NOCICEPCAO

ol f—— o |
i.pl. NPtA

0 min 15 min

Figura 72. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecéo intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apds injecao i.pl. foi feita nova
medida do limiar para estimulos mecénicos (A). 2 horas apés a injecao i.pl. foi feita
microinjecdo de lidocaina 2% ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
***P<0,001 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.2.1.3 1 dia ap0s a injec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 73.

A injecao de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar mecéanico da pata esquerda, comparado com 0S
animais com salina i.pl. (grupo salina i.pl.), que se prolongou até 1 dia ap6s a
injecdo i.pl. Um dia apos a injecdo de salina ou de formalina na pata direita, a
microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o alterou significativamente o
limiar para estimulos mecanicos da pata esquerda, quando comparado com 0S
animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina NPtA x

salinai.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 73. Efeitos da microinjecédo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apés injecdo i.pl. foi feita nova
medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). Um dia ap0s a inje¢ao i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apos a microinjecao
de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05,
**P<0,01 (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.2.1.4 7 dias ap0s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estdo representados na figura 74.

A injecao de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar mecéanico da pata esquerda, comparado com 0S
animais com injecdo i.pl. de salina (grupo salinai.pl.), que néo se prolongou até o 7°
dia apds a injecdo. Sete dias apds a injecdo de salina ou de formalina na pata
direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA nao alterou
significativamente o limiar para estimulos mecéanicos da pata esquerda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 74. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi feita nova
medida do limiar para estimulos mecénicos (A). Sete dias apds a injegéo i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min ap0s a microinje¢ao
de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.2.1.5 14 dias apds ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 75.

A injecao de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) causou
drastica diminuicdo do limiar mecéanico da pata esquerda, comparado com 0S
animais com injecao i.pl. de salina (grupo salina i.pl.), que ndo se prolongou até o
14° dia ap0s a injegdo. Catorze dias apds a injecdo de salina ou de formalina na
pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA ndo alterou
significativamente o limiar para estimulos mecéanicos da pata esquerda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 75. Efeitos da microinjecédo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie plantar da pata esquerda antes da injecdo intraplantar (i.pl.) de salina
ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apds injecao i.pl. foi feita nova
medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). 14 dias apods a injecdo i.pl. os
limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min ap0s a microinjecao
de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na pata esquerda antes da injecao i.pl. na pata direita e aqueles
aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05

(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.2 Pata esquerda (hiperalgesia secundéria)

4.3.2.2 Limiar térmico

4.3.2.2.1 Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 76.

A injecdo de 50 ul de formalina 5% na pata direita seguida pela microinjecao
de 250 nl de salina no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) ndo alterou de
forma significativa o limiar térmico da pata esquerda, comparado com animais
controle (grupo salina i.pl.+salina NPtA). Da mesma forma, a microinjecdo de
lidocaina 2% (250 nl) no NPtA apds a injecdo de salina ou de formalina na pata
direita (grupo salina i.pl.+lidocaina NPtA) ndo apresentou mudancas significativas
no limiar térmico da pata esquerda quando comparado com 0s animais com injecao

I.pl. de salina e microinjecdo de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA).
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Figura 76. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecéo
de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou
formalina na superficie dorsal da pata direita. Apdés a injecao i.pl. foi feita
microinjecdo de lidocaina 2% ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecéo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.2.2.2. 2 horas ap6s ainjecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 77.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar térmico da pata esquerda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de
salina (grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 2 horas ap0s a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos da pata esquerda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 77. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecdo
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata esquerda antes da injecéo intraplantar (i.pl.) de salina ou
formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecéo i.pl. foi feita nova medida
do limiar para estimulos térmicos (A). 2 horas ap6s a injecdo i.pl. foi feita
microinjecdo de lidocaina 2% ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da pata
esquerda foram aferidos novamente nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.2.2.3 1 dia ap0s ainjec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 78.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar térmico da pata esquerda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de
salina (grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 1 dia apos a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos da pata esquerda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 78. Efeitos da microinjecédo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecéao
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou
formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos inje¢éo i.pl. foi feita nova medida
do limiar para estimulos térmicos (A). Um dia apos a injecao i.pl. os limiares foram
aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apos a microinjecao de lidocaina
2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.2.2.4 7 dias ap0s a injecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 79.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar térmico da pata esquerda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de
salina (grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 7 dias ap0s a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos da pata esquerda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 79. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecdo
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou
formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecéo i.pl. foi feita nova medida
do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias ap0s a injec¢éo i.pl. os limiares foram
aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecdo de lidocaina
2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.

Silveira, JWS




196

4.3.2.2.5 14 dias apds ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 80.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar térmico da pata esquerda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de
salina (grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 14 dias apds a injecao de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos da pata esquerda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 80. Efeitos da microinjecdo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecéao
de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie plantar da pata esquerda antes da injecao intraplantar (i.pl.) de salina ou
formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecéao i.pl. foi feita nova medida
do limiar para estimulos térmicos (A). Catorze dias ap0s a injecao i.pl. os limiares
foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apds a microinjecdo de
lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na pata esquerda antes da injecdo i.pl. na pata direita e aqueles

aferidos nos diversos momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.3 Cauda (hiperalgesia secundaria)

4.3.3.2. Limiar mecéanico

4.3.3.2.1. Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 81.

A injecdo de 50 ul de formalina 5% na pata direita seguida pela microinjecao
de 250 nl de salina no NPtA (grupo formalina i.pl.+salina NPtA) ndo alterou de
forma significativa o limiar mecénico da cauda, comparado com animais controle
(grupo salina i.pl.+salina NPtA). Da mesma forma, a microinjecédo de lidocaina 2%
(250 nl) no NPtA apés a injecdo de salina ou de formalina na pata direita (grupo
salina i.pl.+lidocaina NPtA) ndo apresentou mudancas significativas no limiar
mecanico da cauda quando comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina e

microinjecao de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA).
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Figura 81. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecéanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
quais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos
na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos a injecao i.pl.
foi feita microinjecéo de lidocaina 2% ou salina no NPtA esquerdo e os limiares da
cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apds a microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.3.2.2 2 horas ap6s a injecédo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 82.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar mecéanico da cauda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina
(grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 2 horas ap0s a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos mecanicos da cauda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).

Silveira, JWS



201

Cauda/Limiar mecanico
25

i.pl.  NPtA
204
:S() [ Salina
8 15 = Form
w3 O Salina + salina
8 o XN Salina + lidocaina
3 :E’ 104 EE Form + salina
pd = — BN Form + lidocaina
w o 59
O g
w ©
% 5 ol (ITIT <
g E \\
2 a 5 A\
L
-
Z 104 J'
-154 -

TTI 2h T
i.pl. NPtA

0 min 15 min

Figura 82. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencéo do A, foram aferidos
na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecanicos (A). 2 horas ap0s a injecdo
i.pl. foi feita microinjecé@o de lidocaina 2% ou salina no NPtA esquerdo e os limiares
da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apds a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da inje¢ao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.3.2.3 1 dia ap0s ainjec¢do i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 83.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar mecéanico da cauda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina
(grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 1 dia ap0és a injecédo de salina ou de formalina
na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o alterou
significativamente o limiar para estimulos mecéanicos da cauda, quando comparado
com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina
NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+lidocaina
NPtA).
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Figura 83. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtenc&o do A, foram aferidos
na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecénicos (A). Um dia apés a injecao i.pl.
os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos O min e 15 min apés a
microinjecao de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.3.2.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 84.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar mecéanico da cauda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina
(grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 7 dias ap06s a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos mecanicos da cauda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 84. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtenc&o do A, foram aferidos
na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecénicos (A). Sete dias apds a injecao
i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apds a
microinjecao de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.3.2.5 14 dias apéds ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 85.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar mecéanico da cauda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina
(grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 14 dias apés a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos mecanicos da cauda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 85. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia mecanica secundaria, causada pela
injecdo de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos
guais todas as outras medidas foram subtraidas para obtencao do A, foram aferidos
na superficie dorsal da cauda, a 5 cm da extremidade, antes da injecéo intraplantar
(i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apds injecao i.pl. foi
feita nova medida do limiar para estimulos mecéanicos (A). 14 dias ap0s a injecédo
i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min apo6s a
microinjecao de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.3 Cauda (hiperalgesia secundaria)

4.3.3.3 Limiar térmico

4.3.3.3.1 Imediatamente apés a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estao representados na figura 86.

A microinjecao de lidocaina 2% (250 nl) apés a injecao i.pl. de salina (grupo
salina i.pl.+lidocaina NPtA) diminuiu discretamente o limiar térmico da cauda
comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina e microinjecao de 250 nl de
salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A injecdo de formalina 5% (50 pl)
na pata direita seguida pela microinjecdo de salina no NPtA (grupo formalina
i.pl.+salina NPtA) ndo mudou esses limiares, comparado com 0S animais com
salina i.pl. e microinjecdo de salina no NPtA (grupo salina i.pl.+salina NPtA). A
microinjecao de lidocaina 2% no NPtA apds a injecdo de formalina na pata (grupo
formalina i.pl.+lidocaina NPtA), diminuiu de forma significativa o limiar térmico da
cauda quando comparado com os animais com formalina i.pl. e microinjecdo de

salina no NPtA (formalina i.pl.+salina NPtA).
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Figura 86. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecdo
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecdo
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos a
injecdo i.pl. foi feita microinjecdo de lidocaina 2% ou salina no NPtA esquerdo e os
limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apds a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. **P<0,001 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.3.3.2 2 horas ap6s a injecéo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 87.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar térmico da cauda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina
(grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 2 horas ap0s a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos da cauda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 87. Efeitos da microinjecédo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecéao
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecao
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apés
injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). 2 horas apo6s
a injecdao i.pl. foi feita microinjecao de lidocaina 2% ou salina no NPtA esquerdo e 0s
limiares da cauda foram aferidos novamente nos tempos 0 min e 15 min apos a
microinjecao.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
mecanicos aferido na cauda antes da injecao i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.3.3.3 1 dia ap0s ainjecao i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 88.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar térmico da cauda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina
(grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 1 dia ap0és a injecédo de salina ou de formalina
na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o alterou
significativamente o limiar para estimulos térmicos da cauda, quando comparado
com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina i.pl.+salina
NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form i.pl.+lidocaina
NPtA).
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Figura 88. Efeitos da microinjecédo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecéo
de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecao
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos
injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Um dia apos
a injecéo i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min
apos a microinjecdo de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.3.3.3.4 7 dias ap0s ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 89.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar térmico da cauda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina
(grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 7 dias ap06s a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos da cauda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 89. Efeitos da microinjecdo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecéo
de formalina 5% (50 pl) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecao
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apds
injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). Sete dias
apos a injecao i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15
min apos a microinjecdo de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos
momentos do experimento de 5-7 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA
seguida pelo teste de Tukey).
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4.3.3.3.5 14 dias apds ainjecdo i.pl. de formalina

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 90.

A injecéo de formalina 5% na pata direita (50 pl, grupo form i.pl.) ndo mudou
o limiar térmico da cauda, comparado com 0s animais com injecao i.pl. de salina
(grupo salina i.pl.). Da mesma forma, 14 dias apés a injecdo de salina ou de
formalina na pata direita, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA n&o
alterou significativamente o limiar para estimulos térmicos da cauda, quando
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA (grupos salina
i.pl.+salina NPtA x salina i.pl.+lidocaina NPtA e form i.pl.+salina NPtA x form
i.pl.+lidocaina NPtA).
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Figura 90. Efeitos da microinjecéo de lidocaina (2%, 250 nl) ou de salina (250
nl) no NPtA esquerdo sobre a hiperalgesia térmica secundaria, causada pela injecdo
de formalina 5% (50 ul) na pata direita de ratos. Os limiares basais, dos quais todas
as outras medidas foram subtraidas para obtencdo do A, foram aferidos na
superficie ventral da cauda, entre 2 e 3 cm da extremidade, antes da injecéo
intraplantar (i.pl.) de salina ou formalina na superficie dorsal da pata direita. Apos
injecao i.pl. foi feita nova medida do limiar para estimulos térmicos (A). 14 dias apos
a injecdo i.pl. os limiares foram aferidos antes (B) e nos tempos 0 min e 15 min
apos a microinjecao de lidocaina 2% ou de salina no NPtA esquerdo.

Barras indicam média + EPM da diferenca entre o limiar para estimulos
térmicos aferido na cauda antes da injecdo i.pl. e aqueles aferidos nos diversos

momentos do experimento de 5-7 animais por grupo.
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4.4 Imunorreatividade a c-Fos na laminas I/ll e V do corno dorsal da medula
espinal decorrentes de estimulacdo mecanica ou térmica periférica, e
microinjecdo de lidocaina (2%, 250 nl) glutamato (5 ou 50 nmol/250 nl), DAMGO

(311 pmol/250 nl) ou salina no NPtA esquerdo imediatamente apés a injecdo

intraplantar de formalina 5%

4.4.1 Estimulo mecéanico

4.4.1.1 Laminas I/ll ipsilateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 91.

A injecao de formalina (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo e estimulacdo mecéanica nas patas posteriores e na
cauda provocou aumento nao significativo do numero de células c-Fos
imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/l do corno dorsal da medula espinal no lado
direito, quando comparado com o0s animais que, ao invés de formalina, receberam
injecdo i.pl. de salina (50 pl). Nas mesmas condi¢des, a microinjecdo de DAMGO
(311 pmol/250 nl) no NPtA, de animais tratados com formalina i.pl., diminuiu de
forma significativa o numero de células c-Fos imunorreativas quando comparado
com os animais com microinjecéo de salina no NPtA e injecéo i.pl. de formalina. Por
outro lado, a microinjecao de glutamato (50 nmol/250nl) ou lidocaina 2% (250 nl) no
NPtA de animais tratados com formalina i.pl. ndo alterou de forma significativa a
imunorreatividade a c-Fos nestas laminas. Da mesma forma, a microinjecdo de
glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA apo0s a injecdo de salina i.pl. ndo alterou a
imunorreatividade a c-Fos quando comparada aos animais com microinjecao de

salina no NPtA e salina na pata.
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Figura 91. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/l
do corno dorsal da medula espinal no lado direito. Apos injecéo de 50 pl de formalina
5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecdo de 250 nl de
glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no NPtA
esquerdo e estimulacdo mecénica das patas posteriores e da cauda. Barras indicam
média + EPM de 4-5 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA seguida pelo

teste de Newman-Keuls).
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4.4.1.2 Laminas I/ll contralateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 92.

A injecao de formalina (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo e estimulacdo mecéanica nas patas posteriores e
cauda ndo provocou mudancas significativas do namero de células c-Fos
imunorreativas/0,2 mm? nas laminas /Il do corno dorsal da medula espinal no lado
esquerdo, quando comparado com 0s animais que receberam injecéo i.pl. de salina.
Nas mesmas condicbes, quando DAMGO (311 pmol/250 nl) foi microinjetado no
NPtA, apoés injecao i.pl. de formalina, houve significativo aumento do numero de
células c-Fos imunorreativas, quando comparado com 0s animais com microinjecao
de salina no NPtA e injecdo de formalina ou salina na pata. Por outro lado, a
microinjecdo de glutamato (50 nmol/250nl) ou lidocaina 2% (250 nl) no NPtA de
animais tratados com formalina i.pl. ndo alterou de forma significativa a
imunorreatividade a c-Fos. A microinjecdo de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA
apoés a injecao i.pl. de salina aumentou de forma ndo significativa o nimero de
células c-Fos imunorreativas quando comparado aos animais com microinjecao de

salina no NPtA e injecdo de salina na pata.
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Figura 92. Namero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/l
do corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo. Apoés inje¢do de 50 pl de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecdo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulacdo mecéanica das patas posteriores e da cauda. Barras
indicam média + EPM de 4-5 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA seguida

pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.1.3 LaminaV ipsilateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 93.

A injecao de formalina (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo e estimulacdo mecéanica nas patas posteriores e
cauda aumentou de forma significativa o nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2
mm? na lamina V do corno dorsal da medula espinal no lado direito, quando
comparada com 0s animais que receberam injecao i.pl. de salina. Nas mesmas
condicbes, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) nos animais com formalina na
pata aumentou significativamente este nimero de celulas c-Fos imunorreativas
comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA. J4 quando
DAMGO (311 pmol) ou glutamato (50 nmol/250nl) foi microinjetado no NPtA, apds
injecao i.pl. de formalina, ndo houve mudancas significativas do namero de células c-
Fos imunorreativas quando comparado com 0s animais com microinjecdo de salina
no NPtA. Da mesma forma a microinjecdo de glutamato (5 nmol/250 nl) no NPtA
apoés a injecdo i.pl. de salina ndo alterou a imunorreatividade a c-Fos quando
comparada aos animais com microinjecdo de salina no NPtA e injecdo de salina na

pata.
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Figura 93. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do
corno dorsal da medula espinal no lado direito. Apés injecdo de 50 pl de formalina
5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecdo de 250 nl de
glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no NPtA
esquerdo e estimulacdo mecanica das patas posteriores e da cauda. Barras
indicam média £+ EPM de 4-5 animais por grupo. **P<0,001 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.1.3LaminaV contralateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 94.

A injecdo de salina (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecdo de 250 nl
de glutamato (5 nmol) no NPtA esquerdo e estimulacdo mecanica nas patas
posteriores e cauda aumentou de forma significativa o niumero de células c-Fos
imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do corno dorsal da medula espinal no lado
esquerdo, quando comparado com 0s animais que receberam microinjecéo de salina
(250 nl) no NPtA. Nas mesmas condi¢cles, a injecdo de formalina (50 pl) na pata
direita seguida pela microinjecdo de salina, glutamato (50 nmol/250nl), DAMGO (311
pmol/250 nl) ou lidocaina 2% (250 nl) ndo alterou de forma significativa o nimero de
células c-Fos imunorreativas quando comparado com 0s animais com microinjecao

de salina no NPtA e injecéo de salina na pata.
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Figura 94. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do
corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo. ApoOs injecdo de 50 ul de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecéo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulacdo mecanica das patas posteriores e da cauda. Barras
indicam média + EPM de 4-5 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA seguida

pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.1 Estimulo térmico

4.4.1.1 Laminas I/ll ipsilateral

Os resultados deste experimento estdo representados na figura 95.

A injecao de formalina (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo e estimulagdo térmica nas patas posteriores e
cauda aumentou de forma significativa o nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2
mm? nas laminas I/Il do corno dorsal da medula espinal no lado direito, quando
comparada com 0s animais que receberam injecdo i.pl. de salina. Nas mesmas
condi¢cdes, a microinjecdo de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA nos animais com injecao
i.pl. de fomalina impediu este aumento na imunorreatividade a c-Fos. Resultado
semelhante, porem de forma menos expressiva, foi observado quando glutamato (50
nmol/250nl) foi microinjetado no NPtA. J4 quando DAMGO (311 pmol) foi
microinjetado no NPtA, apés injecdo i.pl. de formalina, ndo houve mudanca
significativa do nimero de células c-Fos imunorreativas quando comparado com 0s

animais com microinjecdo de salina no NPtA.
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Figura 95. Namero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/l
do corno dorsal da medula espinal no lado direito. Apds injecdo de 50 pl de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecdo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulacdo térmica das patas posteriores e da cauda. Barras
indicam média + EPM de 4-5 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA seguida

pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.1.1 Laminas I/ll contralateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 96.

A injecao de formalina (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
salina (250 nl) no NPtA esquerdo e estimulacdo térmica nas patas posteriores e
cauda ndo provocou mudancas significativas do namero de células c-Fos
imunorreativas/0,2 mm? nas laminas /Il do corno dorsal da medula espinal no lado
esquerdo, quando comparada com 0s animais que receberam injecéo i.pl. de salina
Nas mesmas condicfes, a microinjecdo de DAMGO (311 pmol) no NPtA, apos
injecao i.pl. de formalina, aumentou de forma significativa o nimero de células c-Fos
imunorreativas nestas laminas quando comparado com 0s animais com microinjecao
de salina no NPtA e injecdo de formalina ou salina na pata. Por outro lado, a
microinjecao de glutamato (50 nmol/250nl) ou lidocaina 2% (250 nl) nos animais com
injecdo i.pl. de formalina ndo alterou de forma significativa imunorreatividade a c-

Fos.
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Figura 96. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/l
do corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo. Apds injecdo de 50 pl de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecdo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulagcdo térmica das patas posteriores e da cauda. Barras
indicam média £ EPM de 4-5 animais por grupo. *P<0,05, **P<0,01 (One-way
ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.1.1 Lamina V ipsilateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 97.

A injecao de formalina (50 pl) na pata direita seguida pela microinjecéo de
salina (250 nl), glutamato (50 nmol/250nl) ou de lidocaina 2% (250 nl) no NPtA
esquerdo e estimulacdo térmica nas patas posteriores e na cauda aumentou de
forma significativa o nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm?na lamina V do
corno dorsal da medula espinal no lado direito, quando comparado com 0s animais
gue receberam injecao i.pl. de salina e microinjecdo de salina no NPtA. Nas mesmas
condicBes, a microinjecdo de DAMGO (311 pmol) no NPtA, apds injecao i.pl. de
formalina, aumentou de forma menos expressiva 0 numero de células c-Fos
imunorreativas quando comparado com 0s animais com microinje¢do de salina no

NPtA e injecao de salina na pata.
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Figura 97. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do
corno dorsal da medula espinal no lado direito. Apos injecdo de 50 ul de formalina
5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecdo de 250 nl de
glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no NPtA
esquerdo e estimulagdo térmica das patas posteriores e da cauda. Barras indicam
média £ EPM de 4-5 animais por grupo. **P<0,01, **P<0,001 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.1.1 Lamina V contralateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 98.

A injecao de formalina (50 pl) na pata direita seguida pela microinje¢éo de 250
nl de salina, DAMGO (311 pmol) ou lidocaina 2% no NPtA esquerdo e estimulagcao
térmica nas patas posteriores e cauda ndo provocou mudancas significativas do
nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do corno dorsal da
medula espinal no lado esquerdo, quando comparada com 0Ss animais com
microinjecdo de salina no NPtA e injecdo de salina (50 pl) na pata. Nas mesmas
condicbes, a microinjecdo de glutamato (50 nmol/250nl) no NPtA, apds injecao i.pl.
de formalina, aumentou de forma significativa o numero de células c-Fos
imunorreativas quando comparado com 0s animais com microinje¢do de salina no

NPtA e injecao de salina na pata.
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Figura 98. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do
corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo. Apos injecdo de 50 pl de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecdo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulacdo térmica das patas posteriores e da cauda. Barras
indicam média + EPM de 4-5 animais por grupo. *P<0,05 (One-way ANOVA seguida

pelo teste de Newman-Keuls).
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4.5 Expresséao de c-Fos na laminas I/ll e V do corno dorsal da medula espinal
decorrentes de estimulacdo mecanica ou térmica periférica, e microinjecdo de
lidocaina 2%, glutamato (5 ou 50 nmol), 311 pmol de DAMGO ou salina no NPtA

7 dias ap0s ainjecdo intraplantar de formalina 5%

4.5.1 Estimulo mecéanico

4.5.1.1 Laminas l/ll ipsilateral

Os resultados deste experimento estao representados na figura 99.

A microinjecdo de 250 nl de salina, de glutamato (50 nmol) ou de lidocaina
2% no NPtA esquerdo e estimulacdo mecanica nas patas posteriores e cauda, sete
dias apos injecdo de formalina (50 pl) na pata direita, ndo provocou mudancas
significativas do nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/Il do
corno dorsal da medula espinal no lado direito, quando comparado com 0s animais
gue receberam injecao i.pl. de salina e microinjecéo de salina no NPtA. Nas mesmas
condi¢des, a microinjecdo de DAMGO (311 pmol), sete dias apds injecéo i.pl. de
formalina, aumentou de forma significativa o numero de células c-Fos imunorreativas
guando comparado com 0s animais com microinjecdo de salina no NPtA e injecao

de formalina na pata.
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Figura 99. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/l

do corno dorsal da medula espinal no lado direito. Sete dias apos injecao de 50 pl

de formalina 5% ou de salina na pata direita 0s animais receberam microinjecao de
250 nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina

no NPtA esquerdo e estimulagcdo mecanica das patas posteriores e da cauda. Barras

indicam média + EPM de 4-5 animais por grupo. ***P<0,001 (One-way ANOVA

seguida pelo teste de Newman-Keuls).
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45.1.2 Laminas I/ll contralateral

Os resultados deste experimento estédo representados na figura 100.

A microinjecéo de 250 nl de salina, de glutamato (50 nmol), de DAMGO (311
pmol) ou de lidocaina 2% no NPtA esquerdo e estimulacdo mecanica nas patas
posteriores e cauda, sete dias apoés injecao de formalina (50 pl) na pata direita, ndo
provocou mudancas significativas do nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2
mm? nas laminas I/Il do corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo quando,
comparado com 0s animais que receberam injecao i.pl. de salina e microinjecao de

salina no NPtA.
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Figura 100. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/l
do corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo. Sete dias apos inje¢do de 50 pl
de formalina 5% ou de salina na pata direita 0s animais receberam microinjecao de
250 nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina
no NPtA esquerdo e estimulacdo mecanica das patas posteriores e da cauda. Barras

indicam média £ EPM de 4-5 animais por grupo.
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4.5.1.3 Lamina V ipsilateral

Os resultados deste experimento estédo representados na figura 101.

A microinjecdo de 250 nl de salina, de DAMGO (311 pmol) ou de lidocaina 2%
no NPtA esquerdo e estimulacdo mecanica nas patas posteriores e cauda, sete dias
apos a injecao de formalina (50 pl) na pata direita, aumentou de forma significativa o
nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do corno dorsal da
medula espinal no lado direito, quando comparado com 0s animais que receberam
injecdo i.pl. de salina e microinjecdo de salina no NPtA. Nas mesmas condicfes, a
microinjecdo de glutamato (50 nmol/250nl) no NPtA, apos injecédo i.pl. de formalina,
impediu 0 aumentou do nimero de células c-Fos imunorreativas quando comparado

com os animais com microinjecéo de salina no NPtA e formalina na pata.
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Figura 101. Namero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do
corno dorsal da medula espinal no lado direito. Sete dias ap0s injecdo de 50 pl de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecéo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulacdo mecéanica das patas posteriores e da cauda. Barras
indicam média + EPM de 4-5 animais por grupo. **P<0,01, *P<0,05 (One-way

ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls).
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45.1.3Lamina V contralateral

Os resultados deste experimento estédo representados na figura 102.

A microinjecéo de 250 nl de salina, de glutamato (50 nmol), de DAMGO (311
pmol) ou de lidocaina 2% no NPtA esquerdo e estimulacdo mecanica nas patas
posteriores e na cauda, sete dias apos injecao de formalina (50 ul) na pata direita,
ndo provocou mudangas significativas do numero de células c-Fos
imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do corno dorsal da medula espinal no lado
esquerdo, quando comparado com 0s animais que receberam injecéo i.pl. de salina

(50 ul) e microinjecao de salina no NPtA.
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Figura 102. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? na lamina V do
corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo. Sete dias apos injecdo de 50 pl de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecdo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulagdo mecanica das patas posteriores e da cauda. Barras

indicam média £ EPM de 4-5 animais por grupo.
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4 5.1 Estimulo térmico

4.5.1.1 Laminas /1l ipsilateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 103.

A microinjecao de 250 nl de salina, de glutamato (50 nmol) ou de lidocaina
2% no NPtA esquerdo e estimulacdo térmica nas patas posteriores e cauda, sete
dias apos injecdo de formalina (50 ul) na pata direita, aumentou de forma néo
significativa o nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/ll do
corno dorsal da medula espinal no lado direito, quando comparada com 0s animais
gue receberam injecédo i.pl. de salina (50 pl) e microinjecéo de salina no NPtA. Nas
mesmas condi¢des, a microinjecao de DAMGO (311 pmol/250 nl) no NPtA, sete dias
apos injecao i.pl. de formalina, aumentou de forma significativa o numero de células
c-Fos imunorreativas quando comparado com 0s animais com microinjecao de salina

no NPtA e inje¢c&o de salina na pata.
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Figura 103. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas /11
do corno dorsal da medula espinal no lado direito. Sete dias apds injecao de 50 pl de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecéo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulacdo térmica das patas posteriores e da cauda. Barras
indicam média + EPM de 4-5 animais por grupo. “P<0,05 (One-way ANOVA seguida

pelo teste de Newman-Keuls).
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45.1.1 Laminas I/ll contralateral

Os resultados deste experimento estéo representados na figura 104.

A microinjecéo de 250 nl de salina, de glutamato (50 nmol), de DAMGO (311
pmol) ou de lidocaina 2% no NPtA esquerdo e estimulacdo térmica nas patas
posteriores e cauda, sete dias apoés injecao de formalina (50 pl) na pata direita, ndo
provocou mudancas significativas do nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2
mm? nas laminas I/Il do corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo, quando
comparado com 0s animais que receberam injecdo i.pl. de salina (50 ul) e

microinjecao de salina no NPtA.
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Figura 104. Ndmero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas I/l
do corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo. Sete dias apdés injecdo de 50
pl de formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecéo
de 250 nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de
salina no NPtA esquerdo e estimulacéo térmica das patas posteriores e da cauda.

Barras indicam média + EPM de 4-5 animais por grupo.
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4.5.1.1 LaminaV ipsilateral

Os resultados deste experimento estédo representados na figura 105.

A microinjecéo de 250 nl de salina, de glutamato (50 nmol), de DAMGO (311
pmol) ou de lidocaina 2% no NPtA esquerdo e estimulacdo térmica nas patas
posteriores e cauda, sete dias apoés injecao de formalina (50 pl) na pata direita, ndo
provocou mudancas significativas do nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2
mm? na lamina V do corno dorsal da medula espinal no lado direito, quando
comparado com 0s animais que receberam injecdo i.pl. de salina (50 ul) e

microinjecao de salina no NPtA.
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Figura 105. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas V
do corno dorsal da medula espinal no lado direito. Sete dias apos injecao de 50 pl de
formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecéo de 250
nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de salina no
NPtA esquerdo e estimulacdo térmica das patas posteriores e da cauda. Barras

indicam média £ EPM de 4-5 animais por grupo.
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45.1.1 Lamina V contralateral

Os resultados deste experimento estédo representados na figura 106.

A microinjecéo de 250 nl de salina, de glutamato (50 nmol), de DAMGO (311
pmol) ou de lidocaina 2% no NPtA esquerdo e estimulacdo térmica nas patas
posteriores e cauda, sete dias apoés injecao de formalina (50 pl) na pata direita, ndo
provocou mudancas significativas do nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2
mm? na lamina V do corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo, quando
comparado com 0s animais que receberam injecdo i.pl. de salina (50 ul) e

microinjecao de salina no NPtA.
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Figura 106. Nimero de células c-Fos imunorreativas/0,2 mm? nas laminas V
do corno dorsal da medula espinal no lado esquerdo. Sete dias apés injecdo de 50
ul de formalina 5% ou de salina na pata direita os animais receberam microinjecao
de 250 nl de glutamato (5 ou 50 nmol), DAMGO (311 pmol), lidocaina 2% ou de
salina no NPtA esquerdo e estimulacdo térmica das patas posteriores e da cauda.

Barras indicam média £ EPM de 4-5 animais por grupo.
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Neste trabalho, observamos que a inje¢ao intraplantar de formalina 5% causa
imediata e intensa hiperalgesia primaria mecanica que perdura por até 7 dias apos a
inducdo da inflamac&o. Também observamos intensa hiperalgesia térmica priméria
detectada imediatamente e 2 horas ap0s a inje¢do i.pl., mas sem se prolongar para
0s tempos posteriores deste estudo.

Estes resultados corroboram parcialmente achados anteriores que mostram
gue a hiperalgesia mecanica observada na pata tratada com formalina ocorre
rapidamente apés a injecdo, porém, diferentemente do comportamento nociceptivo
espontaneo que dura até duas horas, esta hiperalgesia se estende por
aproximadamente 4 semanas (FU; LIGHT; MAIXNER, 2001). Por outro lado, esses
autores observaram que a hiperalgesia térmica também se prolonga até a 42
semana e ndo somente até 2 horas como observado neste estudo.

A injecédo de formalina 5% também causou imediata hiperalgesia secundaria
mecanica na pata contralateral a que recebeu formalina, efeito que durou até 1 dia
apos a injecdo. Entretanto, ndo alterou de forma significativa o limiar para estimulo
térmico nesta pata em nenhum dos momentos estudados. Outros estudos também
tém reportado que a injecdo de formalina 5% em uma pata influencia o limiar
nociceptivo da pata contralateral (FU; LIGHT; MAIXNER, 2001).

A injecdo de formalina na pata ndo alterou o limiar da cauda em nenhum
momento do estudo. Esses resultados contrastam com achados anteriores que
mostram que a injecdo de formalina em uma pata traseira facilita o reflexo de
retirada da cauda evocado por estimulo térmico ou mecéanico (WIERTELAK et al.,
1994; CALEJESAN; CH'ANG; ZHUO, 1998). Aplicacdo de 6leo de mostarda na pata
traseira de rato também facilita o reflexo de retirada da cauda a estimulos térmicos

(URBAN, M. O.; JIANG; GEBHART, 1996). Wiertelak e cols. (1994), mostraram que
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a resposta hiperalgésica a estimulos térmicos aplicados a cauda dura muitas horas
apos a injecdo da formalina na pata de ratos, e outros autores tem reportado que a
injecao de formalina na cauda baixa, por varias horas, o limiar de retirada da pata a

estimulos térmicos (BIANCHI; PANERAI, 1997).

4.1 Efeitos da microinjecdo de glutamato no NPtA

A microinjegdo de glutamato (50 nmol) no NPtA teve forte efeito
antinociceptivo contra estimulos mecéanicos aferidos na pata que recebeu salina ou
formalina (hiperalgesia mecénica primaria). Nos animais com formalina, este efeito
antinociceptivo foi pronunciado 1 e 7 dias apés a injecao i.pl., mas foi menor quando
avaliado imediatamente, 2 horas ou 14 dias pos-formalina. Da mesma forma, nos
animais com injec¢do i.pl. de salina houve forte efeito antinociceptivo 2 horas, 1 dia, 7
dias e 14 dias ap0s a injecéao i.pl.

Quando o limiar para estimulo térmico foi avaliado, o glutamato (50 nmol)
também foi efetivo , principalmente quando se avaliou o limiar imediatamente, 2
horas e 1 dia apos a injecéo i.pl. de formalina, mas este efeito foi menor aos 7 e 14
dias. Nos animais que receberam injecéo i.pl. de salina o efeito antinociceptivo do
glutamato (50 nmol) foi discreto nas medidas realizadas imediatamente e 2 horas
apos ainjecao i.pl.

Por outro lado, quando glutamato (5 nmol) foi microinjetado no NPtA
observou-se, em todos os tempos avaliados, leve e ndo significativo efeito

pronociceptivo para estimulos mecanicos na pata que recebeu salina, e um fraco
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aumento no limiar para estimulo térmico (também nao significativo). Nos animais que
receberam formalina, esta baixa dose de glutamato induziu efeito antinociceptivo
discreto.

Diversos estudos tém mostrado que vias descendentes sdo extremamente
importantes no controle da hiperalgesia priméaria. A secc¢éo bilateral do funiculo
dorso-lateral torna mais intensa a hiperalgesia térmica primaria induzida pela injecao
de carragenina na pata traseira (REN; DUBNER, 1996). A imunorreatividade a c-Fos
na medula espinal de ratos ipsilateral & pata inflamada pela injecdo de CFA é
aumentada pela transec¢do da medula (REN; RUDA, 1996). Influéncias inibitorias
descendentes tbnicas parecem ja estar presentes quando a formalina é injetada na
pata, pois a transeccédo do funiculo dorso-lateral dias antes da injecdo de formalina,
torna as respostas nociceptivas mais intensas (ABBOTT; HONG; FRANKLIN, 1996).

A injecdo de formalina 5% na pata direita causou hiperalgesia mecanica
também na pata contralateral até 1 dia pés-formalina, sem efeitos significativos
sobre o limiar térmico.

A microinjecdo de glutamato (50 nmol) no NPtA teve efeito antinociceptivo,
contra estimulos mecéanicos aplicados na pata contralateral naqueles animais que
receberam a injecéo i.pl. previa de formalina em todos os tempos avaliados. Efeito
antinociceptivo mais discreto foi observado nos animais com injecao i.pl. de salina.
Por outro lado, de forma semelhante ao que ocorreu com a pata ipsilateral, a
microinjecdo de glutamato (5 nmol) no NPtA teve efeito hipernociceptivo naqueles
animais com injecdo i.pl. de salina e ndo apresentou efeitos significativos nos
animais com injecdo i.pl. de formalina. Ndo observamos efeitos sobre o limiar
térmico da pata contralateral com nenhuma das doses de glutamato utilizada tanto

imediatamente, quanto 2 horas, 1 dia, 7 dias e 14 dias ap6s a injecéao i.pl.
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A microinjecao de glutamato (50 nmol) ndo influenciou o limiar mecanico da
cauda e apresentou efeito antinociceptivo sobre o limiar térmico somente daqueles
animais com injec¢éo i.pl. de salina. A dose de 5 nmol de glutamato ndao apresentou
efeitos consistentes sobre o limiar mecénico ou térmicos da cauda, tanto os animais
com injecao i.pl. de salina quanto de formalina.

A literatura confirma que vias descendentes também influenciam a
hiperalgesia secundaria. Seccd@o bilateral do funiculo dorso lateral facilita o
desenvolvimento da hiperalgesia secundaria ap6s a injecdo de CFA ou de
carragenina na pata traseira (REN; DUBNER, 1996). A lesdo do RVM impede a
facilitacdo do reflexo de retirada desencadeado por estimulacdo da pata na vigéncia
de inflamacéo do joelho (URBAN, M. O.; ZAHN; GEBHART, 1999). A lesdo prévia do
bulbo dorso-rostral em ratos impede que se desenvolva hiperalgesia térmica

secundaria (URBAN, M. O.; ZAHN; GEBHART, 1999).

4.3 Efeitos da microinjecdo de DAMGO no NPtA

A microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol) no NPtA apresentou forte efeito
antinociceptivo dose dependente na maioria das vezes, tanto em animais tratados
com salina i.pl. quanto com formalina i.pl. e quando avaliado o limiar mecéanico e
térmico em todos os tempos aferidos. Todavia, no 14° dia apds a injecao i.pl. os
efeitos do DAMGO foram mais discretos.

Quando avaliamos o limiar mecéanico e térmico da pata contralateral

(hiperalgesia secundéria) também observamos forte efeito antinociceptivo da maior
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dose de DAMGO (311 pmol). Efeito semelhante foi obtido quando DAMGO (156
pmol) foi microinjetado no NPtA 1 dia, 7 dias e 14 dias ap0s a injecéo i.pl.

A microinjecdo da maior dose de DAMGO no NPtA promoveu forte efeito
antinociceptivo também contra estimulos térmicos aferidos na cauda (hiperalgesia
secundéria) em todos os momentos avaliados. J& a menor dose ndo apresentou
efeito significativo imediatamente e 2 horas apdés a inje¢do i.pl., mas produziu
antinocicepcdo no 1°, 7° ou 14° dias apos a injecdo de salina ou de formalina na
pata direita. Quando o limiar mecanico foi avaliado, observamos afeito
antinociceptivo da maior dose de DAMGO até um dia apés a injecao i.pl. de
formalina.

Os opiaceos ainda sdo os agentes disponiveis mais eficazes para o
tratamento de dores severas. Muitos estudos demonstram efeito antinociceptivo de
opiaceos sobre os comportamentos eliciados pela formalina (DUBUISSON; DENNIS,
1977; OLUYOMI; HART; SMITH, 1992). Dickenson e Sullivan, (1987) mostraram que
a administragdo sistémica, intratecal ou intracerebroventricular (i.c.v.) de DAMGO
deprime fortemente os comportamentos nociceptivos induzidos pela formalina e a
resposta de neurénios do corno dorsal da medula espinal.

A microinjecdo de DAMGO no NPtA promove antinocicepcdo (MAMEDE
ROSA; PRADO, 1997). Receptores opiodides sédo largamente distribuidos no encéfalo
de ratos incluindo o NPtA (ATWEH; KUHAR, 1977). Trabalhos apontam a presenca
de receptes opidides do tipo u no NPtA (GOODMAN et al., 1980) mas nao dos tipos
0, K e o (TEMPEL; ZUKIN, 1987; MANSOUR et al.,, 1993). Além disso, corpos
celulares positivos para dinorfina B e met-encefalina tem sido identificados no NPtA

(FALLON; LESLIE, 1986).
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Uma vez que a acdo direta de opidides sobre neurbnios hiperpolariza a
membrana celular e reduz a liberacdo de neurotransmissores, seu efeito excitatério €
provavelmente decorrente de inibicdo de interneurbnios gabaérgicos ou de seus
terminais (HEINRICHER; MORGAN; FIELDS, 1992; ZAGON; MENG; FIELDS, 1997)

De fato, Villarreal e Prado, 2007 mostram que quando impulsos nociceptivos
persistentes atingem o NPtA, terminais colinérgicos e/ou serotoninérgicos locais
independentes sdo ativados e desencadeiam influéncias inibitérias descendentes
sobre a nocicepcao. Ainda segundo o0s autores esta via serotoninérgica descendente
gue parte do NPtA esta sob influéncia inibitéria local de neurbnios gabaérgicos que
por sua vez recebem aferéncia inibitoria de neurdnios opididergicos. Dessa forma, a
injecdo de DAMGO neste nucleo intensifica a via serotoninérgia descendente por
inibir os neuronios gabaérgicos que a inibem, culminando com inibicdo da
nocicepgao (VILLARREAL; PRADO, 2007), o que corrobora os resultados obtidos
neste trabalho com o uso do DAMGO. Seguindo essa linha de raciocinio, é provavel
gue O0s receptores responsaveis pela acdo analgésica do glutamato estejam
localizados em terminais colinérgicos e/ou serotoninérgicos ou entdo em neurbnios
opioidérgicos que inibem os gabaérgicos, em ambos os casos provocando inibicdo

descendente sobre a nocicepgéao.

4.3 Efeitos da microinjecao de lidocaina no NPtA

O bloqueio neural do NPtA com lidocaina aumentou a hiperalgesia primaria

mecanica 2 horas apo6s a injecdo i.pl. de formalina. A hiperalgesia secundaria
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avaliada na pata esquerda ndo apresentou mudancas significativas. Por outro lado,
a cauda apresentou efeito hiperalgésico para estimulos térmicos imediatamente
apoés a injecdo i.pl. de formalina. Outros trabalhos tém mostrado a importancia
assumida pelo NPtA em injarias persistentes (REES; TERENZI; ROBERTS, 1995;

VILLARREAL; DEL BEL; PRADO, 2003)

4.4 Avaliacéo da atividade neuronal do corno dorsal da medula espinal

A expressdo da proteina c-Fos no estudo da dor foi primeiramente
empregada por Hunt e cols. (HUNT; PINI; EVAN, 1987). Este método apresenta
certas vantagens sobre técnicas anatdmicas e eletrofisioldgicas convencionais para
o estudo da dor, pois pode ser usada em animais acordados, além de marcar
neurénios em todo o neuroeixo (HARRIS, 1998). Varios estudos mostram que
mudancas quimicas e eletrofisiologicas significativas e de longa-duracao
desencadeadas por estimulacdo nociva sdo, pelo menos em parte, dependentes da
expressao da proteina c-Fos. A inibicdo da expressdo dessa proteina diminui a
hiperalgesia da segunda fase da formalina, sugerindo uma relacdo causal entre os
dois eventos (HOU et al., 1997).

Para estudar a influéncia de vias descendentes do NPtA sobre a atividade
neuronal no corno dorsal da medula espinal em resposta a estimulacdo mecéanica ou
térmica na vigéncia de inflamacao, escolhemos os tempos imediatamente e 7 dias
pos-formalina para realizacdo de imunohistoquimica c-Fos. Glutamato (5 e 50 nmol),

DAMGO (311 pmol) e lidocaina 2% foram microinjetados no NPtA.
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Para tanto, os animais foram submetidos a protocolos semelhantes aos
utilizados nos estudos comportamentais, com a diferenca de que agora, grupos
diferentes de animais foram usados para estudar a hiperalgesia mecéanica ou
térmica, pois assim poderiamos ver a influéncia individual destes tipos de
hiperalgesias sobre a atividade neuronal no corno dorsal da medula espinal. Além
disso, a estimulagdo mecanica foi padronizadas em 5 estimulos mecénicos em cada
area estimulada (pata traseira direita, pata traseira esquerda e cauda) cada vez que
as medidas eram necessarias. A estimulagdo térmica foi sempre repetida 2 vezes
em cada area, em todos os momentos da afericdo nas diversas etapas deste estudo
(com excecéao das medidas basais que foram repetidas 3 vezes).

Assim, observamos que a estimulacdo mecénica ou térmica das patas
posteriores e da cauda apos injecéo i.pl. de formalina causa imediato e expressivo
aumento no numero de células c-Fos imunorreativas na lamina V do corno dorsal da
medula espinal ipsilateral. Aumento semelhante ocorreu nas laminas I/l ipsilateral
dos animais que receberam formalina i.pl. e estimulacédo térmica, e de forma menos
expressiva (ndo significante estatisticamente) nos animais que receberam
estimulacdo mecanica. Ndo foi observado aumento significativo no nuamero de
células c-Fos imunorreativas nas laminas /1l e V do corno dorsal contralateral nestes
animais. Padrdo semelhante de expressdo de c-Fos no corno dorsal da medula
espinal tem sido reportado na literatura em animais que receberam injecao i.pl. de
formalina (PRESLEY et al., 1990; GOGAS et al., 1991; GOGAS et al., 1996).

A ativacado do NPtA com glutamato (50 nmol) logo apoés a injecéo i.pl. de
formalina diminuiu levemente o niamero de células c-Fos imunorreativas nas laminas
I/l do corno dorsal ipsilateral nos animais que receberem tanto estimulacéo

mecanica quanto térmica das patas posteriores e da cauda, e aumentou
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discretamente na lamina V contralateral dos animais com inje¢&o i.pl. de formalina e
estimulacao térmica.

Quando receptores p-opidides foram ativados no NPtA com a
microinjecdo de DAMGO (311 pmol) apés a injecdo i.pl. de formalina, ocorreu
diminuicdo da imunorreatividade a c-Fos nas laminas I/l ipsilateral e aumento no
lado contralateral dos animais que receberam estimulo mecéanico, sem, no entanto,
produzir efeitos na lamina V destes animais. Ja nos animais que, nas mesmas
condicdes, receberam estimulacdo térmica nas patas posteriores e na cauda,
também houve aumento no nimero de células c-Fos imunorreativas nas laminas I/11
do lado contralateral, e diminui¢do na lamina V no lado ipsilateral.

A literatura tem mostrado que opiddes podem ter efeitos diferentes sobre
a expressao de c-Fos nas laminas superficiais e profundas do corno dorsal da
medula espinal. A injecdo i.c.v. de DAMGO inibe a imunorreatividade a c-Fos
desencadeada por injecao i.pl. de formalina nas laminas profundas, mas com poucos
efeitos sobre as laminas superficiais (GOGAS et al., 1991). Inje¢&o i.c.v. de morfina
(0.70 nmol) inibe a imunorreatividade a c-Fos nas laminas superficiais e aumenta,
ainda que discretamente, nas laminas profundas do corno dorsal apos injecdo de
formalina na pata (GOGAS et al., 1996).

Quando o NPtA sofreu blogueio temporario pela microinjecédo de lidocaina
2%, apos a injecdo i.pl. de formalina, houve aumento no nimero de células c-Fos
imunorreativas na lamina V do lado ipsilateral dos animais que receberam
estimulacdo mecanica, e diminuicdo deste numero nas laminas I/ll do lado ipsilateral
dos animais com estimulacdo térmica. Villarreal et al., (2003) também mostraram

gue a ablacdo do NPtA reduz a imunorreatividade a c-Fos induzida por incisdo na
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pata nas laminas superficiais e aumenta nas laminas profundas do corno dorsal da
medula espinal.

Também estudamos o efeito da microinjecdo de glutamato (5 nmol) no
NPtA sobre a imunorreatividade a c-Fos na medula espinal, logo apoés inje¢éo i.pl. de
salina e frente a estimulagdo mecéanica, uma vez que em nossos resultados
comportamentais foi identificado efeito pronociceptivo contra estimulos mecéanicos
com o uso desta dose de glutamato. Neste caso, verificamos aumento no nimero de
células c-Fos imunorreativas na lamina V contralateral quando 5 nmol de glutamato
foi microinjetado no NPtA apds a injecdo de salina na pata de animais que
receberam estimulacdo mecanica, e leve aumento também nas laminas /Il
contralateral.

Quando avaliamos a imunorreatividade a c-Fos 7 dias apos injegao i.pl. de
formalina, observamos aumento no numero de células c-Fos imunorreativas na
lamina V do corno dorsal da medula espinal ipsilateral nos animais que receberam
estimulacdo mecanica. Aumento semelhante, mas nédo significativo, foi observado
nas laminas I/1l ipsilateral, dos animais que receberam estimulacao térmica.

A microinjecao de glutamato (50 nmol) no NPtA 7 dias apés a injecao i.pl.
de formalina diminuiu 0 numero de células c-Fos imunorreativas somente na lamina
V ipsilateral dos animais que sofreram estimulacdo mecanica. Ja a microinjecao de
DAMGO (311 pmol) aumentou este namero nas laminas I/l ipsilateral tanto dos
animais que receberam estimulacdo mecéanica quanto térmica.

O blogueio neural do NPtA com a microinjecdo de lidocaina, feita 7 dias
apos a injecdo de formalina na pata, ndo apresentou efeitos significativos sobre o
namero de células c-Fos imunorreativas nas laminas do corno dorsal estudadas nos

animais que sofreram estimulagcdo mecéanica ou térmica.
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Relacionando nossos achados imunohistoquimicos com  0s
comportamentais, podemos ver que a intensa hiperalgesia primaria mecéanica e
térmica observadas na pata ipsilateral dos animais, imediatamente apds a injecao
intraplantar de formalina, esta correlacionada com o aumento no nimero de células
c-Fos imunorreativas nas laminas I/l e V do corno dorsal ipsilateral descritas acima.
Na pata contralateral, porém, a hiperalgesia mecéanica secundaria observada
imediatamente ap6s a injecdo i.pl. de formalina n&o apresentou aumento
correspondente na imunorreatividade a c-Fos no corno dorsal contralateral. Nao
observamos o aparecimento de hiperalgesia térmica na pata contralateral nem
tampouco aumento no numero de células c-Fos imunorreativas nas laminas I/ll e V
do corno dorsal contralateral apés a injecéo i.pl. de formalina e estimulacdo térmica.

Corroborando outros achados (FU; LIGHT; MAIXNER, 2001), 7 dias apos
a injecdo de formalina na pata ainda detectamos hiperalgesia mecanica primaria na
pata ipsilateral. E possivel ver aumento correspondente no nimero de células c-Fos
imunorreativas na lamina V do corno dorsal ipsilateral dos animais que receberam
estimulacdo mecanica 7 dias apos a injecao de formalina na pata.

N&o detectamos hiperalgesia térmica primaria no sétimo dia pos-formalina
mas discreto aumento na imunorreatividade a c-Fos (sem significado estatistico) foi
visto nas laminas I/l do lado ipsilateral de animais com estimulacdo térmica 7 dias
apos injecéao i.pl. de formalina. Da mesma forma, a pata contralateral ndo mostrou
sinais de hiperalgesia mecanica ou térmica 7 dias apos a injecao de formalina na
pata. Também, ndo foi detectada mudanca no nuamero de células c-Fos
imunorreativas no corno dorsal contralateral de animais que receberam estimulacéo

mecanica ou térmica 7 dias pés-formalina.
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A ativagcdo do NPtA com glutamato (50 nmol) teve efeito antinociceptivo
contra estimulos mecéanicos na pata ipsilateral (hiperalgesia primaria) principalmente
1 dia e 7 dias ap6s a injecdo i.pl. de formalina, e de forma menos intensa,
imediatamente e 2 horas apés a inje¢do i.pl. Quando o limiar para estimulo térmico
foi avaliado, glutamato (50 nmol) microinjetado no NPtA promoveu efeito
antinociceptivo imediatamente, 2 horas e 1 dia ap6s a injecdo de formalina, mas teve
efeito menor no 7° e 14° dias.

A avaliagdo da atividade neuronal das laminas do corno dorsal ipsilateral
mostra que a microinjecao de glutamato (50 nmol) no NPtA imediatamente apds a
injecdo de formalina na pata diminuiu levemente o numero de células c-Fos
imunorreativas nas laminas 1/ll do corno dorsal ipsilateral nos animais que
receberem estimulacdo mecanica ou térmica das patas posteriores e da cauda. Sete
dias apds formalina, a microinjecdo de glutamato (50 nmol) diminuiu a
imunorreatividade a c-Fos somente na lamina V ipsilateral dos animais que sofreram
estimulacdo mecanica.

A microinjecado de glutamato (50 nmol) no NPtA teve efeito antinociceptivo
contra estimulos mecanicos também na pata esquerda. Este efeito foi observado até
no 7° dia apods a injecdo de formalina na pata direita. Tais achados ndo mostraram
correspondéncia com a atividade neuronal das laminas I/ll e V do corno dorsal
contralateral, uma vez que ndo observamos mudancas no niamero de células c-Fos
imunorreativas destas laminas quando glutamato (50 nmol) foi microinjetado no
NPtA imediatamente ou sete dias apos injecao i.pl. de formalina em animais que
receberam estimulacdo mecanica.

Aumento discreto do numero de células c-Fos imunorreativas na lamina V

contralateral foi observado em animais que receberam microinjecdo de glutamato
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(50 nmol) imediatamente apdés a injecdo i.pl. de formalina e que receberam
estimulacdo térmica, apesar de ndo termos observado efeitos sobre o limiar para
estimulo térmico da pata contralateral em nenhum dos tempos avaliados.

A microinjecdo de DAMGO (156 ou 311 pmol) no NPtA causou forte efeito
antinociceptivo na pata ipsilateral, na maioria das vezes dose relacionado, quando
avaliados o limiar mecénico ou térmicos imediatamente, 2 horas, 1 dia, 7 dias e 14
dias apds formalina, sendo que no 14° dia os efeitos foram mais discretos. Quando
avaliamos o efeito da microinjecdo de DAMGO (311 pmol) no NPtA imediatamente
apos injecdo i.pl. de formalina sobre a imunorreatividade a c-Fos, observamos
diminuigdo do numero de células c-Fos imunorreativas nas laminas I/ll ipsilateral dos
animais que receberam estimulo mecéanico e diminuicdo discreta na lamina V
ipsilateral dos animais que receberam estimulacao térmica. Sete dias ap0s a injecao
de formalina na pata, a microinjegdo de DAMGO (311 pmol) no NPtA aumentou o
namero de células c-Fos imunorreativas nas laminas I/Il ipsilateral dos animais que
receberam estimulagcdo mecéanica ou térmica.

O limiar mecéanico e térmico da pata contralateral também sofreu intenso
aumento apés a microinjecao da maior dose de DAMGO, que foi efetiva em todos os
tempos do estudo. Quando a menor dose de DAMGO foi microinjetada no NPtA,
observamos aumento do limiar mecéanico e térmicos principalmente no 1° e 7° dias
pos-formalina.

A microinjecdo de DAMGO (311 pmol) no NPtA imediatamente apés a injecao
i.pl. de formalina, aumentou o numero de células c-Fos imunorreativas nas laminas
I/ll no lado contralateral tanto dos animais que receberam estimulo mecanico quanto
térmico nas patas posteriores e na cauda. Nenhum efeito significativo foi observado

sobre a imunorreatividade a c-Fos no corno dorsal contralateral quando avaliada 7
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dias apés a injecdo de formalina na pata de animais que receberam estimulacdo
mecanica ou térmica.

Quando glutamato (5 nmol) foi microinjetado no NPtA observou-se efeito
pronociceptivo para estimulos mecéanicos na pata ipsilateral e principalmente na pata
contralateral, em todos os tempos avaliados, nos animais que receberam injecgéo i.pl.
de salina, sem efeitos visiveis contra estimulos térmicos. Verificamos aumento no
namero de células c-Fos imunorreativas na lamina V contralateral e aumento
discreto nas laminas I/Il contralateral, de animais que receberam microinjecdo de
glutamato (5 nmol) no NPtA imediatamente apdés injecédo i.pl. de salina e que tiveram
estimulacdo mecanica nas patas posteriores e na cauda.

O bloqueio neural do NPtA com lidocaina causou hiperalgesia secundaria
contra estimulos térmicos somente na cauda e imediatamente apds a injecdo de
formalina na pata. A imunohistoquimica revelou que a microinjecédo de lidocaina no
NPtA imediatamente apos a injecdo de formalina na pata aumentou o numero de
células c-Fos imunorreativas na lamina V ipsilateral dos animais com estimulacao
mecanica e diminuiu este niamero nas laminas I/ll do lado ipsilateral dos animais com
estimulacdo térmica. Nenhum efeito significativo foi observado quando da
microinjecao de lidocaina no NPtA sobre a imunorreatividade a c-Fos 7 dias apos a
injecdo i.pl. de formalina nos animais que receberam estimulagdo mecéanica ou
térmica.

Em conjunto esses resultados indicam que a atividade neuronal da lamina V
ipsilateral mostra forte correlacdo com a hiperalgesia primaria mecanica e térmica
desencadeada pela injecdo de formalina na pata, tanto imediatamente quanto a 7
dias da injecédo i.pl. Estes resultados corroboram achados anteriores que apontam a

atividade das laminas profundas do corno dorsal da medula espinal como estando
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mais diretamente relacionada ao comportamento nociceptivo desencadeado pela
formalina do que as laminas superficiais (GOGAS et al., 1991). Por outro lado, a
hiperalgesia mecéanica secundéaria observada na pata contralateral imediatamente
apos injecao i.pl. de formalina ndo encontrou correlagdo com a atividade neuronal do
corno dorsal contralateral.

A ativacdo de circuitos glutamatérgicos no NPtA com alta dose de
glutamato (50 nmol) mostrou diferente acdo sobre as laminas do corno dorsal
dependente do tempo de desenvolvimento do processo inflamatério desencadeado
pela formalina. Imediatamente ap6s a instalacdo da inflamacdo as laminas /Il
ipsilaterais mostraram ter papel importante na acdo antinociceptiva de influéncias
inibitérias descendentes do NPtA em respostas a estimulos mecanicos e térmicos
periféricos. Porém, 7 dias ap0s o inicio do processo inflamatorio, esta vias inibitorias
descendentes agem sobre a lamina V ipsilateral no sentido de inibir a hiperalgesia
primaria mecéanica instalada.

O corno dorsal contralateral n&o mostrou correlacdo entre o
comportamento nociceptivo desencadeado pela estimulacédo da pata contralateral e
a atividade neuronal das laminas I/ll e V, pois a microinjecéo de glutamato (50 nmol)
teve forte efeito antinociceptivo contra estimulos mecanicos na pata contralateral
mas nao alterou a atividade neuronal nestas laminas.

Outros estudos tém relatado efeito antinociceptivo sem diminuicédo
correspondente da imunorreatividade a c-Fos no corno dorsal da medula espinal
(GOGAS et al., 1991; BIRDER; DE GROAT, 1998; HAMMOND et al., 1998; SAADE
et al., 1999)

Quando circuitos glutamatérgicos mais sensiveis sao ativados no NPtA

pela microinjecdo de baixa dose de glutamato, € visto interessante efeito facilitatério
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para estimulos mecéanicos principalmente na pata contralateral e somente nos
animais sem inflamacédo na pata. Além disso, nota-se correspondente aumento na
atividade neuronal na lamina V contralateral, e mais discretamente, também na
lamina I/Il contralateral. Mais uma vez, correlacionando-se diretamente a atividade
neuronal de laminas profundas com o comportamento nociceptivo. Nos animais com
inflamag@o na pata, ndo foi possivel detectar este efeito facilitatério. Portanto,
circuitos glutamatergicos mais sensiveis, ativados por baixas doses de glutamato,
presentes no NPtA desencadeiam facilitacdo descendente que aparece somente em
condi¢des fisioldgicas, cuja funcéo fisiopatoldgica precisa ser melhor estudada.

Outros trabalhos tém relatado efeito dual semelhante da microinjecéo de
diferentes concentracfes de glutamato em sitios supraespinais sobre a nocicepcao
(ZHUO; GEBHART, 1992; 2002a; b; VILLARREAL; KINA; PRADO, 2004b). Trés
horas apdés a Iinjecdo de CFA na pata traseira de ratos anestesiados
superficialmente, a microinjecdo de 10 ou 1000 pmol de NMDA no RVM facilitou e
inibiu, respectivamente, a hiperalgesia térmica primaria (TERAYAMA et al., 2000;
GUAN et al., 2002).

A intensa antinocicepcado desencadeada pela ativacdo de circuitos p-
opidides no NPtA ndo mostrou clara correlacdo com a atividade neuronal do corno
dorsal da medula espinal. Imediatamente apds o inicio do processo inflamatério as
laminas I/Il ipsilaterais foram inibidas enquanto as contralaterais foram facilitadas
guando havia estimulacdo mecéanica periférica, um efeito antagénico para uma
mesma atividade final, qual seja, a antinocicep¢do sobre a hiperalgesia primaria
(pata ipsilateral) e secundaria (pata contralateral). Fato semelhante ocorreu quando

utilizamos estimulos térmicos, pois apesar do efeito antinociceptivo sobre a
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hiperalgesia térmica priméria e secundaria, a lamina V ipsilateral foi inibida enquanto
as laminas /1l contralaterais foram facilitadas.

Sete dias apos o inicio do processo inflamatério, as vias descendentes
ativadas pela microinjecdo de DAMGO (311 pmol) no NPtA tiveram a mesma acéo
facilitatéria sobre as laminas superficiais do corno dorsal ipsilateral quando estimulos
mecéanicos ou térmicos foram aplicados, e o efeito comportamental sempre foi
inibicdo da hiperalgesia priméria mecanica e térmica. Efeito comportamental
semelhante foi observado na pata contralateral contra estimulos mecénico e térmico
sem efeitos sobre as laminas do corno dorsal contralateral estudadas.

Estudos anteriores tém relatado efeitos antinociceptivos de opidides sem
diminuicdo correspondente da imunorreatividade a c-Fos no corno dorsal da medula
espinal (GOGAS et al.,, 1991; HAMMOND et al.,, 1998; SAADE et al., 1999). Em
outros trabalhos, analgesia total foi obtida com o uso de opidides, mas com a
presenca de consideravel expressao de c-Fos na medula espinal (JASMIN et al.,
1994; ABBADIE et al., 1997; SAADE et al., 1997; HAMMOND et al., 1998; BAI et al.,
2002). A administracdo sistémica, intratecal ou i.c.v. de DAMGO tem forte efeito
analgésico no teste da formalina alem de inibir a resposta de neur6nios do corno
dorsal da medula espinal (DICKENSON; SULLIVAN, 1987)

Nos primeiros momentos apos a instalacdo da inflamacéo, o NPtA parece
estar exercendo certa acdo inibitéria descendente sobre as aferéncias de estimulos
térmicos da cauda, pois o bloqueio neural deste ndcleo gerou hiperalgesia neste
local. Na imunohistoquimica vimos que as laminas superficiais do corno dorsal
ipsilateral estiveram inibidas neste momento, sem efeitos sobre o corno dorsal

contralateral.
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Outros trabalhos tém enfatizado a importancia do NPtA para reducéo da
severidade das respostas nociceptivas em injarias persistentes. Lesdo do NPtA
intensifica a autotomia desenvolvida por seccionamento da raiz dorsal (REES;
TERENZI; ROBERTS, 1995) e o bloqueio neural do NPtA intensifica a dor
persistente induzida por injecdo intraplantar de carragenina ou inciséo cirurgica da
pata de ratos (VILLARREAL; DEL BEL; PRADO, 2003).

Sete dias apds o inicio da inflamagdo o NPtA parece estar exercendo
poucos efeitos sobre a nocicepcdo, pois seu bloqueio ndo gerou efeitos contra
estimulos mecéanico ou térmico, nem tampouco alterou a atividade neuronal das
laminas do corno dorsal estudadas.

Embora os resultados comportamentais apontem que o NPtA exerce
efeito antinociceptivo semelhante sobre a hiperalgesia primaria e secundaria, é
plausivel admitir que as vias descendentes responsaveis por tais efeitos atuem de
forma diferente sobre a atividade neuronal das laminas do corno dorsal da medula
espinal. Em nosso estudo, a atividade celular das laminas do corno dorsal
contralateral foram sempre facilitadas pelos tratamentos que foram efetivos mesmo
guando o resultado final foi inibicdo da hiperalgesia secundaria, mostrando assim
uma deficiéncia na correlacdo entre atividade neuronal nessas areas e
comportamento nociceptivo na pata contralateral.

Ja a hiperalgesia primaria sofreu forte influéncia inibitoria descendente
mostrada pelo nimero de células c-Fos imunorreativas nas laminas do corno dorsal
ipsilateral que se correlacionou diretamente com o0s resultados comportamentais.
Facilitacdo da atividade neuronal também foi vista no corno dorsal ipsilateral sem

correspondéncia comportamental.
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Também é possivel ver que as laminas I/ll sdo o principal alvo de vias
descendentes facilitatorias sobre a atividade neuronal do corno dorsal, corroborando
achados anteriores que mostram que vias descendentes do NPtA ativam as laminas
superficiais do corno dorsal da medula espinal (REES; TERENZI; ROBERTS, 1995;
VILLARREAL; DEL BEL; PRADO, 2003).

Resultados obtidos com os testes comportamentais mostram que o NPtA
parece exercer influéncia semelhante também sobre a hiperalgesia mecéanica e
térmica. Porém, a avaliacdo da atividade neuronal das laminas do corno dorsal
mostra algumas particularidades em cada caso. O bloqueio neuronal do NPtA no
inicio do processo inflamatério mostra que, nesse momento, vias descendentes do
NPtA inibem as laminas profundas ipsilaterais em resposta a estimulacdo mecanica
e, quando ha estimulacdo térmica, a inibicAo se da nas laminas superficiais
ipsilaterais. Efeito oposto € observado com a microinjecdo de DAMGO (311 pmol) no
NPtA imediatamente apdés a injecdo de formalina na pata, quando se observa
inibicdo das laminas superficiais ipsilaterais em resposta a estimulacdo mecanica e
inibicdo mais discreta das laminas profundas ipsilaterais em resposta a estimulagcéao
térmica.

Mais estudos sdo necessarios para compreender 0S mecanismos
descendentes de controle da nocicepcao. A plasticidade do controle descendente
parece ser componente integral das sindromes eliciadas por dano periférico
persistente. Os dados ainda sao insuficientes para inferir que principio geral guia as
operacoes e transformacdes do sistema descendente de controle da dor em face de
um dano periférico persistente como a inflamag¢do. Como vimos aqui e em outros
trabalhos citados, parece haver uma mistura de inibicdo e facilitacdo descendentes,

mas esse equilibrio parece ser diferente para a hiperalgesia primaria e secundaria,
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para hiperalgesia mecéanica ou térmica e ainda pode sofrer mudancas no decorrer do
desenvolvimento do processo patologico. Pacientes que experimentam dores
cronicas, freqientemente necessitam de intervencdes em tempos substancialmente
longos apds a ocorréncia da injaria, e via de regra, a eficiéncia da terapéutica
diminui com o tempo, o que reforca a necessidade do conhecimento desses

mecanismos, ndo sé 0s que iniciam, mas também os que mantém essas dores.
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A intensa hiperalgesia priméaria mecénica e térmica observadas na pata
ipsilateral, imediatamente apdés a injecdo intraplantar de formalina, esta
correlacionada com o aumento no numero de células c-Fos imunorreativas nas
laminas I/ll e V do corno dorsal ipsilateral;

A hiperalgesia mecénica secundaria observada imediatamente apds a
injecédo i.pl. de formalina ndo teve aumento correspondente no numero de células c-
Fos imunorreativas no corno dorsal contralateral;

A atividade neuronal da lamina V ipsilateral mostra forte correlacdo com a
hiperalgesia primaria mecéanica e térmica desencadeada pela inje¢cdo de formalina
na pata, tanto imediatamente quanto 7 dias apos a inje¢édo i.pl.;

O NPtA exerce efeitos semelhantes sobre as hiperalgesia priméaria e
secundaria, porém, as vias descendentes responsaveis por tal efeito agem de forma
diferente sobre a atividade neuronal das laminas do corno dorsal da medula espinal;

As laminas I/ll sdo o principal alvo de vias descendentes facilitatorias
oriundas do NPtA,;

O NPtA parece exercer influéncia semelhante também sobre a
hiperalgesia mecanica e térmica, porém, as vias descendentes responsaveis por tal
efeito agem de forma diferente sobre a atividade neuronal das laminas do corno

dorsal da medula espinal.
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Inhibitory and facilitatory descending mechanisms from APtN: Influences upon
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Abstract

Descending modulation of nociception is a mixture of inhibition and facilitation. It
seems that different hyperalgesias can be handled differently by the descending control
system. The Anterior Pretectal Nucleus (APtN) is known to be involved in descending
pathways that control noxious spinal inputs. Here, we examine the role of APtN stimulation
on primary and secondary, mechanical and thermal hyperalgesia caused by intraplantar (i.p.)
formalin in rats. After injection of formalin (5%, 50 ul) or saline (50 ul) in the dorsal region of
the right hind paw, glutamate (5 or 50 nMol, 250 nl) was microinjected in the contralateral
APtN and the mechanical and thermal hyperalgesia was evaluated in the ventral surface of
the right (primary hiperalgesia) and left (secondary hiperalgesia) hind paw. Formalin caused
strong primary mechanical and thermal hyperalgesia. Secondary mechanical but not thermal
hyperalgesia was detected. APtN stimulation with glutamate (50 nmol) reduced primary
mechanical and thermal hyperalgesia and blocked the secondary mechanical hyperalgesia.
Hyperalgesic effect to mechanical stimulus was observed when 5 nmol of glutamate was
microinjected into the NPtA. Therefore, NPtA activation can lead to inhibitory or facilitatory

descending modulation on pain.
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1. Introduction

Inflammation of peripheral tissues lead to increased responses to noxious stimuli
(primary hyperalgesia) and aversive responses to previously innocuous stimuli (primary
allodynia) when the stimuli are applied to the affected body part, as well as expansion of the
hypersensitivity toward neighboring but undamaged tissues (secondary hyperalgesia and
allodynia) (VANEGAS; SCHAIBLE, 2004). Inflammation triggers both descending inhibition
and facilitation onto both primary and secondary hyperalgesic mechanisms in the spinal cord;
but the balance for primary hyperalgesia is different from the balance for secondary
hyperalgesia. The formalin test is a frequently used model of sustained peripheral damage.
The subcutaneous (s.c.) injection of formalin gives rise to an early phase (1-5 min after
injection, approximately) and a late phase (15—-60 min approximately) of pain sensation in
humans and nociceptive behavior in animals (PORRO; CAVAZZUTI, 1993). Spinal
nociceptive neurons with receptive fields in the injected paw show corresponding early and
late phases of firing (DICKENSON; SULLIVAN, 1987).

It seems that tonic descending inhibitory influences are already present when formalin
is injected. If this inhibition is eliminated by dorsolateral funiculus section at the thoracic level,
formalin injection causes a more intense response (ABBOTT; HONG; FRANKLIN, 1996).
There is evidence that the early phase of the formalin response is facilitated by descending
serotonergic projections (GREEN; SCARTH; DICKENSON, 2000). A facilitation of the late
formalin response by descending serotonergic projections is supported by the finding that
spinal application of antagonists at the serotonin 5-HT3 receptor, strongly depresses this
response in dorsal horn neuronal recordings (GREEN; SCARTH; DICKENSON, 2000;
SUZUKI et al.,, 2002) as well as in behavioral experiments (OYAMA et al., 1996) . Also,
intrathecal administration of 5-HT3 receptor agonist, facilitates the behavioral late formalin

response.

The anterior pretectal nucleus (APtN) is a midbrain structure known to participate in
the normal physiological response to noxious stimulation and to be involved in descending
pathways that control noxious inputs to the spinal cord (REES; ROBERTS, 1993). APtN
stimulation inhibits the noxious stimulus-induced excitation of deep multireceptive neurons
and excites superficial lamina | neurons in the spinal dorsal horn (REES; ROBERTS, 1987;
REES; TERENZI; ROBERTS, 1995).

In this study we examine the involvement of the APIN in the control of primary and
secondary, mechanical and thermal hyperalgesia caused by intraplantar (i.pl.) formalin in

rats.



2. Methods
2.1. Subjects and surgery

Male Wistar rats (160-180 g) were used in this study. Animals were housed two to a
cage under controlled temperature (23 = 1°C) and on a 12 h light-dark cycle, with the dark
cycle beginning at 07:00 h, and had free access to food and water. The experiments were
approved by the Commission of Ethics in Animal Research, Faculty of Medicine of Ribeirdo
Preto, University of Sdo Paulo (Number 189/2005). The guidelines of the Committee for
Research and Ethical Issues of IASP (ZIMMERMANN, 1983) were followed throughout the
experiments. Each animal was anaesthetized with tribromoethanol (250 mg/kg, i.p.) and a 12
mm length of a 23-gauge stainlesssteel guide cannula was stereotaxically implanted into the
skull until its tip lay 3 mm above the left APIN. The coordinates (in mm) were AP +3.2
(relative to the interaural line), L +1.8 (relative to the sagittal suture), and H -2.4 (relative to
the skull surface). The guide cannula was fixed to the skull with two steel screws and dental
cement. Each guide cannula was kept patent with a sterile obturator until the time of drug
administration. After receiving an i.m. injection of 0.2 mL of antibiotic (Pentabiotic®,
Fontoura-Wyeth®), the animal was allowed to recover for at least 5 days before the

experiments.

2.2. Microinjection procedures

All drugs or saline were microinjected into the APtN using a glass needle (70-80 um
0.d.) protected by a system of telescoping steel tubes as described elsewhere (AZAMI,
LLEWELYN; ROBERTS, 1980). The assembly was inserted into the guide cannula
immediately before microinjection and the needle advanced to protrude 3 mm beyond the
guide cannula tip. The volume of each injection was 0.25 pl delivered at a constant rate over

a period of 2 min, and the needle was removed 20 s after the completion of this procedure.

2.3. Nociceptive tests

All experiments were conducted using 5—7 animals per group. Rats were placed in an
elevated clear plastic cage with a nylon mesh bottom, which allowed easy access to the paw
plantar surface. Before each test, rats remained in the cage for approximately 30 min to allow

behavioural acclimation.
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2.3.1. Thermal latencies

The latency to thermal stimulation was measured with a wire coil maintained at room
temperature (24 £ 1° C). The the paw was touched with the coil which temperature was then
raised by the passage of electric current and the latency for the paw withdrawal reflex was
measured. Heat was applied to the ventral surface of the paw. Each trial was terminated
after 9 s to minimize the possibility of skin damage. Paw-flick latency was measured for three
consecutive trials to determine the baseline latencies, and for two consecutive trials for
latency measured immediately after and 15 min after the formalin or saline i.pl. injection.

The response intensity was measured as the change in the reaction time (s) obtained by

subtracting the baseline values of the values obtained after i.pl. injection (A).

2.3.1. Mechanical thresholds

The threshold to mechanical stimulation was measured with an automated electronic
von Frey apparatus (Insight®), consisting of a hand-held probe unit to which a rigid plastic tip
(tip area 0.44 mm2) was connected. This device was used as a standard von Frey
monofilament to produce a punctate mechanical pressure. The experimenter then applied
the plastic tip with increasing force in an upward direction against sites in the plantar surface
of the hind paws. The movement of the probe was stopped when withdrawal of the
stimulated paw occurred. During this procedure, the force applied was recorded continuously
by a main unit connected to the probe. A single trial consisted of three to six applications of
the tip, to each hind paw. A positive response was defined as withdrawal of the stimulated
paw. The mean of three readings was taken as the threshold for a particular time. The
response intensity was measured as the change in the withdraw threshold (g) obtained by

subtracting the baseline values of the values obtained after i.pl. injection (A).

2.4. Drugs

L-glutamic acid hydrochloride (RBI/Sigma, Natick, MA, USA) was used. It was diluted

in saline and doses refer to the salt.
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2.5. Histology

At the end of the experiment Fast Green (0.25 pl) dye was microinjected to label the
sites of intracerebral injection. The animal was then killed with an overdose of thiopental
sodium and perfused transcardially with saline followed by 4% paraformaldehyde. Dye spots
were localized from 60-um serial coronal sections stained with Neutral Red, and identified on
diagrams from the atlas of Paxinos and Watson (PAXINOS; WATSON, 1986).

2.6. Statistical analysis

Statistical significance on group means was measured by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey's Multiple Comparison Test. The significance level was
set at p < 0.05.

3. Results

3.1. Effects of APtN activation on formalin-induced primary hyperalgesia (Fig. 1)

Formalin (5%) injected on the dorsal surface of the right hind paw caused strong
primary mechanical and thermal hyperalgesia measured on the ventral surface of the right
hind paw, as compared to the animals injected with saline i.pl. APtN stimulation with
glutamate (5 or 50 nmol/250 nl) reduced formalin-induced primary mechanical and thermal
hyperalgesia. Microinjection of glutamate (5 nmol/250 nl) into the APtN of animals treated
with saline i.pl. reduced (not significantly) the mechanical threshold and did not change the

thermal latency.
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Fig. 1) Changes produced by injecting saline (250 nl) or glutamate (5 or 50 nmol, 250 nl) into
the left Anterior Pretectal Nucleus (APtN) in the primary mechanical (A) and thermal (B)
hyperalgesia caused by intraplantar (i.pl.) formalin in rats. Hyperalgesia was measured 0 min
or 15 min after i.pl. injections. *P<0,05, *P<0,01 and ***P<0,001 (One-way ANOVA followed
by Tukey’s test).



3.2. Effects of APtN activation on formalin-induced secondary hyperalgesia (Fig. 2)

Formalin (5%) injected on the dorsal surface of the right hind paw caused secondary
mechanical but not thermal hyperalgesia measured on the ventral surface of the left hind
paw, as compared to the animals injected with saline i.pl. APtN stimulation with glutamate
(50 nmol/250 nl) but not with glutamate (5 nmol/250 nl) caused a significant analgesic effect
against formalin-induced secondary mechanical hyperalgesia. On the other hand, when 5
nmol of glutamate was microinjected into the APtN of animals treated with saline i.pl.
hyperalgesic effect against mechanical stimulus was observed. No effects was observed on
thermal stimulus applied to the contralateral paw when glutamate (5 or 50 nmol/250 nl) was
injected into the APtN.
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Fig. 2) Changes produced by injecting saline (250nl) or glutamate (5 or 50nMol, 250nl) into
the left Anterior Pretectal Nucleus (APtN) in the secondary mechanical (A) and thermal (B)
hiperalgesia caused by intraplantar (i.pl.) formalin in rats. Hyperalgesia was measured 0 min
or 15 min after intraplantar injections. *P<0,05, and ***P<0,001 (One-way ANOVA followed

by Tukey’s test).
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4. Discussion

Numerous studies have used the formalin test to address the mechanisms through
which persistent nociception is generated (DUBUISSON; DENNIS, 1977; TJOLSEN et al.,
1992; ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1995).

Our results confirm that formalin i.pl. produces strong primary mechanical and
thermal hyperalgesia as reported elsewhere (FU; LIGHT; MAIXNER, 2001). Also, secondary

mechanical but not thermal hyperalgesia was detected in the contralateral paw.

When APtN was stimulated with glutamate (50 nmol) a reduction in the primary
mechanical and thermal hyperalgesia was seen. These preliminary results indicate that the
APtN has similar antinociceptive effect on thermal and mechanical hyperalgesia. Others
works have reported that a tonic descending inhibitory influence are already present when
formalin is injected, since when dorsolateral funiculus is sectioned at the thoracic level,
formalin injection causes a more intense response (ABBOTT; HONG; FRANKLIN, 1996).

Moreover, the secondary mechanical hyperalgesia was blocked when glutamate (50
nmol) was microinjected into the APtN. These results indicate that, as reported to the
mechanical and thermal hiperalgesia, APtN acts inhibiting primary and secondary
mechanical hyperalgesia. Evidence for the involvement of the APtN in antinociception
includes the demonstration that brief electrical stimulation of this nucleus produces strong
and long-lasting antinociceptive effects in the rat tail flick (PRADO; ROBERTS, 1985;
ROBERTS; REES, 1986) and formalin tests (WILSON; REES; ROBERTS, 1991), and
inhibits the responses of deep dorsal horn cells to peripheral noxious stimulation (REES;
ROBERTS, 1987).

Also, our work shows that hyperalgesic effect to mechanical stimulus is present when
5 nmol of glutamate is microinjected into the NPtA of animals treated with saline i.pl. This
means that when more sensitive APtN glutamatergic circuits is activated by low doses of
glutamate, descending facilitation is seen in physiological conditions, whose

pathophysiological role should be further studied.

So, we conclude that APtN activation can lead to inhibitory effects on primary
mechanical and thermal hiperalgesia, as well as, on secondary mechanical hyperalgesia.
Facilitatory descending pathways can be triggered by activation of sensitive APtN

glutamatergic circuits.
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