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Influéncia da Naloxona e Metisergida sobre o Efeito Analgeésico
do Laser em Baixa Intensidade em Modelo Experimental de Dor
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Resumo: Serra AP, Ashmawi HA — Influéncia da Naloxona e Metisergida sobre o Efeito Analgésico do Laser em Baixa Intensidade em Modelo
Experimental de Dor.

Justificativa e objetivos: A fototerapia com laser (LPT) é um método analgésico promissor, embora seu mecanismo de agao nao seja total-
mente conhecido. O objetivo deste estudo foi avaliar se a acao da LPT é dependente da ativagao de receptores opioides ou serotoninérgicos
periféricos.

Método: Foram utilizados ratos Wistar machos. A dor produzida foi de carater inflamatério, através da inje¢éo de carragenina na pata posterior
esquerda dos ratos. O laser utilizado foi o Photon Lase Ill em meio ativo InGaAIP (660 nm), fluéncia de 2,5 J.cm=. Analisou-se a hiperalgesia
mecanica utilizando filamentos de von Frey. Os animais foram separados em cinco grupos: Carragenina; Laser (LPT); Luz ndo coerente; LPT +
Naloxona e LPT + Metisergida.

Resultados: A fototerapia com laser em baixa intensidade mostrou-se um método analgésico eficaz, enquanto o emprego de fonte de luz ndo
coerente nao mostrou ter efeito analgésico. O uso de naloxona bloqueou o efeito analgésico do LPT; ja o uso de metisergida nédo afetou a anal-
gesia do LPT.

Conclusoes: A LPT nos parametros utilizados apresentou efeito analgésico. A analgesia da LPT é mediada por receptores opioides periféricos.
A LPT parece nao interagir com receptores serotoninérgicos periféricos.

Unitermos: ANALGESIA: laser de baixa intensidade; ANIMAIS: ratos Wistar.
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INTRODUGAO

A dor é definida pela Associacao Internacional para o Estudo
da Dor (IASP) como uma experiéncia sensorial ou emocional
desagradavel, associada a lesao tecidual real ou potencial ou
descrita nos termos dessa leséo .

A procura por formas de controle e tratamento dos diversos
tipos de dor tem sido constante. Varios métodos analgésicos
sdo empregados na atualidade. O laser em baixa intensidade
(LBI) tem sido utilizado por cirurgides para diminuir o tem-
po de cicatrizag@o e a ocorréncia de comorbidades na ferida
operatoria, por oftalmologistas na redugdo da dor causada
por glaucoma e para tratamento da retinopatia da prematu-
ridade, por dermatologistas para tratamento de liquen plano,
dermatites e queloides e por dentistas no tratamento da mu-
cosite oral e dores orofaciais 2°.

Varios mecanismos de acéo tém sido propostos para expli-
car as propriedades terapéuticas e analgésicas do LBI. A anal-
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gesia parece dever-se a emissao luminosa coerente temporal
e espacialmente com emissdo de ondas paralelas de mesmo
comprimento, com picos e vales em sincronia 0. Efeitos como
biomodulagéo, capacidade de estimular a divisdo celular, vaso-
dilatagéo por liberagdo de 6xido nitrico, aumento de cortisol e da
sintese proteica, aumento do calcio intracelular e da atividade
da superoxido dismutase também tém sido associados a anal-
gesia do LBI '8, Qutro possivel mecanismo de agé@o ocorreria
por meio da ativagdo de cromdforos intracelulares presentes
nas mitocondrias 7. A hipétese de trés mecanismos de agédo
do LBI também foi sugerida: a) acao fotodindmica nas membra-
nas celulares acompanhada por aumento dos niveis de calcio
intracelular e da estimulagao celular; b) fotorreativagao da cobre-
zinco superoxido dismutase (SOD) e c) fotdlise dos complexos
metélicos do 6xido nitrico (NO) com liberagcao desse vasodilata-
dor, sendo essas caracteristicas do laser responsaveis por seu
efeitos regenerativo e vasodilatador '°.

A acédo do oxigénio singleto, que estimularia a sintese de
RNA e de DNA devido a alteragao de moléculas fotoabsor-
ventes, como porfirinas e flavoproteinas, também foi proposta
como mecanismo de acéo do LBI 1°,

Os mecanismos apresentados sao principalmente decor-
rentes de acgOes intracelulares do LBI. Nao esta claro se o LBI
age diretamente na célula ou através de segundo mensagei-
ro. Efeito anti-inflamatério gerado pelo LBI foi demonstrado 18.
A mediagéo do efeito analgésico por receptor opioide foi es-
tudada; entretanto, os resultados sao conflitantes, tendo sido
relatado efeito mediado por receptor opioide 819, assim como
independente de receptor opioide 2°. A influéncia de receptores

Revista Brasileira de Anestesiologia
Vol. 60, Ne 3, Maio-Junho, 2010



INFLUENCIA DA NALOXONA E METISERGIDA SOBRE O EFEITO ANALGESICO DO LASER EM BAIXA INTENSIDADE EM MODELO
EXPERIMENTAL DE DOR

serotoninérgicos na analgesia do LBI nao foi relatada. Obser-
va-se que nao ha consenso sobre o mecanismo de a¢éo do
LBI e este estudo teve como objetivo estudar os papéis de
receptores opioides e serotoninérgicos na analgesia do LBI
em modelo de dor inflamatdria induzida por carragenina em
pata de ratos.

METODO

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos, pesando entre 250
e 300 gramas, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Me-
dicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), mantidos em
trés animais por compartimento onde permaneceram por pelo
menos 15 dias antes do inicio do experimento para adapta-
cdo adequada, sendo alimentados com ragdo balancea-
da comercial e agua ad libitum, ciclo claro-escuro de 12 horas
e temperatura ambiente variando de 19° a 25°C.

Para realizacdo dos procedimentos experimentais, foram
obedecidas as normas éticas para experimentos em animais
acordados da Associagao Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) 2!. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das
Clinicas da FMUSP (registro de pesquisa n°® 1513, projeto
CAPPesq n? 0956/07). Todos os experimentos foram realiza-
dos no Laboratério de Investigagdo Médica 08 da Faculdade
de Medicina da USP.

O tamanho da amostra foi calculado por meio do programa
Power and Sample Size Program Version 2.1.30° utilizando-se
0s seguintes parametros: poder do estudo de 80% para detectar
diferencas entre as médias acima de 0,33, com nivel de signifi-
cancia de 0,05 e desvio-padrao de 0,45 unidade. Para satisfazer
esses valores, foram necessarios 10 ratos por grupo.

Os animais foram aleatoriamente separados em 5 gru-
pos, com 10 ratos em cada. Cada animal recebeu inje¢ao de
200 pg de carragenina A (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
Estados Unidos), dissolvidos em solugéo fisiologica 0,9%,

volume total de 100 pL, na regido plantar da pata posterior
esquerda para indugéo da dor 22. Apds periodo de 45 minutos
da injecdo da carragenina, os animais foram restringidos e
receberam aplicac@o de solucéo fisioldgica 0,9% em volume
de 50 uL na pata posterior esquerda (Grupos Controle, Luz
Branca e LBI), 1 pg/pata de naloxona (Cristalia Prod. Quim.
Farm., Brasil) em volume de 50 uL na pata posterior esquerda
(Grupo LBI + Naloxona) e 1 ug/pata de metisergida (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) em volume de
50 pL na pata posterior esquerda (grupo LBI + Metisergida).

Apods 15 minutos da aplicagéo de solugéo fisioldgica 0,9%,
naloxona ou metisergida, de acordo com cada grupo, 0s ani-
mais receberam a primeira aplicacao de luz branca ou LBI. A
segunda aplicagao foi realizada 1 hora apds a primeira, se-
gundo informagdes apresentadas no Quadro 1.

O equipamento laser utilizado foi um diodo semicondutorem
meio ativo InGaAlP (Photon Lase Ill, DMC, Sao Carlos, Brasil),
com comprimento de onda da 660 nm, fluéncia de 2,5 J.cm??,
definida a partir dos seguintes parametros: poténcia de
15 x 103 W, ponteira de 0,028 cm?, a 2 mm de distancia da
pele da pata do rato, por 5 segundos 1423,

A avaliagéo da hiperalgesia mecanica induzida pela carra-
genina foi avaliada através da utilizagéo de filamentos de von
Frey. Os animais foram colocados sobre uma tela plastica ele-
vada (com dimensdes 21x27x15 cm) com aberturas de 12x12
mm, recobertos com caixa plastica transparente e, apds perio-
do de aclimatacéo, testados com filamentos de nylon de forga
previamente conhecida (Stoelting Co., Wood Dale, IL, Estados
Unidos). Os filamentos foram aplicados perpendicularmente a
pata do animal, através das aberturas da tela plastica, com for-
cas crescentes, entre 10 mN e 250 mN. No caso de o animal
nao apresentar resposta com o filamento de 250 mN, o valor de
522 mN (o filamento seguinte) foi considerado. Realizaram-se
trés medidas com intervalos entre 5 e 10 minutos, e foi consi-
derada como o valor limiar a menor das trés medidas obtidas.
As medidas foram realizadas nas duas patas traseiras antes da

200 pg
Momento 0 Carragenina
———
[ I I I ]
Grupo Grupo Luz Grupo LBI Grupo LBI +
Controle Branca Grupo LBI + Naloxona Metisergida
Solugao Solugao Solugao Naloxona Metisergida
Momento
45 minut Fisiolégica Fisiologica Fisiologica 1ug 1ug
minutos 5 99 (50 L) 0,9% (50 pL) 0,9% (50 pL) (50 ul) (50 uL)
Momento Luz Branca
1 hora por 5 LBI por 5 segundos
segundos
Momento Luz Branca
2 horas por 5 LBI por 5 segundos
segundos

Quadro 1 - LBI — Laser em Baixa Intensidade
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administragdo dos antagonistas e apds 1 hora, 2 horas, 3 horas
e 4 horas da administracéo da carragenina.

A anadlise estatistica foi realizada utilizando-se o mode-
lo generalizado linear (GLM), um tipo de teste estatistico
que teve como finalidade a comparagao das curvas obtidas
como um todo. Outro teste utilizado foi a andlise de varian-
cia (ANOVA), para comparagado dos resultados em cada
momento do estudo (0, 1, 2, 3 e 4 horas). Adotou-se nivel
de significancia menor que 5% (p < 0,05). Os testes foram
realizados utilizando-se o software de andlise estatistica
SPSS 13.0. Os resultados foram expressos por meio da
média + erro-padrao.

Tanto as inje¢des da carragenina, de solugdo fisioldgica e
dos antagonistas, quanto o teste algesimétrico foram realiza-
dos pelo mesmo pesquisador (APS).

RESULTADOS

A Tabela | mostra os resultados obtidos pela técnica de mo-
delo generalizado linear (GLM). Os resultados apresentados
referem-se ao efeito da interacdo grupo e tempo, ou seja, com-
parando as curvas por completo, sempre entre dois grupos.

Grupo Laser — mostrou-se diferente do Grupo Controle na
andlise de modelo generalizado linear (p = 0,032). Compa-
rando-se os resultados hora a hora, houve diferenca significa-
tiva nos momentos 3 e 4 horas na comparagédo com o Grupo
Controle (Grafico 1).

Tabela | — Andlise Descritiva Obtida pela Técnica de
Modelo Generalizado Linear (GLM)

Grupo Luz Branca — ndo se mostrou diferente do Grupo
Controle na analise de modelo generalizado linear, mas foi dife-
rente do Grupo Laser. Usando-se a comparagéo hora a hora, a
diferenca entre os dois grupos ocorreu na quarta hora apés
a administracao de carragenina. (Grafico 1).

Grupo Laser + Naloxona — o Grupo LBI + Naloxona nao
se mostrou diferente do Grupo Controle, mas houve diferen-
¢a significativa quando comparado com o Grupo Laser, com
aumento da hiperalgesia. Comparando-se os resultados hora
a hora, verificou-se que a diferenca com relagdo ao Grupo
Laser ocorreu nos momentos 3 e 4 horas. (Grafico 1).

Grupo Laser + Metisergida — o Grupo LBl + Metisergida
mostrou-se diferente do Grupo Controle na andlise de mo-
delo generalizado linear, ndo havendo diferenca significativa
quando comparado com o Grupo Laser. Comparando-se os
resultados hora a hora, verificou-se que a diferenga ocorreu
nos momentos 2, 3 e 4 horas. (Gréfico 1).

DISCUSSAO

Na busca por métodos analgésicos e anti-inflamatérios no-
vos, o laser em baixa intensidade (LBI) parece ser promissor,
por diminuir a dor inflamatdria de forma eficaz e produzir pou-
cos efeitos colaterais 8. Os efeitos do LBl sdo dependentes
da dose, ndo se obtendo a resposta esperada quando empre-
gado em sub ou superdosagem, mas observando-se efeito
analgésico eficaz quando utilizado em doses adequadas 423,
Como esperado, o LBI nos parametros utilizados por este es-
tudo mostrou ser analgésico eficaz, aumentando significati-
vamente o limiar de hiperalgesia mecanica nos animais do
Grupo Laser em comparagdo ao Grupo Controle. O Grupo
Luz Branca (fonte de luz comum, ndo monocromatica e nao
coerente), utilizado como um segundo controle, também nao

A interacéo entre a analgesia do LBl e os receptores opio-
ides ainda é sujeita a debates. O LBI aumenta a liberagédo
periférica de opioides por meio da migragdo de células do
sistema imune, com liberagéo de betaendorfina local e anta-
gonizado por naloxona '819; por outro lado, outro trabalho utili-
zando modelo de dor induzida por carragenina ndo conseguiu

Grupo 1 Grupo 2 GL p
Controle LBI 4 0,032 apresentou efeito analgésico.
Controle Luz Branca 4 0,385
LBI + Metisergida Controle 4 0,001 *
LBI + Metisergida LBI 4 0,563
LBI + Naloxona Controle 4 0,979
LBI + Naloxona LBI 4 0,014 *
GL — graus de liberdade
*p <0,05.
6,30
5,80
5,30
4,80
4,30
Oh 1h 2h 3h 4h
Controle ~ — 4 - Luz Branca — — —Laser —-®--Laser + Naloxona —— Laser + Metisergida
Grafico 1 — Limiar de Retirada da Pata apds o uso de Filamentos de von Frey (Log gramas-
forca).
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demonstrar que o efeito analgésico do LBI fosse antagonizado
por naloxona 2°. Os modelos e doses de laser utilizados foram
diferentes nos trabalhos, e a via de administracéo de naloxona
também diferiu, sendo intraperitoneal 1819 ou intraplantar 2°.
O trabalho aqui realizado demonstrou mediacdo do efeito
analgésico por naloxona, concordando com resultados de
prévios autores 819,

A naloxona tem inicio de acdo apds 2 minutos, apresentan-
do tempo de acdo dependente da dose e da via de adminis-
tracéo utilizadas. Possui meia-vida de 43 a 90 minutos e dura-
¢do de acdo de aproximadamente 1,5 hora 2425, No presente
estudo, a naloxona foi utilizada 15 minutos antes da primeira
aplicacéo e 1 hora e 15 minutos antes da segunda aplicagéo do
LBI, estando em concentracéo adequada durante as aplicagoes.
Apesar de atravessar a barreira hematoencefalica, a naloxona,
quando utilizada na dose de 1 ug/pata, antagoniza somente o
efeito opioide periférico, sem apresentar efeito sistémico 2627,

A naloxona é um antagonista de receptor opioide inespeci-
fico, apresentando maior afinidade sobre os receptores 1 e K
e menor em receptores . Em fungéo da maior afinidade pelos
receptores | e x, € provavel que o efeito analgésico do LBI
seja mediado por esses dois receptores. Como a afinidade da
naloxona pelos receptores & € menor, nao € possivel determi-
nar o papel desse receptor na analgesia provocada pelo LBI,
sendo interessante a utilizacao de antagonista especifico.

O papel da serotonina (5-HT) na analgesia do LBI ainda nao
havia sido estudado. Ha diferentes tipos de receptores para
serotonina (5-HT,, 5-HT,, 5-HT5, 5-HT,, 5-HT5, 5-HTg, 5-HT,),
presentes em diferentes tecidos, com fung¢des variaveis. No
sistema nervoso, na periferia, a serotonina tem sido associada
ao efeito pré-nociceptivo 2829, Entretanto, o receptor 5HT, pa-
rece ter acdo analgésica em modelo de dor neuropatica, ndo
estando claro se o efeito analgésico é central ou periférico 0. O
receptor 5-HT, tem sido apontado tanto como pré-nociceptivo
como analgésico 2930, Em fungdo dessa duvida, utilizou-se a
metisergida, que é antagonista 5-HT;, 5-HT, e 5-HT,, para
avaliar se a analgesia do LBI seria mediada por receptores
5-HT, presentes na periferia, 0 que ndo se comprovou pelos
resultados obtidos, nos quais o padrao da analgesia do LBI foi
mantido na presenca da metisergida. Como o efeito do LBI
também nao foi potencializado, ha indicios de que sua acao
analgésica seja independente dos receptores serotoninérgicos
5-HT,, 5-HT, e 5-HT; presentes na periferia.

Os resultados obtidos neste trabalho dao suporte de que,
pelo menos parcialmente, o efeito analgésico do LBI seja me-
diado por receptores opioides periféricos, mas ndo mediado
por receptores serotoninérgicos periféricos.
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Resumen: Serra AP, Ashmawi HA — Influencia de la Naloxona y la
Metisergida sobre el Efecto Analgésico del Laser en Baja Intensidad
en Modelo Experimental de Dolor.

Justificativa y objetivos: La fototerapia con laser (LPT) es un mé-
todo analgésico promisorio, aunque su mecanismo de accion no se
conozca en su totalidad. El objetivo de este estudio fue evaluar si la
accion de la LPT es dependiente de la activacion de receptores opio-
ides o serotoninérgicos periféricos.

Método: Se usaron ratones Wistar machos. El dolor generado fue de
caracter inflamatorio, a través de la inyeccién de carragenina en la
pata posterior izquierda de los ratones. El laser utilizado fue el GalA-
sAl (660 nm), fluencia de 2,5 J.cm™. Se analizé la hiperalgesia me-
canica utilizando filamentos de von Frey. Los animales se dividieron
en cinco grupos: Carragenina; Laser (LPT); Luz no coherente; LPT +
Naloxona y LPT + Metisergida.

Resultados: La fototerapia con laser en baja intensidad demostrd
ser un método analgésico eficaz, mientras que el uso de la fuente
de luz no coherente no demostré poseer ningun efecto analgésico.
El uso de naloxona bloque¢ el efecto analgésico del LPT, mientras
que el uso de metisergida no afecté la analgesia del LPT.

Conclusiones: La LPT en los parametros utilizados tuvo un efecto
analgésico. La analgesia de la LPT es mediada por receptores opioi-
des periféricos. La LPT parece que no interactua con los receptores
serotoninérgicos periféricos.
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