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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Ratos; Justificativa e objetivos: O fendmeno doloroso é uma das mais importantes e complexas expe-
Fentolamina; riéncias. A fentolamina é antagonista alfa-adrenérgico néo seletivo. O objetivo foi comparar os
Dor; efeitos de doses crescentes da fentolamina, por via subaracndidea, em ratos na modulacao do
Teste da formalina; fenémeno doloroso.

Von Frey Método: Foram usados 84 ratos Wistar machos, divididos nos grupos formalina e incisao plantar,

subdivididos em seis subgrupos (n=7). No subgrupo controle (GC) apenas salina (10 uL), nos
subgrupos ativos, 10 ng de fentolamina (GF10), 20 ng (GF20), 30 ng (GF30), 40 ng (GF40) e
50 g (GF50). No grupo formalina, a dor foi induzida com injecao de 50 pL de formalina a
2%, na regiao dorsal da pata posterior direita. No grupo incisao plantar, a dor foi induzida por
incisao plantar e avaliacao pelos filamentos de Von Frey. Inducao e manutencao anestésica com
halotano a 3% para introducao de cateter no espaco subaracnoéideo e feitura da incisao plantar.
Andlise estatistica dos resultados pelo programa JMP do SAS com nivel de significancia 5%.
Resultados: A fentolamina nas doses de 20 e 30 pg produziu aumento da resposta algica na fase
intermediaria do teste da formalina. No teste da incisao plantar, promoveu efeito hiperalgico
no primeiro, terceiro, quinto e sétimo dias na dose de 10 pg, no primeiro, terceiro e quinto dias
na dose de 20 p.g e no quinto dia na dose de 30 p.g.
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Conclusdo: A fentolamina por via subaracndidea promoveu efeito hiperalgico, possivelmente
pela participacao de diferentes subclasses de receptores alfa-adrenérgicos nas vias modulato-
rias da dor.

© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os
direitos reservados.

Hyperalgesic effect of subarachnoid administration of phentolamine in mice

Abstract

Background and objectives: Painful phenomenon is one of the most important and complex
experiences. Phentolamine is a non-selective alpha-adrenergic antagonist. The objective of
this study was to compare the effect of increasing doses of phentolamine into subarachnoid
space in rats in the modulation of painful phenomenon.

Methods: 84 male Wistar rats were divided into formalin and plantar incision groups, subdivi-
ded into six subgroups (n=7). Control group (CG) received only saline (10 uL); active subgroups
received phentolamine 10 umg (GF10), 20mg (GF20), 30mg (GF30), 40 mg (GF40), and 50¢g
(GF50). In formalin group, pain was induced by injection of 50 uL of 2% formalin in dorsal
region of right posterior paw. In plantar incision group, pain was induced by plantar incision
and evaluated using Von Frey filaments. Induction and maintenance of anesthesia were perfor-
med with 3% halothane for catheter placement into subarachnoid space and plantar incision.
Statistical analysis was performed using the JMP program from SAS with 5% significance level.
Results: Phentolamine at doses of 20 and 30 g increased the algesic response in the intermediate
phase of the formalin test. In plantar incision test, it had hyperalgic effect on first, third, fifth,
and seventh days at a dose of 10g and on first, third, and fifth days at a dose of 20g and on
fifth day at a dose of 30g.

Conclusion: Subarachnoid administration of phentolamine showed hyperalgesic effect, possibly
due to the involvement of different subclasses of alpha-adrenergic receptors in modulating pain
pathways.

© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights

reserved.

Introducao

A passagem de informacgdes nociceptivas pelo corno poste-
rior da medula espinhal (CPME) seguindo para niveis rostrais
do sistema nervoso central (SNC) sofre profundas influén-
desses sistemas modulatorios tem orientado a apreciacao da
habilidade de receptores especificos.’

Neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptideos sao
liberados pelos terminais dos aferentes primarios no CPME,
onde atuam na modulacdo da transmissao nociceptiva.
Entre outros se destacam os aminoacidos excitatorios gluta-
mato e aspartato, os neurotransmissores e neuropeptideos,
incluindo as taquicininas substancia P (SP), neurocinina A
(NKA), neurocinina B (NKB), peptideo gene relacionado a
calcitonina (CGRP), colecistocinina (CCK), somatostatina,
oxido nitrico (NO), prostaglandinas (PG), galanina, encefa-
linas e endorfinas.?

A fentolamina, antagonista alfa-adrenérgico competitivo
pertencente ao grupo imidazolina, nao seletivo, com efica-
cia semelhante sobre os receptores alfal («aq) e alfa 2 («;)
pode também bloquear receptores 5-HT e canais de potassio
(K*) e causar liberacao de histamina pelos mastdcitos.>

Esta pesquisa avaliou os efeitos de doses crescentes da
fentolamina, administradas por via subaracnédidea, sobre a

dor induzida em ratos, com o uso do teste da formalina
modificado e do teste da incisao plantar, com o objetivo de
verificar se o envolvimento de vias adrenérgicas no sistema

dente.

Método

Os procedimentos experimentais obedeceram as Normas Eti-
cas da International Association for the Study of Pain (lasp),
que regula experimentos feitos em animais (Commitee for
Research and Ethical Issues of the lasp, 1983) e o pro-
jeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
Ceua/Unitau, sob o n° 019/11. Foram usados 84 ratos Wistar
machos, com peso entre 220 e 300¢g, que foram individual-
mente colocados em uma camara de vidro transparente com
15 x 25 x 15¢cm, com orificio na parte anterior e posterior
para permitir entrada e saida de oxigénio, gases anestési-
cos e dioxido de carbono, e anestesiados com halotano, na
concentracao de 3% em oxigénio a 100%. Quando o rato apre-
sentava incapacidade de se deslocar na camara, era retirado
e posicionado em decubito dorsal horizontal com o abdome
sobre um cilindro plastico, com o focinho em uma mas-
cara, por onde continuava a receber o halotano na mesma
concentracao.



Efeito hiperalgico da fentolamina em ratos

113

A seguir era introduzido um cateter de polietileno (PE
10), no espaco subaracnoéideo em sentido caudal, por puncao
com agulha 22G de Tuohy na linha média do espaco inter-
vertebral acima da penultima vértebra lombar, até o espaco
subaracnoideo, que era identificado pela movimentacao
reflexa da cauda ou de uma das patas traseiras. O cate-
ter era fixado no subcutdneo e a pele suturada com fio
de nylon 4-0 e no fim do experimento, apds o sacrificio
do animal com tiopental sodico, era seccionada a coluna
lombar para confirmar a presenca do cateter no espaco
subaracnoéideo.*

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois
grupos: formalina e incisdo plantar. Os do grupo formalina
foram divididos em seis subgrupos com sete cada. Os do
grupo controle (GC) receberam por via subaracnéidea imedi-
atamente ap6s a colocacao do cateter 10 pl de solugado salina
e os dos grupos ativos GF10, GF20, GF30, GF40 e GF50 rece-
beram pela mesma via 10 p.l de solugao com fentolamina nas
doses respectivas de 10 ug, 20 pug, 30 pug, 40 ug e 50 ug, que
corresponderam respectivamente a 31,5 nmoles, 63 nmo-
les, 94 nmoles, 126 nmoles e 157 nmoles de fentolamina em
solucdo salina estéril.

Ainducao da dor pela formalina (teste da formalina modi-
ficado) foi feita pela administracao de 50 ul de solugcao de
formalina a 2%, na regido dorsal da pata posterior direita,
25 minutos apo6s a administracdo da solucdo salina ou da
fentolamina.®

Todas as elevacoes da pata nao relacionadas a mar-
cha foram consideradas, independentemente do tempo em
que permanecia elevada. A contagem foi feita continua-
mente durante 60 minutos. Foi anotado o nimero parcial de
elevagdes a cada cinco minutos. O teste foi dividido em trés
fases: 1, Intermediaria e 1. A Fase | compreendeu o nimero
de elevacoes da pata durante os primeiros cinco minutos, a
Fase Intermediaria do sexto ao 20° minuto e a Fase i do 21°
ao 60° minuto.

Os animais do grupo incisao plantar foram divididos em
seis subgrupos com sete cada. Os do grupo controle (GC)
receberam por via subaracndidea imediatamente apos a
colocacao do cateter 10 pl de solucao salina e os dos gru-
pos ativos GIP10, GIP20, GIP30, GIP40 e GIP50 receberam
pela mesma via 10 p.l de solucao com fentolamina nas doses
respectivas de 10ug, 20 g, 30 g, 40ng e 50ug, o que
correspondeu respectivamente a 31,5 nmoles, 63 nmoles,
94 nmoles, 126 nmoles e 157 nmoles de fentolamina em
solucdo salina estéril.

Com o animal anestesiado foi feita uma incisao cirdr-
gica, longitudinal, de 1cm de extensao, na pata posterior
direita, com uma lamina de bisturi nimero 11. Foram inci-
sadas a pele e a fascia da regidao plantar da pata, com
inicio a 0,5cm da borda do calcaneo e extensao em direcao
aos pododactilos. O muUsculo plantar foi elevado e inci-
sado longitudinalmente e a incisao permaneceu intacta.
Apds hemostasia com leve pressao sobre o sitio cirdrgico,
todos os planos foram aproximados e suturados com dois
pontos separados com fio agulhado de mononylon 4-0. A
avaliacdo de hiperalgesia foi feita pela aplicacao de fila-
mentos de Von Frey, na segunda hora e no primeiro, terceiro,
quinto, sétimo, 14° e 21° dia apds a administracao da solucao
salina ou da fentolamina.®

0 volume da solugao injetada no espaco subaracnoideo,
de 10 ul, foi definido a partir dos estudos prévios.*7-8
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Figura1 Médias do nimero de elevacdes da pata dos animais,

durante a Fase Intermediaria do teste da formalina, nos grupos
estudados. * Diferenca estatisticamente significante (p <0,05).

Para analise estatistica dos resultados obtidos, usou-se o
software JMP® do SAS (Statistical Analysis System) Institute
e aplicou-se analise de variancia seguida do teste de Dun-
nett’s, com adocdo do nivel de significancia menor do que
5% (p<0,05).

Resultados

Intensidade da dor avaliada pelo teste
da fentolamina modificado

A fentolamina, administrada por via subaracndidea, nas
doses de 20 pg e 30 pg, produziu aumento da resposta algica
na fase intermediaria do teste da formalina modificado,
pois a média do nimero de elevagdes da pata dos animais
durante a Fase Intermediaria do teste da formalina variou
entre 16,28 no grupo GF10 e 27,95 no grupo GF30. Os mai-
ores valores foram encontrados nos grupos GF20 e GF30,
que apresentaram diferencas estatisticamente significantes
quando comparados com o GC (figs. 1 e 2).

A média do nimero de elevacdes da pata dos animais
durante a Fase 1 e a Fase i1 do teste da formalina nao apresen-
tou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
estudados.

Intensidade da dor avaliada pelos filamentos
de Von Frey, no teste da incisao cirurgica plantar

A fentolamina, administrada por via subaracnéidea, na dose
de 10 pg, promoveu efeito hiperalgico no primeiro, terceiro,
quinto e sétimo dias na dor induzida pela incisao plantar.
Na dose de 20 ug promoveu efeito hiperalgico no primeiro,
terceiro e quinto dias na dor induzida pela incisao plantar
e na dose de 30 g promoveu efeito hiperalgico no quinto
dia na dor induzida pela incisao plantar.

Na segunda hora e no primeiro, terceiro e quinto dias
apos a aplicacao de fentolamina subaracnoéidea houve menor
sensibilidade aos filamentos de Von Frey nos grupos GF10 e
GF20, que apresentaram diferencas estatisticamente signi-
ficantes quando comparados com o GC (figs. 3-6).
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Figura 2 Médias do nimero de elevagcdes da pata dos ani-
mais, durante todas as fases do teste da formalina, nos grupos
estudados. * Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).
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Figura3 Resposta aos filamentos de Von Frey na segunda hora
apos a administracao da fentolamina subaracnéidea.
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Figura4 Resposta aos filamentos de Von Frey no primeiro dia
apos a administracdo da fentolamina subaracnéidea. * Diferenca
estatisticamente significante (p <0,05).
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Figura 5 Resposta aos filamentos de Von Frey no terceiro dia
apos a administracdo da fentolamina subaracndidea. * Diferenca
estatisticamente significante (p <0,05).
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Figura 6 Resposta aos filamentos de Von Frey no quinto dia

apos a administracdo da fentolamina subaracnéidea. * Diferenca
estatisticamente significante (p <0,05).

No sétimo dia de avaliacdo foi observada maior sensi-
bilidade aos filamentos de Von Frey no grupo GF10, que
apresentou diferenca estatisticamente significante quando
comparado com o GC (fig. 7).

A avaliacao feita no 14° e no 21° dia nao evidenciou
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
quanto a sensibilidade aos filamentos de Von Frey.

Discussao

0 sistema inibitério descendente da dor consiste principal-
mente em quatro partes do SNC interligadas: a) sistemas
corticais e diencefalicos; b) substancias cinzenta peria-
quedutal (PAG) e periventricular ricas em encefalinas e
receptores opioides; c) partes do bulbo rostroventral, espe-
cialmente o nucleo magno da rafe (NMR), e d) nlcleos
adjacentes que recebem impulsos excitatorios da PAG e que,
por sua vez, enviam fibras serotoninérgicas e noradrenérgi-
cas, via funiculo dorsolateral, que se projetam para o corno
dorsal da medula e bulbo. As fibras do sistema inibitorio
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Figura 7 Resposta aos filamentos de Von Frey no sétimo dia

apos a administracado da fentolamina subaracndidea. * Diferenca
estatisticamente significante (p <0,05).

descendente terminam principalmente nas laminas 1, n e v,
onde inibem neurdnios nociceptivos, incluindo interneuro-
nios e tratos ascendentes que se projetam rostralmente,
entre eles os tratos espinotalamico, espinorreticular e espi-
nomesencefalico. Outro importante grupo de fibras que tem
sido incluido na formagao do sistema enddgeno de controle
da dor sao os neurdnios noradrenérgicos originarios no locus
coeruleos e o sistema colinérgico central.>°" "

Para estudo dos efeitos da fentolamina sobre as vias da
dor, varias sao as doses administradas por via subaracnoi-
dea em ratos. Foram usadas neste estudo doses crescentes,
a partir de doses ja descritas e habitualmente usadas por
outros autores, que demonstraram resultados conflitantes e
evidenciaram a necessidade de estudos com doses variadas,
0 que motivou este estudo com doses crescentes.*% 12

O teste de formalina modificado, por produzir res-
postas proximas das que ocorrem em seres humanos, €
muito usado como modelo de nocicepcao em animais.
O numero de elevacbes da pata como artificio para a
quantificacao do comportamento doloroso induzido pela for-
malina apresenta correlacao importante com o teste da
formalina classico e com as alteracbes cardiovasculares
em resposta a dor causada pela formalina na pata e traz
correlacao estreita com o comportamento doloroso em ani-
mais conscientes.'3"¢

Durante as Fases | e 11 do teste da formalina modificado
nao observamos diferencas entre os grupos estudados, o
que sugere nao haver interferéncia do sistema noradrenér-
gico. Entretanto, durante a Fase Intermediaria, proposta
como relacionada a inibicao central da dor, encontramos
aumento significante do nimero de elevacdes da pata,
em comparacao com o grupo controle, quando usadas
doses de 20 e 30 g por via subaracnoidea, sem observar
diferencas estatisticamente significantes em comparacao
com os demais grupos.

Estudos que demonstram a ocorréncia de efeito anal-
gésico na presenca de estimulo dos receptores alfa-2
medulares sugerem que 10 g foram insuficientes para exer-
cer efeito agonista sobre esses receptores e que as doses
superiores a 30 pg possivelmente exercem efeito agonista

também sobre os receptores alfa-1, efeito esse que antago-
niza os efeitos do estimulo dos receptores alfa-2."”

0O modelo de dor a partir da incisao plantar em ratos, pro-
posto por Brennan et al. (1996),° apresenta grande utilidade
na compreensao dos mecanismos fisiopatologicos da dor. Na
pratica clinica, muito se assemelha a dor que pacientes per-
cebem no periodo pos-operatoério, involuntaria e de menor
intensidade no repouso.

A fentolamina administrada por via subaracndidea em
ratos, nas doses de 10 e 20pg, apresentou caracteristi-
cas analgésicas na segunda hora apo6s administragao. Isso
pode ser explicado por um predominio do efeito modulador
central sobre baixas doses do farmaco. Essas sdo incapa-
zes de antagonizar o efeito da liberacao noradrenérgica
descendente, visto que com o aumento da dose esse anta-
gonismo preponderou sem que fosse observada reducao da
sensibilidade (analgesia). Entretanto, a dose de 10 pg admi-
nistrada por via subaracnoéidea apresentou efeito hiperalgico
no primeiro, terceiro, quinto e sétimo dia, assim como a
dose de 20 ug no primeiro, terceiro e quinto dia. A dose
de 30 g so apresentou efeito hiperalgésico no quinto dia
apods administracdo, o que sugere que nesse periodo, sem
acao modulatoria, o bloqueio dos receptores adrenérgicos
com maior seletividade, possivelmente sobre os receptores
alfa-2, promoveu maior sensibilidade e hiperalgesia.

Outros estudos evidenciaram a ocorréncia de efeito
analgésico na presenca de estimulo dos receptores alfa-2,
localizados na medula espinhal, por inibicao da descarga
neuronal.' '8 Isso poderia explicar os resultados deste expe-
rimento, visto que doses maiores do antagonista adrenérgico
fentolamina poderiam estimular também os receptores alfa-
1, produzir efeito antagonista aos efeitos do estimulo dos
receptores alfa-2 e potencializar o efeito adrenérgico sobre
os receptores alfa-1.

A hipotese de que doses maiores do antagonista fentola-
mina poderiam estimular os receptores alfa-1 adrenérgicos
e produzir efeito antagonista aos efeitos do estimulo
dos receptores alfa-2 adrenérgicos e, em consequéncia,
potencializar o efeito adrenérgico sobre os receptores
alfa-1 adrenérgicos deve ser elucidada em novos estudos
que comparem bloqueadores com maior seletividade
pelos receptores alfa-1 adrenérgicos com doses altas de
fentolamina.

Concluséo
Diferentes doses de fentolamina por via subaracnoidea
promovem diferentes efeitos sobre a sensibilidade a dor,

possivelmente pela participacao de diferentes subclasses de
receptores alfa-adrenérgicos nas vias modulatorias da dor.
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Figura 3 Resposta aos filamentos de Von Frey na segunda
hora apds a administracdo da fentolamina subaracnéidea.
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Figura 3 Resposta aos filamentos de Von Frey na segunda
hora apods a administracao da fentolamina subaracnéidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Figura 4 Resposta aos filamentos de Von Frey no primeiro
dia apds a administracdo da fentolamina subaracndidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Flgura 4 Resposta aos filamentos de Von Frey no primeiro
dia apds a administracdo da fentolamina subaracndidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Flgura 5 Resposta aos filamentos de Von Frey no terceiro
dia apds a administracao da fentolamina subaracndidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Leia-se:

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

*

il

GF10 GF20 GF30 GF40 GF50

Flgura 5 Resposta aos filamentos de Von Frey no terceiro
dia apds a administracao da fentolamina subaracndidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Flgura 6 Resposta aos filamentos de Von Frey no quinto
dia apds a administracao da fentolamina subaracndidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Flgura 6 Resposta aos filamentos de Von Frey no quinto
dia apds a administracdo da fentolamina subaracndidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Flgura 7 Resposta aos filamentos de Von Frey no sétimo
dia apds a administracdo da fentolamina subaracndidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Flgura 7 Resposta aos filamentos de Von Frey no sétimo
dia apds a administracdo da fentolamina subaracndidea.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

No artigo “Efeiro hiperalgico da fentolamina, porvia suba-
racnoidea, emratos” [Rev BrasAnestesiol.2015;65(2):111-116],
na pagina 113, onde se lé:
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