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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Diversos sis-
temas de receptores estdo envolvidos na modulagao
central da dor: noradrenérgico, serotoninérgico e
opioide, entre outros. O objetivo foi estudar os efeitos
da amitriptilina sobre a modulagdo da dor em ratos,
apo6s ligadura do nervo ciatico.

METODO: Foram estudados 24 ratos Wistar, machos,
com peso médio de 300g, distribuidos em 5 grupos: (C)
controle sem tratamento (n = 4), (LC) submetidos a liga-
dura do nervo ciatico (n = 5), submetidos a ligadura do
nervo ciatico e tratados com: (A) amitriptilina (n = 5),
(R) com reserpina (n = 5), (AR) com reserpina + ami-
triptilina. Todos os animais foram submetidos ao teste da
formalina modificado.

RESULTADOS: A ligadura do nervo ciatico reduziu a
resposta nociceptiva. O tratamento com reserpina nao
interferiu com a resposta algica na fase 1 do teste da
formalina. A amitriptilina restaurou a resposta algica na
fase 1 do teste da formalina, indicando potencializagdo
da nocicepgao periférica, e reduziu o nimero das eleva-
¢oOes das patas durante a fase intermediaria do teste da
formalina, na auséncia ou na presenca de reserpina, in-
dicando potencializagdo da resposta da via descendente
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inibitoria da dor. A ligadura do ciatico reduziu a resposta
na fase 2 do teste da formalina. A amitriptilina restaurou
a resposta anteriormente observada.

CONCLUSAO: O tratamento com amitriptilina e
reserpina permite sugerir que no modelo de lesdo
neural periférica, a noradrenalina participa da trans-
ducao do sinal lesivo, na modulagao da via descen-
dente inibitoria da dor e na nocicepcao induzida pelo
processo inflamatorio. A participacdo dos outros
mediadores da resposta inflamatoria e da serotonina
deve ser considerada.

Descritores: Amitriptilina, Dor, Neuropatia, Reserpina,
Teste da formalina.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Different re-
ceptor systems are involved with central pain modula-
tion: noradrenergic, serotoninergic and opioid among
others. This study aimed at evaluating amitriptyline
effects on pain modulation in rats submitted to sciatic
nerve ligation.

METHOD: The sample was made up of 24 male Wis-
tar rats, mean weight of 300g, which were distribu-
ted in 5 groups: (C) control without treatment (n =
4), (LC) submitted to sciatic nerve ligation (n = 5),
submitted to sciatic nerve ligation and treated with:
(A) amitriptyline (n = 5), (R) reserpine (n =5), (AR)
reserpine + amitriptyline. All animals were submitted
to modified formalin test.

RESULTS: Sciatic nerve ligation has decreased no-
ciceptive response. Reserpine administration has not
interfered with pain response in formalin test phase
1. Amitriptyline has restored pain response in forma-
lin test phase 1, indicating peripheral nociception po-
tentiation, and has decreased the number of flinches
during the intermediate formalin test phase, in the ab-
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sence or presence of reserpine, indicating potentiation
of pain response inhibitory descending way. Sciatic
nerve ligation has decreased response in formalin test
phase 2. Amitriptyline has restored previously obser-
ved response.

CONCLUSION: Treatment with amitriptyline and
reserpine allows suggesting that in the peripheral
neural injury model, norepinephrine participates in
the injuring signal transduction, in the pain inhibitory
descending way modulation and in the inflammation-
-induced nociception. The participation of other in-
flammatory response mediators and of serotonin
should be considered.

Keywords: Amitriptyline, Formalin test, Neuropathy,
Pain, Reserpine.

INTRODUCAO

A dor é um fendmeno neurobioldgico complexo com
uma variedade de fatores contribuindo para os me-
canismos centrais e periféricos de sinalizagdo!. A
modulagdo nociceptiva descendente ¢ realizada pela
liberagdo de serotonina e noradrenalina na medula
espinhal®.

Antidepressivos seletivos suprimem a dor por diferen-
tes mecanismos ¢ sao considerados como componentes
essenciais da estratégia para o tratamento de diferentes
tipos de dor persistente’.

A reserpina diminui a noradrenalina e a serotonina
cerebral, aumenta a reagdo a dor e acelera a toleran-
cia a morfina*. A amitriptilina ¢ um farmaco antide-
pressivo que tem sido utilizado para tratamento de
dor persistente. Os mecanismos de agdo envolvem
a ativacdo da via descendente inibitoria da dor pelo
aumento da concentra¢do de serotonina e de nora-
drenalina na fenda sindptica em niveis espinhal e su-
praespinhal'.

O objetivo deste estudo foi estudar os efeitos da amitrip-
tilina sobre a modulacao da dor em ratos, apds lesao do
nervo ciatico.

METODO

Ap6s aprovagio pelo Comité de Etica em Experimen-
tagdo Animal da Universidade de Taubaté (UNITAU)
(CEEA/UNITAU 003/2009), realizou-se este estudo
utilizando 24 ratos Wistar machos, pesando entre 300 e
350 g, fornecidos pelo Biotério da UNITAU e mantidos
em numero de 5 animais por compartimento no labo-
ratorio de Farmacologia da UNITAU, onde permane-
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ceram por pelo menos 15 dias antes do inicio do expe-
rimento, para adequada adaptagdo, sendo permitido o
acesso a racao balanceada comercial e agua ad libitum.
A luminosidade foi controlada com ciclo claro-escuro
de 12 horas e a temperatura ambiente de 22 + 3° C
(19 a 25° C). Para realizagdo dos procedimentos ex-
perimentais foram obedecidas as Normas Eticas da In-
ternational Association for Study of Pain (IASP), que
regulam experimentos realizados em animais (Commi-
tee for Research and Ethical Issues of the IASP, 1983).
Somente animais com aspecto sadio foram utilizados
na pesquisa.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 gru-
pos, de acordo com o tratamento farmacologico: gru-
po controle (C): sem tratamento (n = 4), grupo liga-
dura do ligadura do ciatico (LC): os animais foram
submetidos a les@o do ciatico (n = 5), grupo reserpina
(LC + R): os animais foram submetidos a lesdo do
ciatico e tratados com reserpina 5 mg/kg por via oral
(VO) em intervalos de 72h, durante 15 dias (n = 5),
grupo amitriptilina (LC + A): os animais foram sub-
metidos a lesdo do nervo ciatico e tratados diariamen-
te com amitriptilina 5 mg/kg VO, durante 15 dias (n
= 5) e grupo amitriptilina + reserpina (LC+AR): os
animais foram submetidos a lesdo do nervo ciatico e
tratados com reserpina 5 mg/kg VO em intervalos de
72h, durante 15 dias e com amitriptilina 5 mg/kg VO,
diariamente, durante 15 dias (n = 05).

Os animais foram submetidos a ligadura do nervo cia-
tico sob anestesia com pentobarbital sodico (45 mg/kg,
intraperitoneal). O nervo ciatico direito do rato foi ex-
posto e um segmento de 5-7 mm foi dissecado. Quatro
ligaduras com fio de sutura catgut cromado 4-0 tipo C,
com intervalos de 1 mm entre si, foram realizadas ao
redor do nervo’.

Ap6s a lesdo do nervo ciatico e tratamento farmaco-
logico, todos os animais, tratados e controles, foram
submetidos ao teste para percep¢ao da sensibilidade
(hiperalgesia). O teste consiste em tocar a regido plan-
tar da pata traseira direita (tratada) e esquerda (contro-
le) dos animais com filamentos de espessura padroni-
zada os chamados filamentos de Von Frey®. O levantar
da pata ao toque indica sensibilidade. A espessura do
filamento foi anotada e os resultados analisados esta-
tisticamente. Os animais foram submetidos ao teste
de Von Frey 15 dias apds a ligadura do ciatico. Foram
feitas duas medidas, em intervalos de 3 dias. Depois
do teste de Von Frey, todos os animais foram submeti-
dos ao teste da formalina modificado injetada na pata
ipsilateral a ligadura do nervo ciatico.
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em ratos submetidos a ligadura do nervo ciatico

Teste da formalina modificado

Antes do procedimento o animal era colocado em uma
camara de vidro de 30 x 30 x 30 cm, por 15 minutos, para
ambientalizar ao local de estudo. Atras da camara foi co-
locado um espelho, em angulo de 45°, para facilitar a vi-
sualizacdo das elevagdes de patas em todas as direg¢des.
O teste consistiu na inje¢do de 50 uL da solucédo de for-
malina, na concentragdo de 2% no dorso da pata trasei-
ra dos ratos produzindo resposta nociceptiva bifasica.
A primeira fase foi observada durante os primeiros 5
minutos apos a inje¢do ¢ a segunda fase, iniciada apos
15 minutos e se estendeu por 40 a 50 minutos. A pri-
meira fase foi interpretada como sendo devida a ativa-
¢do aguda dos nociceptores periféricos, enquanto a se-
gunda como resultante da resposta inflamatdria aguda
ou pela sensibilizacdo central. O periodo entre as duas
fases da resposta nociceptiva identificado como fase de
inatividade, a qual ¢é atribuida o envolvimento de um
mecanismo antinociceptivo central’.

Todas as elevagdes da pata ndo relacionadas a marcha
foram consideradas, independente do tempo que a mes-
ma permaneceu elevada. A contagem foi realizada con-
tinuamente durante 60 minutos ¢ a cada 5 minutos era
anotado o numero parcial de elevagdes.

Para analise estatistica dos resultados obtidos, foi utili-
zada a Analise de Variancia para amostras independen-
tes, seguida do teste de Bonferroni. Adotou-se o nivel de
significancia menor que 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Nao houve alteracdo do limiar de dor nos animais de
todos os grupos, com os testes feitos com os filamentos
de Von Frey, realizados a cada trés dias, durante 15 dias.
A ligadura do ciatico reduziu o nimero de elevagdes
da pata direita dos animais tratados em comparagdo
com os animais controles, durante os cinco primeiros
minutos do teste da formalina (Fase I — nocicepgao pe-
riférica). O tratamento com amitriptilina eliminou esta
diferenca. Foi observada redug¢do do numero de ele-
vacdes da pata em comparag@o com os controles nos
animais reserpinados. O tratamento com amitriptilina
nos animais reserpinados também eliminou a diferencga
anteriormente observada (Grafico 1).

Do sexto ao 20° minutos (fase de inatividade ou inter-
medidria — mecanismo nociceptivo central) do teste
da formalina, a ligadura do ciatico aumentou o nu-
mero de elevagdes de pata nos animais testados em
comparagdo com os animais controle. O tratamento
com amitriptilina eliminou esta diferenca. A reserpina

ndo interferiu com a via descendente inibitoria da dor,
mas, o tratamento com reserpina e amitriptilina dimi-
nuiu o nimero de elevagdes de pata da fase 2 do teste
da formalina (Grafico 2).
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Grafico 1 - Elevagdes da pata direita de ratos submetidos ao teste da
formalina modificado, durante os cinco primeiros minutos (Fase I).
Controles: ratos sem tratamento (n = 04); LC: ratos submetidos a
ligadura do nervo ciatico (n = 05); LC + A: ratos submetidos a liga-
dura do nervo ciatico (n = 05), tratados com amitriptilina 5 mg/kg,
diariamente, VO, durante 15 dias; LC + R: ratos submetidos a liga-
dura do nervo ciatico (n = 05), tratados com reserpina (5 mg/kg), VO,
em intervalos de 72h, durante 15 dias; LC + AR: ratos submetidos a
ligadura do nervo ciatico (n = 05), tratados com reserpina (5 mg/kg),
VO, em intervalos de 72h, durante 15 dias e com amitriptilina (5 mg/
kg), diariamente, VO, durante 15 dias.

*p < 0,05 em comparagdo com o grupo C, LC + A ou LC+AR.
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Grafico 2 - Elevagdes da pata direita de ratos submetidos ao teste da
formalina modificado, durante o sexto ao vigésimo minutos (Fase
intermediaria).

Controles: ratos sem tratamento (n = 04); LC: ratos submetidos a
ligadura do nervo ciatico (n = 05); LC + A: ratos submetidos a liga-
dura do nervo ciatico (n = 05), tratados com amitriptilina (5 mg/kg),
diariamente, VO, durante 15 dias; LC + R: ratos submetidos a liga-
dura do nervo ciatico (n = 05), tratados com reserpina 5 mg/kg, VO,
em intervalos de 72h, durante 15 dias; LC + AR: ratos submetidos a
ligadura do nervo ciatico (n = 05), tratados com reserpina (5 mg/kg),
VO, em intervalos de 72h, durante 15 dias e com amitriptilina (5 mg/
kg), diariamente, VO, durante 15 dias.

*p < 0,05 em comparagdo com o grupo C.
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A ligadura do ciatico reduziu o nimero de elevacdes da
pata nos animais na fase 2 (resposta inflamatéria ou sensi-
bilizagdo central) do teste da formalina. O tratamento com
amitriptilina restaurou a resposta. A administracio de re-
serpina reduziu o niimero de elevagdes das patas. Nao se
observou aumento das elevacdes da pata apos a reserpina
+ amitriptilina (Grafico 3).
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Grafico 3 - Elevagdes da pata direita de ratos submetidos ao teste da
formalina modificado, durante o 20° ao 60° minuto (Fase 2).
Controles: ratos sem tratamento (n = 04); LC: ratos submetidos a
ligadura do nervo ciatico (n = 05); LC + A: ratos submetidos a liga-
dura do nervo ciatico (n = 05), tratados com amitriptilina (5 mg/kg),
diariamente, VO, durante 15 dias; LC + R: ratos submetidos a liga-
dura do nervo ciatico (n = 05), tratados com reserpina (5 mg/kg), VO,
em intervalos de 72h, durante 15 dias; LC + AR: ratos submetidos a
ligadura do nervo ciatico (n = 05), tratados com reserpina (5 mg/kg),
VO, em intervalos de 72h, durante 15 dias e com amitriptilina (5 mg/
kg), diariamente, VO, durante 15 dias.

*p < 0,05 em comparag@o com o grupo C

DISCUSSAO

A dor neuropatica ¢ caracterizada por alteracdes senso-
riais como sensacdo desagradavel anormal, aumento da
resposta ao estimulo doloroso, ou dor em resposta a um
estimulo que normalmente ndo causaria dor, respectiva-
mente disestesia, hiperalgesia e alodinia®.

A ligadura do nervo ciatico deveria ter provocado altera-
¢des no comportamento dos animais, tais como defesa,
lambidas excessivas e evitar apoiar pata lesada, além de
hiperalgesia mecénica e térmica, desenvolvidas apds a
segunda semana da cirurgia’. O estimulo lesivo é condu-
zido da periferia para o sistema nervoso central por meio
de fibras mielinizadas e amielinicas de diferentes espes-
suras. Cada tipo de fibra esta relacionada a condugdo de
sensagdes especificas, localizadas ou difusas'®. A avalia-
¢do da hiperalgesia ou alodinia mecanica, no presente
estudo, foi testada com os filamentos de Von Frey. Como
ndo foi observada resposta nos animais, ¢ possivel supor
que houve les@o no ciatico decorrente do procedimento
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cirurgico, que prejudicou a sensibilidade mecanica. Os
animais foram entdo submetidos ao teste da formalina,
que avalia a dor apos exposi¢ao a agente quimico.

Os animais submetidos a ligadura do ciatico apresenta-
ram menor resposta em comparagdo com os controles
na primeira fase do teste da formalina. A primeira fase
esta relacionada com a nocicep¢do’. O tratamento com
reserpina manteve esta resposta. Estes resultados estdo
de acordo com os apresentados em trabalho anterior,
em que animais intactos, sem procedimento cirirgico,
tratados com reserpina, apresentaram padrao de respos-
ta inalterado na primeira fase do teste, o que permitiu
inferir que o farmaco ndo interfere com a transdugao do
sinal doloroso'.

Normalmente, neurdnios sensoriais dos ganglios dor-
sais da medula espinhal nao sdo inervados pelas fibras
simpaticas. Inervagdo anormal pelas fibras simpaticas
apos lesdo do ciatico foi descrita, e estudos subsequen-
tes demonstraram este fato em varios modelos de dor
experimental e pode ocorrer se ha inflamagao ou com-
pressao local do corno posterior da medula'?. O aumento
da inervag@o simpatica poderia explicar porque o trata-
mento com amitriptilina restaurou a resposta a formali-
na, aumentando-a, na presenga ou auséncia de reserpina,
nos animais submetidos a ligadura do ciatico. A sensi-
bilizacdo dos nociceptores depende do tipo da fibra, da
intensidade do estimulo e dos mediadores envolvidos'.
A ligadura do cidtico poderia ter causado aumento da
inervacdo simpatica, que poderia ser detectada com o
aumento na concentragdo de noradrenalina, pelo trata-
mento com amitriptilina.

A fase intermediaria do teste da formalina esta relacio-
nada com a inibi¢do central da dor’. A reserpina tam-
bém nao interfere com a fase intermediaria do teste da
formalina!!.

A analise da fase intermediaria do teste da formalina,
que avalia a via descendente inibitdria da dor, evidencia
que a ligadura do ciatico aumentou a resposta dolorosa.
Diversos autores tém demonstrado que o estimulo lesivo
continuo aumenta a liberagdo de mediadores no sistema
nervoso central, dentre eles a neurotensina'® ou altera
receptores NMDA! . O estimulo algico cronico, devido
a ligadura do ciatico, poderia ter alterado a expressao
destes mediadores e receptores. Além disto, a sensibi-
lizagdo de receptores envolvidos na transdu¢ao do sinal
doloroso ou o aumento da atividade de enzimas como a
oxido nitrico sintase'> ndo pode ser descartada.

A fase 2 do teste da formalina analisa a resposta algica,
potencializada pelos mediadores da resposta inflamato-
ria. A ligadura do ciatico reduziu esta resposta, o que
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em ratos submetidos a ligadura do nervo ciatico

esta de acordo com a hipotese de que houve alteragdo da
transdug¢ao do sinal doloroso como anteriormente anali-
sado. O tratamento com amitriptilina aumentou o nume-
ro de elevagdes da pata, porém apods a reserpina, ocorreu
reducdo do numero de elevagdes da pata, que nio foi
restaurado pela amitriptilina.

O antidepressivo triciclico amitriptilina, apresentou efei-
tos anti-inflamatorios sist€émicos e centrais em modelo
de dor induzida pela aplicagcdo de carragenina, princi-
palmente pela inibicdo da migragdo de polimorfonucle-
ares e da liberacdo de interleucina-1 e fator de necrose
tumoral alfa no local da inflamagdo'®. Apesar do teste da
formalina também provocar lesao tecidual e ativacdo da
resposta inflamatoria, a ligadura do ciatico parece envol-
ver mecanismos de plasticidade neuronal, que aumen-
tam a sensibilidade dos nociceptores aos mediadores da
resposta inflamatoria aguda.

Portanto, a ligadura do ciatico reduziu a resposta no-
ciceptiva. O tratamento com reserpina ndo interferiu
com a resposta algica neste modelo experimental, na
fase 1 do teste da formalina. A administracdo de ami-
triptilina restaurou a resposta algica na fase 1 do teste
da formalina, indicando potencializagao da nocicepgao
periférica. A administragdo de amitriptilina reduziu o
numero das elevagdes das patas, observada durante a
fase intermediaria do teste da formalina, na auséncia
ou na presenca de reserpina, indicando potencializagdo
da resposta da via descendente inibitoria da dor. A liga-
dura do ciatico reduziu a resposta na fase 2 do teste da
formalina. A amitriptilina restaurou a resposta anterior-
mente observada.

CONCLUSAO

O tratamento com amitriptilina e reserpina permite su-
gerir que, no modelo de lesdo neural periférica, a no-
radrenalina participa da transducdo do sinal lesivo, na
modulagdo da via descendente inibitoria da dor e na no-
cicepgdo induzida pelo processo inflamatério. A partici-
pacdo dos outros mediadores da resposta inflamatdria e
da serotonina deve ser considerada.
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