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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina como a fluoxe-
tina, tém sido apontados como alternativa ao uso dos
antidepressivos triciclicos para o tratamento da dor
cronica, pela menor incidéncia de efeitos colaterais.
O objetivo deste estudo foi estudar o efeito da sero-
tonina na modulacdo da dor aguda, pela administra-
¢ao de fluoxetina, por meio do teste da formalina,
em ratos, anteriormente submetidos a constricao do
nervo ciatico.

METODO: Foram estudados 24 ratos Wistar, ma-
chos, com peso médio de 300 g, distribuidos em 5
grupos: 1. Controle sem tratamento; 2. Constricdo do
nervo ciatico; 3. Constricdo do nervo ciatico tratados
com 5 mg.kg'.dia de fluoxetina, por via oral duran-
te 15 dias; 4. Constricdo do nervo ciatico tratados
com 5 mg.kg' de reserpina, por via oral a cada 72h e
com 5 mg.kg'.dia de fluoxetina por via oral, durante
15 dias; 5. Constricdo do nervo ciatico tratados com
5 mg.kg!' de reserpina por via oral em intervalos de
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72h, durante 15 dias. Todos os animais foram subme-
tidos ao teste da formalina modificado apos os trata-
mentos especificados.

RESULTADOS: A resposta na fase I, na fase interme-
diaria e na fase Il do teste da formalina ndo foi alterada
pela constri¢do do ciatico. O tratamento com reserpina
ou fluoxetina ndo interferiu com as fases I e intermedia-
ria do teste da formalina nos grupos submetidos a cons-
tricdo do ciatico. O nimero de elevacdes da pata na fase
IT do teste da formalina aumentou nos animais tratados
com fluoxetina e diminuiu nos animais tratados com re-
serpina. Nos animais tratados com a associagao reserpi-
na e fluoxetina houve redu¢ao do nimero de elevagoes
da pata em comparagdo com os animais tratados apenas
com a fluoxetina.

CONCLUSAO: O tratamento com fluoxetina aumen-
tou a sensacao dolorosa apos estimulo agudo em ratos
submetidos a constricdo do ciatico, evidenciando acdo
algogénica do farmaco neste modelo experimental.
Descritores: Dor, Fluoxetina, Neuropatia, Reserpina,
Teste da formalina.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Selective se-
rotonin reuptake inhibitors, such as fluoxetine, have
been suggested as alternative to tricyclic antidepressants
to treat chronic pain, due to the lower incidence of side
effects. This study aimed at observing the effects of se-
rotonin on acute pain modulation, by the administration
of fluoxetine through the formalin test in rats previously
submitted to sciatic nerve constriction.

METHOD: We used 24 male Wistar rats, with mean
weight of 300 g and distributed in 5 groups: 1. Con-
trol untreated; 2. Sciatic nerve constriction; 3. Scia-
tic nerve constriction and treated with 5 mg.kg'.day
oral fluoxetine for 15 days; 4. Sciatic nerve cons-
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triction treated with 5 mg.kg! oral reserpine every
72 hours and with 5 mg.kg'.day oral fluoxetine for
15 days; 5. Sciatic nerve constriction treated with 5
mg.kg' oral reserpine every 72 hours for 15 days.
All animals were submitted to modified formalin test
after treatment.

RESULTS: Response in the phase I, intermediate and
phase II formalin test was not changed by sciatic ner-
ve constriction. Treatment with reserpine or fluoxetine
has not interfered with first and intermediate formalin
test phases in the groups submitted to sciatic nerve
constriction. The number of flinches in the second
formalin test phase has increased in animals treated
with fluoxetine and has decreased in animals treated
with reserpine. There has been decrease in the number
of flinches in animals treated with the association re-
serpina and fluoxetine as compared to animals treated
with fluoxetine alone.

CONCLUSION: Fluoxetine has increased painful sen-
sation after acute stimulation in rats submitted to sciatic
nerve constriction, showing the algogenic action of the
drug in this experimental model.

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

INTRODUGAO

Os farmacos que inibem a captagdo de S-hidroxitrip-
tamina (5-HT), os inibidores seletivos da captagdo de
serotonina (ISRS) ndo interferem em outros neurotrans-
missores além da serotonina'. A fluoxetina, o protédtipo
do grupo, € um inibidor seletivo da captacao da seroto-
nina no cortex cerebral, neurénios serotoninérgicos e nas
plaquetas. Nao inibe a captagcdo de outros neurotrans-
missores, nao tendo afinidade pelos receptores adrenér-
gicos, muscarinicos, colinérgicos, H -histaminicos, se-
rotoninicos ou dopaminicos?.

O cloridrato de fluoxetina tornou-se um dos antidepres-
sivos mais utilizados no tratamento de alguns transtor-
nos neuroldgicos devido a sua importancia farmacolo-
gica e terapéutica, além de relativa auséncia de reagodes
adversas graves; e baixo potencial de abuso. As reagoes
adversas mais comuns relacionadas a fluoxetina, mesmo
em doses terapéuticas, sdo: boca seca, sudorese, cefa-
leia, diarreia, sonoléncia e insonia’.

Diversos estudos sobre a utilizagdo dos ISRS em mode-
los experimentais de dor em animais obtiveram como
resultado uma provavel interagdo destes farmacos com
o sistema opioide enddgeno ou potencializagio do efei-
to analgésico mediado pelas vias serotoninérgicas e/
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ou noradrenérgicas®. Além disto, os ISRS podem atuar
indiretamente sobre a dor, pois também promovem um
modesto aumento nos niveis de endorfinas®.

O objetivo deste estudo foi estudar o efeito da serotonina
na modulagao da dor aguda, pela administracdo de fluo-
xetina, por meio do teste da formalina, em ratos anterior-
mente submetidos a constrigdo do nervo ciatico.

METODO

Apbs aprovagio pelo Comité de Etica em Experimen-
tacdo Animal da Universidade de Taubaté (UNITAU),
declaragdo de aprovagdao n° 003/2009, foram utiliza-
dos 24 ratos Wistar machos, pesando entre 300 ¢ 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-
ceram por pelo menos 15 dias antes do inicio do expe-
rimento, para adequada adaptagdo, sendo permitido o
acesso aragao balanceada comercial e agua ad libitum.
A luminosidade foi controlada com ciclo claro-escuro
de 12h e temperatura ambiente de 22 + 3° C (19° a 25°
C). Para realizacdao dos procedimentos experimentais
foram obedecidas as Normas Eticas da International
Association for Study of Pain (1ASP), que regulam
experimentos realizados em animais (Commitee for
Research and Ethical Issues of the IASP, 1983). So-
mente animais com aspecto sadio foram utilizados na
pesquisa.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 gru-
pos, de acordo com o tratamento farmacoldgico: 1.
Grupo controle (C) — sem intervengdo cirirgica (n =
4); 2. Grupo constri¢do do ciatico (CC) - os animais
foram submetidos a constricdo do nervo ciatico (n =
6); 3. Grupo reserpina (CC + R) - os animais foram
submetidos a constrigdo do ciatico e tratados com re-
serpina (5 mg.kg!) por via oral (VO) em intervalos
de 72h, durante 15 dias (n = 4); 5. Grupo fluoxetina
(CC + F) - os animais foram submetidos a constrigdo
do nervo ciatico e tratados diariamente com fluoxeti-
na (5 mg.kg') VO, durante 15 dias (n = 4); 5. Grupo
fluoxetina + reserpina (CC + FR) - os animais foram
submetidos a constricdo 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 = 4).

Todos os animais, exceto os do grupo C, foram subme-
tidos a constri¢do do nervo ciatico, na pata direita, sob
anestesia com halotano (3 vol %). O nervo ciatico direito
do animal foi exposto e um segmento de 5 a 7 mm foi
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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®.

Apos a constricdo do nervo ciatico e tratamento far-
macologico, todos os animais, tratados e controles,
foram submetidos ao teste para percep¢ao da sensi-
bilidade. O teste consiste no toque da regido plantar
da pata traseira direita (tratada) e esquerda (controle)
dos animais com filamentos de espessura padronizada
com uso de filamentos de Von Frey’. O levantar da
pata ao toque indica sensibilidade. A espessura do fi-
lamento € anotada e os resultados sdo analisados esta-
tisticamente. Os animais foram submetidos ao teste de
Von Frey 15 dias apos a constri¢do 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
com a constri¢do do nervo ciatico.

Teste da formalina modificado - antes do procedimento
o animal foi 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 colocado um espelho, em
angulo de 45°, para facilitar a visualizagdo das elevagoes
de patas em todas as direcdes.

O teste consistiu na inje¢ao de 50 pL da solugdo de
formalina a 2% no dorso da pata traseira dos ratos pro-
duzindo resposta nociceptiva bifasica. Foi feita a con-
tagem do nimero de eleva¢des da pata durante 60 mi-
nutos. A fase I correspondeu ao numero de elevagoes
da pata durante os primeiros 5 min apds a inje¢do. A
fase II correspondeu ao numero de elevagoes da pata
durante a partir dos 21 até os 60 min apds a injegdo, ¢
a fase intermediaria correspondeu ao numero de eleva-
¢oOes da pata dos 6 aos 20 min apos a injecdo. A fase I
foi interpretada como sendo devida a ativagdo aguda
dos nociceptores periféricos, enquanto a fase Il como
resultante da resposta inflamatoéria aguda ou pela sen-
sibilizacdo central. Ao periodo entre as duas fases da
resposta nociceptiva foi identificado como fase de ina-
tividade, e atribuido o envolvimento de um mecanismo
antinociceptivo central®,

Todas as elevagdes da pata ndo relacionadas a marcha
foram consideradas, independente do tempo que perma-
neceu elevada. A contagem foi realizada continuamente
durante 60 min ¢ a cada 5 min era anotado o nimero
parcial de elevagoes.

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

RESULTADOS

A constricdo do nervo ciatico nao alterou a resposta na
fase I, na fase intermediaria e na fase II do teste da for-
malina. (Gréafico 1).

O tratamento com a reserpina, fluoxetina ou com a asso-
ciacdo reserpina e fluoxetina ndo interferiu com as fases
I e intermediaria do teste da formalina nos grupos sub-
metidos a constri¢ao do ciatico (Grafico 2).

Na fase II do teste da formalina, o tratamento com fluo-
xetina aumentou o nimero de elevagdes da pata em com-
paragdo com o grupo sem tratamento. O tratamento com
reserpina reduziu o nimero de elevacdes da pata em com-
paracdo com o grupo sem tratamento. Nos animais trata-
dos com a associagdo reserpina e fluoxetina houve redu-
¢do do numero de elevagdes da pata em comparagdo com
os animais tratados apenas com a fluoxetina (Grafico 3).
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Grafico 1 — Média das elevagdes da pata direita dos ratos dos grupos
controle e constri¢do do nervo ciatico.
C = grupo controle; CC = grupo constri¢do do ciatico.
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Grafico 2 — Média das elevagdes da pata direita de ratos submetidos
a constrigdo do ciatico ndo tratados e tratados com reserpina, fluox-
etina ou reserpina e fluoxetina nas fases I e intermediaria do teste da
formalina.

CC = grupo constri¢do do ciatico; CC+F = grupo fluoxetina; (CC+R)
= grupo fluoxetina-+reserpina; CC+FR = grupo fluoxetina+reserpina
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Grafico 3 — Média das elevacgdes da pata direita de ratos submetidos
a constrigdo do cidtico ndo tratados e tratados com reserpina, fluox-
etina ou reserpina+fluoxetina na fase II do teste da formalina.

CC = grupo constri¢ao do cidtico; CC+F = grupo fluoxetina; (CC+R)
= grupo fluoxetina+reserpina; CC+FR = grupo fluoxetina+reserpina
a= p<0,05 em comparacdo com os CC ou CC+FR.

b= p <0,05 em comparagdo com CC+F.

DISCUSSAO

Apesar do teste da formalina também provocar lesdo
tecidual e ativagdo da resposta inflamatoria, a ligadura
do ciatico parece envolver mecanismos de plasticida-
de neuronal, que podem aumentar a sensibilidade dos
nociceptores aos mediadores da resposta inflamatdria
aguda’®, este fato ndo foi constatado no presente estudo,
ja que a resposta na fase I, na fase intermediaria e na
fase II do teste da formalina ndo foi alterada pela cons-
tricdo do ciatico, pois a resposta do grupo C e do grupo
CC néo diferiu.

O tratamento com reserpina ou fluoxetina nao interferiu
com as fases I e intermediaria do teste da formalina nos
grupos submetidos a constrigdo do ciatico.

A primeira fase do teste da formalina esta relacionada
com a nocicep¢do®. O tratamento com reserpina manteve
esta resposta. Estes resultados estdo de acordo com os
apresentados em estudo anterior, em que animais intac-
tos, sem procedimento cirargico, tratados com reserpina,
apresentaram padrao de resposta inalterado na primeira
fase do teste, o que permitiu inferir que o farmaco nao
interfere com a transdugdo do sinal doloroso!’. A reserpi-
na ndo parece interferir com a transdug@o do sinal dolo-
roso e com a via descendente inibitoria da dor no modelo
de constri¢cdo do nervo ciatico.

A administracdo de fluoxetina ndo alterou o numero das
elevagdes da pata durante a fase intermediaria do teste
da formalina, na auséncia ou na presenga de reserpina,
indicando que este farmaco ndo interfere com a resposta
da via descendente inibitoria da dor neste modelo ex-
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perimental. Estes resultados indicam que, a deplegdo de
noradrenalina, serotonina ¢ dopamina pode nao interfe-
rir com a transdugdo do sinal doloroso e tampouco com
a antinocicepgao central, caracteristicas das fases descri-
tas, neste modelo experimental.

Observou-se aumento do numero de elevacdes da pata
direita na fase II, apds o tratamento com fluoxetina. Estes
dados apontam para um efeito algogénico da fluoxetina,
em condi¢des agudas, com hiperalgesia pré-existente.
Descrigdes para a acao da fluoxetina na dor sao confli-
tantes. A fluoxetina demonstrou acao antinociceptiva pe-
riférica no teste inflamatério da formalina e em modelo
de dor neuropatica, resultado diferente do observado no
presente estudo''; em estudos realizados em modelos de
camundongos Knockout para neurénios serotoninérgi-
cos no tronco cerebral evidenciaram que o envolvimento
da serotonina no mecanismo de agdo de farmacos anti-
depressivos varia com o tipo de dor. O efeito analgésico
dos ISRS durante teste térmico de dor foi muito reduzido
ou ausente nestes camundongos, sugerindo que o blo-
queio da recaptacdo da serotonina esteja envolvido no
efeito analgésico agudo dos antidepressivos'?. Em outro
estudo, o efeito analgésico da duloxetina em modelos de
dor persistente em roedores nao foi afetado pela perda
de neurdnios serotoninérgicos, sugerindo um papel es-
sencial da norepinefrina na analgesia induzida por anti-
depressivos em condigdes dolorosas cronicas'®. Revisdo
que incluiu 59 estudos controlados aleatorios, o efeito
analgésico de antidepressivos com placebo foi compa-
rado em pacientes com neuropatia diabética e nao foram
encontradas evidéncias de que a fluoxetina fosse mais
eficaz que o placebo para o alivio da dor'*. Essa afirma-
¢ao esta de acordo com o resultado evidenciado na fase I
e fase intermediaria do presente estudo, porém diferente
da fase II, ja que nessa a fluoxetina aumentou a sensacéo
dolorosa nos modelos experimentais, que apresentaram
aumento no nimero de elevagdes da pata.

Como o tratamento com fluoxetina aumentou o nime-
ro de elevacdes da pata na fase II do teste da formalina
e houve redugdo com a reserpina, pode-se inferir que
alteragdes na sintese/liberagdo de neurotransmissores,
como serotonina, podem induzir adaptagdes na modu-
lagdo central, que sdo manifestadas como alteragdes da
sensibilidade. O aumento da resposta a formalina nos
animais tratados com reserpina e fluoxetina aponta em
favor desta hipotese.

A fluoxetina ndo demonstrou efeito sobre a dor causada
em ratos da raca Wistar no teste de estimulacao elétrica
e térmical, entretanto aumentou a resposta motora a dor
induzida. Dados experimentais sugerem que a adminis-
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tracdo aguda de ISRS pode exacerbar um tipo agudo de
dor. Além disso, o grupo fluoxetina apresentou maior
numero de elevagdes da pata em resposta a dor na fase
II do teste da formalina, que € a fase inflamatdria tendo,
portanto, comportamento pro-inflamatorio'®. Essas con-
clusdes estdo de acordo com os resultados obtidos no
presente estudo.

A agdo da serotonina nos seus diversos subtipos de re-
ceptores € capaz de modular diferentes sinais, que de-
pendem principalmente do tipo de receptor acoplado,
numero de receptores na célula, interacdo proteica, ni-
mero e tipo de proteina G expressa nas membranas ce-
lulares'®.

A ativagdo dos receptores 5-HT,, pode apresentar efei-
tos paradoxais, desencadeando tanto efeito analgésico
quanto hiperalgésico. Este receptor pré-sinaptico esta
amplamente distribuido no sistema nervoso central,
bem como em tecidos periféricos, atuando principal-
mente por meio da ativagdo da proteina Gi/o que €
inibitoria, com inibi¢cdo da adenilciclase, inclusive no
hipocampo e neurdnios corticais. A agdo hiperalgé-
sica seria decorrente da inibigdo parcial da liberagdo
de opioides no corno dorsal da medula, diminuindo a
modulagdo da dor pelo sistema inibitério descendente
da dor. Isto se da pelo bloqueio apenas na liberagdo
de encefalinas, que em associagdo com as dinorfinas,
ativaria o sistema opioide. Pode também, por meio da
ativagdo da proteina Gi/o inativar os canais de calcio
voltagem-dependentes inibir a liberacdo de opioides.
Por outro lado, foi demonstrado também que, os recep-
tores 5-HT,, medulares mediam efeitos antinocicepti-
vos, por interagdo com as vias descendentes do NMR',
Pode-se também associar a hiperalgesia encontrada em
nosso estudo, na segunda fase do teste da formalina, com
uma possivel interacdo da serotonina com receptores do
tipo 5-HT,, presentes em grande quantidade no cortex
somatossensorial e pré-frontal. Este receptor esta aco-
plado a proteina G, que por meio da ativagdo da fosfoli-
pase C produz dois segundos mensageiros, que sao dia-
cilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP,). O DAG
¢ um cofator de ativagdo da proteinocinase C, com faci-
litagdo da transmissdo glutamatérgica em neur6énios no
corno dorsal da medula e o IP, promove mobilizagdo das
reservas de calcio, levando, assim, a hiperexcitabilidade
dos motoneurdnios e dos reflexos medulares'’. Esses ar-
gumentos apresentam uma possivel explicagdo para os
resultados encontrados neste estudo®.

Dessa forma, a fluoxetina ndo tem influéncia na fase I e
na fase intermediaria do teste da formalina. Nao obstan-
te, na fase II do teste, o aumento dos niveis de seroto-

nina, obtido pela administragdo de fluoxetina aos ratos,
piorou a dor, o que ficou demonstrado pelo aumento do
numero de elevacdes da pata. Vale ressaltar que, quando
se depletou a noradrenalina e a dopamina, administran-
do reserpina previamente a fluoxetina, obteve-se melho-
ra da dor aguda, resultado que deve ser mais bem inves-
tigado em estudos futuros.

CONCLUSAO

O tratamento com fluoxetina aumentou a sensacao dolo-
rosa apods estimulo agudo em ratos submetidos a constri-
¢do do ciatico, evidenciando agdo algogénica do farma-
co neste modelo experimental.
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