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ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Opioids are drugs used
to relieve pain, but may cause increased pain sensitivity, known
as opioid-induced hyperalgesia, which adversely affects pain ma-
nagement. This study aimed to check if fentanyl, an opioid wi-
dely used in the clinical practice, produces hyperalgesia that can
be attenuated by duloxetine, fluoxetine and pregabalin.
METHODS: Thirty male Wistar rats were divided into six groups.
The animals in group 1 received 1mL of 0.9% saline solution in-
traperitoneally (IP) and gavage; group 2 received fentanyl at a dose
of 100pg.kg™ IP and 0.9% saline solution per gavage; groups 3, 4
and 5 received fentanyl at the dose of 100pg.kg" IP, and gavage
with duloxetine, 40mg.kg™', fluoxetine, 40mg.kg™ and pregabalin,
40mg kg, respectively. Under general anesthesia with isoflurane,
all animals were submitted to plantar surgical incision. The appli-
cation of Von Frey filaments assessed hyperalgesia at the second
hour, one, three, five and seven days after treatment.

RESULTS: Two hours after the procedure, no differences were
observed between G1 and G2, although G3, G4, and G5 sho-
wed less hyperalgesia. On day one and day three, a greater hype-
ralgesic effect was observed in G2 when compared to G1, G3,
G4 and G5. On day five, there was a hyperalgesic effect on G2,
and on day seven, there were no differences among the groups.
CONCLUSION: The results suggest that fentanyl induces hype-
ralgesia and the efficacy of duloxetine, fluoxetine, and pregabalin
in reducing it.
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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Opioides sio firmacos uti-
lizados para o alivio da dor, porém, podem causar aumento da
sensibilidade dolorosa, denominada hiperalgesia induzida por
opioides, que afeta negativamente o tratamento da dor. O ob-
jetivo deste estudo foi avaliar se o fentanil, opioide amplamente
utilizado na prética clinica, produz hiperalgesia que pode ser ate-
nuada pela duloxetina, fluoxetina e pregabalina.

METODOS: Trinta ratos Wistar machos, foram divididos em
6 grupos. No grupo 1, os animais receberam 1mL de solugio fi-
siolégica (SF) 2 0,9% por via intraperitoneal (IP) e por gavagem;
no grupo 2, fentanil na dose de 100pg.kg” IP e SF a 0,9% por
gavagem; nos grupos 3, 4 e 5 os animais receberam fentanil na
dose de 100pg.kg! IP e, por gavagem, receberam respectivamen-
te duloxetina, 40mg kg, fluoxetina, 40mg.kg"! e pregabalina,
40mg.kg'. A avaliacio da hiperalgesia e sua atenuacio foi feita
pela aplicacio de filamentos de Von Frey, na 22 hora e nos dias 1,
3,5 e 7, apds o tratamento.

RESULTADOS: Na 22 hora pds-procedimento nio foram ob-
servadas diferencas entre G1 e G2, entretanto, G3, G4 e G5 se
mostraram com menor hiperalgesia. No 1° e 3° dias foi obser-
vado maior efeito hiperalgésico em G2 quando comparado com
G1, G3, G4 e G5. No 5¢ dia foi observado efeito hiperalgésico
no G2, e no 7° dia nio houve diferengas entre os grupos.
CONCLUSAO: Os resultados sugerem que o fentanil induz hi-
peralgesia e eficicia da duloxetina, fluoxetina e pregabalina na
sua redugio.

Descritores: Duloxetina, Fentanil, Fluoxetina, Hiperalgesia,
Pregabalina, Ratos.

INTRODUGCAO

A dor ¢ uma das mais importantes e complexas experiéncias huma-
nas, associada a lesao tecidual real ou potencial, e o seu tratamento
com opioides aumentou substancialmente nos tltimos anos, tor-
nando-os comumente prescritos nos Estados Unidos". No entanto,
o aumento de prescri¢oes tem causado muitos problemas, entre os
quais estdo a falta de conhecimento referente 2 eficicia em longo
prazo, uso abusivo e eventos adversos associados ao uso prolongado,
incluindo a hiperalgesia induzida por opioides (HIO), fenémeno
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pelo qual, paradoxalmente, o opioide pode induzir ou sensibilizar os
pacientes a dor aguda**. Nesse sentido, pacientes que recebem altas
doses de opioides podem sofrer intensa dor aguda apés a cirurgia,
com aumento da dose de analgésicos, e ansiedade tanto para o pa-
ciente quanto para o médico®.

Multiplos sio os mecanismos propostos como responsdveis pela
HIO, entre os quais alteragbes de receptores N-metil-D-asparta-
to (NMDA) e segundos mensageiros, ativagio de ciclo-oxigenase
(COX) espinhal, liberagio de aminodcidos excitatdrios, redugio de
neurotransmissores inibitérios, facilitagio descendente e o sistema
antianalgésico™>°.

O aumento da liberagio de glutamato no corno dorsal da medula
espinhal, e o consequente aumento mantido de estimulo e respos-
ta dos receptores NMDA pela remogao de magnésio mediada por
proteinocinase-C parecem ser importantes mecanismos implicados
na HIO’. Esses receptores NMDA podem ser ativados por opioi-
des, que atuam como neurotransmissores excitatdrios facilitando a
entrada de cdlcio na célula e sensibilizacio central (SC). A entrada
de cdlcio provoca aumento da atividade da proteinocinase-C, fosfo-
rilacdo e inativagio de receptores opioides, além de causar aumento
de 6xido nitrico sintase®.

A HIO tem sido associada ao aumento de colecistocinina, pepti-
deo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), substancia-P e
nociceptina na medula rostral ventromedial devido ao aumento da
expressio dos receptores opioides excitatérios, em detrimento dos
receptores opioides inibit6rios™*°.

As vias descendentes facilitadoras, mediadas por opioides, loca-
lizadas na medula rostral ventromedial, também parecem estar
envolvidas na HIO devido a alteracoes neuropldsticas, visto que
a exposigio A morfina causa alteragio neuropldstica na medula
rostral ventromedial, com aumento da liberacao de dinorfina e

3011 Nessa linha,

neurotransmissores de fibras aferentes primdrias
a administragio de opioide provocaria aumento de dinorfina, que
pode favorecer a HIO>®.

H4 evidéncias de que a dinorfina espinhal ¢ pronociceptiva, pro-
vocando liberacao de neurotransmissores excitatérios de neur6nios
aferentes primdrios, sugerindo retroalimentagio positiva, ampli-
ficando a aferéncia sensitiva®. Além disso, as prostaglandinas, as
citocinas e as quimocinas também podem ser relevantes no desen-
volvimento de HIO, visto que os opioides ativam a liberacio de
citocinas, com aumento de proteina C-fos em neurdnios sensitivos
da medula. Outros sistemas que podem estar envolvidos na HIO
com redugio do controle inibitério glicinérgico sao o 6xido nitrico
sintase e a hemo-oxigenase®?.

Estudos em roedores tém demonstrado que o fentanil causa HIO
e sugerido que a proteina quinase Ilo. (CaMKllIo) dependente de
Ca2*/calmodulina na cdpsula lateral do nicleo central da amigdala
(CeLC) e na medula espinhal pode desempenhar papel fundamen-
tal na modulacio da HIO™1,

A duloxetina, firmaco antidepressivo da classe dos inibidores seleti-
vos da recaptagio de serotonina e noradrenalina (ISRSN), ¢ indica-
da no tratamento do transtorno depressivo, transtorno de ansiedade
generalizada e em condigoes dolorosas cronicas, como a dor neuro-
pética diabética, fibromialgia e dores musculoesqueléticas cronicas'.
O papel da serotonina e da noradrenalina na regulagio do humor
ocorre por meio das vias neuronais ascendentes, a partir da por¢io

média do cérebro, estendendo-se para o sistema limbico e para o
cortex pré-frontal. Além disso, as projecoes noradrenérgicas e sero-
toninérgicas do tronco cerebral descem pela medula espinhal, onde
se acredita estarem envolvidas na regulacio da percepgio somdtica
sensorial. Alteracdes nas vias serotoninérgicas e noradrenérgicas mo-
dificam tanto a percep¢ao cerebral dos estimulos sensoriais das vias
ascendentes, como alteram o mecanismo de inibi¢do da dor pelas
vias descentes. A depressao e a dor cronica compartilham essas vias
neuronais serotoninérgicas e noradrenérgicas, razio pela qual a dulo-
xetina tem se mostrado eficaz nessas duas condigoes®.

A duloxetina se mostrou eficaz em condigoes dolorosas cronicas
como a fibromialgia, a neuropatia diabética periférica, sintomas
dolorosos da osteoartrite do joelho e dores lombares cronicas. Hd
também evidéncias de alivio dos sintomas dolorosos associados & de-
pressdo e ao transtorno de ansiedade generalizada'®.

O efeito da fluoxetina sobre o sistema serotoninérgico (ISRS) ¢ co-
nhecido, evidenciando a fluoxetina como opgio de tratamento para
diferentes condigoes de dor cronica como fibromialgia, cefaleia do
tipo tensional cronica, enxaqueca sem aura, neuropatia diabética
dolorosa, dor musculoesquelética, dor pélvica cronica e sindrome
coronariana'’. Devido aos efeitos dos ISRS elevando a serotonina
no sistema nervoso central (SNC), postula-se que a duloxetina e a
fluoxetina podem ter utilidade na atenuagio da HIO.

O envolvimento da neurotransmissio do glutamato na plasticidade
sindptica sugere que a pregabalina também pode ser ttil na atenua-
¢do da HIO', sendo um firmaco andlogo do GABA, que se liga
seletivamente com alta afinidade aos canais de cdlcio, amplamen-
te distribuidos no SNC e periférico, produzindo efeito modulador
com reducio da liberacio excessiva de vdrios neurotransmissores
excitatorios.

Diversos ensaios clinicos documentaram seu efeito no alivio da dor e
na qualidade de vida, incluindo humor e disttrbios do sono, sendo,
portanto, indicada para o tratamento da fibromialgia, dor neuropd-
tica e transtorno de ansiedade generalizada'®".

A pregabalina tem mostrado eficicia no tratamento da fibromialgia,
com melhora de vdrios parimetros do sono. Foi evidenciada a redu-
4o da dor, independentemente ou ndo de sintomas de ansiedade ou
depressao, sugerindo que a redugio da dor propiciada pela pregaba-
lina resulta, principalmente, de efeito direto do tratamento, e ndo de
efeito indireto pela melhora dos sintomas de ansiedade e depressao™.
Testes comportamentais como a aplicagio de filamentos de von Frey
e hiperalgesia térmica tém sido utilizados para a avaliagio da hiperal-
gesia em ratos'. Neste estudo foi utilizado o teste com os filamentos
de von Frey com o objetivo de avaliar se o fentanil, opioide ampla-
mente utilizado na pratica clinica, produz hiperalgesia que pode so-
frer interferéncia dos firmacos duloxetina, fluoxetina e pregabalina.

METODOS

Foram udilizados, pelas caracteristicas da amostra animal e por
conveniéncia, 30 ratos Wistar machos, pesando entre 220 e 300g,
alocados em ntiimero de 5 animais por compartimento, onde per-
maneceram por 15 dias antes do inicio do experimento para ade-
quada adaptacio, tratados com ragio balanceada comercial e dgua
ad libicum”, ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura ambiente
variando entre 19 e 25°C.
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Para a realizacio dos procedimentos experimentais foram obedeci-
das as Normas Eticas da IASP, que regula experimentos realizados
em animais (Committee for Research and Ethical Issues of the IASD,
1983). Todos os experimentos foram realizados nas dependéncias
do Laboratério de Farmacologia e Fisiologia da Universidade de
Taubaté, SP

Para obter inducio anestésica suave, os animais foram colocados em
uma cAmara de vidro transparente com medidas de 15x25x15cm,
dotada de cobertura transparente para possibilitar a visualizagio do
animal, com orificio na parte anterior e posterior para permitir en-
trada e saida de oxigénio (O,), gases anestésicos e gis carbonico, res-
pectivamente. O agente halogenado utilizado na indugio anestésica
foi o isoflurano (Isoforine®, Cristdlia, Itapira, Brasil), na concentra-
¢a0 de 4,0% em fragio inspirada de oxigénio (FiO,) de 1,0, admi-
nistrado por vaporizador calibrado (HB Hospitalar) e mantido por
trés minutos, tempo necessdrio para que o animal apresentasse perda
dos reflexos posturais e incapacidade de se deslocar na cAmara. A
seguir, o animal foi retirado da cAmara e posicionado com o focinho
em uma mdscara por onde recebia isoflurano a 4% em O, como na
cAmara de indugio da anestesia.

O procedimento cirtirgico constou de uma incisdo cirtrgica, longi-
tudinal, de 1,0cm de extensdo, na pata posterior direita, de acordo
com o modelo de dor pds-operatéria®. Essa incisio foi realizada
com o auxilio de um bisturi com lAmina nimero 11, incisando a
pele e a fiscia da regido plantar da pata, iniciando-se a 0,5cm da
borda do calcAneo e estendendo-se em direcio aos pododictilos. A
seguir, o musculo plantar foi elevado e incisado longitudinalmente,
permanecendo a sua insercio intata. Ap6s hemostasia com leve pres-
540 sobre a drea cirtrgica, todos os planos foram aproximados e sutu-
rados com dois pontos separados com fio agulhado mononylon 4-0.
Os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos para re-
ceber volumes semelhantes de firmacos ou solugio fisiolégica (SF)
2 0,9%. No grupo 1, os animais receberam 1mL de SF a 0,9% por
via intraperitoneal (IP) e por gavagem; grupo 2 fentanil (100pg.kg
") (IP) em dose tnica e SF a 0,9% por gavagem; grupo 3 fentanil
(100pg.kg?) (IP) em dose tinica e duloxetina (40mg.kg") por gava-
gem; grupo 4 fentanil (100pg.kg™) (IP) em dose tnica e fluoxetina
(40mg.kg") por gavagem e, grupo 5 fentanil (100pg.kg') (IP) em
dose tinica e pregabalina (40mg.kg”) por gavagem.

A avaliagdo da hiperalgesia foi realizada pela aplicagio do teste de fi-
lamentos de von Frey?'. Os animais foram alojados em uma cAmara
de madeira, com piso de tela galvanizada quadriculada de 0,5cm.
Sob o piso foi acoplado um espelho que permitiu ao pesquisador
observar a aplicagio do filamento e o reflexo de retirada do mem-
bro. Antes da aplica¢io do filamento, os animais foram mantidos
na caixa por cerca de 15 minutos para adaptagio. Cada um dos
filamentos, em ordem crescente de presso, foi aplicado trés vezes
consecutivas com intervalo de 3 a 5 segundos, passando-se ento ao
filamento seguinte, sendo considerada resposta positiva quando o
animal retirava o apoio do membro lesionado do piso a aplicacio do
filamento. Foi considerado valor zero de pressao quando os animais
se apresentaram com o membro totalmente recolhido, ou seja, ndo
sendo necessdrio nenhum estimulo para que o animal recolhesse o
apoio do membro. Os dados colhidos foram registrados em uma fi-
cha de coleta de dados especifica para cada animal nos momentos: 2°
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hora, 1, 3, 5 e 7 dias apds o procedimento cirtrgico e administragio
dos tratamentos.
O projeto teve inicio apés aprovagio pelo Comité de Etica no Uso

de Animais CEUA/UNITAU, sob o n° 03/2017.

Andlise estatistica

Foi utilizado o software JMP" do SAS (Statistical Analysis System)
Institute, aplicando-se o teste # de Student, comparando par a par e
adotando nivel de significAncia menor que 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Ao se comparar o peso médio dos animais antes do inicio do ex-
perimento, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
os grupos (p<0,05). Na 22 hora apds o procedimento cirtrgico,
a intensidade da dor, avaliada pelos filamentos de von Frey estio
expressas na figura 1, mostrando ndo haver diferenca significante
quando comparado o G1 com o G2 (p=0,3759), mas com signi-
ficAncia estatistica quando estes foram comparados aos grupos G3,
G4 e G5 (p<0,05).

No primeiro dia apés o procedimento cirtirgico, a intensidade da
dor, avaliada pelos filamentos de von Frey, estd expressa na figura 2,
mostrando diferenca significante entre G1 e G2 (p<0,05) e, entre
estes e os grupos G3, G4 e G5 (p<0,01).

No terceiro dia apds o procedimento cirtirgico, a intensidade da dor,
avaliada pelos filamentos de von Frey, estd expressa na figura 3, mos-
trando diferenga significante entre 0 G1 e G2 (p<0,05) e, entre estes
e os grupos G3, G4 e G5 (p<0,01).

No 5° dia apés o procedimento cirtirgico, a intensidade da dor, ava-
liada pelos filamentos de von Frey, estd expressa na figura 4, mos-
trando diferenca significante entre G2 e os grupos G1, G3, G4 ¢
G5 (p<0,05).

No 7° dia apés o procedimento cirtirgico, a intensidade da dor, ava-
liada pelos filamentos de von Frey, estd expressa na figura 5, sem
mostrar diferenga significante entre os grupos.
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0,00 T T T T
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Figura 1. Teste t de Student ndo mostrou diferenca significativa quan-
do comparado G1** com G2** (p=0,3759), mas com significancia es-
tatistica quando comparado com G3*, G4* e G5* (p<0,05).




Efeitos da duloxetina, fluoxetina e pregabalina sobre a

BrdP. Sao Paulo, 2020 jan-mar;3(1):14-8

hiperalgesia induzida por fentanil em rattus novergicus

7.00-
.00
500{ °
400 [ **
3,00-
2,00+
1,00
0,00 : : : :
G1 G2 G3 G4 G5

7,00
6,00 -
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00+

0,00 T
G1 G2 G3 G4 G5

Figura 2. Teste t de Student mostrou diferenca significativa quando
comparou o G1* com o G2** e com o G3***, G4*** e G5™** (p<0,01).
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Figura 3. Teste t de Student mostrou diferenga significante quando
comparou o G1* com o G2** (p<0,05) e com o G3**, G4** e G5
(p<0,01).
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Figura 4. Teste t de Student mostrou diferenga significante quando
comparou o G2* com os grupos G1, G3, G4 e G5 (p<0,05)

Figura 5. Teste t de Student ndo mostrou diferencas significativas
entre os grupos (p>0,05)

DISCUSSAO

Os opioides sao férmacos fundamentais para o tratamento da dor.
Porém, a0 mesmo tempo em que inicialmente sdo analgésicos e an-
ti-hiperalgésicos, posteriormente podem provocar hiperalgesia, tor-
nando o paciente mais sensivel & dor*>.

A HIO tem sido atribuida 4 dessensibilizagio aguda de receptores
por descarrilamento da proteina G dos receptores opioides, ativagio
dos receptores NMDA, entre outros mecanismos”.

Um estudo evidenciou que o uso concomitante de baixas doses de
antagonistas opioides e antagonistas dos receptores NMDA podem
prevenir ou reduzir o desenvolvimento da HIO, e que a cetamina
em baixa dose pode modular a HIO”?2%,

Uma revisdo comprova que os mecanismos implicados no desen-
volvimento da HIO incluem o sistema glutamatérgico e receptores
NMDA, ativacio de ciclo-oxigenase espinhal, aminodcidos excita-
torios, dinorfinas, citocinas e quimocinas, prostaglandinas e facili-
tacdo descendente. Nesse sentido, especula-se que a modulagio da
hiperalgesia pode ser feita com antagonistas de receptores NMDA,
agonistas alfa-2 adrenérgicos, inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina, inibidores de cicloxigenases e andlogos do GABA*.

Em acordo com os presentes resultados, um estudo utilizando fenta-
nil em ratos Sprague-Dawuley provocou a HIO e demonstrou efeito
atenuante pelos fArmacos duloxetina e pregabalina'?.

No presente estudo, na 22 hora apds o procedimento cirtirgico,
no se observou diferencas entre os grupos controle, que receberam
SE por via IP associado a SF por gavagem em comparagio com o
grupo que recebeu fentanil por via IP associado a SF por gavagem.
Entretanto, quando se comparou estes com os animais que rece-
beram duloxetina, fluoxetina ou pregabalina, foi encontrada menor
hiperalgesia, demonstrando possivel envolvimento dos receptores de
serotonina, noradrenalina e redugio de neurotransmissores pré-no-
ciceptivos dependentes de cdlcio, na liberagio na medula espinhal,
em concordancia com outros estudos™?.

Quando os animais foram avaliados no 1° e 3° dia apds o procedi-
mento cirdrgico, o grupo que recebeu fentanil por via IP apresentou
maior efeito hiperdlgico e com diferenca estatisticamente significan-
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te em relagdo ao grupo controle, evidenciando a HIO. Entretanto, o
grupo que recebeu fentanil por via IP, além de apresentar diferenca
significante em relagdo ao controle com SE exibiu diferenca em rela-
¢do ao grupo duloxetina, fluoxetina e pregabalina, que se mostraram
diferentes do grupo controle que recebeu SE sugerindo eficdcia em
reduzir a HIO.

No 5¢ dia apds o procedimento cirtirgico, o grupo que recebeu fen-
tanil manteve maior resposta dlgica quando comparado aos outros
grupos. Porém, embora o G1, que recebeu SE, tenha mostrado menor
efeito hiperdlgico em comparagio ao grupo fentanil, nao apresentou
diferenca em comparagio aos grupos que receberam duloxetina, fluo-
xetina ou pregabalina, evidenciando ainda a presenca de HIO.

No 7° dia nio se observou diferencas entre os grupos, ou seja, o
possivel efeito residual da hiperalgesia induzida por dose tnica de
fentanil nao foi evidenciado.

Estudos utilizando duloxetina e fluoxetina no combate a dor em
roedores apoiam os resultados deste estudo, que a 5-HT e a NE de-
sempenham importante papel na atenuagio dos mecanismos de dor
persistente, presumivelmente por vias modulatdrias descendentes da
dor e consequentemente na HIO?,

O uso de pregabalina sobre o comportamento nociceptivo e a
SC em modelo de dor trigeminal em ratos, atenuando a alodinia
mecinica e a SC sobre 0o modelo de dor trigeminal referenda
seu uso clinico no tratamento da dor e, embora sejam escassos
estudos com a HIO, hd evidencia que poder ser ttil no controle
desse tipo de dor?'.

CONCLUSAO

O presente estudo apresentou evidéncias de que o fentanil produz
HIO e de provével efeito atenuante mediado pela serotonina e nora-
drenalina e pelo bloqueio de canais de cdlcio, pelos firmacos duloxe-
tina, fluoxetina e pregabalina.
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