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PALABRAS CLAVE Resumen

Ratones; Justificacion y objetivos: El fenomeno doloroso es una de las mas importantes y complejas
Fentolamina; experiencias. La fentolamina es un antagonista alfaadrenérgico no selectivo. El objetivo fue
Dolor; comparar los efectos de dosis crecientes de fentolamina por via subaracnoidea en la modulacion
Test de la formalina; del fendmeno doloroso en ratones.

Von Frey Método: Fueron usados 84 ratones Wistar machos, divididos en los grupos formalina e incision

plantar, subdivididos en 6 subgrupos (n=7). En el subgrupo control (GC) solamente se administro
solucion salina (10 pL); en los subgrupos activos, 10 ug de fentolamina (GF10), 20 g (GF20),
30 g (GF30), 40 g (GF40) y 50 g (GF50). En el grupo formalina, el dolor fue inducido con una
inyeccion de 50 uL de formalina al 2% en la region dorsal de la pata posterior derecha. En el
grupo incision plantar, el dolor se indujo por incision plantar y evaluacion por los filamentos de
Von Frey. La induccion y el mantenimiento anestésico se llevo a cabo con halotano al 3% para
la introduccion de catéter en el espacio subaracnoideo y la realizacion de la incision plantar. EL
analisis estadistico de los resultados se hizo mediante el programa JMP® del SAS con un nivel
de significacion del 5%.

Resultados: La fentolamina en las dosis de 20 y 30 g produjo un aumento de la respuesta de
dolor en la fase intermedia del test de la formalina. En el test de la incision plantar, genero
un efecto hiperalgésico en el primero, tercero, quinto y séptimo dias con dosis de 10 ug; en el
primero, tercero y quinto dias con dosis de 20 pg; y en el quinto dia con dosis de 30 ug.
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* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: ocpires@uol.com.br (0.C. Pires).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bjanes.2014.12.002
2255-4963/© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos los derechos reservados.


dx.doi.org/10.1016/j.bjanes.2014.12.002
http://www.sba.com.br
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bjanes.2014.12.002&domain=pdf
mailto:ocpires@uol.com.br
dx.doi.org/10.1016/j.bjanes.2014.12.002

112

D.C. Callegari et al

KEYWORDS
Mice;
Phentolamine;
Pain;

Formalin test;
Von Frey

Introduccion

Conclusion: La fentolamina por via subaracnoidea generd un efecto hiperalgésico posiblemente
por la participacion de diferentes subclases de receptores alfaadrenérgicos en las vias modula-
doras del dolor.

© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos los
derechos 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: Eighty four male Wistar rats were divided into formalin and plantar incision groups,
subdivided into six subgroups (n=7). Control group (CG) received only saline (10 unL); active
subgroups received phentolamine 10 ug (GF10), 20 pg (GF20), 30 png (GF30), 40 ng (GF40), and
50 g (GF50). In formalin group, pain was induced by injection of 50 pL 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 ng increased the algesic response in the interme-
diate phase of the formalin test. In plantar incision test, it had hyperalgic effect on first, third,
fifth, and seventh days at a dose of 10 ug and on first, third, and fifth days at a dose of 20 ug
and on fifth day at a dose of 30 pg.

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.

Esta investigacion evaluo los efectos de dosis crecientes
de fentolamina, administradas por via subaracnoidea, sobre

El paso de informaciones nociceptivas por el cuerno poste- €l dolor inducido en ratones usando el test de la formalina

rior de la médula espinal en direccion a niveles rostrales del
sistema nervioso central sufre profundas influencias excita-
torias e inhibitorias. La elucidacién de la farmacologia de
esos sistemas moduladores ha orientado la apreciacion
de la habilidad de receptores especificos'.

Los neurotransmisores, aminoacidos y neuropéptidos son
liberados por los terminales de los aferentes primarios en
el cuerno posterior de la médula espinal, donde actlan
en la modulacién de la transmision nociceptiva. Entre otros
se destacan los aminoacidos excitatorios glutamato y aspar-
tato, los neurotransmisores y neuropéptidos, incluyendo las
taquicininas sustancia P, neurocinina A, neurocinina B, pép-
tido gen relacionado con la calcitonina, colecistocinina,
somatostatina, oxido nitrico, prostaglandinas, galanina,
encefalinas y endorfinas?.

La fentolamina, antagonista alfaadrenérgico competi-
tivo que pertenece al grupo imidazolina, no selectivo,
con eficacia similar sobre los receptores alfal y alfa
2, puede también bloquear receptores 5-HT y canales
de potasio y causar la liberacion de histamina por los
mastocitos’.

modificado y del test de la incision plantar, para verificar
si la involucracion de las vias adrenérgicas en el sistema
inhibitorio descendiente del dolor es dosis dependiente de
la fentolamina.

Método

Los procedimientos experimentales respetaron las normas
éticas de la International Association for the Study of Pain
(IASP), que regula los experimentos hechos en animales
(Commitee for Research and Ethical Issues of the IASP, 1983)
y el proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en el Uso
de Animales Ceua/Unitau, con el n.° 019/11. Fueron usados
84 ratones Wistar machos, con peso entre 220 y 300g, que
fueron colocados individualmente en una camara de vidrio
transparente de 15 x 25 x 15¢cm, con un orificio en la parte
anterior y posterior para permitir la entrada y la salida de
oxigeno, gases anestésicos y didxido de carbono, y aneste-
siados con halotano, a una concentracion de 3% en oxigeno
al 100%. Cuando el ratdn no podia desplazarse en la camara,



Efecto hiperalgésico de la fentolamina en ratones

113

se le retiraba y se le ponia en decubito dorsal horizontal con
el abdomen sobre un cilindro plastico, con el hocico en una
mascarilla, por donde continuaba recibiendo el halotano en
la misma concentracion.

A continuacion se introducia un catéter de polietileno (PE
10), en el espacio subaracnoideo en sentido caudal, por pun-
cién con aguja 22 G de Tuohy en la linea media del espacio
intervertebral por encima de la penlltima vértebra lumbar,
hasta el espacio subaracnoideo, que era identificado por el
movimiento reflejo de la cola o de una de las patas trase-
ras. El catéter se fijaba en el tejido subcutaneo y la piel se
suturaba con un hilo de nilon 4-0 y al final del experimento,
después del sacrificio del animal con tiopental sédico, se
seccionaba la columna lumbar para confirmar la presencia
del catéter en el espacio subaracnoideo®.

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en 2 gru-
pos: formalina e incision plantar. Los del grupo formalina
fueron divididos en 6 subgrupos con siete ratones cada uno.
Los del grupo control (GC) recibieron por via subaracnoi-
dea inmediatamente después de la colocacion del catéter
10 ul de solucion salina; y los de los grupos activos GF10,
GF20, GF30, GF40y GF50 recibieron por la misma via 10 wl de
solucion con fentolamina en las dosis respectivas de 10 g,
20 ug, 30 ng, 40 ng y 50 ug, que correspondieron respectiva-
mente a 31,5nmol, 63 nmol, 94nmol, 126 nmol y 157 nmol
de fentolamina en solucion salina estéril.

La induccion del dolor por la formalina (test de la for-
malina modificado), se hizo a través de la administracion de
50 .l de solucion de formalina al 2%, en la region dorsal de la
pata posterior derecha, 25 min después de la administracion
de la solucién salina o de la fentolamina®.

Fueron consideradas todas las elevaciones de la pata
no relacionadas con el caminar, independientemente del
tiempo en que permanecia levantada. El recuento se hizo
continuamente durante 60 min. Se anoto el nimero parcial
de elevaciones cada 5 min. El test fue dividido en 3 fases: |,
intermedia y 1. La fase | comprendi6 el nimero de elevacio-
nes de la pata durante los primeros 5 min, la fase intermedia
del minuto 6 al minuto 20, y la fase i1 del minuto 21 al 60.

Los animales del grupo incision plantar fueron divididos
en 6 subgrupos con 7 ratones cada uno. Los del grupo control
(GC) recibieron por via subaracnoidea inmediatamente des-
pués de la colocacion del catéter, 10 .l de solucion salina; y
los de los grupos activos GIP10, GIP20, GIP30, GIP40 y GIP50
recibieron por la misma via 10 ul de solucion con fentola-
mina en las dosis respectivas de 10 ng, 20 pg, 30 png, 40 ng
y 50 ng, lo que correspondio respectivamente a 31,5 nmol,
63 nmol, 94nmol, 126 nmol y 157 nmol de fentolamina en
solucion salina estéril.

Con el animal anestesiado, se hizo una incision quirdrgica
longitudinal, de 1 cm de extension, en la pata posterior dere-
cha con un bisturi del nimero 11. Fueron incisionadas la piel
y la fascia de la region plantar de la pata, con inicio a 0,5cm
desde el borde del calcaneo y extension en direccion a los
dedos de la pata. El mUsculo plantar se elevé y se hizo una
incision longitudinal, permaneciendo esta intacta. Después
de la hemostasia con una ligera presion sobre el sitio quirdr-
gico, todos los planos fueron aproximados y suturados con
2 puntos separados con un hilo en una aguja de mononilon
4-0. La evaluacion de la hiperalgesia se hizo por la aplica-
cion de filamentos de von Frey, en la segunda hora y en el
primero, tercero, quinto, séptimo, decimocuarto y vigésimo
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Figura1 Promedios del nUmero de elevaciones de la pata de

los animales durante la fase intermedia del test de la forma-
lina, en los grupos estudiados. * Diferencia estadisticamente
significativa (p <0,05).

primer dia después de la administracion de la solucion salina
o de la fentolamina®.

El volumen de la solucion inyectada en el espacio sub-
aracnoideo de 10pl, se defini6 a partir de los estudios
previos*7:8,

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos,
usamos el software JMP® del Statistical Analysis System Ins-
titute y se aplico el analisis de variancia seguido del test de
Dunnett, con la adopcion del nivel de significacion menor
del 5% (p <0,05).

Resultados

Intensidad del dolor evaluado por el test de la
fentolamina modificado

La fentolamina, administrada por via subaracnoidea, en las
dosis de 20 pg y 30 ng, produjo un aumento en la respuesta
algica en la fase intermedia del test de la formalina modifi-
cado, porque el promedio del nimero de elevaciones de la
pata de los animales durante la fase intermedia del test de
la formalina vari6 entre 16,28 en el grupo GF10y 27,95 en el
grupo GF30. Los mayores valores fueron encontrados en los
grupos GF20 y GF30, que presentaron diferencias estadisti-
camente significativas cuando fueron comparados con el GC
(figs. 1y 2).

El promedio del nUmero de elevaciones de la pata de los
animales durante la fase 1 y la fase i del test de la forma-
lina no presenté diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos estudiados.

Intensidad del dolor evaluado por los filamentos de
von Frey en el test de la incision quirargica plantar

La fentolamina, administrada por via subaracnoidea, en la
dosis de 10 g, generd un efecto hiperalgésico en el pri-
mero, tercero, quinto y séptimo dias en el dolor inducido
por la incision plantar. En la dosis de 20 g genero un efecto
hiperalgésico en el primero, terceroy quinto dias en el dolor
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Figura 2 Promedios del nimero de elevaciones de la pata
de los animales durante todas las fases del test de la forma-
lina, en los grupos estudiados. * Diferencia estadisticamente
significativa (p <0,05).

inducido por la incision plantar y en la dosis de 30 p.g generé
un efecto hiperalgésico en el quinto dia en el dolor inducido
por la incision plantar.

En la segunda hora y en el primero, tercero y quinto dias
después de la aplicacion de la fentolamina subaracnoidea
hubo una menor sensibilidad a los filamentos de von Frey en
los grupos GF10 y GF20, que presentaron diferencias esta-
disticamente significativas cuando fueron comparados con
el GC (figs. 3-6).

Al séptimo dia de la evaluacion se observé una mayor
sensibilidad a los filamentos de von Frey en el grupo GF10,
que presento una diferencia estadisticamente significativa
cuando fue comparado con el GC (fig. 7).

La evaluacion hecha el decimocuarto y el vigésimo primer
dia no mostro diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos sobre la sensibilidad a los filamentos de
von Frey.
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Figura3 Respuesta a los filamentos de von Frey en la segunda

hora después de la administracion de la fentolamina subarac-
noidea. Diferencia estadisticamente significativa (p <0,05).

3,00
2,50

2,00

1,50
1,00
0,50
0,00

GF10 GF20 GF30 GF40 GF50

Figura 4 Respuesta a los filamentos de von Frey en el primer
dia después de la administracion de la fentolamina subaracnoi-
dea. * Diferencia estadisticamente significativa (p <0,05).

6,00

5,00 *

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

GF10 GF20 GF30 GF40 GF50

Figura 5 Respuesta a los filamentos de von Frey en el tercer

dia después de la administracion de la fentolamina subaracnoi-
dea. * Diferencia estadisticamente significativa (p <0,05).
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Figura 6 Respuesta a los filamentos de von Frey en el quinto

dia después de la administracion de la fentolamina subaracnoi-
dea. * Diferencia estadisticamente significativa (p <0,05).
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Figura7 Respuesta a los filamentos de von Frey en el séptimo

dia después de la administracion de la fentolamina subaracnoi-
dea. * Diferencia estadisticamente significativa (p <0,05).

Discusioén

El sistema inhibitorio descendente del dolor se compone
principalmente de 4 partes del sistema nervioso central
interconectadas: a) sistemas corticales y diencefalico; b)
sustancias grises periacueductal y periventricular ricas en
encefalinas y en receptores opioides; c) partes del bulbo
rostroventral, especialmente el nicleo magno del rafe, y
nucleos adyacentes que reciben los impulsos excitatorios de
la sustancias grises periacueductal y que, a su vez, envian
fibras serotoninérgicas y noradrenérgicas, a través del funi-
culo dorsolateral, que se proyectan hacia el cuerno dorsal
de la médula y bulbo. Las fibras del sistema inhibitorio
descendiente terminan principalmente en las laminas 1, 1
y v, donde inhiben las neuronas nociceptivas, incluyendo
las interneuronas y tractos ascendientes que se proyec-
tan rostralmente, entre ellos los tractos espinotalamico,
espinorrecticular y espinomesencefalico. Otro importante
grupo de fibras que ha sido incluido en la formacion del
sistema endogeno de control del dolor son las neuronas nora-
drenérgicas originarias en el locus coeruleus y el sistema
colinérgico central>®~'",

Para estudiar los efectos de la fentolamina sobre las vias
del dolor se administran diversas dosis por via subaracnoidea
en ratones. En este estudio fueron usadas dosis crecientes,
a partir de dosis ya descritas y habitualmente usadas por
otros autores, que demostraron resultados contradictorios
y mostraron la necesidad de estudios con dosis variadas, lo
que motivo este estudio con dosis crescientes®® 12,

El test de formalina modificado, por producir respuestas
proximas a las que ocurren en seres humanos, es muy usado
como modelo de nocicepcion en animales. EL nimero de ele-
vaciones de la pata como dispositivo para la cuantificacion
del comportamiento doloroso inducido por la formalina pre-
senta una correlacion importante con el test de la formalina
clasico y con las alteraciones cardiovasculares en respuesta
al dolor causado por la formalina en la pata, llevandonos
a una correlacion estrecha con el comportamiento doloroso
en animales conscientes'3'°,

Durante las fases 1y i1 del test de la formalina modificado
no observamos diferencias entre los grupos estudiados, lo

que muestra que no hay interferencia del sistema noradre-
nérgico. Sin embargo, durante la fase intermedia, propuesta
como relacionada con la inhibicion central del dolor, vimos
un significativo aumento del nimero de elevaciones de la
pata en comparacion con el grupo control, cuando se usaron
las dosis de 20 y 30 ng por via subaracnoidea, sin observar
diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con los demas grupos.

Estudios que demuestran la aparicion de un efecto anal-
gésico en presencia de un estimulo de los receptores alfa-2
medulares, muestran que 10 g fueron insuficientes para
ejercer un efecto agonista sobre esos receptores y que las
dosis superiores a 30 ug tal vez ejerzan un efecto agonista
también sobre los receptores alfa-1, efecto este que anta-
goniza los efectos del estimulo de los receptores alfa-2"".

El modelo de dolor a partir de la incision plantar en
ratones, propuesto por Brennan et al.® es muy util para
comprender los mecanismos fisiopatologicos del dolor. En la
practica clinica, se asemeja mucho al dolor que los pacien-
tes sienten en el periodo postoperatorio, involuntario y de
menor intensidad en reposo.

La fentolamina administrada por via subaracnoidea en
ratones, en las dosis de 10 y 20 ug, presenté caracteristicas
analgésicas en la segunda hora después de la administra-
cion. Esto puede ser explicado por un predominio del efecto
modulador central sobre bajas dosis del farmaco. Ellas son
incapaces de antagonizar el efecto de la liberacion nora-
drenérgica descendiente, visto que con el aumento de la
dosis ese antagonismo se mantuvo sin que se observase nin-
guna reduccion de la sensibilidad (analgesia). Sin embargo,
la dosis de 10 ug administrada por via subaracnoidea tuvo un
efecto hiperalgésico en el primero, tercero, quinto y sép-
timo dia, como también la dosis de 20 ug en el primero,
tercero y quinto dia. La dosis de 30 ug solo presentd un
efecto hiperalgésico en el quinto dia después de la adminis-
tracion, lo que evidencia que en ese periodo, sin la accion
moduladora, el bloqueo de los receptores adrenérgicos con
mayor selectividad, posiblemente sobre los receptores alfa-
2, gener6 una mayor sensibilidad e hiperalgesia.

Otros estudios mostraron el surgimiento de un efecto
analgésico en presencia de estimulo de los receptores alfa-2
ubicados en la médula espinal, por inhibiciéon de la des-
carga neuronal'”’'®, Eso podria explicar los resultados de
este experimento, visto que dosis mayores del antago-
nista adrenérgico fentolamina podrian estimular también
los receptores alfa-1, producir un efecto antagonista a los
efectos del estimulo de los receptores alfa-2 y potenciar el
efecto adrenérgico sobre los receptores alfa-1.

La hipotesis de que dosis mayores del antagonista fento-
lamina podrian estimular los receptores alfa-1 adrenérgicos
y producir un efecto antagonista a los efectos del estimulo
de los receptores alfa-2 adrenérgicos y por ende, potenciar
el efecto adrenérgico sobre los receptores alfa-1 adrenér-
gicos, debe ser elucidada en nuevos estudios que comparen
blogueantes con una mayor selectividad por los receptores
alfa-1 adrenérgicos con altas dosis de fentolamina.

Conclusion

Diferentes dosis de fentolamina por via subaracnoidea
generan diversos efectos sobre la sensibilidad al dolor,
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posiblemente por la participacion de distintas subclases de
receptores alfaadrenérgicos en las vias moduladoras del
dolor.
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