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RESUMO

Objetivo. O estudo objetivou-se em avaliar a participagio da via se-
rotoninérgica na modulagio da dor e descrever a influéncia dos re-
ceptores 5-HT; na resposta nociceptiva de ratos Wistar submetidos
ao teste da formalina. Método. Estudou-se o efeito da administragio
intraperitoneal do antagonista 5-HT3 ondansetrona sobre o compor-
tamento de elevagio da pata gerado pela injecdo intraplantar de 100pL
de formalina a 1%. O nimero de elevacoes da pata foi observado pelo
periodo de 60 minutos. Resultados. Ondansetrona (2mg/kg) aumen-
tou o comportamento de elevagoes da pata em relagio ao grupo con-
trole positivo durante a 12 fase do teste e provocou uma diminuigio
deste comportamento durante a 22 fase. Concluséo. A ondansetrona
apresentou efeito frente a0 modelo de comportamento de elevagio da
pata com formalina, sugerindo que a resposta nociceptiva é influencia-
da por receptores 5-HT3, em especial em resposta a dor inflamatdria.
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ABSTRACT

Objective. The aim of this study was to evaluate the involvement of
the serotonergic pathway in pain modulation and describe the influ-
ence of 5-HTj receptors in flinching behavior in rats submitted to
the formalin test. Method. In this study, we examined the effect of
5-HTj receptor antagonist on the nociceptive flinching behavior elic-
ited by subcutaneous injection of 100uL of 1% formalin into the rat
hind paw. Nociceptive flinching behavior was observed for 60 min-
utes. Results. Ondansetron (2mg/kg) increased the flinching behavior
compared to the positive control for the first phase and caused a de-
crease of this behavior in the second phase. Conclusion. Ondansetron
presented effect in formalin nociceptive flinching behavior suggesting
that nociceptive response is influenced by 5-HT3 receptors, particu-
larly in response to inflammatory pain.
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INTRODUCAO

Sabe-se que a dor ¢ reconhecida como uma das
principais consequéncias relacionadas com as mais di-
versas patologias e sua repercussdo é considerada poten-
cialmente prejudicial para o organismo. Esta incomoda
sensagao pode ser induzida pela exposicio da pele ou de
outro 6rgio a estimulos nocivos, como por exemplo, a pi-
cada de uma agulha ou até mesmo calor ou frio intenso'.

A dor é um importante mecanismo de vigilia do
organismo e estd presente em mais de 70% dos pacientes
que buscam consultérios brasileiros®. Por representar um
sinal de alerta para um perigo iminente, a dor torna-se o
foco primdrio do cuidado e, tendo em vista que esta sen-
sacio estd presente em toda a vida do homem?, torna-se
necessdria a procura de esclarecimentos que justifiquem
sua ocorréncia assim como propor medidas destinadas
ao seu controle. Por essa razdo, é necessdrio um amplo
conhecimento de todo o processo envolvido na dor, com-
preendendo os virios enfoques cientificos que medeiam
este processo.

Hoje, sabe-se do envolvimento de diversos siste-
mas de neurotransmissio na modulagio da dor, como por
exemplo, o sistema serotoninérgico. Evidéncias sugerem
que alguns desses receptores (subtipo 5-HT3) ainda nao
bem descritos para este fim possam modular a transmis-
sao nociceptiva®.

Tendo em vista a gama de resultados controver-
sos a respeito da efetiva participacdo destes receptores
na resposta nociceptiva, o presente trabalho sugere uma
melhor investigacdo acerca do assunto. Nesse contexto,
objetivou-se avaliar a participagao da via serotoninérgica
na modulagao da dor e descrever a influéncia dos recep-
tores 5-HT5 no processamento nociceptivo periférico de

ratos Wistar submetidos ao teste da formalina.

METODO

O experimento foi realizado em conformidade
com os principios éticos elaborados sob as normas que
regulamentam a utilizagio de animais de laboratério da
Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamen-
to (SBNeC) e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
com animais (CEP) do Centro Universitdrio de Patos de

Minas (UNIPAM) (protocolo n° 11/11).

Animais

Foram utilizados ratos albinos, da linhagem Wiszar
(Rattus norvegicus) machos, pesando entre 200 e 300g,
origindrios do Biotério do UNIPAM. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas (3 animais por gaiola) sob
condigoes ideais de temperatura (22-23°C) e no ciclo cla-
ro/escuro 12/12 horas. Durante toda a experimentagio

os animais tiveram livre acesso 4 ragio e dgua a vontade.

Droga — Antagonista 5-HT3

Os receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HT3
sao encontrados principalmente na drea postrema (uma
regiao do bulbo envolvida com os vomitos) e outras partes
do tronco encefilico, estendendo até o corno posterior da
medula espinal (CPME). Alguns antagonistas especificos
para estes receptores, como por exemplo, a ondansetro-
na, sao utilizados na clinica para tratar nduseas e vomitos
principalmente em casos induzidos pela quimioterapia,
como também para se obter efeitos ansioliticos por meca-
nismos ainda indefinidos.

Nesse trabalho, foram utilizados cloridrato de on-
dansetrona (sigma), formalina dissolvidos em salina fisio-
légica (NaCl) a 0,9 % (SF), que foi igualmente utilizada
como controle do veiculo das drogas injetadas.

O cloridrato ondansetrona (OND) foi administra-
do por via intraperitoneal (i.p.), na dose de 2mg/kg, e a
formalina (FOR) a 1% foi injetado a um volume 100pL

por via intraplantar (i.pl.).

Protocolo Experimental — Teste da Formalina

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=6) por
teste ¢ marcados para ficil identificacdo experimental e,
antes de qualquer tratamento, os mesmos foram coloca-
dos na cAmara de observagio para reconhecimento e adap-
tagao do local por 10 minutos. Posteriormente, os qua-
tro grupos foram tratados seguindo o protocolo abaixo.

Os animais do grupo 1 (controle positivo) recebe-
ram por via intraperitoneal (i.p.) veiculo solugao fisiolégi-
ca (SF) 2 0,9%, e, ap6s 10 minutos, 100uL de solugao de
formalina (FOR) a 1% por via intraplantar (i.pl.). J4 os
animais do grupo 2 (controle negativo) receberam tam-
bém por via i.p. SF (veiculo) a 0,9%, e, apés 10 minutos,
100pL de SF (veiculo) a 0,9% por via i.pl. No grupo 3 foi
administrada ondansetrona (OND) 2mg/kg i.p. e ap6s



10 minutos da administra¢do da droga, 100pL de FOR
a 1% foi injetada por via i.pl., enquanto que o grupo
4 recebeu a mesma dose de OND, e decorridos 10 mi-
nutos, receberam 100uL de SF (veiculo) a 0,9% por via
i.pl. Todas as administragdes i.pl. foram realizadas na pata
posterior direita de cada animal.

Em seguida, cada animal foi recolocado na cAma-
ra de observagao, separadamente, onde foram analisadas
todas as alteragdes comportamentais exibidas por um pe-
riodo de 60 minutos. As andlises foram realizadas sempre
no mesmo hordrio para todos os grupos. Durante o ex-
perimento, foi colocado um espelho atrds da cAmara de
observagio para facilitar as andlises quando o animal se

apresentava fora do campo de visao do observador.

Anilise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente
em valores absolutos das respectivas médias aritméticas e
desvio padrio da média. Estes se expressaram através do
teste da andlise de varidncia ANOVA (One Way) seguindo
o teste de Duncan para a andlise temporal e de Tukey
para as fases separadas do teste da formalina. O nivel de

significincia adotado no estudo foi de p<0,05.

RESULTADOS

As elevagdes da pata foram avaliadas por um pe-
riodo de 60 minutos e agrupadas em duas fases, 12 fase
correspondendo as elevagées nos primeiros 15 minutos
(intervalo de 0 - 15 minutos) e 22 fase que corresponde
as elevacoes durante os 45 minutos restantes (intervalo de
15 - 60 minutos).

Durante a 12 fase do teste da formalina foram ob-
servadas 5 (+0,64) elevagoes de pata no grupo SF(i.p.)
- SF(i.pl.), 23,94 (5,16) no grupo SE(i.p.) - FOR(i.pl.),
3,78 (£2,28) no grupo OND(i.p.) - SF(i.pl.) e 30,83
(+4,36) no grupo OND(i.p.) - FOR(i.pl.) (Grifico 1).

J& na 22 fase do teste observamos no grupo
SE(i.p.) - SF(i.pl.) 2,61 (20,15) elevacoes de pata, 42,72
(+3,51) no grupo SE(i.p.) - FOR(i.pl.), 0,94 (+0,19) no
grupo OND(i.p.) - SF(i.pl.) e 29,37 (+2,46) no grupo
OND(i.p.) - FOR(i.pl.) (Gréfico 2).

Os presentes resultados mostraram que a adminis-
tracio de 100pl de FOR 1% i.pl. foi efetiva em causar

redugio dos limiares nociceptivos aumentando o nimero

de elevagoes da pata durante o tempo experimental de 0 a
60 minutos (p<0,05; segundo o teste post hoc de Tukey).
Com o objetivo de avaliar a participacio do recep-

tor serotoninérgico (do subtipo 5-HT3) na hiperalgesia
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OND (ondansetrona 2mg/kg), FOR (100pL de formalina 1%), SF (salina fi-
sioldgica a 0,9%). (*) p<0,05 em relagio ao tratamento SF(i.p.) - SE(i.pl.). (+)
p<0,05 em relagdo ao tratamento SF(i.p.) - FOR (i.pl.).

Grdfico 1. Efetividade da ondansetrona (2mg/kg i.p.) sobre o nimero

de elevagoes da pata na primeira fase do teste.
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OND (ondansetrona 2mg/kg), FOR (100pL de formalina 1%), SF (salina fi-
sioldgica a 0,9%). (*) p<0,05 em relagio ao tratamento SF(i.p.) - SE(i.pl.). (+)
p<0,05 em relagdo ao tratamento SF(i.p.) - FOR (i.pl.).

Grdfico 2. Efetividade da ondansetrona (2mg/kg i.p.) sobre o nimero

de elevagoes da pata na segunda fase do teste.



induzida pela FOR, foi realizada a administracdo intra-
peritoneal de OND (um bloqueador desse subtipo de
receptor) na dose de 2mg/kg. O Griéfico 3 ilustra o efeito
inibitério do tratamento com OND 1i.p. sobre a hiperal-
gesia induzida pela administragio de FOR i.pl. ao longo
do tempo.

As médias dos valores dos comportamentos de
elevacio da pata (Grifico 3) mostraram uma redugio,
ap6s 25 minutos, quando comparamos o grupo tratado
com OND(i.p.) — FOR(i.pl.) com o grupo tratado com
SE(i.p.) - FOR(i.pl.) (p<0,05).

No Griéfico 3, nota-se que os grupos SF(i.p.) -
FOR(i.pl.) e OND(i.p.) - FOR(i.pl.) apresentaram o
tipico comportamento bifésico do teste da formalina
(resposta bifdsica de origem neurogénica e inflamatéria
observada durante a 12 e a 22 fase do teste respectivamen-
te), 0 que nao foi observado nos demais grupos. Adicio-
nalmente, esses grupos mostraram uma diferenca estatis-
ticamente significativa (p<0,05), durante todo o tempo
experimental, em relagio ao grupo controle SF(i.p.) -
SE(i.pl.) o qual nio diferiu do grupo OND(i.p.) - SF(i.

pl.), demonstrando que a droga ondansetrona por si s6
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nao teve efeito algum, descartando a possibilidade do
efeito observado ser advindo da droga utilizada (Graficos
1,2e3).

Na 12 fase do teste, a OND (2mg/kg i.p.) foi capaz
de diminuir o nimero de elevagoes da pata no tempo
5-10 minutos, enquanto que na 22 fase, a droga foi efetiva
em reduzir o niimero de elevacio da pata no intervalo de
30-40 minutos.

O teste post hoc de Duncan utilizado na andlise
temporal mostrou diferenca estatistica (p<0,05) entre o
grupo tratado com OND(i.p.) - FOR(i.pl.) em relagao
ao grupo SF(i.p.) - FOR(i.pl.) no tempo 10, 35 e 40 mi-
nutos. Entretanto, quando os dados foram agrupados em
fases e analisados pelo teste post hoc de Tukey, o ndmero
de elevagoes de pata durante a 12 fase foi maior (p<0,05)
para o grupo tratado com OND quando comparado com
o grupo tratado com SF (Griéfico 1), enquanto que du-
rante a 22 fase o nimero de elevagoes de pata foi menor
(p<0,05) para o grupo tratado com OND quando com-
parado com o grupo tratado com SF (Gréfico 2), demons-
trando que a droga foi capaz de reduzir a hiperalgesia

causada pela formalina apenas durante a 22 fase do teste.
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Grdfico 3. Efetividade da ondansetrona (2mg/kg i.p.) sobre o nimero

de elevagoes da pata ao longo do tempo (minutos).



DISCUSSAO

Os nossos resultados mostraram que a administra-
¢do intraplantar de formalina proporcionou uma redu-
¢a0 dos limiares nociceptivos favorecendo um aumento
dos nimeros de elevagao da pata dos animais, sendo este
comportamento reduzido, durante a segunda fase do tes-
te (fase de origem inflamatéria) pela administragiao de
ondansetrona.

Esse modelo de nocicep¢io induzido pela formali-
na nos permite avaliar dois tipos distintos de nocicepgio
bem como a a¢io de fdrmacos analgésicos, sendo conside-
rado um modelo confidvel de avaliagio de dor. Neste ex-
perimento, a inje¢io de uma substincia irritante (forma-
lina) no espago subcutineo da pata posterior direita dos
animais determinou o surgimento de altera¢oes compor-
tamentais, traduzidas por respostas motoras caracteristi-
cas que nos permitiram avaliar a intensidade da resposta
nociceptiva ao estimulo quimico. Tais comportamentos
incluem morder, lamber ou elevar a pata, bem como agi-
tagdo vigorosa do membro®.

Com este modelo experimental, podemos eviden-
ciar uma resposta bifdsica’: a primeira, de origem neuro-
génica que ¢ caracterizada por um curto periodo (de 0-15
minutos) que em geral ¢ atribuida a ativagao direta de
nociceptores ¢ a segunda fase, de origem inflamatéria que
consiste em um periodo mais longo (15-60 minutos) e
estd associada  liberacdo de mediadores enddégenos locais
que geram respostas inflamatérias responsdveis pela ativa-
¢do e sensibilizacio de aferentes primdrios®®”.

Os nociceptores, durante o teste, podem ser ativa-
dos frente a diversos estimulos, bem como ter seu limiar
para ativagao reduzido (sensibiliza¢io), como o que ocor-
re durante a segunda fase do teste (inflamagio) onde se
tem a liberac¢io de vdrios mediadores quimicos que con-
tribuem para a queda do limiar de ativacio destes recep-
tores e aumento da resposta nociceptiva. Esses nocicep-
tores designados silenciosos, quando influenciados por
mediadores inflamatérios, apresentam atividade esponté-
nea ou tornam-se sensibilizados e respondem a estimulos
sensoriais que normalmente nio responderiam'.

Sabe-se que quando administrada perifericamente
(i.pl.), a serotonina por si s6 induz edema de pata e res-
posta nociceptiva''2. Neste sentido tem-se demonstrado

que a administragao i.pl. de metisergida, cetanserina ou

ondansetrona (antagonistas 5-HT1, SHT> e 5HT3, res-
pectivamente) atenua a resposta nociceptiva induzida
pela injecio local de serotonina'>.

A injecdo i.pl. de antagonistas seletivos de recep-
tores 5-HT3 inibe a resposta nociceptiva frente a dor in-
flamatéria induzida por formalina®. No presente estudo
notou-se que a ondansetrona foi efetiva em reduzir o nu-
mero de elevagdes da pata na 22 fase (fase inflamatdria)
do teste, uma vez que a droga por si s6, grupo OND(i.p.)
- SF (i.pl.), nao alterou o comportamento do animal
quando comparado com o grupo controle negativo. As-
sim, sugere-se que a droga agiu de modo a reduzir a dor
inflamatéria provocada por formalina, possivelmente por
interagio com mediadores inflamatérios ou por bloqueio
direto de vias nociceptivas.

Estudos semelhantes evidenciaram que antagonis-
tas 5-HT5 inibem o comportamento induzido por forma-
lina e serotonina em ratos, quando administrados por via
i.p

que a ondansetrona administrada por via i.pl. nao alterou

[.1L121677  Em contradicao a estes dados, observou-se

o comportamento de lambida da pata induzido por inje-
¢ao i.pl. de serotonina, porém, foi capaz de exacerbar a
alodinia mecinica provocada pela injecio i.pl. da mesma
substincia'®.

Entretanto, nosso estudo decorreu da adminis-
tracdo intraperitoneal da droga o que pode explicar, em
parte, divergéncias de dados. Em adicdo, a diferenca de
estimulos, bem como as doses administradas podem jus-
tificar estas alteracoes, e, embora a investigagio a cerca
destes receptores tenha gerado resultados controversos,
em nosso protocolo experimental, o antagonista foi ad-
ministrado 10 minutos antes da exposi¢do ao estimulo
nocivo (formalina), o que nos permite discorrer melhor
sobre o papel destes receptores, uma vez que estes foram
previamente bloqueados.

Estudo envolvendo estes receptores sugerem uma
atuagdo mais direta e imediata frente a ativacio de fibras
aferentes primdrias, uma vez que se tratam de receptores
ionotrépicos que permitem um rdpido influxo de fons,
culminando em uma rdpida ativacio (despolarizagio) de
neurdnios', estabelecendo assim relagio direta com as al-
teragoes comportamentais mostradas nesse e em outros
trabalhos.

Ainda neste sentido, virios estudos tém demons-



trado que algumas interleucinas (IL-1, IL-6 ¢ IL-8) e o fa-
tor de necrose tumoral (TNF-a) induzem sensibilizacio
dos nociceptores e edema de pata em vdrios modelos ex-
perimentais®?®. Da mesma forma, essas respostas podem
ser induzidas por outros mediadores inflamatérios como
o ATP*% ¢ o glutamato®?.

Durante o experimento, a ativagio direta de no-
ciceptores provocada pela agulha durante a injecao i.pl.
foi suficiente para provocar alteragoes no nimero de ele-
vagio da pata em todos os grupos. Entretanto esta repos-
ta foi mais evidente nos grupos SF(i.p.) - FOR(i.pl.) e
OND(i.p.) - FOR(i.pl.). Durante a 12 fase do teste, ape-
sar de ter ocorrido diferenca estatisticamente significativa
no tempo 5-10 minutos, quando totalizado o nimero de
elevacio da pata, a ondansetrona administrada por via
i.p. ndo foi capaz de reduzir o nimero de elevacoes da
pata provocado pela formalina, pelo contririo, houve um
aumento no numero de elevagoes, sugerindo que ocorreu
certa modulacio da via nociceptiva descendente inibité-
ria mediada por receptores 5-HTs.

Em adi¢ao, a estimulagio elétrica na substincia
cinzenta periaquedutal e no nucleo magno da rafe pro-
move liberagao de 5-HT no corno posterior da medula
espinal (CPME) e estes neurdnios fazem sinapses nas la-
minas I, IT, IV e V ativando receptores 5-HT3 em inter-
neurdnios inibitérios, que por sua vez inibem neurdnios
de proje¢ao também na CPME, a¢oes que culminam em
reducio da nocicepgio por mecanismos dependentes de
opioides®®. Este mecanismo explica, em parte, o aumen-
to do nimero de elevagoes da pata observadas no grupo
OND(i.p.) - FOR(i.pl.) em relagao ao grupo SFE(i.p.) -
FOR(i.pl.) durante a 12 fase do teste, uma vez que os
receptores 5-HT3 foram bloqueados, impedindo desta
forma a ativa¢do de interneurdnios inibitdrios e conse-
quente aumento da nocicepgao.

Entretanto, a 5-HT ainda excita diretamente neu-
ronios de projecio por meio de receptores 5-HT3 que cul-
minam em dor**. Assim sugere-se que os receptores do
subtipo 5-HT3 estejam presentes em maior quantidade
na via de inibi¢io descendente da dor do que na via de
facilitagao. O contrdrio ocorreu durante a 22 fase do tes-
te, onde a concentragio utilizada da droga foi suficiente
para reduzir significativamente o nimero de elevagoes de

pata, sugerindo que a droga atua, por mecanismos ainda

desconhecidos, durante a fase inflamatéria.

CONCLUSAO

A ondansetrona apresentou efeito frente a0 mode-
lo de comportamento de elevacio da pata com formali-
na, implicando na participagao dos receptores 5-HT3 no
processamento nociceptivo periférico, sugerindo que a
resposta nociceptiva ¢ influenciada por estes receptores,

em especial em resposta a dor inflamatéria.
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