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RESUMO

A dor pds-operatdria ¢ uma forma comum de dor na pratica clinica (cerca de 70% dos pacientes
apresentam dor de moderada a intensa logo apds cirurgias), mas o padrdo ouro do seu
tratamento (farmacos opioides) possui grande limitagcdo por inducdo de efeitos adversos
sistémicos e graves. O farmaco gabapentina também ¢ utilizado por via oral para o tratamento
da dor pds-operatdria e para reducdo do consumo de opioides, mas similarmente causa efeitos
adversos sistémicos relevantes. Entre as estratégias para evitar efeitos adversos sistémicos e
melhorar a seguranca dos farmacos utilizados para a dor pos-operatoria, destaca-se o uso de
analgesia por infiltracdo de fArmacos (p.ex. anestésicos locais) no local da incisdo. Assim, o
objetivo do presente estudo foi a investigacdo pré-clinica da eficicia analgésica e da seguranca
da infiltragdo de gabapentina em modelo de dor cirtirgica em camundongos. A gabapentina (1-
5%) foi infiltrada no periodo transoperatorio de cirurgia de incisdo na pele de camundongos
C57/BL6 anestesiados. Foram avaliados parametros de comportamentos relacionados a dor e
edema, além de efeitos adversos, nos periodos pré e pods-operatdrio. A infiltragio com
gabapentina preveniu amplamente o desenvolvimento e a manutencdo da hiperalgesia, com
duragdo de 0,25 a 48 horas apos a cirurgia. Efeito esse dependente da dose, com efeito parcial
obtido com a dose de 1% e com inibicdes maximas nas doses de 3 ¢ 5%. Em rela¢do aos
comportamentos afetivos motivacionais, a gabapentina (3%) preveniu amplamente desde 0,25
a 48 horas apos a cirurgia. A gabapentina 3% foi capaz de prevenir de maneira muito eficaz o
edema pos-operatorio, com efeito, 2 horas apds a cirurgia, mantendo-se por até 48 horas.
Verificamos também que o efeito anti-hiperalgésico da gabapentina em fémeas foi de curta
duragdo, ndo sendo mais detectado de 4 a 24 horas apds a cirurgia e sendo estatisticamente
diferente do efeito observado em machos nesses tempos. As fémeas apresentaram redugao
significativa do comportamento afetivo motivacional somente 2 horas ap6s a cirurgia, mas com
eficacia menor do que nos machos. Quanto ao edema, curiosamente, a infiltracio com
gabapentina em fémeas aumentou o edema observado 2 horas apds a cirurgia. Por fim, buscando
avaliar o possivel efeito adjuvante da gabapentina na infiltragdo com anestésicos locais antes
da cirurgia, associamos uma dose baixa de gabapentina (1%) com o anestésico local
bupivacaina (0,5%). A combinacao de bupivacaina 0,5% + gabapentina 1% reduziu a
hiperalgesia e comportamentos afetivo-motivacionais significativamente com efeito precoce e
de longa duragdo. A combinacao de bupivacaina + gabapentina também reduziu o edema 2, 24
e 48 horas apds a cirurgia. Em relagcdo aos efeitos adversos, nenhum dos nossos tratamentos
alterou os parametros de motores/sensoriais € sangramento. Sendo assim, concluimos que a
gabapentina infiltrada apresentou efeito antinociceptivo e antiedematogénico em modelo de dor
poOs-operatoria de maneira sexualmente distinta, indicando sua viabilidade como ferramenta
farmacoldgica Util no manejo da dor pds-operatoria.

Palavras-chave: qPCR. Desenvolvimento de farmacos. Cirurgia.






ABSTRACT

Postoperative pain is a common form of pain in clinical practice (about 70% of patients have
moderate to severe pain right after surgery), but the gold standard used as treatment (opioid
drugs) in surgeries has a major limitation due to inducing systemic and severe adverse effects.
The drug gabapentin is used orally for the treatment of postoperative pain and to reduce the
consumption of opioids, but it similarly causes relevant systemic adverse effects. Among the
strategies to avoid systemic adverse effects and improve the safety of drugs used for
postoperative pain treatment, the use of analgesia by infiltration drugs (eg, local anesthetics) at
the incision site stands out. Thus, the aim of the present study was the pre-clinical investigation
of the analgesic efficacy and safety of gabapentin infiltration in a mouse model of surgical pain.
Gabapentin (1-5%) was infiltrated during the intraoperative period of skin incision surgery in
anesthetized C57/BL6 mice. Behavior parameters related to pain and edema were measured, in
addition adverse effects were assessed, in the pre and postoperative periods. Infiltration with
gabapentin largely prevented the development and maintenance of hyperalgesia, lasting from
0.25 to 48 hours after surgery. This effect is dose-dependent, with partial effect obtained with
a dose of 1% and with maximum inhibitions at doses of 3 and 5%. Regarding motivational
affective behaviors, gabapentin (3%) largely prevented from 0.25 to 48 hours after surgery.
Gabapentin 3% was able to prevent effectively the postoperative edema in 2 hours after surgery,
lasting for up to 48 hours. We also verified that the anti-hyperalgesic effect of gabapentin in
females was short-lived, not being detected from 4 to 24 hours after surgery and being
statistically different from the effect observed in males at these times. Female mice showed a
significant reduction in affective motivational behavior only 2 hours after surgery, but with
lower effectiveness than males. Interestingly, gabapentin infiltration in females increased the
edema observed 2 hours after surgery. Finally, in order to assess the possible adjuvant effect of
gabapentin on infiltration with local anesthetics before surgery, we associated a low dose of
gabapentin (1%) with the local anesthetic bupivacaine (0.5%). The combination of 0.5%
bupivacaine + 1% gabapentin significantly reduced hyperalgesia and affective-motivational
behaviors with an early and long-lasting effect. The combination of bupivacaine + gabapentin
also reduced edema in 2, 24 and 48 hours after surgery. Regarding adverse effects, none of our
treatments changed the motor/sensory and bleeding parameters. Therefore, we conclude that
the infiltrated gabapentin had a sexually distinct antinociceptive and antiedematogenic effect in
the postoperative pain model, indicating its viability as a useful pharmacological tool in the
management of postoperative pain.

Keywords: qPCR. Drug development. Surgery.
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1 INTRODUCAO

Os processos dolorosos afetam milhdes de pessoas e sdo a principal causa de
procura aos servigos de saude por todo o mundo. A Associagdo Internacional para Estudos
da Dor (do inglés International Association for Study of Pain - IASP) define dor como
“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a, ou semelhante aquela
associada a, dano real ou potencial ao tecido” (IASP, 2020). Em relagdo a sua causa, a
IASP classifica a dor em nociceptiva (que ocorre com um sistema nervoso
somatossensorial funcionando normalmente e que possui carater fisiolégico de protecao,
alertando o organismo sobre um perigo iminente), inflamatdria (relacionada ao dano
tecidual), dor nociplastica (que surge da nocicepcao alterada sem haver evidéncia de dano
tecidual e doenga ou lesdo do sistema somatossensorial) e dor neuropatica (dor originada
de uma lesdo ou doenga afetando o sistema somatossensorial) (LOESER; TREEDE,
2008). Nas dores patoldgicas (inflamatoéria, nociplastica e neuropdtica), pode ser
observado nos pacientes o aparecimento de dor a estimulos antes indcuos (alodinia), como
um leve toque, ou ainda, ocorre a percepcao exacerbada da dor a estimulos dolorosos
(hiperalgesia) e também aparecimento da dor espontanea, descrita como dor em
queimagdo (CRUCCU et al., 2010).

A dor pos-operatoria € uma forma comum de dor aguda na pratica clinica, que
possui componentes de dor ndo somente nociceptiva e inflamatoria, mas também
neuropatica (JAMES, 2017). O tratamento da dor aguda em pacientes cirargicos tem sido
amplamente reconhecido como uma questdo importante nos cuidados de saude.
Entretanto, aproximadamente 50-70% dos pacientes ainda experimentam dor moderada a
grave apos a cirurgia. Além disso, o tratamento inadequado da dor aguda também pode
contribuir para o desenvolvimento de dor pds-cirtirgica persistente e pode estar associado
a um impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes (CHOU et al., 2016).
Finalmente, tanto a dor quanto a analgesia pos-operatdria possui diferengas intersexuais.
De fato, o sexo feminino € fator de risco para persisténcia da dor pds-operatodria e a eficacia
de analgésicos na dor pds-operatéria ¢ diferente em homens e mulheres (GLARE;
AUBREY; MYLES, 2019; LAVAND’HOMME, 2017; KIM et al., 2019)

Os opioides sdo considerados o tratamento “padrdo ouro” para a dor pods-
operatoria, podendo ser utilizados por vias de administragdo sistémica (p.ex. oral ou
endovenosa) ou central (p.ex. intratecal). No entanto, alguns pacientes fazem uso

inadequado ou persistente desses opioides, o que prejudica a qualidade de vida pos-
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cirargica (NEUMAN; BATEMAN; WUNSCH, 2019). Além da tolerancia, uma
preocupacdo comum em relagdo ao uso deopioides ¢ o desenvolvimento de efeitos
adversos sistémicos ou centrais, como abuso, dependéncia e constipacao (KRAUSE;
SREDNI, 2016).

Entre as estratégias para reduzir o consumo de opioides no pos-cirurgico, destaca-
se 0 uso de analgesia por infiltracdo de farmacos (geralmente anestésicos locais) no sitio
daincisdo. Em uma revisdo sistematica que avaliou as evidéncias das intervengdes
analgésicas ap0s artroplastia total do quadril, foi relatado que a analgesia por infiltragao
local reduziu significativamente o consumo de morfina nos pacientes (KARLSEN et al.,
2015). Entretanto, a analgesia infiltrativa possui algumas desvantagens como curta
duracdo e possibilidade de efeitos adversos locais (p.ex. sangramentos e disfuncdo
motora-sensorial) e sist€émicos como tontura, sonoléncia e convulsdes (CHOU et al.,
2016). Assim, a investigacdo de farmacos analgésicos mais seguros ¢ eficazes para o
tratamento da dor pds-operatoria € urgentemente necessaria.

Células excitaveis, como neurdnios e células musculares, contém canais de
calcio dependentes de voltagem (CCDV) que sdo necessarios para mediar fungdes de
liberacao de transmissores, secre¢do de hormonios, contragdo, transcricdo génica, entre
outras fungdes (TERASHIMA et al., 2013). Os CCDV sdo classificados de acordo com
suas propriedades biofisicas e farmacoldgicas em canais tipo L, N, P/Q, R (ativados por
alta voltagem: ~ -30mV) e T (ativados por baixa voltagem: ~ -60 mV) (DOLPHIN,
2016; NEUMALIER et al.,2015; ZAMPONI et al., 2015). Os CCDV sao formados pela
associagdo de uma subunidade formadora principal (alfal dos subtipos Cavl a 3) e
acessorias (020, beta e gama) e estdo distribuidos de maneira diferente por todo o
organismo. Subunidade de canais de célcio da familia Cav2 (formadoras das correntes,
N, P/Q e R) sdo expressos especialmente em neurdnios das vias periféricas e centrais de
dor e sdo regulados por subunidade acessorias 026 (ZAMPONI et al., 2015). As
subunidades regulatorias 020 s3o os principais alvos para a acdo dos farmacos
gabapentinoides, como a gabapentina e a pregabalina (CHINCHOLKAR, 2018). Os
gabapentinoides foram desenvolvidos para atuar no tratamento da epilepsia como
andlogos do acido gama-amino butirico (GABA), porém foi descoberto que eles ndo
atuam pela via Gabaérgica e sim pelo bloqueio das subunidades 0231 (codificada pelo

gene Cacna2dl) e 0262 (Cacna2d2) dos CCDV, diminuindo a amplitude das correntes
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de célcio. Atualmente, eles tém sido uma importante ferramenta no manejo farmacoldgico
da dor (especialmente a neuropatica), com o mecanismo molecular exato ainda incerto.
A maioria dos estudos mostra que os gabapentinoides inibem a liberacdo de
neurotransmissores, pela interacdo direta com CCDVs (DOLPHIN, 2016).
Gabapentinoides também inibem a reciclagem dependente de rabll de VGCCs
endossomais, reduzindo a expressio de VGCC e a liberagdo de transmissores.
Independentemente de sua associagdo com CCDVs, as subunidades 026 podem interagir
com proteinas da matriz extracelular, como trombospondinas, ¢ mediar a sinaptogénese
excitatdria, um processo que também ¢ inibido pela gabapentina (PATEL; DICKENSON,
2016).

O uso oral de gabapentinoides aumentou substancialmente nos ultimos anos, apos
dados iniciais promissores com relagdo ao controle da dor pés-operatoria aguda. Porém,
metanalises recentes revelaram que dados anteriores provavelmente subestimaram os
efeitos adversos associados (KUMAR; HABIB, 2019). De fato, a utilizacao oral dos
gabapentinoides pode ocasionar o aparecimento de efeitos adversos sistémicos como
tontura, vertigem, confusdo mental, ganho de peso ¢ edema de membros inferiores
(KRAUSE; SREDNI, 2016). Além disso, tem havido uma preocupacdo crescente com
relacdo ao potencial de uso indevido ou abusivo de gabapentinoides (KUMAR; HABIB,
2019).

Apesar dos efeitos terapéuticos e adversos dos gabapentinoides serem geralmente
relacionadas as suas acdes no sistema nervoso central, vérias evidéncias apontam a
existéncia de efeitos periféricos. Estudo pioneiro demonstrou que a infiltragao local de
gabapentina, diminuiu significativamente os comportamentos relacionados a dor
induzidos pela injecdo subcutdnea do agente irritante formalina em ratos (CARLTON;
ZHOU, 1998). Este resultado foi confirmado em estudos desenvolvidos por outro grupo
de pesquisadores (ORTIZ et al., 2006). Além disso, o tratamento topico da regido afetada
com geis contendo gabapentinacausa analgesia ndo somente em modelos ndo-clinicos de
dor em roedores (SHAHID et al., 2017; 2019), mas também em pacientes com diferentes
tipos de dor neuropatica, sem produzir efeitos adversos locais ou sistémicos (HIOM et al.,
2015). Assim, os resultados da literatura indicaram que a administracdo periférica da
gabapentina exerce alivio da dor patologica, com prevencdo de efeitos adversos
sist€émicos. Porém, ainda nao foram realizados estudos nao- clinicos para investigar nao
somente o efeito tipo analgésico, mas também a seguranca de gabapentinoides infiltrados

nos sitios da incisdo.
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial analgésico e de seguranga
da infiltracdo local de gabapentina emmodelo nao-clinico de dor pds-operatéria em

camundongos.

2.1.2 Objetivos Especificos

1. Selecionar a dose de gabapentina infiltrada com melhor janela terapéutica (maior
eficacia/menor toxicidade);

2. Comparar a eficdcia e seguranca da gabapentina infiltrada com o anestésico local
bupivacaina infiltrado (controle positivo de eficdcia local e seguranga sistémica);

3. Comparar a eficécia e seguranca da gabapentina infiltrada em machos e fémeas;

4. Verificar a expressdo periférica e central de alvos farmacologicos relacionados a

gabapentina ap0s a cirurgia e ap6s a administragdo do farmaco.



3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Para a realizagdao dos experimentos foram utilizados camundongos Mus musculus
da linhagem C57BL/6-UFSC (18-25 g) fémeas e machos, com seis a oito semanas de
idade, provenientes do biotério do Laboratorio de Farmacologia Experimental da
Universidade Federal de Santa Catarina (LAFEX). Os animais foram acondicionados em
caixas de acrilico com no maximo seis animais por caixa, sendo mantidos em micro-
isoladores, com temperatura controlada (22 + 2 °C), em ciclo claro/escuro de 12 horas e
com acesso livre a agua e ragdo. Os experimentos foram conduzidos de acordo
Zimmerman (1983) e seguiram a diretriz para pesquisa animal ARRIVE (4nimals in
Research: Reporting In Vivo Experiments, 2010). Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC N° 3495231121.

3.2 FARMACOS E REAGENTES

Gabapentina, pregabalina e PBS foram compradas da Sigma-Aldrich. A
bupivacaina usada foi da marca comercial Tradinol® (Hypolabor, cloridrato de
bupivacaina 0,5%, sem vasoconstritor). O isoflurano usado foi da marca comercial
Isoforine® (Cristalia). Os reagentes e primers para qPCR foram obtidas da Integrated

DNA Technologies (Coralville, lowa, USA) (DE AMORIM et al., 2021).

3.3 MODELO DE DOR POS-OPERATORIA

Para inducao da dor pos-operatoria (TONELLO et al., 2020), os animais machos e
fémeas foram anestesiados em uma caixa saturada com isofluorano e mantidos em
mascaras ventiladas com saturagdo de oxigénio de 500 mL por minuto em circuito semi-
aberto e mantidos com isofluorano 2%. A antissepsia foi realizada com clorexidina 2%
seguida de solugdo de iodo-povidona 10%, apds, a pata direita do animal foi posicionada
em um campo cirargico, ¢ em seguida, foi realizada uma incisdo de 5 mm com uma
lamina niimero 11, através da pele e subcutaneo do animal, a incisdo inicia-se 2 mm da

borda proximal e se estende até proximo aos dedos. A pele foi posicionada com uma sutura
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unico em ponto isolado simples, a fim de conferir melhor captacao das bordas e fio nylon
6.0, ndo absorvivel e monofilamentar. Os animais falso-operados (Sham) foram
submetidos apenas ao procedimento anestésico, assepsia € posicionamento cirirgico.

A fim de aumentar a qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos, bem como
obter validade dos tratamentos em ambos os sexos, 0 modelo foi induzido em machos €
em fémeas. Associado as medidas dos parametros nociceptivos comportamentais
(descritos abaixo), o edema da pata operada foi avaliado com auxilio de um paquimetro
manual. As caracteristicas cicatriciais foram observadas pelo experimentador, para
posteriores tomadas de decisdo quanto aos critérios de inclusdo e exclusdo do grupo

experimental, como por exemplo, deiscéncia das suturas ou infecgao local.

3.4 ANALISES COMPORTAMENTAIS RELACIONADOS A DOR

3.4.1 Hiperalgesia mecanica

A hiperalgesia mecanica foi avaliada com filamentos de von Frey (0,008-4 g). O
limiar de 50% de resposta serd determinado pelo método de Up-and-Down de Dixon
(1980), de acordo com (CHAPLAN; POGREL; YAKSH, 1994). A pata traseira dos
animais foi estimulada com os filamentos de von Frey (0,008—4) g com incrementos
logaritmos crescentes. O limiar de retirada de pata foi expresso em gramas (g). Uma
reducdo significativa do limiar 50% de resposta dos animais comparados aos valores

basais foi considerada hiperalgesia mecanica.

3.4.2 Comportamento Afetivo Motivacional (AMB) relacionado a dor

A pata do animal foi observada por um minuto apds a aplicacao de cada filamento
de von Frey. De acordo com a posicao da pata durante o periodo de observacdo, foram
atribuidos diferentes escores. No final do teste teremos um total de 6 medidas e o resultado
sera expresso como o somatorio dos escores obtidos nas 6 medidas (XU e BRENNAN,
2010) (CORDER et al., 2017), dividido pelo ntimero de respostas positivas a exposi¢cao

ao filamento de Von Frey.
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3.5 ANALISES DE TOXICIDADE

Para avaliar se o surgimento de efeitos adversos desencadeados pelos nossos

tratamentos foi realizado alguns testes comportamentais descritos abaixo.

3.5.1 Avaliacgao de efeitos adversos induzidos por anestésicos locais

Os efeitos adversos locais relacionados ao tratamento com os anestésicos locais foram
avaliados pela observacdo de sangramento e comportamentos sensoriais € motores
anormais. A fungdo motora-sensorial foi avaliada por reflexo de pisar (do inglés, stepping
- elevacdo da pata causada pelo contato do dorso da pata operada na borda da mesa)
(YANG et al., 2013), pelo reflexo de retirada ao pincamento da pata ipsilateral, o pelo
teste de agarrar (do inglés, grasping test) no qual o animal ¢ colocado em uma grade
que ¢ imediatamente rotacionada para verificacdo da capacidade de permanecer agarrado
a mesma (DEACON, 2013). A fim de verificar a possivel interferéncia dos tratamentos
na intensidade de sangramento do local operado no momento da cirurgia e em 1, 2 e 24
horas apos, essa avaliacao ocorrera de maneira qualitativa através dos seguintes escores -
0: auséncia de sangramento, 1: sangramento leve, 2: sangramento moderado e 3:
sangramento intenso. A hiperemia foi avaliada na mesma maneira, nos tempos de 2 e 24

horas ap0s o tratamento (DE TOLEDO-PIZA; MARIA, 2014; GUPTA; KUMAR, 2015).

3.6 ANALISE MOLECULAR

3.6.1 Reacao em cadeia polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)

Foi verificada a expressdo de RNAm (decurso temporal de 3 horas) na pele e em
tecido nervoso (medula espinhal) de animais falso-operados ou submetidos ao modelo de
incisdo da pata, em animais cujos comportamentos relacionados a dor foram avaliados
previamente. ApoOs eutanasia com superdosagem de isoflurano, o RNAm foi extraido do
tecido lesado e da medula espinhal. Posteriormente, foi realizado o testede reagdo em
cadeia polimerase em tempo real para quantificacdo do RNAm. Além de cacna2dl (gene

que codifica subunidade 026 de CCDV), também foi avaliada a expressdao de marcadores



de inflamacdo (interleucina lbeta, fator de necrose tumoral-alfa), utilizando primers

especificos (TONELLO et al., 2020; DE AMORIM et al., 2021).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados experimentais sdo expressos como média = EPM de n observagoes,
onde n representa o nimero de animais como indicado na legenda das figuras. O teste de
Grubbs disponivel na plataforma online do GraphPad Prism foi utilizado para a
verificacdo da existéncia de valores outliers entre os dados, ¢ os valores identificados
como tal foram excluidos das analises estatisticas. Os conjuntos de dados foram analisados
por analise de variancia (ANOVA) de uma, duas ou trés vias, com ou sem medidas
repetidas, seguidas pelos testes post-hoc de Dunnett, Sidak ou Tukey conforme necessario,
indicado nas legendas das figuras. O teste “t” de Student foi utilizado para avaliacdo
quando dois grupos. O Software GraphPad versdo 8.0, San Diego, Califérnia, EUA
(GraphPad Software, USA) foi utilizado para fazer as analises. As diferengas entre os
grupos foram consideradas significativas com valores de “p” menores que 0,05 (p <0,05).

Alguns procedimentos foram aplicados para maximizar a reprodutibilidade e
minimizar vieses experimentais (segundo a diretriz ARRIVE), tais como: célculo prévio
do niimero de animais, cegamento, randomizagao, definicdo de critérios de exclusao e os

experimentos foram realizados na forma de blocos.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES COMPORTAMENTAIS RELACIONADAS A NOCICEPCAO

Inicialmente, avaliamos a hiperalgesia mecanica, para isso detectamos os limiares
de retirada de pata nos animais machos. A incisdo na pata direita traseira de camundongos
levou a uma reducao dos limiares de retirada de pata (hiperalgesia mecanica) em animais
pré-tratados com veiculo (PBS). Essa hiperalgesia foi observada 15 min ap0s a cirurgia e
durou por até 48 horas ap0s a incisdo na pata (Fig. 1A). Por outro lado, a infiltragdo com
gabapentina (3%) preveniu amplamente o desenvolvimento ¢ a manutengdo desta
hiperalgesia. Esse efeito anti-hiperalgésico foi observado de 0,25 a 48 horas apds a
cirurgia (Fig. 1A). O efeito anti-hiperalgésico da infiltracdo da gabapentina se mostrou
ser dependente da dose, com efeito parcial obtido com a dose de 1% e com inibi¢des
maximas nas doses de 3 e 5% (Fig. 1B).

Com relagdo as respostas afetivas-motivacionais evocada apos cada resposta
positiva aos filamentos do teste de von Frey (Fig. 2A), observamos que também ocorreu
um aumento dos compartamentos afetivos motivacionais relacionados a nocicepg¢dao em
animais machos pré-tratados com veiculo (PBS). Um efeito observado desde os primeiros
15 min apo6s a cirurgia e que durou por até 48 horas apos a cirurgia (Fig. 2A). Por outro
lado, a infiltragdo com gabapentina (3%) preveniu amplamente o desenvolvimento e a
manutencdo destes comportamentos afetivos motivacionais desde 0,25 a 48 horas apds a
cirurgia (Fig. 2A). Diferente do limiar de retirada da pata, a redugdo dos compartamentos
afetivos motivacionais da infiltragdo da gabapentina ndo foi dependente da dose, com

inibi¢des significativas e semelhantes nas doses de 3 e 5% (Fig. 2B).
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Figura 1. Efeito da infiltracdo de gabapentina na hiperalgesia mecinica induzida pelo modelo de dor pds-operatéria em camundongos machos. A - Decurso temporal
da hiperalgesia pds-operatoria em machos demonstrada pela queda no limiar de retirada da pata 50% (g) avaliada pelo teste de von Frey em animais tratados com Veiculo (PBS)
ou Gabapentina 3%. B - Curva dose resposta do tratamento com Veiculo (PBS) ou Gabapentina (1%, 3% e 5%) no basal e 24 horas ap0s a cirurgia. Dados representados como
média £ E.P.M. (N = 8/grupo) e foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Sidak (A) ou Dunnett (B). Os asteriscos
denotam os niveis de significancia quando comparado ao grupo controle. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. Para verificar a presen¢a de outliers foi utilizado o teste de Grubbs,
ndo foram encontrados outliers.
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Figura 2. Efeito da infiltracdo de gabapentina nas respostas afetivas motivacionais (RAM) induzida pelo modelo de dor pés-operatéria em camundongos machos. A -
Decurso temporal das respostas afetivo-motivacionais (RAM) evocadas apds cirurgia em animais machos demonstrada pelo somatdrio dos escores de respostas positivas ap6s
teste de von Frey em animais tratados com Veiculo (PBS) e Gabapentina 3%. B - Curva dose resposta do tratamento com Veiculo (PBS) e Gabapentina 1%, 3% e 5% ao longo
do decurso temporal até o retorno ao limiar basal. Dados representados como média + E.P.M. (N = 8/grupo) e foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas
seguida pelo teste post-hoc de Sidak (A) ou Dunnett (B). Os asteriscos denotam os niveis de significdncia quando comparado ao grupo controle. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
Para verificar a presenca de outliers foi utilizado o teste de Grubbs, ndo foram encontrados outliers
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4.2 ANALISES DE PARAMETROS INFLAMATORIOS

Em relacdo aos paramertos inflamatdrios, verificamos a presenga de edema de 2
até 48 horas apos a cirurgia em camundongos machos (Fig. 3A). A infiltragdo de
gabapentina 3% foi capaz de prevenir de maneira muito eficaz esse edema pds-operatorio,
com efeito antiedematogénico observado tdo cedo quanto 2 horas apods a cirurgia,
mantendo-se por até 48 horas apoés a cirurgia (Fig. 3A). O efeito antiedematogénico da
infiltragdo da gabapentina nao foi dependente da dose, com inibi¢des significativas nas
doses de 3 e 5% (Fig. 3B).

Como pode ser observado na Figura 4, a cirurgia também levou a hiperemia da pata
operada de camundongos machos, especialmente 2 horas ap6s a cirurgia, mas também
observada 24 horas apoés a cirurgia. Nao observamos hiperemia 48 horas apos a cirurgia
(dados ndo mostrados). Diferente o edema, o pré-tratamento com gabapentina (1%, 3 %

ou 5%) ndo alterou a hiperemia em nenhum dos tempos analisados.
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Figura 3. Efeito do tratamento com Veiculo (PBS) ou Gabapentina (1%, 3 % e 5%) no edema observado no modelo de dor p6s-operatéria em machos. A — Decurso
temporal de animais tratados com Veiculo (PBS) ou Gabapentina 3% avaliados pela espesura da pata traseira direita (A/mm). B - Curva dose resposta do tratamento com Veiculo
(PBS) ou Gabapentina (1%, 3% e 5%) avaliados pela espessura da pata traseira direita (A/mm). Dados representados como média + E.P.M. (N = 8/grupo) e foram analisados
por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de de Sidak (A) ou Dunnett (B). Os asteriscos denotam os niveis de significancia quando
comparado ao grupo controle. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. Para verificar a presenca de outliers foi utilizado o teste de Grubbs, ndo foram encontrados outliers.
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Figura 4. Efeito do tratamento com Veiculo (PBS) ou Gabapentina (1%, 3 % e 5%) na hiperemia induzida pelo modelo de dor pés-operatéria em machos. A - Curva
dose resposta do tratamento com gabapentina na hiperemia em 2 e 24 horas apds cirurgia, avaliado por meio de escores (0-3). Dados estio representados como média = E.P.M.
(N = 8/grupo) e foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Dunnett. Os asteriscos denotam os niveis de significancia
quando comparado ao grupo controle. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. Para verificar a presenca de outliers foi utilizado o teste de Grubbs foi encontrado 1 outlier no grupo
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4.3 COMPARACAO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTI-EDEMATOGENICO DA
GABAPENTINA EM MACHOS E FEMEAS

Como descrito anteriormente e comparado ao tratamento com o veiculo, a
infiltracdo com gabapentina (3%) em animais machos causou efeito anti-
hiperalgésico precoce (tdo cedo quanto 15 min) e de longa duracdo (por até 24
horas) na hiperalgesia induzida pela incisdo em (Fig. 5A). Por outro lado, a
infiltracdo de gabapentina (3%) em fémeas reduziu a hiperalgesia pos-operatoria de
maneira significativa somente 2 horas apds a cirurgia, quando comparada ao
veiculo PBS (Fig. 5A). Verificamos também que o efeito anti-hiperalgésico da
gabapentina em fémeas foi de curta duragdo, ndo sendo mais detectado de 4 a 24
horas ap6s a cirurgia e sendo estatisticamente diferente do efeito observado em
machos nesses tempos.

Semelhante ao observado na hiperalgesia, as fémeas apresentaram redugo
significativa do comportamento afetivo motivacional somente 2 horas apds a
cirurgia, mas com eficacia menor do que nos machos (Fig. 5B). Por outro lado, os
machos também tiveram uma redugdo nos comportamentos afetivos motivacionais
iniciando-se as 0,25 e mantendo-se por até 24 horas apds a cirurgia. Verificamos
também que a redu¢do do comportamento afeito-motivacional da gabapentina no
modelo de dor pds-operatoria em fémeas foi de curta duragdo, ndo sendo mais
detectado de 4 a 24 horas apds a cirurgia e sendo estatisticamente diferente do efeito
observado em machos nesses tempos.

Por fim, a infiltracdo com gabapentina (3%) foi capaz de produzir efeito
antiedematogénico apenas em animais machos, tanto em 2 quanto 24 horas apds a
cirurgia (Fig. 5C). Quando comparado o efeito entre os diferentes sexos,
observamos uma diferenga significativa entre machos e fémeas desde 2 até 24 horas
apos a cirurgia. Curiosamente, a infiltracdo com gabapentina em fémeas aumentou
o edema observado 2 horas ap0s a cirurgia, quando comparado as fémeas tratadas

com PBS.
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Figura 5. Efeito da gabapentina na nocicepcio e edema pés-operatérios em animais machos e fémeas. A — Hiperalgesia mecanica demonstrada pela queda no limiar de
retirada da pata 50% (g) avaliada pelo teste de von Frey em animais tratados com Veiculo (PBS) ou Gabapentina 3% em machos e fémeas. B - Decurso temporal das respostas
afetivo-motivacionais (RAM) evocadas apds cirurgia em animais machos e fémeas demonstrada pelo somatdrio dos escores de respostas positivas apds teste de von Frey em
animais tratados com Veiculo (PBS) ou Gabapentina 3%.C - Caracterizag@o do efeito edematogénico ocasionado pela cirurgia ao longo do tempo em animais machos ¢ fémeas
tratados com Veiculo (PBS) ou Gabapentina 3%. Dados estdo representados como média + E.P.M. (N = 8/grupo) analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas
seguida pelos testes post-hoc post-hoc de Sidak ou Dunnett. Os asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparado ao grupo controle. *p<0,05 **p<0,01
***p<0,001. (## ou #) — Representa diferenca significativa (p<0,001; p<0,01) quando comparados aos valores entre os diferentes sexos. Para verificar a presenca de outliers foi
utilizado o teste de Grubbs, ndo foram encontrados outliers.

(2]

A, o Veiculo Machos ¢ Gabapentina 3% - Machos

10+ p N . . :
_ o Veiculo Fémeas = Gabapentina 3% - Fémeas B 15+ . 2
C) 3 . : E
X o @ ° E

] B o
s : a H L 3 . : , -
"g 0.1 v g *: ° /A ® o o &8 o 9 = 20
o ° ° N b] e ° o *%k | o [5&1 .
° T 65 o| o |0 . o| | | 4ol © oo g = J—I] ﬁ . "ﬁ . ﬁ
o E o o - o - 5 04- Epe gy ceeda eedeseebes [P 7Y O A e e demden
.E 0.014 o ol @ 3 o o % L;}r O [i_‘l oo % Ljﬁ"\
E E —10° O |w| a o .: .
| E Lz ﬁ S
0.001 T T T T 0- T T I -1 T T T
0 2h 24h 0 0.25h 1h 2h 0 2h 24h

Tempo apds cirurgia Tempo apds cirurgia Tempo apds cirurgia



28

4.4 EFEITOS DA INFILTRACAO COMBINADA DE BUPIVACAINA E GABAPENTINA

Buscando avaliar o possivel efeito adjuvante da gabapentina na infiltracao
com anestésicos locais antes da cirurgia, associamos uma dose baixa de gabapentina
(1%) com o anestésico local bupivacaina (0,5%) em nosso modelo de dor e
inflamacao pos-operatoria em camundongos machos (Fig. 6). Na Figura 6A abaixo,
podemos observar que o tratamento com gabapentina 1% isoladamente ndo foi
capaz de prevenir a hiperalgesia pds-operatoria. Ja a bupivacaina isoladamente
preveniu a hiperalgesia pos-operatoria com um efeito de curta duracdo, iniciando
0,25 h e mantendo-se por até 1 hora ap0s a cirurgia. A combinacdo de bupivacaina
0,5% + gabapentina 1% reduziu a hiperalgesia significativamente com efeito
precoce e de longa duragdo, iniciando em 0,25h e mantendo-se por até 48 horas
apos a cirurgia.

Como pode ser observado na Figura 6B e comparado ao veiculo, o
tratamento com a gabapentina 1% isoladamente ndo alterou as respostas
nociceptivas afetivo-motivacionais induzidas pela aplicacdo de filamentos de von
Frey na pele proxima a incisdo. Por sua vez, o tratamento com bupivacaina
isoladamente preveniu estes comportamentos significativamente, de 0,25, 1 e 48
horas apos a cirurgia (Fig. 6B). A associacdo de gabapentina com bupivacaina
também reduziu os comportamentos afetivo-motivacionais induzidos pela cirurgia,
porém com maior eficacia do que o anestésico local usado isoladamente (Fig. 6B).

Por fim, o tratamento com a gabapentina 1% foi capaz alterar o edema pos-
operatorio, reduzindo significativamente o edema com inicio do efeito 2 horas apos
a cirurgia e mantendo-se por até 48 horas (Fig. 7A). A bupivacaina isoladamente
reduziu o edema 24 horas ap0s a cirurgia. A combinacgao de bupivacaina 0,5% +
gabapentina 1% reduziu o edema 2, 24 e 48 horas apos a cirurgia. Por fim, o
tratamento com veiculo (PBS), gabapentina 1%, bupivacaina 0,5% ou a
combinacao de bupivacaina 0,5% + gabapentina 1% nao alteraram a hiperemia em

nenhum dos tempos analisados (Fig. 7B).
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Figura 6. Decurso temporal do tratamento com gabapentina (1%), bupivacaina 0,5% e sua associa¢io na nocicep¢iio pés-operatéria em machos. A - Hiperalgesia
mecanica demonstrada pela queda no limiar de retirada da pata 50% (g) avaliada pelo teste de von Frey em animais tratados com Veiculo (PBS), Gabapentina 1%, bupivacaina
0,5% ou combinagdo bupivacaina 0,5% + gabapentina 1%. B - Decurso temporal das respostas afetivo-motivacionais (RAM) evocadas apds cirurgia em animais machos e
fémeas demonstrada pelo somatdrio dos escores de respostas positivas apos teste de von Frey em animais tratados com Veiculo (PBS), Gabapentina 1%, bupivacaina 0,5% ou
combinagdo bupivacaina 0,5% + gabapentina 1%. Dados estao representados como média + E.P.M. (N = 8/grupo) analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas
seguida pelos testes post-hoc de Sidak ou Dunnett. Os asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparado ao grupo controle. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. Para
verificar a presenca de outliers foi utilizado o teste de Grubbs, ndo foram encontrados outliers.
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Figura 7. Decurso temporal do tratamento com gabapentina (1%), bupivacaina 0,5% e sua associacio na nocicep¢io poés-operatéria em machos. A- Caracterizagdo do
efeito edematogénico ocasionado pela cirurgia ao longo do tempo em animais machos tratados com Veiculo (PBS), Gabapentina 1%, bupivacaina 0,5% ou combinagdo
bupivacaina 0,5% + gabapentina 1%. B - Efeito do tratamento com Veiculo (PBS), Gabapentina 1%, bupivacaina 0,5% ou combinacdo bupivacaina 0,5% + gabapentina 1% na
hiperemia decorrente da cirurgia em machos em 2 e 24 horas ap6s cirurgia. Dados estio representados como média = E.P.M. (N = 8/grupo) analisados por ANOVA de duas
vias com medidas repetidas seguida pelos testes post-hoc de Sidak ou Dunnett. Os asteriscos denotam os niveis de significincia quando comparado ao grupo controle. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001. Para verificar a presenga de outliers foi utilizado o teste de Grubbs, ndo foram encontrados outliers.
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4.5 AVALIACAO DE EFEITOS ADVERSOS

Como pode ser observado na Tabela 1, nenhum tratamento utilizado em machos
alterou parametros neuroldgicos/motores avaliados pelos comportamentos de pingar, pisar e
agarrar. Na Figura 8, os tratamentos alteraram o sangramento local observado 2 horas, mas

nao 24 horas, apos a cirurgia.
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Tabela 1. Efeitos adversos em animais machos tratados com veiculo (PBS), gabapentina nas doses de 1%, 3% e 5%, bupivacaina 0,5% e

bupivacaina 0,5% + gabapentina 1%. Dados foram expressos como presenca ou auséncia de reflexo/nimero total de animais testados.

2 horas apos cirurgia 24 horas apds cirurgia

PBS 0 8 0/8 2/8 0/8 0/8 0/8 0/8

Gabapentina 3% 8 0/8 0/8 1/8 0/8 1/8 0/8

Bupivacaina 0.5% 6 1/6 0/6 0/6 1/6 0/6 0/6
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Figura 8. Efeito do tratamento com gabapentina no sangramento pés-cirurgia. A — Curva dose-resposta do tratamento com Veiculo (PBS) ou gabapentina (1%, 3% e 5%)
no sangramento apds a cirurgia, expresso por escores de sangramento (0-4). B - Curva dose-resposta do tratamento com Veiculo (PBS), gabapentina 1%, bupivacaina 0.5% ou
combinag¢do gabapentina 1% e bupivacaina 0,5% na intensidade do sangramento decorrente da cirurgia e no pds-operatorio em machos. Dados estio representados como média
+ E.P.M. (N = 8/grupo) analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste post-hoc de Dunnett. Os asteriscos denotam os niveis de significancia
quando comparado ao grupo controle. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. Para verificar a presenga de outliers foi utilizado o teste de Grubbs, ndo foram encontrados outliers.
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4.6 ANALISE MOLECULAR

Finalmente, detectamos RNAm de genes selecionados no pico da nocicepgao (3
horas) apds falsa cirurgia ou ap6s incisao da pata de camundongos tanto no local da incisdao
quanto na medula espinal. Em relacdo ao gene que codifica o alvo farmacologico da
gabapentina, ou seja, o Cacna2d1 codificador da subunidade acessoria alfa2deltal de canas
de célcio, verificamos uma redugao do seu nivel no local da incisdo em comparagao com a
falsa cirurgia, sem nenhuma alteragao significativa na medula espinal (Figura 9).

Também foi avaliada a expressdao de marcadores de inflamagao (genes codificantes
para interleucina 1beta, fator de necrose tumoral-alfa e do fator inflamatorio de aloenxerto
1) no local da incisdo e de marcadores de ativagdao e lesdo neuronal (Fos e Atf3) e de
ativagdo de astrocitos (Gfap) na medula espinal. Verificamos um aumento significante para
a interleucina lbeta e para o fator de necrose tumoral-alfa no tecido operado em
comparagdo com a falsa cirurgia (Figura 10). Por outro lado, ndo fomos capazes de detectar
mudangas significativas nos outros genes analisados, comparando animais operados e falso
operados (dados nao mostrados). Apesar de uma redugdo numérica, a infiltracdo de
gabapentina ndo foi capaz de alterar significativamente o aumento de interleucina I1beta e

de fator de necrose tumoral-alfa no tecido operado (Figura 10).
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Figura 9 - Expressao do Cacna2d1 apés falsa cirurgia e cirurgia. A — Quantifica¢do dos niveis de RNAm para o Cacna2d] na pata 3 horas apds falsa cirurgia e cirurgia. B
— Quantificac¢do dos niveis de RNAm para o Cacna2d] na medula apds falsa cirurgia e cirurgia. Dados expressos como unidades arbitrarias (n= 3/4 por grupo), analisados pelo
teste-t de Student. (*) Representa diferenca significativa (p<0,05) quando comparados ao grupo controle (falso operado). Foi utilizado teste de Grubbs para detec¢do de possiveis
outliers, mas ndo foram encontrados.
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Figura 10 - Expressdo do TNF a e IL-1p apos falsa cirurgia, cirurgia e tratamento com gabapentina 3%. A — Quantificagdo dos niveis de RNAm para o TNF o na pata 3
horas apos falsa cirurgia, cirurgia e tratamento com gabapentina 3%. B — Quantificagdo dos niveis de RNAm para IL-1f na pata apds falsa cirurgia, cirurgia e tratamento com
gabapentina 3%. Dados expressos como unidades arbitrarias (n= 3/4 por grupo), analisados pelo teste-t de Student. (*) Representa diferenga significativa (p<<0,05) quando
comparados ao grupo controle (falso operado). Foi utilizado teste de Grubbs para detecgdo de possiveis outliers, foi encontrado um outlier no grupo falso operado para o IL-1p.
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5 DISCUSSAO

A gabapentina ¢ um farmaco anticonvulsivante aprovado para uso oral que tem sido uma
importante ferramenta no manejo farmacologico da dor, especialmente da dor neuropatica
(DOLPHIN, 2016). Seu uso aumentou nos ultimos anos, apds dados iniciais promissores com
relacdo ao controle da dor pods-operatoria aguda (KUMAR; HABIB, 2019). Estudos ja
demonstraram que a gabapentina ¢ eficaz na melhora do controle da dor operatoria, auxiliando
na diminui¢do da necessidade de opioides (FELDER et al., 2018). Porém, na literatura ja é
claro o seu uso limitado por conta dos efeitos adversos tais como: tontura, vertigem e confusao
mental, associados principalmente a farmacos depressores do sistema nervoso central
(KRAUSE; SREDNI, 2016). O presente estudo teve como finalidade investigar o possivel
efeito tipo analgésico da infiltragdo de gabapentina no local da incisdo na redugdo da dor pos-
operatdria e na prevencao dos efeitos adversos sistémicos.

Inicialmente, verificamos que a infiltragdo com a gabapentina 3% na pata dos
camundongos foi capaz de prevenir a hiperalgesia pds-operatdria significativamente com um
efeito rapido e de longa duragdo. Nosso resultado esta de acordo com o trabalho de Field et
al. (1997), onde a gabapentina administrada sistemicamente demonstrou prevenir a resposta
hiperalgésica até 24 horas apos a cirurgia. Ja o estudo de Whiteside et al. (2004),
demonstrou que a gabapentina administrada sistemicamente 24 horas apds a cirurgia reduziu
a hiperalgesia mecanica, porém apresentando um efeito de curta duracao (01 hora). Também
vimos que o efeito anti-hiperalgésico foi dose dependente, iniciando com a dose de
gabapentina 1% e tendo efeito maximo com a dose de 3%. Um estudo pioneiro sobre seu
efeito periférico demonstrou que a infiltracdo local de gabapentina diminuiu
significativamente os comportamentos relacionados a dor induzidos pela injecao subcutanea
do agente irritante formalina em ratos, o efeito foi dose dependente, sendo verificada ja com
a dose de 0,3% e atingindo efeito maximo na dose de 3% (CARLTON; ZHOU, 1998),
semelhante ao observado por nos.

Poderia se questionar se efeito anti-hiperalgésico da gabapentina no modelo de dor pos-
operatoria poderia ter sido causado por efeito per se (independente da cirurgia) sobre os
limiares de nocicepc¢ao dos animais. De fato, foi relatado que a administra¢do subcutanea de
gabapentina aumenta os limiares para a nocicepg¢ao induzida por calor em ratos, de maneira

potente (ocorrendo com doses 0,25 e 0,85%/sitio), porém de maneira muito transitoria, nao


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Whiteside+GT&cauthor_id=14597606

durando mais do que 10 minutos (TODOROVIC et al., 2003). O efeito antinociceptivo
prolongado apresentado pela gabapentina em nosso modelo de POP vai contra essa ideia.
Por outro lado, Zhou & Carlton (1998) demonstraram que a administragdo subcutanea de
gabapentina nao altera os limiares para a nocicepg¢ao induzida por estimulo mecanico nocivo
calor em ratos, mesmo em dose alta (3%). Isso indica que a gabapentina aplicada localmente
pode ser mais eficaz na melhora da nocicepcdo térmica do que mecanica e pode afetar
diferentes manifestagdes de dor em diferentes condigdes patoldgicas.

A hiperalgesia detectada com filamentos de von Frey em roedores pode ser considerado
uma medida do reflexo espinal, sendo assim limitada como uma avaliacdo mais global da
dor (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017). Desta forma, verificamos ndo somente o
reflexo sensorial de retirada de pata em nosso modelo, mas também incluimos a avaliagao
de parametros mais elaborados para caracterizacdo do processo nociceptivo ao longo do
tempo no pos operatdrio, incluindo as respostas afetivos-motivacionais (RAM) dos animais
apos aplicacdo dos filamentos. RAMs sdo comportamentos complexos que requerem
processamento por circuitos limbicos e corticais no cérebro, cuja aparéncia indica a
motivagdo e a excitacdo do sujeito para fazer cessar as sensagdes aversivas, lambendo o
tecido afetado, protegendo-o ou buscando uma rota de fuga (CORDER et al., 2017). Durante
estados de hiperalgesia, a amigdala basolateral codifica as mudangas no limiar nociceptivo
e traduz esse estimulo somatossensorial em uma resposta comportamental aversiva e
protetiva do local estimulado (CORDER et al., 2019). Em nosso estudo, os animais tratados
com a gabapentina apresentaram diminuicdo das respostas afetivas motivacionais, efeito
também observado de maneira rapida e longa. Assim, a infiltragdo com gabapentina nao foi
somente eficaz em reduzir o componente reflexivo-sensorial da nocicep¢ao, mas também foi
efetiva em reduzir o componente afetivo-motivacional relacionado a dor pds-operatoria.

Outro parametro avaliado por nds foi o edema da pata operada. O edema ¢ o inchago
de uma parte do corpo devido ao acumulo de liquido nos tecidos € ¢ um dos maiores
desconfortos para pacientes submetidos a alguns tipos de cirurgia, como a extra¢ao de
terceiro molar e a rinoplastia (JEONG et al., 2021). O edema do local operado foi avaliado
por nds como parametro de inflamagao tecidual, ja que a ocorréncia de inflamagao periférica
na fase aguda apds cirurgia esta intimamente ligada ao desenvolvimento da dor pds-
operatoria (XING et al., 2018). Nossos resultados demonstraram que a gabapentina infiltrada
foi capaz de prevenir o edema pods-operatorio de maneira rapida e sustentada.

Nossos resultados estdo de acordo com poucos estudos que indicam efeito anti-inflamatorio

da gabapentina administrada sistemicamente (AHMAD et al., 2021; DIAS et al., 2014;
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YOSRI et al., 2018). Foi demonstrado que a gabapentina apresentou um efeito
antiedematogénico significativo e de longa duragdo frente ao edema induzido por
carragenina, histamina, serotonina, bradicinina, composto 48/80 e prostaglandina E2 em
ratos e camundongos (AHMAD et al., 2021; DIAS et al., 2014). Esse efeito foi relacionado
com reduzindo a a¢do de mediadores inflamatdrios, a migracao de neutréfilos e os niveis de
citocinas pro-inflamatorias, além de propriedade antioxidante (DIAS et al., 2014). Diferente
desses achados, nao fomos capazes de detectar reducao significante no RNAm para citocinas
pré-inflamatoria no local da ciriurgia infiltrado com gapabentina. Outro estudo analisou o
efeito da administragdo da gabapentina no desenvolvimento de inflamagao alérgica das vias
aéreas (ROSA et al., 2018). Esse efeito da gabapentina na inflamacdo alérgica esta
relacionada com a reducao do influxo de calcio acionada pelo receptor de células T e da
produgdo de citocinas, associada a perda da proteina 252 em células T2 (ROSA et al.,
2018). O efeito antiedematogénico da gabapentina infiltrada ndo foi dependente da dose
como ja demonstrado previamente para a gabapentina sist€émica (ABDEL-SALAM &
SLEEM, 2009). Verificamos também que a gabapentina ndo foi capaz de reduzir a hiperemia
induzida pela cirurgia, o que indica que o seu efeito antiedematogénico ndo esta relacionado
areducao da vasodilatagcdo, mas provavelmente a diminuicao do extravasamento plasmatico
e/ou aumento da drenagem linfética. Essa hipotese deve ser estudada no futuro para conhecer
o mecanismo exato do efeito antiedematogénico da gabapentina infiltrada no local da
cirurgia.

Experimentalmente, a especificidade sexual dos mecanismos neurais que modulam a
nocicepc¢ao ja foi demonstrada em roedores e parecem ser relevantes (MOGIL et al., 2020).
Por exemplo, foi demonstrado que a analgesia induzida pelo estresse resultante da natagao
forgada pode ser revertida pelo antagonista do receptor opioide naloxona em camundongos
machos, mas nao fémeas. Outra diferenca ¢ encontrada para a analgesia dos agonistas dos
receptores kappa-opioides, uma classe de medicamentos relatada como clinicamente eficaz
apenas em homens (MOGIL et al., 2020). Um estudo que comparou eficicia e seguranca de
anti-inflamatdrios ndo esteroides e opioides no tratamento da dor aguda apds cirurgia
descompressiva lombar, teve como resultado que o tratamento com medicamentos opioides
mostrou um maior grau de alivio da dor em individuos do sexo masculino do que individuos

do sexo feminino (KIM et al., 2019).

39



Em nosso estudo, observamos que a infiltragdo com gabapentina (3%) em animais
machos causou efeito anti-hiperalgésico precoce e de longa duragao na hiperalgesia induzida
pela incisdo. Diferente do que ocorreu em fémeas, onde o efeito anti-hiperalgésico da
gabapentina foi de curta duracdo. Semelhante ao observado na hiperalgesia, as fémeas
apresentaram reducgdo significativa do comportamento afetivo motivacional de curta
duragdo. Diferente do que foi encontrado por nos, o efeito anti-hiperalgésico da gabapentina
sist€émica em modelo de dor pds-operatéria nao diferiram entre ratos machos e fémeas
(KROIN et al., 2003). Por outro lado, Pandeyet al. (2004) avaliando os efeitos preventivo da
gabapentina na dor pds-operatdria em colecistectomia laparoscopica, demonstrou que uma
dose oral unica de gabapentina diminuiu significativamente a incidéncia de dor pos-
operatdria e também o consumo total de fentanil. Similar ao nosso achado, pacientes do sexo
masculino tratados com de gabapentina necessitaram significativamente menos de fentanil
do que pacientes do sexo feminino. Finalmente verificamos que a infiltragdo com
gabapentina (3%) foi capaz de produzir efeito antiedematogénico apenas em animais
machos. Curiosamente, a infiltracdo com gabapentina em fémeas aumentou o edema
observado 2 horas apds a cirurgia. O mecanismo desse efeito pro-edematogénico da
gabapentina em fémeas ndo ¢ ainda conhecido por nds, mas sabe-se que a gabapentina
sistémica causa edema periférico como efeito adverso (PARSONS et al., 2004).

Os anestésicos locais tém um longo registro de seguranca e eficicia para anestesia e
analgesia cirargica e analgesia, pelo bloqueio de canais de sodio ativados por voltagem e
induzindo bloqueio somatossensorial (BAI et al., 2020). Particularmente interessante ¢ a
infiltracao local de anestésicos, um procedimento simples, seguro e eficaz para reduzir a dor
poOs-operatoria, mas com a limitacdo da curta duragdo de efeito. De fato, verificamos que a
infiltragdo com bupivacaina isoladamente produziu efeito antinociceptivo eficaz, mas de
curta duracdo em nosso modelo de dor pos-operatéria em camundongos. Para resolver esse
problema, varios métodos tém sido aplicados para prolongar a duragao e aumentar a eficacia
da atividade dos anestésicos locais, incluindo a adi¢do de farmacos adjuvantes ao anestésico
local (BAI et al., 2020). Assim, adicionamos uma dose minimamente efetiva de gabapentina
(1%) a bupivacaina para verificar seu potencial como adjuvante a anestesia infiltrativa. De
fato, verificamos que a adi¢dao de gabapentina foi capaz de prolongar o efeito antinociceptivo
e antiedematogénico do anestésico local, indicando que a gabapentina poderia ser um
adjuvante util na anestesia infiltrativa. O mecanismo responsavel pelo efeito adjuvante da

gabapentina ¢ ainda desconhecido, mas nao parece envolver o bloqueio de canais de sddio
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ativados por voltagem, ja que alguns estudos demonstraram que a gabapentina ¢ desprovida
desse tipo de agdo (BRAU et al., 2001; YOSHIZAWA et al., 2018).

Em relagdo aos possiveis efeitos adversos das drogas utilizadas, foram feitos testes com
objetivo de avaliar comportamentos sensoriais € motores anormais. A fun¢do motora-
sensorial foi avaliada por reflexo de pisar, pelo reflexo de retirada ao pincamento da pata
ipsilateral e pelo teste de agarrar. O reflexo de pisar € visto através do levantamento da pata
traseira e plantagao da pata através do arrastamento do dorso da pata sobre a borda de uma
mesa. Um estudo que avaliou o tratamento com o gabapentinoide pregabalina, na prevengao
da dor persistente da apds lesdo de nervo periférico em ratos, demonstrou que o tratamento
ndo alterou o reflexo de pisar (YANG et al., 2013). O que estd de acordo com os resultados
apresentados em nosso trabalho, onde o tratamento com a gabapentina também nao
apresentou alteragao nesse reflexo. Outra avaliacdo feita por nos foi a do reflexo de retirada
ao pincamento da pata ipsilateral, o estudo de Suter et al. (2009) demonstrou que a aplicagao
intraneural de bupivacaina em microesferas alterou significativamente o reflexo ao
pingamento. Nossos resultados ndo apresentaram diferenga significativa quanto ao reflexo
de pingcamento, o que pode ser explicado pelos tempos tardios que foram avaliados em nosso
modelo. Por fim, realizamos o teste de agarrar, no qual o animal é colocado em uma
grade que ¢ imediatamenterotacionada para verificagdo da capacidade de permanecer
agarrado a mesma (DEACON, 2013). Um estudo que avaliou a propriedade relaxante do
musculo utilizando pregabalina e gabapentina em ratos albinos demonstrou que os
gabapentinoides, apresentaram propriedades relaxantes comparaveis ao diazepam e
resultados significativos no teste de agarrar (NAIDU et al., 2019). J4 o estudo de Gasior et
al. (1999) o qual realizou a avaliagdo pré-clinica de drogas antiepilépticas contra convulsdes
induzidas por cocaina, demonstrou que a gabapentina ndo apresentou respostas significativas
quanto ao teste de agarrar. Nosso resultado estd de acordo com o ultimo estudo, nossos
tratamentos ndo alteraram de maneira significativa a resposta ao teste de agarrar.

Cirurgia e procedimentos invasivos podem estar associados a sangramento que ¢
influenciado por fatores relacionados ao paciente e o tipo de intervengdao. O sangramento
excessivo na cirurgia ¢ uma complicacdo temida e ¢ empiricamente prevenida ou tratada
com transfusdes de plaquetas, agentes antifibrinoliticos, desmopressina ou fator VII, embora
as evidéncias da eficicia dessas medidas sejam subjetivas (ORSINI et al., 2017). Assim,

avaliamos o sangramento como parametro de efeito adverso dos nossos tratamentos. Nossos
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resultados demonstraram que os tratamentos ndo alteraram o sangramento local o qual foi
observado 2 horas, mas ndo 24 horas, apds a cirurgia.

Finalmente, verificamos uma redu¢do no RNAm do gene que codifica o alvo
farmacologico da gabapentina (o Cacna2d]l codificador da subunidade acessoria alfa2deltal de
canas de célcio) no local da incisdo, mas ndo na medula, 3 horas apos a cirurgia. Nossos achados
estdo de acordo com resultados recente do transciptoma de tecido operado de ratos, que também
indicou reducdo desse gene nas primeiras horas apos a cirurgia (GOTO et al, 2021). Essa
redugdo pode ser explicada pelo uso do Cacna2dl (RNAm) para sintese de alfa2deltal
(proteina), porém devemos avaliar diretamente no futuro ndo somente a expressao da proteina

acessoria alfa2deltal, bem como sua fung¢do no tecido operado.



6 CONCLUSAO

Vimos que a gabapentina infiltrada apresentou efeito antinociceptivo e
antiedematogénico de maneira eficaz e segura em modelo de dor pds-operatoria de maneira
sexualmente distinta, indicando sua viabilidade como ferramenta farmacoldgica util no

manejo da dor pds-operatoria.
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