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Resumo

Sousa, AM. Efeito analgésico periférico do tramadol em ratos [tese], S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 58p

INTRODUCAO: O tramadol é um farmaco de acdo central e periférica,
comercializado como uma mistura racémica de dois enantibmeros (+) e (-)-
tramadol e eficaz no tratamento da dor moderada a intensa. Possui efeito
agonista p opidide dez vezes menos potente que a codeina. Apos o
metabolismo de primeira passagem, o tramadol € metabolizado em diversos
compostos e seus principais metabdlitos, (+) e (-)-O-dimetil-tramadol (M1),
sdo terapeuticamente ativos como analgésicos e possuem afinidade por
receptores opidides semelhante a codeina. O tramadol reduz o pico de
amplitude de potenciais de acdo do nervo ciatico isolado e é utilizado como
adjuvante a lidocaina no bloqueio do plexo braquial em humanos.
METODOS: ratos machos, da linhagem Wistar , 5 a 6 por grupo foram
incluidos nos experimentos. Dois modelos animais de hiperalgesia foram
estudados : comportamento de elevagdao da pata induzida por formalina e
hiperalgesia mecéanica apds incisdo plantar. Tramadol por via sistémica e
intraplantar foi utilizado nos dois modelos e foi realizado bloqueio do nervo
ciatico com tramadol apds a localizacdo deste com estimulador de nervo
periférico. O antagonista dos receptores de opiodides, naloxona, foi utilizada
em ambos os métodos. RESULTADOS: Efeito analgésico relacionado a

dose foi observado no teste da formalina. Tramadol nas



mg injetado intraplantar, bloqueou completamente a hiperalgesia no teste da
formalina durante a primeira fase, enquanto 1,25 mg aboliu a primeira e
diminuiu, mas nao bloqueou, a segunda fase do teste. Esta mesma dose de
tramadol por via perineural em bloqueio de nervo ciatico foi tdo efetiva
quanto a injecao intraplantar. Tramadol 5 mg por via sistémica reduziu
apenas a segunda fase do teste da formalina. No modelo de incisao
plantar, tramadol 5 mg injetado intraplantar, bloqueou completamente a
hiperalgesia mecanica induzida por monofilamentos de Von Frey, enquanto
a mesma dose de tramadol via sistémica, foi eficaz somente apods 45
minutos da injegcdo. O efeito analgésico do tramadol intraplantar foi
antagonizado por naloxona administrada por via sistémica, 45 minutos apos
a injecao, enquanto a injecao intraplantar de naloxona nao inibiu o efeito do
tramadol. CONCLUSOES: O tramadol induz analgesia de um modo
dependente da dose. Tramadol intraplantar tem efeito analgésico rapido,
prolongado e ndao mediado por receptores opiodides nos dois modelos
estudados. Além disso possui agao analgésica intensa e precoce quando

administrado por via perineural de modo semelhante aos anestésicos locais.



Summary

Sousa, AM. Local analgesic effect of tramadol in rats [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2010. 59 p.

INTRODUCTION: Tramadol is a centrally and peripherally-acting drug, found
as a racemic mixture of two enantiomers (+) and (-)-tramadol and effective in
the treatment of moderate to severe pain. Tramadol has an p-opioid effect
ten times less potent than codeine. After first pass metabolism, tramadol is
metabolized to various compounds and its major metabolites, (+) and (-)-o-
desmethyl-tramadol (M1), are therapeutically active as an analgesic and has
opioid affinity similar to codeine. Tramadol reduces the peak amplitude of
compound action potentials of isolated sciatic nerves and is utilized as
adjuvant to lidocaine in brachial plexus blockade in humans. METHODS:
Male Wistar rats, 5 to 6 per group were enrolled in the experiments. Two
animal models of hyperalgesia were studied: nociceptive flinching behavior
induced by formalin and mechanical hyperalgesia after plantar incision.
Systemic and intraplantar tramadol were utilized in the two models.
Perineural tramadol was injected by the sciatic nerve after localization with
nerve stimulator. Opioid receptor antagonist, naloxone, was used in both
methods. RESULTS: Dose dependent effect was observed in the flinching
behavior test. Five and 2.5 mg intraplantar tramadol completely blocked the
first phase formalin test while 1.25 mg abolished the first phase and
diminished, but not blocked the second phase. Systemic 5 mg tramadol
reduced the second phase of the flinching behavior test without interfering
with the first phase. Perineural tramadol was equally effective as intraplantar
tramadol at the same dose. In the plantar incision model, 5 mg intraplantar
tramadol completely blocked mechanical hyperalgesia with Von Frey
monofilaments test; systemic tramadol in the same dose was effective only
after 45 minutes of injection. Systemic naloxone antagonized the analgesic
effect after 45 minutes of intraplantar tramadol, while intraplantar naloxone

was not effective. CONCLUSIONS: Tramadol reduces analgesia in a dose-



dependent way. Intraplantar tramadol has an early and prolonged analgesic
effect not mediated by opioid receptors in the two studied models. Besides, it
has an early and important analgesic effect when perineurally administered

with a weak motor effect similar to local anesthetics.



1 INTRODUCAO




1.Introducao

1.1. Tramadol

1.1.1. Farmacologia

O tramadol ((1RS,2RS)-2-[(dimetilamino)-metil]-1(3-metoxiphenil)-
ciclohexanol) € um farmaco analgésico de ag&o central, analogo sintético da
codeina, utilizado para tratamento de dores moderadas e intensas, agudas
ou crbnicas e bastante difundido no tratamento da dor pds-operatéria (Rawal
et al., 2001), da dor neuropatica (Sindrup et al., 1999), de dor
musculoesquelética, nas condi¢cdes algicas em emergéncias clinicas e da
dor oncoldgica (Mishra et al., 2008). A indicagdo do uso do tramadol nessas
condicdes baseia-se no mecanismo de acido central, sendo habitualmente
administrado por via oral e venosa, embora a agado analgésica possa ocorrer
quando da administracdo por outras vias.

A estrutura quimica do tramadol € proxima aquela da codeina.
Apresenta o grupamento metil na parte fendlica da molécula que lhe rende
certa atividade agonista para receptores p, ® e kK opidides. Sua afinidade por
receptores p opioides € muito reduzida, cerca de 6000 vezes inferior a
morfina, 100 vezes inferior ao dextropropoxifeno e 10 vezes inferior a
codeina (Bamigbade e Langford, 1998). Apds administragdo por qualquer
via, tanto em animais como em humanos, o tramadol € metabolizado no
figado no derivado desmetilado (o-desmetil-tramadol) (M1) que é
farmacologicamente ativo e cuja afinidade por receptores p € 200 vezes

superior @ molécula original (Raffa et al., 1992).
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O tramadol é comercializado sob a forma de mistura racémica de dois
enantidbmeros [(+) e (-)tramadol], que apresentam diferentes propriedades
farmacoldgicas, sobretudo no que diz respeito a afinidade por receptores
opioidérgicos, possuindo, no entanto, atividade sinérgica e complementar
que resulta em efeito analgésico (Raffa et al.,, 1992). A atividade
antinociceptiva desta mistura € desprezivel, sendo o metabolismo pelo
sistema de citocromos, o fator determinante responsavel pela analgesia
induzida pelo farmaco (Garrido et al., 2003).

O metabolismo hepatico do tramadol origina metabdlitos levogiros e
dextrogiros que acompanham, respectivamente, os enantidmeros originais,
tanto em estrutura quimica quanto em funcéo.

O tramadol exerce dois mecanismos de acado distintos e
complementares: atividade opioidérgica de baixa intensidade e atividade
monoaminérgica nao opoidérgica sobre as vias de controle inibitdrio
descendentes. In vitro, o tramadol tanto se fixa aos receptores opioidérgicos
quanto inibe a recaptacdo de noradrenalina e serotonina em concentragdes
semelhantes (Driessen et al., 1993). O aumento da concentragao
extraneuronal de noradrenalina e serotonina, ocorre por interferéncia na
recaptacao destes neurotransmissores em autoreceptores da fenda sinaptica
(Driessen et al., 1993; Bamigbade et al., 1997), que lhe confere acéao
analgésica e antidepressiva (Berrocoso et al., 2006).

As acdes opioidérgicas e nao opioidérgicas do tramadol ocorrem
sinergicamente sobre as vias descendentes inibitérias, reduzindo a atividade

de neurdnios de segunda ordem da medula espinhal. Tais vias originam-se
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em alguns nucleos no tronco cerebral, como no nucleo da rafe, na
substancia cinzenta periaquedutal, na porgdo ventromedial do bulbo, no
locus ceruleus e nas vias reticuloepinhais. Estas se projetam sobre a medula
espinhal reduzindo a condugdo de estimulos dolorosos em animais e
humanos (Goffaux et al., 2007).

O tramadol aumenta a efetividade das vias descendentes inibitérias a
medida que induz o aumento da concentragdo de neurotransmissores
inibitérios no corno dorsal da medula espinhal. A mistura racémica de
tramadol [(+) M1 e (-)M1] é mais eficaz que os respectivos metabdlitos
isolados. O (+)M1 induz a liberagdo de noradrenalina na fenda sinaptica,
enquanto o (-)M1 inibe a recaptacéo deste neurotransmissor. Tal mecanismo
determina o sinergismo da mistura racémica (Garrido et al., 2000). Nauseas
e vomitos, contudo, tem maior incidéncia com a forma dextrégira, sendo a
mistura racémica, portanto, superior em eficacia e tolerancia aos

enantidmeros isolados (Gentili e Chauvin, 2004).
1.1.2. Uso clinico do tramadol via sistémica: metabolismo e
eliminacao

Estudos em voluntarios sadios relatam alivio da hiperalgesia induzida
por estimulagdo elétrica e do reflexo RIlIl em membros inferiores com
tramadol 100 mg por via oral. A naloxona administrada por via endovenosa
antagoniza apenas parcialmente a analgesia induzida pelo tramadol
enquanto a ioimbina, antagonista «a2-adrenérgico, abole quase
completamente a analgesia. Em animais, o antagonismo do efeito

analgésico opidide do tramadol com naloxona produz resultados

17



contraditorios. Em alguns estudos, a naloxona bloqueia completamente a
analgesia pelo tramadol enquanto em outros esta inibicdo ocorre
parcialmente (Collart (1992) apud Dayer et al.,1997). Kayser et al. (1991)
referem aproximadamente 30% de inibicdo do efeito do tramadol pela
naloxona.

Além da acado analgésica mista, o tramadol apresenta reduzida
afinidade por receptores opidides, com minimo potencial para indugdo de
dependéncia fisica. Tais caracteristicas associadas a necessidade de
biotransformagao hepatica e atividade agonista monoaminérgica tornam o
farmaco pouco suscetivel ao abuso de medicamentos (Dayer et al., 1997).
Em animais observa-se pouca tolerdncia aos efeitos analgésicos desta
substancia. E necessario ainda definir se o risco de tolerancia t&o reduzido
deve-se a pouca acao agonista opidide, as diferencas na formacao de
metabdlitos opidides ou, se a tolerdncia € menos frequente quando
associam-se opioides a agonistas adrenérgicos (Dayer et al., 1997).

A biodisponibilidade do tramadol administrado por via oral é elevada (70
a 90%) e nao tao rapida (15 a 45 minutos). Apdés multiplas doses, a
biodisponibilidade se aproxima de 100%, provavelmente por saturagdo do
sistema de primeira passagem hepatica. A administragdo concomitante a
alimentos aumenta a disponibilidade, sendo recomendada por via oral, dose
semelhante a dose venosa, administrada 3 a 4 vezes ao dia em humanos. O
inicio de acao aparece apdés 30 a 45 minutos da administragdo oral ou
venosa, devido a necessidade de metabolizacdo hepatica do tramadol para

a plena atividade analgésica. Isto se deve ao fato de que, além do
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predominio do componente monoaminérgico sobre o opioidérgico, o
metabdlito M1 tem participacdo importante na analgesia desencadeada pelo
tramadol. Este metabdlito resulta da desmetilagdo da molécula original pelo
sistema de citocromo P450 (CYP2D6) hepatico, que é pouco funcionante em
cerca de 6 a 8% dos individuos caucasianos, tornando-os pouco responsivos
ao efeito analgésico do tramadol (Poulsen et al., 1996). Por outro lado,
pequena parcela da populagédo (~1%) apresenta duplicacédo genética do
codificador desta enzima, tornando esses individuos metabolizadores
rapidos do tramadol, fato este que pode acarretar ndo somente aumento dos
efeitos analgésicos, mas também de efeitos adversos decorrentes do
excessivo metabolismo do farmaco (Kirchheiner et al., 2008).

A utilizagdo concomitante de outras substancias cuja metabolizacéo é
dependente do sistema de citocromos, € um item importante a ser
observado no momento da prescricdo meédica. A administragcado de tramadol
juntamente com carbamazepina, por exemplo, aumenta em duas vezes 0
metabolismo do tramadol, reduzindo a meia-vida do mesmo em 50% .
Contrariamente, a cimetidina aumenta a meia vida de eliminacdo do
tramadol e de seus metabdlitos ativos. A quinidina bloqueia o sistema de
citocromos e aumenta a meia-vida do tramadol, reduzindo a concentragéo
plasmatica do metabdlito M1. Este efeito acarreta diminuicdo da analgesia
pelo tramadol. Na insuficiéncia hepatica, existe reducdo do metabolismo do
tramadol e aumento da sua meia-vida de eliminagcdo (Raffa et al., 1992). A
dose e intervalo de prescricdo do tramadol devem ser observados, portanto,

em pacientes usuarios de varios medicamentos.
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Tanto o tramadol, quanto seus metabdlitos sdo em sua maioria,
eliminados por via renal. Pacientes portadores de insuficiéncia renal, com
clearance de creatinina < 80ml/minuto, apresentam diminuicdo da excrecgao
de tramadol e de seu metabdlito M1. A dialise é pouco efetiva em eliminar
estas substancias, e em situacbes em que ocorre insuficiéncia renal grave e
anuria (Stamer et al., 2008), recomenda-se reduzir em 50% a dose de

tramadol pelo risco de insuficiéncia respiratoéria.
1.1.3. Utilizagao clinica de tramadol no local da lesao

O tramadol administrado por via intradérmica promove analgesia em
voluntarios estudados com a utilizacdo de modelo de dor cutdnea (Pang et
al.,, 1998). A possibilidade de utilizar o tramadol por injecao local em
pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos de pequeno porte, como
herniorrafias inguinais em criangas (Demiraran et al., 2006), € motivo de
interesse de muitos pesquisadores clinicos, devido ao seu possivel
mecanismo de agao local ao ser injetado no subcutaneo.

O tramadol associado a anestésicos locais, aumenta o tempo de
analgesia (Buttner et al., 1992) e de bloqueio motor (Kaabachi et al., 2009)
em pacientes submetidos a bloqueios do plexo braquial. Associado a
lidocaina, tramadol reduz a dose total de anestésico local utilizado na técnica
de anestesia venosa regional (Acalovschi et al., 2001) e aumenta o tempo
para a solicitagdo da primeira dose de analgésicos apos infiltragdo direta na
incisdo de herniorrafia inguinal em criangas (Demiraran et al., 2006).
Kesimci et al. (2007), contudo, ndo comprovaram tais resultados utilizando

ropivacaina.
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A associacao de tramadol a lidocaina (Kaabachi et al., 2009) melhora a
analgesia e prolonga o bloqueio motor, mas aumenta o tempo de laténcia do
bloqueio de plexo braquial em pacientes submetidos a cirurgia de méo. Em
cirurgia urologica, tramadol associado a bupivacaina prolonga o tempo de
laténcia, mas ndo a duragdo do bloqueio peridural caudal em criangas
(Prosser et al., 1997). Tampouco a associagdo de tramadol a bupivacaina
em bloqueio locorregional de membro inferior, melhorou a qualidade e a
duracdo da analgesia em pacientes submetidos a cirurgia ortopédica

(Kumar et al., 2009).
1.1.4. Acao do tramadol na condugéao neural

A utilizacao clinica do tramadol como adjuvante a anestésicos locais,
baseia-se em estudos experimentais que evidenciam bloqueio da condugao
neural com a administracdo desta substancia. O tramadol, ao contrario do
seu metabdlito M1, reduz os potenciais de ag¢ao induzidos por estimulo
elétrico em nervos isolados de ras (Katsuki et al., 2006). Aplicacao direta de
tramadol sobre o nervo ciatico reduz de modo relacionado a dose tanto a
amplitude, quanto a velocidade de condugdo de potenciais evocados
somatosensoriais na medula espinhal de ratos (Tsai et al., 2001). Diversos
opidides como morfina, codeina, etilmorfina e dihidrocodeina reduzem a
amplitude de potenciais de agado de nervos isolados, sendo a poténcia
individual de cada substancia em produzir este efeito, independente de sua
afinidade por receptores opidides (Mizuta et al., 2008).

O tramadol, assim como a lidocaina, reduz a amplitude dos potenciais

de acao de nervos ciaticos lesados de modo relacionado a concentragao da
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solugdo e a frequéncia dos estimulos. A lidocaina, contudo, induz redugao
destes potenciais em menores concentragdes que o tramadol (Mert et al.,

2006).

1.2. Modelos experimentais

1.2.1. Modelo de dor experimental induzida por formalina

O teste da formalina foi descrito por Dubuisson e Dennis (1977) e relata
o comportamento de ratos apos injecdo de formalina subcutanea. A
intensidade do comportamento € diretamente proporcional a concentragao
de formalina (Wheeler-Aceto e Cowan, 1991; Doak e Sawynok, 1997). O
padrdo de resposta a injecdo, no entanto, é descrito como bifasico e
independe do método de registro ou da concentragéo de formalina.

A primeira fase se inicia alguns segundos apds a injegao da substancia
e na descrigao original do teste (Dubuisson e Dennis, 1977; Tjolsen et al.,
1992), a quantificacdo do comportamento foi idealizada e dividida em graus
de intensidade: quando o animal n&o retira a pata da superficie, recebe grau
0; quando evita colocar seu peso sobre a pata afetada, recebe grau 1;
quando eleva a pata, grau 2 e quando lambe e morde, grau 3. A duragéo de
cada comportamento também é medida e atribuida pontuagéo (Abbott et al.,
1995). Tais comportamentos atingem o ponto maximo 5 minutos apds a
injegdo, duram cerca de 10 minutos e constituem a fase |. O periodo de
quiescéncia do teste, denominado fase intermediaria, se inicia logo apos a
primeira fase e é atribuido ao sistema de controle inibitério descendente

(Coderre et al., 1993). A segunda fase, mais tardia, decorre do aumento de
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estimulos aferentes primarios, sensibilizagdo de neurbnios espinhais
nociceptivos e da instalagao do processo inflamatério (Coderre et al., 1993).

As duas fases do teste da formalina sdo chamadas respectivamente de
fase aguda e de fase tonica. A fase | ocorre por estimulagdo quimica direta
dos nociceptores na periferia (Dubuisson e Dennis, 1977; Munro, 2009).
Dados experimentais indicam que, na fase |, a formalina estimula
principalmente as fibras C e ndo os aferentes Ad (Heapy et al., 1987). A
substancia P participa da fase |, enquanto a histamina, serotonina,
prostaglandinas e bradicinina estdo envolvidas na fase Il (Shibata et al.,
1989), que é influenciada pela primeira. O uso de lidocaina e morfina antes
da formalina, ou durante a primeira fase, diminuem significativamente o
comportamento nociceptivo na segunda fase (Dickenson e Sullivan 1987;
Coderre et al.,, 1990; Abram e Yaksh, 1993). O bloqueio com lidocaina ao
final da fase | elimina a fase Il, indicando que a atividade dos aferentes
primarios durante a fase Il € necessaria para a expressao do comportamento

nociceptivo nesta fase (Taylor et al., 1995).

A confecgcdo do teste da formalina da forma como foi descrita
originalmente, € um método bastante trabalhoso. Atualmente € bem aceito
que o numero de elevagdes da pata possa substituir o teste classico da
formalina (Shibata et al., 1989; Wheeler-Aceto e Cowan, 1991; Taylor et al.,
1995; Doak e Sawinok, 1997; Granados-Soto et al., 1997, Teng, e Abbott,
1998; Parada et al., 2001; Ashmawi et al., 2003). Ocorrem alteragdes na

pressao arterial e na frequéncia cardiaca dos animais, também bifasicas,
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simultaneamente ao aumento do numero de elevagdes da pata do animal

(Taylor et al., 1995).

1.2.2. Modelo de incisao plantar

Apesar do teste da formalina representar uma tentativa de
aproximacdo a dor clinica em humanos, tal modelo ndo mimetiza o
fendbmeno equivalente em condigdes clinicas reais, que normalmente
envolve mais de um mecanismo na geragdo e manutengao da dor. Isso se
aplica a condigdo de dor aguda pods-operatéria, que ainda é fator de alta
morbidade e desconforto. Evidéncias indicam que o tratamento apropriado e
adequado da dor aguda pés-operatéria diminui a morbidade apds cirurgia,
melhora o estado do paciente, assim como reduz o custo total do tratamento
(Kehlet e Holte, 2001; Kehlet e Wilmore, 2002). Sabe-se também que o alivio
da dor poés-operatéria previne a longo prazo, a cronificagdo da dor ou
persisténcia patolégica no periodo pés-operatério (Perkins e Kehlet, 2000;
Gottschalk e Raja, 2004; Kehlet et al., 2006). Entretanto, apesar do
desenvolvimento de novas técnicas e farmacos para analgesia poés-
operatdria, 50 a 70% dos pacientes ainda manifestam dor moderada ou
intensa ao longo do periodo pds-operatorio (Pavlin et al., 2002; Apfelbaum et

al., 2003).

Varios sao os modelos experimentais descritos de dor pds-operatoria.
Dentre eles estao a ovariohisterectomia em ratas (Lascelles et al., 1995), a
laparotomia subcostal (Martin et al., 2004) e a toracotomia em ratos

(Buvanendran et al., 2004). Entretanto, o modelo mais consagrado e, a partir
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do qual, se obteve maior conhecimento sobre a fisiopatologia e mecanismos
da dor pdés-operatéria, foi o modelo de incisao plantar descrito por Brennan
et al. (1996), a partir do qual, foi verificado que a dor pds-operatéria
experimental apresenta componente de dor espontdanea e dor pos-
estimulagdo. Este comportamento € semelhante ao observado na pratica
clinica, quando os pacientes operados apresentam dor espontéanea durante
0 repouso, geralmente de curta duracédo, de intensidade moderada e com
boa resposta aos opidides e antiinflamatérios nao esteroidais. Observa-se,
concomitantemente, dor relacionada ao movimento, como tosse, mobilizagao
ou deambulacdo. Esta € mais intensa, prolongada e de mais dificil
tratamento (Pogatzki-Zahn et al.,, 2007) e equivale a dor observada apods

estimulacdo do teste da incisdo plantar.

A incisdo cirurgica leva a sensibilizagdo de nociceptores periféricos,
principalmente por estimulos térmicos e mecanicos. Tais nociceptores estao,
normalmente, presentes em fibras Ad e C, ligadas a transdugao e condugéo
do estimulo doloroso até o sistema nervoso central. Paralelamente a
sensibilizagdo, ocorre a conversdo de nociceptores mecanoinsensiveis,
localizados em fibras Ad, em nociceptores mecanosensiveis (Zahn e
Brennan, 1999; Hamalainen et al., 2002; Pogatzki et al., 2002; Woo et al.,
2004). Verificado isto, ndo dever-se-ia classificar a dor pés-operatéria, como
sendo exclusivamente de origem inflamatoria, como tem ocorrido ao longo
do tempo. E mais razoavel aceitar que tal sensibilizagdo em neurénios gere
disfuncao transitoria na fungao neuronal, 0 que pode ser considerado como

lesdo neuropatica, e origem do componente neuropatico da dor pos-
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operatoria. A liberagdo de mediadores inflamatorios apos lesao tecidual faz
parte da resposta inflamatéria, mas também ocorre isquemia do tecido
lesado com aumento da producao de lactato tecidual (Kim et al., 2007) e
diminuicdo do pH (Woo et al., 2004) na area incisional. Respostas
semelhantes a inflamagao sao induzidas pela lesédo tecidual operatéria e
sdo, provavelmente, diferentes daquela induzida por substancia irritativa
como a formalina (Brennan et al., 2005; Lavand'homme, 2006). A
hiperalgesia secundaria, definida como aumento da nocicepgao a estimulos
mecanicos na area adjacente a incisao, esta presente no modelo de dor pos-
operatdria e € secundaria a sensibilizagado central no corno dorsal da medula
espinhal. Este modelo tem sido utilizado para avaliagdo de hiperalgesia
primaria mecanica, alteragdes na excitabilidade neuronal na medula
espinhal, efeito de opidides e anestésicos locais por via intratecal (Xu et al.,
2009; Zahn et al., 1997; Brennan et al., 1997; Zahn e Brennan, 1999;

Vandermeulen e Brennan, 2000).

No presente estudo, avaliamos o papel do tramadol na dor
inflamatdria e espontanea induzida pela formalina e também a dor evocada
pelo estimulo mecéanico no modelo de incisdo plantar. A estimulacdo de
aferentes primarios na primeira fase da formalina € avaliada pela injegao
local do tramadol. A hiperalgesia mecanica que ocorre no pds operatorio
imediato € mensurada pelo limiar de retirada da pata utilizando filamentos de
Von Frey. A utilizagdo simultdnea de dois modelos distintos de dor em
animais de experimentagcdo €, portanto, um modo de se avaliar a acdo da

medicacgao proposta frente a mecanismos diversos de hiperalgesia.
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2 OBJETIVOS




2.0bjetivos

O objetivo principal deste trabalho foi verificar se o tramadol atua
diretamente no local de lesdo como analgésico de acao periférica. O efeito
foi testado em dor inflamatéria e dor pés-operatéria.

Os objetivos secundarios foram:

1) esclarecer o mecanismo farmacoldogico responsavel pela analgesia
induzida por tramadol injetado no local de lesao;

2) avaliar se os efeitos da administracdo local de tramadol ocorrem em
modelos experimentais distintos;

3) avaliar se o tramadol induz padrdo de resposta comportamental
semelhante aos anestésicos locais quando injetado em bloqueio de nervo

periférico de nervo ciatico.
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3 METODOS




3.Métodos

Para a realizagao deste estudo foram utilizados um total de 86 animais
alocados em grupos experimentais conforme dois modelos de avaliagao

comportamental de dor: modelo da formalina e da incisao plantar.

3.1. Animais

Foram utilizados 98 ratos da linhagem Wistar, machos, pesando entre
280 e 380g, colocados aos pares em gaiolas, com ciclo claro-escuro de 12
horas. Agua e alimento foram fornecidos ad libitum. Os animais eram
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo e os experimentos realizados no LIM-08 da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. O estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPESq) do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, processo numero 051/02 . Os animais foram tratados de acordo com
diretrizes éticas para investigacbes de dor experimental em animais
conscientes da IASP (Zimmerman, 1983).
3.2. Farmacos utilizados

O cloridrato de tramadol e cloridrato de naloxona foram gentilmente
cedidos pela Cristalia Prod. Quim. Farm., (Sdo Paulo, SP, Brasil).
A Lidocaina 2% sem vasoconstrictor foi adquirida da Cristalia Prod. Quim.
Farm., (Sao Paulo, SP, Brasil).

Todas as substancias administradas por via subcutanea e perineural
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na pata direita foram diluidas em um volume de 50 pl de NaCl 0,9% e
aquelas administradas por via intraperitoneal foram diluidas em 100 pl. As

solugdes foram preparadas no dia do teste, alguns minutos antes da injegao.
3.3. Anestesia:

Os experimentos nos quais foi realizado bloqueio de nervo ciatico ou
incisdo plantar ocorreram sob anestesia geral com halotano. Neste caso, os
animais foram instalados em uma caixa transparente, fechada, na qual foi
introduzida uma entrada de gases, pela qual se administrou halotano a
fracdo inspirada de 3%, diluido em oxigénio 100%, proveniente de
vaporizador calibrado para halotano. Apds adormecerem, os animais eram
retirados da caixa e mantidos anestesiados sob mascara com fragcéo
inspirada de 1% de halotano, diluido em oxigénio para a realizagdo da
incisao plantar ou bloqueio do nervo ciatico, de acordo com a alocagao do
grupo no protocolo de estudo. Ao término do procedimento, permitia-se o
despertar dos animais para posterior estudo. Apos 2 a 3 minutos os animais

estavam despertos e passiveis de serem avaliados quanto a hiperalgesia.
3.4. Teste de elevagao da pata induzida por formalina

A escolha do teste de elevagao da pata induzida por formalina, deu-se
em fungcdo da necessidade de se estudar a analgesia pelo tramadol em
modelo experimental de dor espontdnea. O teste consiste na injecdo de
formalina a 1% na regido dorsal da pata posterior direita diluida em 50 yl de
solucao salina.

Antes da administragdo de formalina, os ratos foram aclimatados ao

ambiente de observagdo durante 20 minutos. Utilizou-se uma camara
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transparente cercada por espelhos, pelos quais se visualizava as patas dos
animais independentemente de seu posicionamento.

Utilizou-se este teste em duas situagdes:

1) injecao de formalina com o animal desperto
2) injecao de formalina com o animal sob anestesia geral no grupo
submetido ao bloqueio do nervo ciatico.

Na primeira situacao foi realizada curva dose resposta de tramadol. Na
segunda situagao, a dose correspondente a menor dose de tramadol testada
no experimento anterior foi utilizada para injegao perineural.

O comportamento habitualmente observado apds injegao de formalina
consiste em reacao imediata a injecao, seguida de reacao inflamatdria mais
prolongada. Os animais apresentam comportamento bifasico de resposta,
onde o animal lambe, chacoalha ou eleva a pata em reagdo ao estimulo
nociceptivo produzido pela injecdo de formalina. A primeira fase dura
aproximadamente 5 a 10 minutos, quando o comportamento reacional é
intenso. Segue-se um periodo de quiescéncia que precede uma segunda
fase reacional, mais duradoura, que pode ser observada até o final do
experimento, apos 60 minutos.

Os ratos foram observados a partir do momento da inje¢ao de formalina
e registrou-se o numero de elevagbes da pata a cada 5 minutos no periodo
total de 60 minutos. Considerou-se como elevagdo da pata todo
comportamento nao associado a locomocado, que variou de elevacao
discreta do membro ou contratura da musculatura da coxa direita até um

movimento vigoroso da pata, caracterizado por chacoalhar.
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Com a finalidade de facilitar a analise dos dados, considerou-se como
primeira fase os primeiros 10 minutos e a segunda fase o periodo

correspondente do 11° ao 60° minuto.
3.5. Inciséo plantar

A incisdo plantar foi realizada conforme descrita por Brennan et al,
(1996). Os animais foram anestesiados conforme a técnica descrita
anteriormente, realizada antissepsia com solugao de iodo/povidona 10% no
local e injetados alternativamente salina ou tramadol 5 mg ipl no local da
incisdo cirurgica. Em seguida foi feita incisdo longitudinal de 1 cm na regido
plantar da pata traseira direita com lamina de bisturi numero 15, que se
iniciava a 0,5 cm da margem do calcanhar até o inicio dos pododactilos. A
profundidade da incisdo atingiu a musculatura plantar, que foi divulsionada,
porém preservando a insergcdo muscular. A cirurgica foi suturada com fio de
mononylon 5-0 e suspenso o fornecimento do anestésico.

Apos o despertar da anestesia, foram avaliados os limiares de
hiperalgesia mecanica na area periincisional com filamentos de VonFrey. O

teste foi realizado a cada 5 minutos durante 60 minutos.
3.6. Hiperalgesia mecanica

Apo6s o término do procedimento cirurgico, os ratos foram colocados na
camara de teste onde eram observados até o despertar da anestesia, que
ocorria apoés 2 a 3 minutos da interrupgdo do fornecimento do agente
inalatério. A camara era confeccionada em acrilico transparente, com
dimensdes de 21x27x15 cm e cujo assoalho possui tela plastica com

aberturas de 12x12 mm. O conjunto foi elevado a uma altura de cerca de 20
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cm da superficie a fim de permitir o posicionamento de espelhos sob a
camara de teste para facilitar a visualizagcado da regido operada.

Os ratos foram testados com filamentos de nylon (VonFrey). O conjunto
de filamentos é composto de 20 unidades confeccionados em nylon, com
espessuras diferentes, que sao calibrados pela empresa para aplicar na
superficie de teste, for¢ca proporcional ao seu calibre. A forga exercida na
superficie € medida quando o filamento dobra-se sobre si mesmo. Utilizou-
se apenas os filamentos que variam entre 0,04 e 100 gf (0,39 a 980 mN)
(Stoelting Co, Wood Dale, IL, USA).

O teste foi iniciado com um dos filamentos de calibre intermediario
(58,8 mN). Este foi aplicado perpendicularmente a pata dos animais, ao
redor da incisdo cirurgica, através da abertura da tela plastica. Os filamentos
foram pressionados contra a superficie plantar até o momento em que
dobravam sobre si mesmos. Apds 5 tentativas consecutivas, caso os
animais nao apresentassem nenhum sinal de resposta comportamental ao
primeiro filamento, aplicado em distintos da regiao periincisional, aplicava-se
o filamento mais calibroso contra a pata até que ocorresse resposta de
retirada da mesma. O filamento de maior calibre (980 mN) foi considerado o
limite superior toleravel, a fim de se evitar lesdo da pata. Ao contrario, se o
filamento intermediario (58,8 mN) produzisse alguma reacéo de retirada da

pata, o filamento menos calibroso era testado.
3.7. Bloqueio do nervo ciatico

Os animais foram anestesiados conforme a técnica anteriormente

descrita. Em seguida foi localizado o nervo ciatico para injecao perineural de
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tramadol e avaliagao da hiperalgesia induzida por formalina.

Localizou-se o trocanter maior da pata traseira direita e realizou-se
incisdo de 1 mm a cerca de 0,5 cm do trocanter e da haste femural direita,
para permitir a introdug¢ao da agulha de neuroestimulagao.

O aparelho Stimuplex com agulha de 2,5 cm (BBraun, Melsungen,
Alemanha) foi utilizado neste experimento. Este gera corrente minima de 0,2
mA e freqiéncia de 1 a 2 Hz.

Instalou-se o eletrodo terra na orelha esquerda do animal e introduziu-
se a agulha pela incisao da pele, utilizando como método de procura do
nervo, corrente inicial de 0,5 mA e uma frequiéncia de 1Hz, pesquisando-se a
contratura da musculatura flexora da coxa.

A contracdo muscular produzida em consequencia a estimulagao
neural aumenta progressivamente de intensidade a medida que se aproxima
do nervo. Quando se obtém contragdo muscular da musculatura da coxa
suficiente para causar contracdo exuberante da pata a cada estimulo, reduz-
se a corrente para 0,2 mA. Caso a resposta muscular ndo se altere com a
reducao da intensidade da corrente, pode-se inferir que a agulha encontra-
se proxima ao nervo ciatico. Neste caso, injecao de tramadol ou salina era
realizada através da agulha.

O volume de solugao injetado por via perineural foi de 50 pl, seguidos
de 15 ul de NaCl 0,9% para lavar a extensdo do comprimento da agulha de
injecdo. As doses de tramadol injetadas via perineural foram

alternativamente 1,25 mg e 5 mg.
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3.8. Bloqueio simulado do nervo ciatico

ApOs anestesiados, 0os animais eram submetidos a mesma técnica de
bloqueio do nervo ciatico anteriormente descrita. No entanto, apos a
deteccdo do nervo ciatico por eletroestimulagcdo, a agulha era tracionada
discretamente. Apds a confirmagao de auséncia de contragdo muscular com
estimulos de 0,5 mA e com a agulha posicionada longe da musculatura,
prosseguia-se a injegao de tramadol perineural como descrito.

3.9. Avaliacéo do bloqueio motor em membro posterior

Com a finalidade de se confirmar o bloqueio do nervo ciatico pela
técnica descrita anteriormente, foi realizada injecédo de lidocaina perineural e
observado o comportamento dos animais frente ao bloqueio, desde o
despertar da anestesia até a completa recuperagao do efeito da lidocaina.

Foram avaliados 10 ratos machos da linhagem Wistar, pesando 300-
350 g. Os animais receberam injecdo perineural de lidocaina 2%, sem
vasoconstrictor, em volume de 50 pl, através de agulha do estimulador de
nervo. Apds o despertar da anestesia, foi observado o comportamento dos
animais e registrado o efeito da injecdo do anestésico local até o momento
em que o animal encontrava-se completamente livre dos efeitos da
substancia.

Foi registrado ainda o tempo decorrido desde o despertar da anestesia e a

completa recuperacao do bloqueio motor produzido pela lidocaina.
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3.10. Sequencia experimental:

Primeira parte do estudo: Curva dose resposta de tramadol no teste da
formalina. Foram observados 5 grupos, com 5 a 6 animais por grupo.
1. Testamos inicialmente o efeito da formalina 1% por via intraplantar.

Formalina 1% ipl->{Teste]

2. Em seguida, utilizamos tramadol intraplantar na expectativa de impedir o
aparecimento da hiperalgesia induzida por formalina. Foi realizada curva

dose-resposta, com 3 doses diferentes.

Tramadol ipl... Jaguarda 5 minutos.......... Formalina ip] —>{Teste]

3. A maior dose de tramadol usada por via intraplantar (5 mg) foi injetada por
via intraperitoneal para avaliar possivel diferenca na resposta analgésica do

tramadol em funcgao da via de administragao.

[Tramadol intraperitoneal......aguarda 5 minutos.......... [Formalina ip| — Teste]

Segunda parte do estudo: Participagdo de receptores opidides na
analgesia induzida pelo tramadol intraplantar no teste da formalina.
Foram observados 4 grupos, 5 animais por grupo. O controle foi feito
em relagado aos animais da primeira fase.

A maior dose de tramadol usada por via intraplantar foi testada para
avaliar a participagao de receptores opiodides no mecanismo de analgesia. A

dose de naloxona utilizada foi de 1 mg/kg.

1. Naloxona foi injetada por via intraperitoneal (IP) para avaliar o possivel

efeito sistémico de receptores opidides do tramadol.

Naloxona IP... Js minutos....Tramadol 5 mg ipl. |5 minutos........ Formalina ipl->Teste]
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2. Naloxona foi injetada via intraplantar (ipl) para avaliar o possivel efeito

local mediado por receptores opidides da analgesia induzida por tramadol.

Naloxona.ipl...s minutos.....[Tramadol 5 mg ipl. 5 minutos........|Formalina ipl—{Teste]

3. Naloxona foi injetada por via intraplantar (ipl) para avaliar eventual

atividade analgésica com esta dose do antagonista opioide.

Naloxone ipl...5 minutos...[Formalina ip|—>Teste|

4.Naloxona foi injetada por via endovenosa (ipl) para avaliar possivel

atividade analgésica com esta dose do antagonista opioide.

Naloxone EV..J5 minutos..|Formalina ip|— [Teste]

Terceira parte do estudo: Tramadol administrado através de bloqueio
de nervo periférico no teste da formalina. Foram estudados 3 grupos, 5
a 6 animais por grupo.

Com os resultados obtidos com injecao de tramadol intraplantar no
teste da formalina, testou-se a inje¢ao perineural de tramadol, procurando-se

observar possivel efeito local sobre o nervo ciatico. A procura inicial foi

bloqueio sensitivo durante o teste da formalina.

1. A menor dose de tramadol testada no experimento anterior (1,25 mgq) foi

injetada através da injecao perineural em bloqueio de nervo ciatico.

IAnestesia geral ——>Bloqueio ciatico com tramadol — [Formalina ip]—> [Test]
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2. A mesma dose de tramadol (1,25 mg) foi injetada por via subcutanea na
pata traseira direita, longe do nervo ciatico = bloqueio simulado ou falso

bloqueio.

IAnestesia geralls|Localizacdo do nervo ciaticol»/Agulha afastada do nervo| —|Injecdo de]

tramadol longe do nervol — [Formalina ipl—{Teste]

3. O controle desta fase se fez com a injegdo de salina 50 microlitos

perineural.

IAnestesia geral>|Localizagdo do nervo ciatico—|njecdo de tramadol perineurall»[Formaling

pl-> Teste

Quarta parte do estudo: Avaliacao do efeito da lidocaina perineural. Um
grupo com 10 animais.

1. Lidocaina 2% sem vasoconstrictor foi injetada perineural para avaliagéo

de bloqueio motor

IAnestesia geral>|Localizagdo do nervo ciatico—>|njecdo de lidocaina perineurall->Avaliagad

Ido bloqueio motor]

Quinta parte do estudo: Avaliagao do efeito de tramadol 5 mg
perineural. Um grupo com 5 animais.

1. Como a dose de 1,25 mg tramadol induziu analgesia e observou-se
bloqueio motor discreto, estudou-se o efeito de maior dose de tramadol por

via perineural no bloqueio do nervo ciatico.

Anestesia geral—|Localizagio do nervo ciatico>|njecio de tramadol 5 mg

lperineurall->Avaliaggo do bloqueio motor]
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Sexta parte do estudo: Tramadol em modelo de incisao plantar
Esta fase € composta de 3 grupos, 5 animais por grupo.

Para verificar se o resultado obtido no modelo da formalina se repetiria
em outro modelo, escolheu-se a maior dose de tramadol que havia sido
usada no teste da formalina e testou-se, utilizando desta vez, o modelo de
incisdo plantar. Neste modelo usou-se dose unica de tramadol (5 mg).

A) Primeiramente foi comprovada a hiperalgesia pos-operatoria em ratos.

IAnestesia geral—isalina ip|—jincisdo plantarl—despertar da anestesial>fteste]

B) Em seguida escolheu-se a maior dose de tramadol (5 mg) utilizada no

modelo da formalina para testa-la utilizando-se o modelo de incisédo plantar.

IAnestesia geral—framadol ip| —jincis&o plantar—/despertar anestesia—feste]

C) Testou-se a seguir, tramadol 5 mg por via endovenosa com 0 mesmo

modelo.

IAnestesia geral—framadol EVl-jncisao plantar—idespertar anestesia—feste]

Sétima parte: Participagcdo de receptores opidides na analgesia
induzida por tramadol intraplantar no teste de incisao plantar. Esta fase
é composta de 2 grupos, com 5 animais em cada.

Naloxona na dose de 1 mg/kg foi injetada para avaliar a participagéo de

receptores opidides na analgesia induzida por tramadol 5 mg por via

intraplantar utilizando-se o teste de incisédo plantar.

A) Naloxona administrada por via endovenosa antes do tramadol 5 mg por

via intraplantar.

IAnestesia geral—inaloxona EV|....aguarda 5 minutos..... ramadol ipl>jinciso plantar—feste]
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B) Naloxona administrada por via intraplantar antes de tramadol 5 mg

também por via intraplantar.

IAnestesia geral—haloxona ipl).. aguarda 5 minutos.. framadol ipl—jincis&o plantar—fteste]

3.11. Analise estatistica

Para analisar o comportamento dos animais no teste de elevagcao da
pata induzida por formalina, foram realizadas trés tipos de analises:
1) Analise de variancia para medidas repetidas (ANOVA) para verificar
existéncia de semelhanga entre os grupos de animais que receberam
diferentes doses de tramadol. Analisou-se separadamente a primeira e a
segunda fase do teste e adotou-se nivel de significancia de 5% (0,05).
Considerou-se como estatisticamente significativo, valores de p<0,05. O
teste de Tukey foi utilizado como pos-teste para se apontar as diferengas
entre os grupos.
2) Teste de Kruskal-Wallis para se verificar possiveis diferengas entre os
subgrupos de animais que receberam tramadol por via intraplantar,
intraperitoneal ou a associa¢ao de tramadol por uma destas vias quando da
administragcdo do antagonista opidide (naloxona). O teste de Mann Whitney
foi empregado para apontar a diferenga entre os grupos e o0 momento desta
ocorréncia.

Utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann Whitney para
avaliar possiveis diferencas entres os animais submetidos ao bloqueio de

nervo ciatico com tramadol comparado com seus controles (salina perineural
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e bloqueio simulado).

3) Utilizou-se teste de Willcoxon para se avaliar possivel diferenca entre o
tempo de bloqueio motor induzido por lidocaina 2% e o tramadol 5 mg
perineural.

Para se avaliar o grupo de animais submetidos a teste de retirada da
pata induzida por incisdo plantar, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis para
analise entre os grupos seguido de Mann Whitney para se avaliar a
ocorréncia de diferenga intragrupos, quando comparados para a par.

Foram utilizados para analise estatistica os programas: SPSS
(Statistical Package for Social Sciences), em sua versado 17.0, para a
obtencgao dos resultados nao paramétricos. O Prisma Software versao 5.0 e
o Stat 3.11 foram utilizados para ANOVA seguido de Teste de Tukey e o

teste t de Student.
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4 RESULTADOS




4 Resultados

4.1. Resposta a Formalina:

A injecéo de formalina a 1% na regido dorsal da pata direita de ratos
induziu comportamento hiperalgésico tipico, em duas fases, que
permaneceu durante todo o periodo de observacido de 60 minutos. Foi
considerada como resposta a injecdo de formalina, o comportamento de
elevacdo da pata inflamada. Contabilizou-se 0 numero de vezes que este
comportamento se repetiu e registrou-se o numero de elevagbes da pata a
cada 5 minutos (Figura 1).

A administracdo subcutanea de tramadol previamente a injecdo de
formalina a 1%, produziu no individuo uma resposta analgésica relacionada
a dose, sendo as maiores doses de tramadol (2,5 e 5 mg) capazes de abolir
o comportamento hiperalgésico durante todo o periodo de observagdo. A
injecao de 1,25 mg de tramadol por via intraplantar, inibiu 0 comportamento
da primeira fase do teste e reduziu, sem abolir completamente, a segunda

fase (Figura 1).
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Curva dose-resposta de tramadol: Formalina
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——Controle —#— Tramadol 5 mg Intraplantar —A— Tramadol 2,5 mg Intraplantar —&— Tramadol 1,25 mg Intraplantar‘

n=5 a 6 por grupo

Figura 1. Curva dose-resposta de tramadol na hiperalgesia induzida por
formalina a 1% intraplantar. Tramadol 5 e 25 mg bloquearam
completamente a hiperalgesia induzida por formalina durante 60 minutos.
Tramadol 1,25 mg bloqueou a primeira fase e reduziu a segunda fase. A
linha pontilhada separa a primeira da segunda fase. Valores apresentados
como Média + DP de 5 a 6 animais em cada grupo.

A analise das diferentes doses de tramadol frente a administracdo de
formalina pode ser separada em primeira e segunda fase. As trés doses de
tramadol injetadas por via intraplantar neste estudo (5, 2.5 e 1.25 mg)
bloqueiam a resposta a injecdo de formalina a 1% na primeira fase do teste
(Figura 2). Quando administrada via intraperitoneal, 5 mg de tramadol nao
difere de salina. Na segunda fase do teste, 2,6 e 5 mg de tramadol

intraplantar bloquearam completamente a hiperalgesia. A dose de 1,25 mg
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de tramadol intraplantar e de 5 mg de tramadol intraperitoneal apenas
reduziram a resposta a formalina. A analise de varidancia de medidas
repetidas (ANOVA) mostra diferenga entre os grupos e o teste de Tukey
confirma que todos os grupos de tramadol intraplantar sdo diferentes em
relacdo ao grupo controle na primeira fase. Na segunda fase, as duas
maiores doses de tramadol intraplantar (2,5 e 5 mg) nao diferiram entre si. A
dose de 1,25 mg diferiu das doses maiores e também do grupo controle

(p<0,05) (Figura 2 e 3).

Curva dose-resposta de Tramadol- Primeira Fase Formalina
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***p<0,001 em relagao
a salina

Figura 2. Efeito do tramadol intraplantar e intraperitoneal na primeira fase do
teste da formalina. As 3 doses de tramadol ipl bloqueiam completamente a
hiperalgesia. Dados apresentados como MédiatDP ANOVA seguido de
teste de Tukey. ***p<0,001 em relagéo ao grupo controle.
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Curva dose-resposta de Tramadol - Segunda fase Formalina
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Figura 3. Efeito do tramadol intraplantar e intraperitoneal na segunda fase
do teste da formalina. Tramadol 1,25 mg ipl e 5 mg ip reduz a hiperalgesia,
enquanto 5 e 2,5 mg intraplantar bloqueiam-na completamente. Dados
apresentados como MédiatDP  ANOVA seguido de teste de Tukey.
***p<0,001 em relagé&o ao grupo controle.

A dose de tramadol utilizada nos experimentos iniciais (5 mg) foi
injetada por via intraperitoneal e comparada a injecao intraplantar. Enquanto
por via intraplantar o tramadol inibe quase completamente a hiperalgesia
induzida por formalina, por via intraperitoneal este efeito € mais tardio e
menos intenso. Existe diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre
tramadol por via intraperitoneal e o grupo controle apos 25 minutos de teste
(Figura 4).
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Tramadol intraperitoneal x intraplantar: Formalina
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Figura 4. Efeito da administragdo de tramadol 5 mg por via intraperitoneal
comparado a tramadol 5 mg por via intraplantar. Tramadol intraperitoneal é
diferente do grupo controle apés 25 minutos. Dados apresentados como
MédiaxDP de 5 a 6 animais em cada grupo. Teste de Kruskal-Wallis seguido
de Mann Whitney. * p<0,05 em relagdo ao controle.

A administragdo de naloxona na dose de 1 mg/kg intraplantar na pata
traseira previamente a injecdo de tramadol 5 mg, ndo alterou a analgesia
induzida pelo tramadol. De modo diverso, a administragao intraperitoneal do
antagonista opidide reduziu o efeito do tramadol, decorridos 40 minutos da

injecao do mesmo (Figura 5).

48




Tramadol intraplantar x Naloxona intraplantar ou intraperitoneal
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Figura 5. Efeito da injecao de naloxona na analgesia induzida por tramadol
por via intraplantar. Naloxona Intraperitoneal reduz a analgesia por tramadol
apos 40 minutos da injegcdo. Naloxona ipl ndo produz nenhuma alteragéo na
analgesia induzida pelo tramadol. Dados apresentados como Média+DP de
5 a 6 animais em cada grupo. Teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann
Whitney . * p<0,05.

Nenhum efeito foi obtido com a administragao isolada de naloxona por
via intraplantar ou por via endovenosa (figura ndo mostrada, ver anexo 2

para analise dos dados).

4.2. Efeito da injec&o perineural de tramadol

A administragdo de 1,25 mg de tramadol perineural apés localizag&o do
nervo ciatico por estimulador de nervos , reduziu o numero de elevagdes da
pata induzido por formalina a 1% (Figura 6). A mesma dose de tramadol
administrada distante do nervo, designado de bloqueio simulado do nervo

ciatico, foi semelhante estatisticamente ao grupo controle com salina.
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Bloqueio de Ciatico com Tramadol 1,25 mg
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Figura 6. Efeito da administracdo de tramadol 1,25 mg perineural em nervo
ciatico direito. O tramadol bloqueou a hiperalgesia induzida por formalina 1%
quando comparado ao grupo controle e ao bloqueio simulado. Dados
apresentados como Média+zDP de 5 a 6 animais em cada grupo.Teste de
Kruskal-Wallis seguido de teste de Mann Whitney. *p<0,05.

4.3. Resposta a lidocaina perineural em bloqueio de nervo ciatico

O bloqueio de nervo ciatico com solugao de lidocaina a 2 % induziu
bloqueio motor completo da pata direita, que regrediu progressivamente
durante o periodo de observacido. Apds o bloqueio do nervo ciatico, o padrao
comportamental dos animais repetiu-se de maneira idéntica em todos os
ratos permitindo a classificagdo da intensidade do bloqueio motor, como
mostra a tabela I. A medida que regride o bloqueio, o comportamento do
animal ¢é menos exuberante e o ultimo comportamento observado € o

discreto posicionamento lateral da pata, que cede lugar ao andar normal.
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TABELA 1

GRAU DE BLOQUEIO | PONTUAGAO COMPORTAMENTO

SEM BLOQUEIO 0 Anda normalmente

Dedos contraidos, pata
levemente flacida, ndo apdia a

BLOQUEIO DISCRETO |1 planta da pata na superficie,
pisa na lateral ou medial da
pata
Pisa com o dorso dos dedos,

2 nao flete o joelho, ndo apodia a

BLOQUEIO planta da pata na superficie

MODERADO

Usa a musculatura da coxa

3 :
para tracionar a pata
Arrasta a pata, ndo dobra o
BLOQUEIO 4 joelho, n&o usa a musculatura
COMPLETO da coxa, pata completamente

flacida

Tabela I. Escala de Bloqueio de Nervo Ciatico em ratos. O comportamento
observado advém da observagcdo de 10 animais. Todos o0s animais
apresentaram bloqueio motor grau 4, logo apds o despertar da anestesia,
que diminui progressivamente de intensidade até atingir grau 0 de bloqueio.
O tempo médio para que atingissem grau 0 de bloqueio com a lidocaina foi
45,55 +10,7 minutos.

A injecao de 5 mg de tramadol por via perineural promoveu bloqueio
motor de intensidade semelhante aquele da lidocaina. Dos cinco animais
estudados, todos apresentaram bloqueio motor grau 4 ao despertar da
anestesia. O tempo de regressdo completa do bloqueio até atingirem grau 0
foi de 39,2 + 8,61 minutos. A figura 7 mostra os resultados da duragédo do
bloqueio motor induzido pelo tramadol em comparacao ao bloqueio induzido

pela lidocaina.
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Bloqueio de ciatico: Lidocaina x Tramadol

Duragao do bloqueio motor 41

40

Tratamento

‘EILidocal’na 2% ETramadol 5 mg ‘

Figura 7. Duragdo do bloqueio motor induzido por tramadol 5 mg em
comparacgao a lidocaina 2 % perineural. Os dados sédo apresentados como
MédiazDP de 5 e 10 animais respectivamente em cada grupo. Teste de
Willcoxon n&o aponta diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05).

4.4. Resposta ao modelo de incisédo plantar:

Previamente a cirurgia, os animais foram testados com filamentos de
Von Frey e ndo apresentavam resposta de retirada da pata a nenhum dos
filamentos do conjunto. O filamento mais calibroso (980 mN) foi entdo
considerado o limiar mecanico superior. A incisdo cirurgica reduziu o limiar
de retirada da pata nos animais, verificada logo apds o despertar da
anestesia. Pode-se afirmar, portanto, que o0s animais apresentaram
hiperalgesia mecénica no periodo pds-operatorio.

A administragcado de tramadol por via intraplantar aboliu a hiperalgesia
mecanica induzida pela incisdo durante todo o periodo de observacido. A

injecao endovenosa do tramadol, por outro lado, so6 foi efetiva em reduzir a

hiperalgesia apds 45 minutos de observagao (Figura 8).
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Tramadol intraplantar e endovenoso: Incisdao plantar
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Figura 8. Tramadol pelas vias intraplantar e endovenosa na hiperalgesia
mecanica induzida por incisdo plantar. Dados apresentados como Médiat+DP
de 5 animais em cada grupo. Teste de Kruskal-Wallis seguido por Mann
Whitney. * p<0,05 em relagado ao grupo controle.

A administracdo de naloxona endovenosa, diminuiu a analgesia

induzida por tramadol intraplantar nos ultimos 15 minutos de observagao

(Figura 9).
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Limiar de retirada da pata

Tramadol intraplantar X Naloxona endovenosa: Incisdao Plantar
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Figura 9. Efeito da administracdo de naloxona endovenosa na analgesia
induzida por tramadol 5 mg intraplantar no teste da incisdo plantar. Naloxona
diminui a analgesia do tramadol apds 45 minutos de injecdo. Dados
apresentados como Média+tDP de 5 animais em cada grupo. Teste de
Kruskal-Wallis seguido de Mann Whitney. p<0,05 em relagdo ao tramadol ipl.

O efeito analgésico do tramadol por via intraplantar nao foi

antagonizado pela administracao de naloxona na dose de 1 mg/Kg, também

por via intraplantar (Figura 10).
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Tramadol Intraplantar X Naloxona intraplantar: Incisdao plantar
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Figura 10 Efeito da administragdo intraplantar de naloxona previamente a
injecdo de tramadol. Nao ocorreu antagonismo da analgesia induzida por
tramadol intraplantar em nenhum momento do teste. Dados apresentados
como MédiatDP de 5 animais em cada grupo.Teste de Kruskal-Wallis
seguido de Mann Whitney. * p<0,05 em relagcéo a tramadol 5 mg..
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5 DISCUSSAO




5.Discussao
5.1. Modelo de elevagao da pata induzida por formalina

As solugbes mais concentradas de formalina, embora possam ativar o
sistema inibitorio descendente de forma mais pronunciada (Munro, 2009),
produzem reacdo dolorosa muito intensa. Optou-se pela solugcdo de
formalina a 1 % a fim de minimizar o sofrimento dos animais. Tal solugéo
induz reagdo dolorosa menos exacerbada que, no entanto, é
suficientemente capaz de sensibilizar nociceptores periféricos e causar
reacéo bifasica como originalmente descrita por Dubuisson e Dennis (1977).
5.2. Curva dose-resposta ao tramadol administrado por via
intraplantar; efeito da administragao intraperitoneal

A hipotese de acdo analgésica local do tramadol vem sendo
investigada por alguns pesquisadores (Khajavi et al., 2009; Mert et al., 2007;
Hama e Sagen, 2007). Verificou-se previamente, que a infiltragdo
subcuténea de 10 mg de tramadol na pata inflamada, mas ndo exatamente
no local da lesdo, nao bloqueou a primeira fase do teste da formalina,
apenas alterando a segunda fase. A inje¢cdo em menor dose deste farmaco
diretamente no local da inflamagdo, no entanto, inibiu completamente a
hiperalgesia no mesmo modelo, de modo precoce e intenso (Sousa et al.,
2008).

Os resultados atuais sdo aprimoramentos de experimentos anteriores
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que confirmam analgesia precoce induzida por tramadol administrado por via
intraplantar. De duragdo prolongada, a intensidade da analgesia foi
diretamente relacionada a dose utilizada. As maiores concentragdes da
solugdo de tramadol foram mais eficientes em reduzir a hiperalgesia na
segunda fase do teste da formalina. Muito embora a dose de 2,5 mg de
tramadol tenha sido tdo eficaz quanto a de 5 mg, optou-se pela maior dose
usada na primeira fase do estudo para prosseguir com a investigagao das
fases seguintes.

Nos experimentos em que se injetou formalina por via intraplantar, a
via peritoneal foi utilizada para administracao sistémica do tramadol em
substituicido a venosa, devido a facilidade de acesso aos animais nao
anestesiados. Considera-se que as concentracbes plasmaticas dos
farmacos sejam muito semelhantes aquelas obtidas com a administragcao
pela via venosa. Assim, a administracéo intraperitoneal do tramadol permite
a primeira passagem hepatica e a desmetilagcédo necessaria para formagao
de metabdlitos ativos. O tempo de laténcia €&, portanto, tdo longo quanto a
via venosa. A analgesia induzida pelo tramadol por via intraperitoneal,
iniciou apods 20 minutos do teste, porém a sua intensidade, em comparagao
a injecao intraplantar, foi significativamente menos acentuada durante quase

todo o periodo de observacado. Efeito tdo rapido como o demonstrado pela
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injecao intraplantar de tramadol, dificilmente ocorreria por acao sistémica do
farmaco, visto que, o tempo de laténcia para induzir analgesia por via
sistémica é longo. Tal resultado nao difere de dados clinicos, nos quais a
analgesia por tramadol instala-se lentamente, devido a necessidade de
biotransformacgao hepatica do tramadol para agéo analgésica.
5.3. Antagonismo do tramadol por naloxona: teste da
formalina

A analgesia induzida pelo tramadol por via intraplantar é intensa. Se
naloxona € administrada intraperitoneal antes do tramadol, a analgesia tende
a diminuir de intensidade progressivamente. Torna-se significativa aos 40
minutos e é completamente antagonizada aos 50 minutos de observacéo.
Verifica-se com esses dados, a participagdo opioidérgica na analgesia
induzida por tramadol, comprovada pela abolicdo completa da analgesia
apo6s 50 minutos da injegao.

Entretanto, mecanismos nao opidides estdo envolvidos na analgesia
do tramadol. A injecao intraplantar do medicamento reduz precocemente a
hiperalgesia induzida pela formalina, e a naloxona por via intraperitoneal n&o
altera este efeito precoce. A administracdo de naloxona por via sistémica
ocorreu previamente a injegao local do tramadol. Se a analgesia do

tramadol fosse inteiramente dependente de receptores opidides, deveria
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haver algum grau de inibicdo da analgesia desde o inicio do teste. No
entanto, naloxona sistémica reduziu a intensidade da analgesia apenas
ap6s 20 minutos da inje¢ao do analgésico.

A analgesia instantanea induzida pelo tramadol por via intraplantar
nao tem participacado opidide sistémica, muito embora receptores opidides
periféricos sejam expressos apoés inflamagao (Hassan et al., 2003; Hama e
Sagen, 2007). Repetiu-se entdo o experimento em outro grupo de ratos, com
administracdo de naloxona por via intraplantar. Neste caso, ndo ocorreu
nenhuma alteragdo da intensidade de analgesia promovida pelo tramadol
durante todo o periodo de observagdo. Se a analgesia precoce fosse
mediada por receptores opidides periféricos, possivelmente esta seria
antagonizada por naloxona por via intraplantar. No entanto, devido ao fato
do teste ser interrompido aos 60 minutos apds injecao de formalina talvez
nao haja tempo suficiente para ocorrer aumento da expressao de receptores
opiodides na periferia. Além disso, a absorcdo sistémica da naloxona foi
desprezivel e tampouco foi capaz de antagonizar a analgesia tardia
promovida pelo tramadol.

Conclui-se com esses resultados, que a analgesia exercida pelo
tramadol nos primeiros minutos do teste da formalina, ndo depende de

receptores opidides, pelo menos com os atuais experimentos. Nao é
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possivel saber como se comportam esses animais apos algumas horas ou
dias de inflamagao.

Os resultados desses dois experimentos nos mostram que a dose
utilizada de tramadol na periferia (5 mg), foi suficientemente elevada para
ser absorvida e induzir efeito opidide central, uma vez que a naloxona
sistémica bloqueou o efeito do tramadol. Assim sendo, o resultado atual ndo
surpreende, mas confirma que a dose de 5 mg utilizada por via intraplantar
foi elevada e que a analgesia decorrente da administragdo do tramadol por
via intraplantar ndo € apenas de acgao local.

5.4. Bloqueio do nervo ciatico com tramadol e lidocaina

Nao se pode afirmar o mecanismo exato de analgesia exercida pelo
tramadol com experimentos farmacoldgicos simples. No entanto, tendo em
vista a acao inibitéria de potenciais de agdo em nervos isolados (Mert et al.,
2006), procurou-se neste estudo, demonstrar em mais de um experimento a
acao local do farmaco.

Localizou-se o nervo ciatico através da utilizacdo de estimulador de
nervo periférico (Stimuplex) e fez-se injecdo de tramadol 1,25 mg/50ul por
via perineural. Em seguida, injetou-se formalina na pata ipsilateral quando o
animal estava comecgando a despertar da anestesia. Resultou deste

experimento, a inibicdo da hiperalgesia tipica da formalina durante todo o
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periodo de observacdo de 60 minutos. A primeira fase do teste foi
bloqueada e a segunda fase foi reduzida, da mesma forma que ocorreu com
a injecéo de tramadol por via intraplantar anteriormente descrita.

O controle deste experimento fez-se com injecao de salina perineural e
injecdo de tramadol em bloqueio simulado. A injecdo de salina descartou
efeito placebo, enquanto a injecdo de tramadol em bloqueio simulado,
descartou efeito sistémico do farmaco.

E interessante observar que o bloqueio simulado do ciatico ndo
reduziu a hiperalgesia da formalina, embora dose similar por via intraplantar
tenha sido analgésica no experimento anterior. Ao se observar o grafico da
curva dose-resposta de tramadol, verifica-se que o tramadol por via
intraplantar nesta dose, aboliu a primeira fase do teste da formalina.

Ao se comparar o experimento em que se fez injecao intraplantar de
1,25 mg de tramadol com o experimento em que se fez bloqueio simulado de
ciatico com 1,25 mg de tramadol, observa-se que: apesar de em ambos
experimentos, a mesma dose ser injetada no subcutaneo da pata inflamada,
no primeiro, a inje¢do foi no local da inflamagdo enquanto no segundo, a
injecao foi distante da inflamacé&o. Em resposta, no primeiro experimento
ocorre analgesia intensa enquanto no segundo experimento nao ha

diferenca entre o grupo tramadol e o grupo controle com salina. Nao resta
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duvida, portanto, que o tramadol na dose de 1,25 mg atua localmente
quando aplicada por via intraplantar durante o teste da formalina, sem
evidéncia de efeito sistémico. Ao mesmo tempo, esta dose de 1,25 mg sem
efeito sistémico, bloqueia a primeira fase da formalina quando injetada por
via perineural, confirmando o efeito do tramadol na condugédo neural do
nervo ciatico.

A observacgao dos animais permitiu ainda verificar que, nesta dose, o
tramadol ndo produziu bloqueio motor completo, embora os animais
apresentassem discreta alteragao do posicionamento da pata ao andar. Esta
alteracao nao foi suficiente para impedir a utilizagcdo da musculatura da coxa,
necessaria para elevar a pata durante o teste da formalina. A quantificagao
de bloqueio motor em ratos, no entanto, & bastante dificil de ser executada
(Thalhammer et al., 1995). Propds-se entdo, observagao do comportamento
dos animais apos injecédo de lidocaina 2% perineural desde o momento do
despertar até a completa recuperagao do bloqueio. Esta observacao permitiu
a graduacao do bloqueio motor da pata estudada e a criagdo de escala de
bloqueio variando de 0 a 4 (0O=auséncia de bloqueio a 4=bloqueio motor
completo).

Ao se utilizar solugao de tramadol em maior concentragao (5mg/50ul)

em bloqueio de ciatico direito, ocorreu bloqueio motor completo do membro
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estudado. Em estudo de fibras isoladas de nervos periféricos lesados,
lidocaina e tramadol bloqueiam a amplitude de potenciais de agdo de modo
relacionado a concentragédo do farmaco (Mert et al., 2006) e bloqueia canais
de sodio voltagem dependente em experimentos eletrofisioldgicos in vitro
(Haeseler et al., 2006). No presente experimento, tramadol na concentragéo
de 2,5% (1,25 mg/50 pl) por via perineural induziu efeito analgésico
importante e bloqueio motor discreto, enquanto em maior concentragao
(5mg/50pl, ou 10%) o bloqueio motor foi completo com caracteristicas e
tempo de recuperagcdo semelhantes aos animais que receberam lidocaina
perineural. Doses de tramadol similares as utilizadas no presente estudo,
aplicadas diretamente sobre o nervo ciatico, inibe potenciais de acéao
somatosensoriais da pata ipsilateral de modo relacionado a dose (Tsai et al.,
2001). Administrado por via intratecal, o tramadol tem efeito supressor de
potenciais sensitivos somatossensoriais que nao € antagonizado por
naloxona (Jou et al., 2003).

Os resultados presentes vém de encontro ao relato de Mert et al.
(2006), onde foi demonstrado que o tramadol reduziu potenciais de agao de
nervos isolados menos eficientemente que a lidocaina. A intensidade do
bloqueio motor apresentada no atual relato esta diretamente relacionada a

concentragdo da solugédo de tramadol e o efeito analgésico desencadeado
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pela menor dose pode ser decorrente da inibicdo de potenciais sensitivos,
unicamente. A associagao do tramadol a anestésicos locais, no entanto, ndo
apenas aumenta o tempo de laténcia para a retirada da pata em animais de
experimentacdo quanto prolonga o tempo de analgesia (Mert et al., 2007) e
a duracéo do bloqueio motor em comparacado a administracao de lidocaina
isoladamente (Zeidan et al., 2008). O efeito sinérgico de tramadol e
anestésicos € relatado em humanos e pode ser decorrente nao apenas do
efeito supressor de potenciais de agcao sensitivos como também do aumento
da concentracdo de monoaminas exercida pelo tramadol. Sabe-se que a
associacao de adrenalina as solugdes de lidocaina prolongam a duragao do
bloqueio motor e talvez seja esta a explicagdo para o efeito somatoério da
associagao dos dois farmacos. Alguns estudos clinicos relatam efeito
benéfico da associacdo de tramadol a bupivacaina ou ropivacaina pode
prolongar o tempo de analgesia em alguns estudos (Gunes et al., 2004;
Zeidan et al., 2008), enquanto outros referem apenas aumento do tempo de
laténcia do bloqueio pela ropivacaina.

Contudo, os presentes experimentos realizados com tramadol
perineural evidenciaram bloqueio motor dependente da dose, reversivel e
semelhante a lidocaina, compativel com efeito anestésico local do farmaco.

Possivelmente o resultado verificado seja manifestagéo in vivo, de inibigao
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de corrente ibnica para soédio, como demonstrado em células de cultura
(Haeseler et al., 2006).
5.5 .Tramadol no modelo de incisao plantar

Os animais manifestaram dor espontdnea, manifestada pelo ato de
guardarem o membro operado junto ao corpo e evitarem apoiar a pata
operada na superficie.

Métodos de avaliagao do limiar de sensibilidade a estimulos mecéanico
e térmico, sdo facilmente reprodutiveis e capazes de detectar a ocorréncia
prolongada de hiperalgesia no periodo pds-operatério (Flatters, 2008).

A dose de tramadol utilizada foi 5 mg em todos os experimentos
empregando este modelo. Como a inje¢do do farmaco ocorreu antes da
incisdo cirurgica, ndo houve hiperalgesia nos animais que receberam
tramadol por via intraplantar. Quando a administragéo de tramadol foi por via
venosa, no entanto, a redugdo tipica da hiperalgesia mecanica tipica
comegou aos 30 minutos, mas nao foi tdo intensa quanto a analgesia
induzida pelo tramadol por via intraplantar. Confirma-se com este
experimento que a laténcia do tramadol por via sistémica € longa e portanto
nao se deve esperar efeito rapido do tramadol apds injegcdo endovenosa. A
injecdo local, contudo, atua rapidamente e independe de absorg¢ao

sistémica do farmaco.
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O conhecimento desses dados pode ser util na clinica diaria e alerta
aos medicos, sobretudo aqueles que realizam procedimentos cirurgicos de
pequeno porte, para a modificacdo da via de administragao do farmaco em
pequenas cirurgias, visto o curto periodo de laténcia apdés administragao
local. Em criangas submetidas a herniorrafias, por exemplo, a inje¢cdo de
tramadol na incisdo cirurgica pode ser mais efetiva que a administragcao
venosa, pois além de atuar imediatamente na reducdo da dor, pode ser
absorvido e agir por via sistémica. Aproveita-se desta forma o mecanismo
local do medicamento, sem perder o efeito sistémico tardio. A substituicao
do tramadol por anestésico local, como proposto por Altunkaya et al. (2004),
talvez ndo seja indicada, mas a associagao a lidocaina em infiltragdo de
ferida operatéria pode ser um método bastante eficaz de analgesia.

5.6. Antagonismo do tramadol por naloxona: incisao plantar

Reproduz-se no modelo de dor pds-operatodria o resultado obtido com
formalina por via intraplantar. A naloxona endovenosa inibe a analgesia de
tramadol intraplantar apés 45 minutos da injegdo do analgésico, de modo
semelhante ao que ocorre durante o teste da formalina. O mecanismo de
acgao central do tramadol na dose de 5 mg é confirmado neste modelo, visto
que a analgesia foi progressivamente antagonizada por naloxona. A dose de

tramadol de 5 mg é suficientemente elevada para produzir efeito sistémico,
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mas nao se pode desprezar o possivel efeito local com esta dose. Quando
da injecdo de naloxona no local exato da pata onde ocorreu a injegao de
tramadol, ndo houve antagonismo da analgesia, repetindo mais uma vez os
resultados encontrados no outro modelo.

A acéo periférica do tramadol ocorreu nos dois modelos testados de
modo idéntico e independente de receptores opidides. Todavia, apds 1 ou 2
dias de inflamacgao induzida, pode ser detectado aumento da expressao de
receptores opidides no ganglio da raiz dorsal e terminagcbées nervosas livres
(Hassan et al., 1993), sendo possivel a participagéo de receptores opidides
periféricos na analgesia. Se no modelo de dor pds-operatéria esse fendbmeno
se repete, este ndo foi objetivo de avaliagdo no presente estudo. Esta € uma
etapa do estudo que esta em investigagdo no nosso laboratério, assim como

a avaliacado de doses menores de tramadol no teste da formalina.
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6 CONCLUSOES




6.Conclusoes

O tramadol possui agao sistémica e periférica que promove analgesia
relacionada a dose. Apds 0 uso por via intraplantar, o inicio € precoce tanto
no modelo de dor pds-operatoria quanto no modelo de dor induzida por
formalina.

Existe efeito analgésico periférico do tramadol ndo mediado por
receptor opidide periférico nas doses utilizadas e nos modelos utilizados.

O tramadol perineural bloqueia a condugao neural sensitiva e motora
do nervo ciatico de modo relacionado a dose. Em concentragao elevada, o
tramadol promove bloqueio motor de intensidade e duracdo semelhantes a
lidocaina. Demonstra-se, in vivo, efeito bloqueador da conducao neural pelo

tramadol.
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7. Anexos

Anexo 1

FOTO B: Bloqueio de ciatico
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FOTO C: Incisao plantar
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ANEXO 2

Tabela de conversdo de grama-forca para mN. O valor em gf deve ser
multiplicado por 9,8.

Filamento gf mN
3,84 0,6 5,88
4,08 1 9,8
417 1,4 13,72
4,31 2 19,6
4,56 4 39,2
4,74 6 58,8
4,93 8 78,4
5,07 10 98
5,18 15 147
5,46 26 254.8
5,88 60 588
6,10 100 980
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ANEXO 3

Comportamento apds injegao perineural de lidocaina 2%

Rato 1
1.arrasta inteiramente o membro posterior
2.nao dobra o joelho
3.pisa com dorso dos dedos
4 .firma a pata, mas pisa na face medial da mesma
5.dificuldade de apoiar a pata
6.dedos contraidos, pisa na medial da pata
7.pisa na medial da pata
8.anda normal

Rato 2
1.arrasta inteiramente o membro posterior
2.traciona a pata, tenta andar sobre o dorso dos dedos
3.tenta puxar a pata
4 .tenta pisar com a planta da pata na superficie
5.anda com o dorso dos dedos
6.nao consegue pisar com a planta da pata na superficie
7.pata voltada medialmente, pé caido, tenta pisar com a planta da pata na superficie
8.consegue pisar com a planta do pé na superficie
9.dificuldade de lidar com o posicionamento do membro no espago, pata voltada
medialmente
10.pata ligeiramente voltada medialmente, dificuldade de percep¢éo da pata no espago
11.pata ligeiramente voltada medialmente
12.anda normalmente

Rato 3

1)arrasta inteiramente o0 membro posterior

2)nédo dobra o joelho

3)pisa com o dorso da pata

4)firma a pata, pisa na medial, pata ainda relaxada

5)dedos contraidos, pata ligeiramente medial, anda com o dorso dos dedos
6)dedos ligeiramente contraidos, pata ligeiramente voltada medialmente
7)anda normal

Rato 4

1)arrasta inteiramente 0 membro posterior

2)traciona a pata usando a musculatura da coxa, tenta andar sobre o dorso dos dedos

3)dobra o joelho, anda com o dorso dos dedos

4)tenta puxar a pata para apoiar na superficie, s6 consegue andar sobre o dorso dos
dedos

5)anda com o dorso dos dedos

6)pata voltada medialmente, pé caido, tenta apoiar a planta da pata na superficie

7)apoia sobre a superficie, dificuldade de lidar com a forga muscular, flacidez no
membro

8)pata ligeiramente voltada medialmente

9)dificuldade de perceber a pata no espago

10)pata ligeiramente voltada medialmente

11)anda normal
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Rato 5
1) arrasta completamente o membro posterior
2) tenta pisar com o dorso dos dedos
3) traciona a pata, tenta apoiar o dorso dos dedos no solo
4) traciona a pata usando a musculatura da coxa, apdia a pata na superficie
5) anda sobre o dorso dos dedos
6) tenta apoiar a planta da pata na superficie
7) dedos nao estendem, apdia peso sobre o calcaneo
8) dedos contraidos, nao estendem
9) pata flacida, dedos contraidos, ndo apdia a planta
10) pata voltada medialmente, dificuldade de localizagdo da pata no espacgo
11) anda normal

Rato 6

1) arrasta o membro posterior totalmente flacido

2) tenta pisar com o dorso dos dedos usando a musculatura da coxa

3) arrasta a pata, anda com dorso dos dedos

4) apdia a planta da pata na superficie, pata voltada medialmente, dedos contraidos

5) pata flacida, mas apoia na superficie

6) pata ligeiramente voltada medialmente, dedos ndo estendem

7) dificuldade de percepgdo do espaco, dedos contraidos, ligeiramente voltada
medialmente

8) anda normal

Rato 7

1) arrasta completamente o membro posterior

2) tenta apoiar o dorso dos dedos

3) pata voltada medialmente

4) traciona a pata, dobra o joelho

5) ndo estende os dedos

6) apdia a pata na superficie, mas nao tem forga suficiente

7) pata flacida, anda com o peso sobre o calcanhar ou o dorso dos dedos
8) dedos ndo estendem

9) pata ligeiramente voltada medialmente, dedos ndo estendem

10) dificuldade de perceber a pata no espaco (eleva a pata excessivamente para
andar)

11) pata ligeiramente voltada medialmente

12) anda normal

Rato 8

1) arrasta completamente o membro posterior

2) traciona a pata usando a mm da coxa

3) tenta apoiar na superficie com o dorso dos dedos
4) anda com dorso dos dedos

5) apdia a pata na superficie, dedos contraidos

6) para voltada medialmente

7) dificuldade de localizar a pata no espago

8) dedos contraidos, pata voltada medialmente

9) pata flacida, voltada medialmente, dedos contraidos, apdia principalmente nos
calcanhares

10) anda normalmente
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Rato 9

1) arrasta completamente o membro posterior flacido

2) nao dobra o joelho

3) nado reposiciona a pata se esta for posicionada pelo observador
4) anda sobre o dorso dos dedos

5) pata voltada medialmente, dedos contraidos, anda sobre o dorso dos dedos
6) apdia a pata na superficie com dificuldade

7) pata voltada medialmente, anda sobre o dorso dos dedos

8) apdia a pata, ndo estende os dedos

9) pata caida, pata voltada medialmente

10) pata ligeiramente voltada medialmente

11) anda normalmente

Rato 10

1)arrasta completamente o membro posterior

2)nédo dobra o joelho

3)tenta dobrar o joelho usando a musculatura da coxa
4)pisa com dorso dos dedos

5)pata voltada medialmente

6)dedos contraidos, pata apoiada com dificuldade
7)anda com a face lateral da pata

8)pata ligeiramente voltada para a lateral

9)anda normal

Efeito do Bloqueio do Ciatico com Tramadol 5 mg:

Rato 1. Arrasta a pata; pata totalmente bloqueada;
Rato 2.Arrasta a pata; pata totalmente bloqueada;
Rato 3.Arrasta a pata; pata totalmente bloqueada;
Rato 4.Arrasta a pata; pata totalmente bloqueada;
Rato 5.Arrasta a pata; pata totalmente bloqueada.
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ANEXO 4

Dados referentes ao Bloqueio Motor com Lidocaina e Tramadol 5 mg

perineural
tempo de bloqueio
lidocaina tramadol
rato 51 51
50 32
37,5 45
37 37
60 31
30
59
55
41
35
média 45,55 39,2
dp 10,7508398 8,61394219

grau de bloqueio
lidocaina tramadol salina

AP A DDH
cNeoNoNoNo]

N N NG S S T LY N S SN
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ANEXO 5

Analise estatistica do Bloqueio de Ciatico com Tramadol e Lidocaina

Table Analyzed
Column A

VS

Column B

Wilcoxon signed rank test

P value

Exact or approximate P value?

P value summary

Are medians signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

Sum of positive, negative ranks

Sum of signed ranks (W)

How effective was the pairing?

rs (Spearman)

P Value (one tailed)

P value summary

Was the pairing significantly effective?

lidocaina x
tramadol
lidocana 2%
VS

Tramadol 5 mg

0,5000

Exact

ns

No

Two-tailed
5.000, -1.000
4,000
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ANEXO 6

Registro do numero de elevagdes da pata no teste da formalina

Controle formol 1 %

5.
10.
15.
20.
25,
30.
35.
40.
45.
50.
55.
60.

Tramal 5 mg pata

5

10.
15.
20.
25.
30.
35.
40.
45.
50.
55.
60.

Tramadol 2,5 mg

10.
15.
20.
25.
30.
35.
40.
45.
50.
55.
60.

pata

1
80.
4.
8.
61.
95.
60.
58.
74.
55.
59.
21.
23.
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Tramal 1,25 mg pata

5

10.
15.
20.
25.
30.
35.
40.
45.
50.
55.
60.

Tramal pata/naloxone pata

Tempo
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Tramal pata/naloxona intraperitoneal

Tempo
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Naloxona intraperitoneal controle

1

89.
28.
14.
50.
82.
90.
74.
37.
53.
40.
33.
18.

5.
10.
15.
20.
25.
30.
35.
40.
45,
50.
55.
60.
Naloxona
intraplantar
controle
1
5. 67.
10. 14.
15. 9.
20. 17.
25. 77.
30. 115.
35. 68.
40. 57.
45, 38.
50. 5.
55. 3.
60. 5.

2

59.

7.

13.
58.
95.
76.
81.
80.
91.
77.
90.
43.

55.
18.
60.
75.
108.
66.
83.
33.
61.
12.

10.

66.

10.
28.
70.
66.
93.
86.
65.
57.
13.
10.

86.
56.
39.
40.
49.
55.
28.
13.
16.

85.
42.
20.
34.
70.
47.
37.
58.
47.
25.

w

48.

31.
107.
68.
66.
54.
53.
49.
27.

93.
31.
17.
76.

92.
63.
60.
21.
11.
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ANEXO 7

Bloqueio do Ciatico com Tramadol 1,25 mg ou bloqueio simulado durante o
teste da Formalina

Tramadol 1,25 mg bloqueio ciatico

5.
10.
15.
20.
25.
30.
35.
40.
45,
50.
55.
60.

1
6.0
3.0
6.0
3.0
1.0
4.0
1.0
7.0
3.0
4.0
0.0
1.0

2
3.0
5.0
7.0
3.0
7.0

14.0
27.0
23.0
11.0
12.0
7.0
1.0

Bloqueio sham tramadol

Tempo
5.0
10.0
15.0
20.0
25.0
30.0
35.0
40.0
45.0
50.0
55.0
60.0

1
10.0
1.0
5.0
13.0
13.0
28.0
54.0
82.0
41.0
48.0
46.0
27.0

2
27.0
5.0
5.0
29.0
19.0
60.0
45.0
58.0
67.0
47.0
42.0
29.0

Bloqueio ciatico com salina

Tempo
5.0
10.0
15.0
20.0
25.0
30.0
35.0
40.0
45.0
50.0
55.0
60.0

1
44.0
9.0
8.0
19.0
57.0
94.0
87.0
94.0
37.0
111.0
75.0
39.0

21.0
2.0
2.0
8.0

37.0

34.0
10.0
13.0

74.0

48.0

28.0
8.0

0.0
0.0
20
3.0
35.0
41.0
41.0
18.0
57.0
39.0
24.0
2.0

20.0
3.0
1.0
4.0

38.0

69.0

54.0

71.0

101.0

35.0
20
2.0

19.0
8.0
8.0

26.0

52.0

32.0

35.0

33.0
12.0
6.0
8.0
6.0

0.0
1.0
1.0
2.0
5.0
6.0
14.0
15.0
1.0
2.0
0.0
1.0

19.0
5.0
6.0
17.0
36.0
19.0
21.0
55.0
11.0
30.0
15.0
6.0

44.0
4.0
2.0

38.0

48.0

116.0

56.0

103.0
8.0

42.0
17.0
4.0

0.0
0.0
12.0
20.0
38.0
34.0
17.0
2.0
5.0
1.0
1.0
0.0

57.0
12.0
11.0
59.0
72.0
85.0
46.0
68.0
64.0
32.0
9.0
6.0

18.0
20
4.0
4.0
19.0
27.0
56.0

176.0

42.0
32.0
32.0
4.0

42.0
6.0
20.0
44.0
88.0
56.0
68.0
46.0
55.0
25.0
20.0
36.0
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ANEXO 8

Registro do numero de elevacgdes da pata (valores agrupados) na primeira e
segunda fase da formalina:
1a fase: primeiros 10 minutos

2a fase: 11 a 60 minutos.

Segunda fase
Controle tram 5 mg

514 35
374 59
296 )
515 80
491 13

Primeira fase
Controle tram 5 mg
84 7
70 5
70 3
70 6
114 2

Controle
1a fase 84
2a fase 514

Tramadol 5 mg

1a fase 7
2a fase 35
Tramadol 2,5 mg
1a fase 0
2a fase 23
Tramadol 1,25 mg
1a fase 0
2a fase 178

tram 2,5 mg
23
5
7
40
22

tram 2,5 mg
0

0
0
0
0

70
374

185

tram 1,25 mg
178
185
238
189
192

tram 1,25 mg
0

0
0
0
0

70
296

w

238

70
515

114
491
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ANEXO 9

Registro do limiar de retirada da pata no teste de hiperalgesia pos incisdo
plantar: VonFrey

INCISAO PLANTAR

Controle

tempo 1 2 3 4 5
Basal 980 980 980 980 980
5 39 59 59 59 59
10 39 59 59 78 59
15 39 78 59 78 78
20 59 78 78 78 78
25 78 78 78 98 78
30 59 78 78 98 78
35 59 78 59 78 78
40 59 98 78 78 98
45 78 78 78 78 78
50 78 98 78 78 98
55 78 98 78 78 78
60 98 98 78 78 98

Tramadol endovenoso

Temp
o 1 2 3 4 5

Basal 980 980 980 980 980
5 59 59 39 59 59
10 39 59 39 78 78
15 59 7 59 98 98
20 59 78 98 98 147
25 59 78 147 98 255
30 78 98 147 255 147
35 78 98 147 255 255
40 98 147 255 588 255
45 98 147 588 588 255
50 147 147 980 588 255
55 255 255 588 255 255
60 147 255 980 488 255

Tramadol intraplantar

Tempo 1 2 3 4 5
Basal 980 980 980 980 980
5 255 588 588 588 588
10 588 588 980 980 980
15 588 980 980 980 980
20 980 980 980 980 980
25 980 980 980 980 980

30 980 980 980 588 980



Tempo
Basal

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

35
40
45
50
55
60

980
980
980
980
588
980

980
588
980
980
980
588

Tramadol Ipl + naloxona EV

Temp

(o]

Basal

5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

Tramadol intraplantar/naloxona intraplantar

1
980
980
588

254,8
254,8
254,8
147
147
147
98
147
254,8
254,8

1
980
98
147
147
147
147
147
255
147
147
147
147
147

2
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980

2
980
980
980
980
980
980
980
980
588
588
588
255
255

3
980
980
980

980
980
980
980
980
980

980
980
980
980
588
588
255
255
255
255
255
255
255

254,8

980
588
588
980
980
980
980
980
980

a4
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
980
588
980

980
980
980
980
980
588

980
988
988
588
588
988
988
988
988
988
988
988
988

980
980
980
980
980
980
980
980
980
588
588
980
588

980
980
980
980
980
980

980
980
980
980
980
588
588
588
588
588
255
255
255
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588
980
980



ANEXO 10

Analise estatistica das duas fases da formalina na curva dose-resposta de
Tramadol

Primeira fase da Formalina
"Table Analyzed""primeira fase tramadol"

"Repeated Measures ANOVA"

" P value"'< 0.0001"

" P value summary"***

" Are means signif. different? (P < 0.05)"Yes
" Number of groups"4

" F"84,03

" R square"0,9546

" Was the pairing significantly effective?"
" R square"0,01285

" F"0,8592

" P value"0,5154

" P value summary"ns

" Is there significant matching? (P < 0.05)"No
"ANOVA Table"SSdfMS

" Treatment (between columns)"2411138037
" Individual (between rows)"328,7482,18

" Residual (random)"11481295,64

" Total"2558719

"Tukey's Multiple Comparison Test"'Mean Diff."q"Significant? P < 0.057"
Summary"95% CI of diff"

" 1a fase controle vs 1a fase tram 5 mg"77,0017,61Yes***"58.64 to 95.36"
" 1a fase controle vs 1a fase tram 2,5 mg"81,6018,66Yes***"63.24 to 99.96"
" 1a fase controle vs 1a fase tram 1,25 mg"81,6018,66Yes***"63.24 to
99.96"

" 1a fase tram 5 mg vs 1a fase tram 2,5 mg"4,6001,052Nons"-13.76 to
22.96"

" 1afase tram 5 mg vs 1a fase tram 1,25 mg"4,6001,052Nons"-13.76 to
22.96"

" 1lafase tram 2,5 mg vs 1a fase tram 1,25 mg"0,00,0Nons"-18.36 to 18.36"
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Segunda fase da Formalina

" F"1,052

" P value"0,4213

" P value summary"ns

" Is there significant matching? (P < 0.05)"No

"ANOVA Table"SSdfMS

" Treatment (between columns)"5624133187471
" Individual (between rows)"1188542971

" Residual (random)"33894122825

" Total"60819319

"Tukey's Multiple Comparison Test""Mean Diff."q"Significant? P < 0.05?"
Summary"95% CI of diff"

" 2a fase controle vs 2a fse tram 5 mg"399,616,81Yes***"299.8 to 499.4"

" 2a fase controle vs 2a fase tram 2,5 mg"418,617,61Yes***"318.8 to 518.4"
" 2a fase controle vs 2a fase tram 1,25 mg"241,610,17Yes***"141.8 to
341.4"

" 2a fse tram 5 mg vs 2a fase tram 2,5 mg"19,000,7994Nons"-80.80 to
118.8"

" 2a fse tram 5 mg vs 2a fase tram 1,25 mg"-158,06,648Yes**"-257.8 to -
58.20"

" 2afase tram 2,5 mg vs 2a fase tram 1,25 mg"-177,07,447Yes***"-276.8 to -
77.20"
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ANEXO 11

Analise estatistica

Aplicagéo do Teste de Kruskal-Wallis, com o intuito de verificar possiveis
diferengas entre os grupos considerados, para as variaveis de interesse.

TESTE DA FORMALINA
SALINA.TRAM IPL/TRAM IP

Desvio- Percentil Percentil Sig.
Momento Grupo n  Média padrdo Minimo  Maximo 25 Mediana 75 (p)

3 5 684 10,46 55 80 59,5 65 79

4 5 1 2,24 0 5 0 0 2,5

10 5 284 12,88 15 49 18 27 39,5 0,002
min_05 Total 15 326 30,01 0 80 0 27 64

3 5 13,2 13,48 4 36 45 25,5

4 3,6 1,82 2 6 2 55

10 14 3,32 10 19 11,5 13 17 0,025
min_10 Total 15 10,27 8,94 2 36 4 6 15

3 5 12,2 12,34 0 33 4 10 21,5

4 5 1,8 1,79 0 4 0 3,5

10 5 7,6 3,65 2 12 45 10,5 0,071
min_15 Total 15 72 8,22 0 33 2 10

3 5 39,2 22,15 8 61 17 44 59

4 5 1,4 2,61 0 6 0 0 3,5

10 5 10,2 1,92 8 13 8,5 10 12 0,005
min_20 Total 15 16,93 20,56 0 61 1 9 26

3 5 66 26,66 24 95 42,5 70 87,5

4 5 1,2 1,3 0 3 0 1 2,5

10 20,6 10,48 11 36 11,5 18 31 0,003
min_25 Total 15 29,27 32,01 0 95 2 18 61

3 5 65 15,7 43 86 51,5 65 78,5

4 5 1,2 1,3 0 3 0 1 2,5

10 5 236 8,93 13 34 15 23 32,5 0,002
min_30 Total 15 29,93 29,02 0 86 2 23 60

3 5 626 16,35 37 77 475 65 76,5

4 5 2 1 1 3 1 2 3

10 5 292 4,92 22 35 245 31 33 0,002
min_35 Total 15 31,27 27,23 1 77 3 31 58

3 5 646 22,36 34 95 46 62 84,5

4 5 42 55 0 13 0 2 9,5

10 5 206 1,14 19 22 19,5 21 21,5 0,002
min_40 Total 15 29,8 29,13 0 95 6 21 58
min_45 3 5 496 20,34 20 71 29,5 55 67 0,003

4 5 34 4,67 0 9 0 0 8,5
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10 5 19,4 2,07 16 21 17,5 20 21
Total 15 2413 22,78 0 71 8 20 39
3 44 13,66 24 59 31 46 56
4 6,8 7,09 1 15 1 3 14,5
10 19,2 3,11 15 22 16 20 22 0,002
min_50 Total 15 23,33 18,07 1 59 14 20 38
3 5 26 9,54 15 37 18 22 36
4 6,4 5,94 0 14 0,5 12
10 5 9,4 1,14 8 11 8,5 10,5 0,008
min_55 Total 15 13,93 10,77 0 37 8 10 21
3 5 13,6 7,27 5 23 7,5 11 21
4 8,4 10,36 0 26 15 17,5
10 5,8 1,79 3 7 4 7 0,162
min_60 Total 15 9,27 7,61 0 26 4 11

Encontramos diferengas estatisticamente significantes para quase
todas as variaveis estudadas (momentos de observagédo). Assim, vamos

aplicar o Teste de Mann-Whitney, de modo complementar, para
identificarmos quais grupos diferenciam-se entre si, em cada momento
estudado
SALINA/TRAM IPL/TRAM IP
GRUPO 3=SALINA
GRUPO 4= TRAMADOL IPL
GRUPO 10=TRAMADOL IP

Variavel G3 x G4 G3xG10 G4 xG10

min_05 0,007 0,009 0,007

min_10 0,073 0,401 0,009

min_15 0,071 0,528 0,036

min_20 0,008 0,094 0,008

min_25 0,009 0,028 0,009

min_30 0,009 0,009 0,009

min_35 0,009 0,009 0,008

min_40 0,009 0,009 0,009

min_45 0,008 0,036 0,008

min_50 0,009 0,009 0,011

min_55 0,009 0,009 0,401

min_60 0,175 0,056 0,832
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Descricao e comparagao entre os Grupos 3, 11 e 12
Salina (GRUPO 3), tramadol pata + naloxona na pata (GRUPO 11),

tramadol na pata + naloxona ip (GRUPO 12)

Aplicagao do Teste de Kruskal-Wallis, com o intuito de verificarmos possiveis

diferencas entre os grupos considerados, para as variaveis de interesse

Desvio- Percentil Percentil

tempo  Grupo n  Média padrdo  Minimo Maximo 25 Mediana 75 Sig. (p)
3 5 68,4 10,46 55 80 59,5 65 79
11 5 1,6 2,61 0 6 0 0 4

12 6 1,33 1,75 0 4 0 0,5 3,25 0,006
min_05  Total 16 22,38 32,54 0 80 0 25 61,75
3 5 13,2 13,48 4 36 45 6 25,5
11 5 0,4 0,55 0 1 0 0 1

12 1,33 1,75 0 4 0 0,5 3,25 0,006
min_10  Total 16 475 9,18 0 36 0 1 4,75
3 12,2 12,34 0 33 4 10 21,5
11 1,6 1,34 0 3 0,5 1 3

12 0,33 0,52 0 1 0 0 1 0,037
min_15  Total 16 444 8,41 0 33 0 1 6,75
3 39,2 22,15 8 61 17 44 59
11 2 2,35 0 0,5 1 4

12 15 2,35 0 0 0,5 3 0,006
min_20  Total 16 1344 21,35 0 61 0,25 2 21,5
3 66 26,66 24 95 425 70 87,5
11 2,8 3,11 0 0,5 2 55

12 3 3,1 0 0 2,5 6,25 0,008
min_25  Total 16 22,63 33,28 95 1 5 51,75
3 65 15,7 43 86 51,5 65 78,5
11 52 7,29 18 1 2 11

12 7,33 6,5 20 2,75 6 10,25 0,005
min_30  Total 16 2469 29,71 86 2,25 6,5 55,75
3 62,6 16,35 37 77 475 65 76,5
11 1,8 11 1 3 1 1 3

12 6,83 5,64 0 13 0,75 7,5 12,25 0,005
min_35  Total 16 2269 29,31 0 77 1 75 52,75
3 64,6 22,36 34 95 46 62 84,5
11 3,6 1,95 1 6 2 3 55

12 12,83 10,13 3 31 6 9,5 20,5 0,002
min_40  Total 16 26,13 30,03 1 95 35 9,5 52
3 49,6 20,34 20 71 29,5 55 67
11 3,6 2,41 1 7 15 3 6

12 16,67 8,48 2 27 11 18 225 0,005
min_45  Total 16 2288 22,65 1 71 35 18 36
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3 5 44 13,66 24 59 31 46 56

11 5 2,6 2,79 0 6 0 2 55

12 6 2333 12,63 3 36 12 26,5 33,75 0,004
min_50  Total 16 23,31 19,76 0 59 3,5 23 37,5

3 26 9,54 15 37 18 22 36

11 1 2,24 0 5 0 0 25

12 25 26,73 0 77 9 19,5 35,75 0,013
min_55  Total 16 17,81 20,02 0 77 0 16,5 22

3 13,6 7,27 5 23 75 11 21

11 1 0,71 0 2 05 1 1,5

12 25,5 23,14 4 61 55 20 46,75 0,007
min_60  Total 16 14,13 17,38 0 61 1,25 75 22

Encontramos diferengas estatisticamente significantes para todas as

variaveis estudadas (momentos de observagao). Assim, vamos aplicar o

Teste de Mann-Whitney, de modo complementar, para identificarmos quais
grupos diferenciam-se entre si, em cada momento estudado:

Par de Grupos
Variavel Salina x tram/nalox ipl  Salina x tram ipl/nalox IP Tram/nalox ipl x tram ipl/nalox IP
min_05 0,008 0,006 0,921
min_10 0,008 0,007 0,481
min_15 0,091 0,034 0,076
min_20 0,009 0,006 0,507
min_25 0,009 0,006 0,926
min_30 0,009 0,006 0,196
min_35 0,008 0,006 0,223
min_40 0,009 0,006 0,027
min_45 0,009 0,022 0,035
min_50 0,009 0,028 0,017
min_55 0,007 0,359 0,022
min_60 0,008 0,715 0,006
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Descricao e comparagao entre os Grupos 13,14 e 15
13 (bloqueio ciatico com tramadol), 14 (bloqueio sham). 15 (salina)

Aplicacao do Teste de Kruskal-Wallis, com o intuito de verificarmos possiveis

diferengas entre os grupos considerados, para as variaveis de interesse

Desvio- Percentil Percentil

Tempo Grupo n Média padrdo  Minimo Maximo 25 Mediana 75 Sig. (p)

13 5 18 26,83 0 60 0 0 45

14 6 29167 173,14 100 570 167,5 235 4575

15 5 292 135,54 180 440 185 210 440 0,007
min_05 Total 16 206,25 179,63 0 570 37,5 190 3825

13 5 18 21,68 0 50 0 10 40

14 6 53,33 37,24 10 120 25 50 75

15 5 50 33,17 20 90 20 40 85 0,135
min_10 Total 16 41,25 33,84 0 120 12,5 35 57,5

13 5 56 43,93 10 120 15 60 95

14 6 80 66,93 10 200 40 55 132,5

15 5 48 30,33 20 80 20 40 80 0,854
min_15 Total 16 62,5 49,6 10 200 20 55 80

13 5 62 77,27 20 200 25 30 115

14 6 276,67 206,85 40 590 107,5 230 4775

15 190 137,48 40 380 60 190 320 0,045
min_20 Total 16 182,5 171,17 20 590 32,5 150 282,5

13 5 172 177,82 10 380 30 70 365

14 6 443,33 296,83 130 880 175 370 760

15 5 426 151,1 190 570 280 480 545 0,094
min_25 Total 16 353,13 244,64 10 880 145 365 510

13 5 198 167,69 40 410 50 140 375

14 6 528,33 249,75 190 850 2575 580 730

15 5 606 413,5 270 1160 295 340 1050 0,124
min_30 Total 16 449,38 324,99 40 1160 210 340 667,5

13 5 200 149,67 10 410 75 170 340

14 6 480 155,82 210 680 390 500 575

15 488 285,43 100 870 225 560 715 0,067
min_35 Total 16 395 232,9 10 870 180 430 555

13 5 130 84,56 20 230 45 150 205

14 6 633,33 128,63 460 820 5275 630 7375

15 5 838 643,56 130 1760 230 940 1395 0,021
min_40 Total 16 540 454,96 20 1760 157,5 505 792,5

13 5 154 235,54 10 570 20 50 340

14 6 565 298,65 110 1010 335 595 755

15 5 346 266,05 80 740 100 370 580 0,065
min_45 Total 16 368,13 307,16 10 1010 87,5 390 622,5
min_50 13 5 116 159,15 10 390 15 40 255 0,062
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14 6 361,67 93,68 250 480 2875 335 472,5
15 5 478 388,1 60 1110 190 420 795
Total 16 321,25 269,69 10 1110 75 320 457,5
13 5 64 102,62 0 240 0 10 155
14 6 22333 178,74 20 460 72,5 175 430
15 320 258,17 80 750 125 280 535 0,058
min_55 Total 16 203,75 205,91 750 32,5 160 310
13 5 10 7,07 20 5 10 15
14 6 176,67 146,24 20 360 50 165 307,5
15 5 122 150,73 40 390 40 60 235 0,008
min_60 Total 16 107,5 135,47 0 390 12,5 50 222,5

Encontramos diferengas estatisticamente significantes para algumas

variaveis estudadas (momentos de observagao). Assim, vamos aplicar o
Teste de Mann-Whitney, de modo complementar, para identificarmos quais

grupos diferenciam-se entre si, em cada momento estudado.

Par de Grupos
G13xG14 G13xG15 G14 xG15
Variavel Blogueio com tramadol x sham Blogueio com tramadol x salina Boqueio
min_05 0,006 0,008 0,927
min_10 0,064 0,115 0,854
min_15 0,854 0,916 0,462
min_20 0,027 0,045 0,522
min_25 0,082 0,047 0,784
min_30 0,045 0,142 0,715
min_35 0,017 0,116 0,714
min_40 0,006 0,047 0,584
min_45 0,035 0,117 0,273
min_50 0,045 0,047 0,582
min_55 0,067 0,028 0,584
min_60 0,007 0,008 0,712
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ANEXO 12

Analise Estatistica
Teste da Incisdo Plantar

Descrigao e comparacao entre os Grupos A (controle), B tramadol 5 mg
EV e C (tramadol 5 mg ipl)

Aplicacdo do Teste de Kruskal-Wallis, com o intuito de verificarmos possiveis
diferencas entre os grupos considerados, para as variaveis de interesse:

Desvio- Percentil Percentil  Sig.

Tempo Grupo N Média padrdo  Minimo  Maximo 25 Mediana 75 (p)

A 5 980 0 980 980 980 980 980

B 5 980 0 980 980 980 980 980 >

C 5 980 0 980 980 980 980 980 0,999

min_basal  Total 15 980 0 980 980 980 980 980

A 5 55 8,94 39 59 49 59 59

B 5 55 8,94 39 59 49 59 59

C 5 5214 14892 255 588 4215 588 588 0,004
min_05 Total 15 210,47 241,19 39 588 59 59 588

A 58,8 13,79 39 78 49 59 68,5

B 58,6 19,5 39 78 39 59 78

C 8232 214,71 588 980 588 980 980 0,008
min_10 Total 15 313,563  390,5 39 980 59 78 588

A 5 66,4 17,39 39 78 49 78 78

B 5 64,2 37,45 7 98 33 59 98

C 9016 175,31 588 980 784 980 980 0,008
min_15 Total 15 344,07 419,28 7 980 59 78 980

A 74,2 8,5 59 78 68,5 78 78

B 96 32,79 59 147 68,5 98 122,5

C 980 0 980 980 980 980 980 0,004
min_20 Total 15 3834 43714 59 980 78 98 980

A 82 8,94 78 98 78 78 88

B 1274 78,5 59 255 68,5 98 201

C 980 0 980 980 980 980 980 0,005
min_25 Total 15 396,47 429,61 59 980 78 98 980

A 5 78,2 13,79 59 98 68,5 78 88

B 5 145 68,57 78 255 88 147 201

C 9016 175,31 588 980 784 980 980 0,003
min_30 Total 15 374,93 399,46 59 980 78 147 980

A 70,4 10,41 59 78 59 78 78

B 166,6 84,51 78 255 88 147 255

C 980 0 980 980 980 980 980 0,002
min_35 Total 15 405,67 424,78 59 980 78 147 980
min_40 A 5 82,2 16,38 59 98 68,5 78 98 0,002
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B 5 2686 191,23 98 588 122,5 255 421,5
C 5 9016 175,31 588 980 784 980 980
Total 15 41747 388,68 59 980 98 255 980
A 78 0 78 78 78 78 78
B 3352 237,66 98 588 122,5 255 588
C 980 0 980 980 980 980 980 0,001
min_45 Total 15 4644 412,76 78 980 78 255 980
A 5 86 10,95 78 98 78 78 98
B 5 4234 359,88 147 980 147 255 784
C 980 0 980 980 980 980 980 0,002
min_50 Total 15 496,47 427,34 78 980 98 255 980
A 82 8,94 78 98 78 78 88
B 3216 148,92 255 588 255 255 421,5
C 9016 175,31 588 980 784 980 980 0,002
min_55 Total 15 435,07 376,82 78 980 78 255 980
A 5 90 10,95 78 98 78 98 98
B 5 425 334,32 147 980 201 255 734
C 5 8232 214,71 588 980 588 980 980 0,003
min_60 Total 15 446,07 376 78 980 98 255 980

Para as diferengas estatisticamente significantes que foram encontradas,
vamos aplicar o Teste de Mann-Whitney, para identificarmos quais grupos

diferenciam-se entre si, quando comparados par a par:

Par de Grupos

controle x EV CONTROLE X IPL EV XIPL
Variavel AxB AxC BxC

min_basal > 0,999 > 0,999 > 0,999
min_05 > 0,999 0,005 0,005
min_10 >(),999 0,007 0,008
min_15 0,914 0,006 0,007
min_20 0,178 0,004 0,005
min_25 0,371 0,004 0,005
min_30 0,039 0,006 0,007
min_35 0,017 0,005 0,005
min_40 0,014 0,007 0,009
min_45 0,005 0,003 0,005
min_50 0,008 0,005 0,018
min_55 0,005 0,005 0,007
min_60 0,008 0,007 0,051
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Descrigao e comparacgao entre os Grupos A (controle), C (tramadol ipl)
e D (tramadol ipl + naloxone EV)
controle, tramadol ipl, tramadol ipl+naloxone EV

Aplicacao do Teste de Kruskal-Wallis, com o intuito de verificarmos possiveis
diferencas entre os grupos considerados, para as variaveis de interesse:

Desvio- Percentil Percentil  Sig.
Momento  Grupo N Média padrdo  Minimo  Maximo 25 Mediana 75 (p)
A 5 980 0 980 980 980 980 980
C 5 980 0 980 980 980 980 980 >
D 5 980 0 980 980 980 980 980 0,999
min_basal  Total 15 980 0 980 980 980 980 980
A 5 55 8,94 39 99 49 99 59
C 5 5214 148,92 255 588 421,5 588 588
D 5 803,6 394,44 98 980 539 980 980 0,004
min_05 Total 15 460 391,03 39 980 59 588 980
A 5 58,8 13,79 39 78 49 59 68,5
C 5 8232 214,71 588 980 588 980 980
D 5 8134 372,53 147 980 563,5 980 980 0,005
min_10 Total 15 565,13 436,16 39 980 59 588 980
A 5 66,4 17,39 39 78 49 78 78
C 5 9016 175,31 588 980 784 980 980
D 5 735 369,94 147 980 367,5 980 980 0,005
min_15 Total 15 567,67 433,05 39 980 78 588 980
A 5 74,2 8,5 59 78 68,5 78 78
C 5 980 0 980 980 980 980 980
D 5 656,6 345,79 147 980 367,5 588 980 0,003
min_20 Total 15 570,27 429,76 59 980 78 588 980
A 5 82 8,94 78 98 78 78 88
C 5 980 0 980 980 980 980 980
D 5 656,6 345,79 147 980 367,5 588 980 0,003
min_25 Total 15 572,87 426,55 78 980 78 588 980
A 5 78,2 13,79 99 98 68,5 78 88
C 5 9016 175,31 588 980 784 980 980
D 5 590 391,37 147 980 201 588 980 0,004
min_30 Total 15 523,27 419,59 59 980 78 588 980
A 5 70,4 10,41 59 78 59 78 78
C 5 980 0 980 980 980 980 980
D 5 6116 362,74 255 980 255 588 980 0,003
min_35 Total 15 554 432,61 59 980 78 588 980
A 5 82,2 16,38 99 98 68,5 78 98
C 5 9016 175,31 588 980 784 980 980
D 5 5116 327,81 147 980 201 588 784 0,003
min_40 Total 15 498,47 399,44 59 980 98 588 980
min_45 A 5 78 0 78 78 78 78 78 0,002
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C 5 980 0 980 980 980 980 980
D 5 5116 327,81 147 980 201 588 784
Total 15 5232 4196 78 980 78 588 980
A 86 10,95 78 98 78 78 98
C 980 0 980 980 980 980 980
D 445 341,93 147 980 201 255 784 0,002
min_50 Total 15 503,67 421,91 78 980 98 255 980
A 5 82 8,94 78 98 78 78 88
C 5 9016 175,31 588 980 784 980 980
D 5 3784 339,54 147 980 201 255 617,5 0,003
min_55 Total 15 454 405,91 78 980 78 255 980
A 5 90 10,95 78 98 78 98 98
C 5 8232 214,71 588 980 588 980 980
D 5 3784 339,54 147 980 201 255 617,5 0,003
min_60 Total 15 430,563 378,94 78 980 98 255 980

Para as diferengas estatisticamente significantes que foram encontradas,
vamos aplicar o Teste de Mann-Whitney, para identificarmos quais grupos
diferenciam-se entre si, quando comparados par a par:

Par de Grupos
Variavel AxC AxD CxD
min_basal > 0,999 > 0,999 > 0,999
min_05 0,005 0,005 0,095
min_10 0,007 0,006 0,699
min_15 0,006 0,007 0,439
min_20 0,004 0,007 0,053
min_25 0,004 0,007 0,053
min_30 0,006 0,008 0,156
min_35 0,005 0,008 0,053
min_40 0,007 0,008 0,055
min_45 0,003 0,005 0,018
min_50 0,005 0,008 0,018
min_55 0,005 0,006 0,032
min_60 0,007 0,007 0,049
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Descrigao e comparacao entre os Grupos A (controle), C (tramadol ipl)

e E (tramadol ipl + naloxone ipl)

controle, tramadol ipl, tramadol ipl+naloxone ipl

Desvio- Percentil Percentil  Sig.
Momento Grupo N Média padrdo  Minimo  Mé&ximo 25 Mediana 75 (p)

A 5 980 0 980 980 980 980 980

C 5 980 0 980 980 980 980 980 >

E 5 980 0 980 980 980 980 980 0,999

min_basal Total 15 980 0 980 980 980 980 980

A 5 55 8,94 39 59 49 59 59

C 5214 148,92 255 588 4215 588 588

E 980 0 980 980 980 980 980 0,001
min_05 Total 15 5188 398,94 39 980 59 588 980

A 58,8 13,79 39 78 49 59 68,5

C 8232 214,71 588 980 588 980 980

E 901,6 175,31 588 980 784 980 980 0,005
min_10 Total 15 594,53 420,55 39 980 59 588 980

A 66,4 17,39 39 78 49 78 78

C 901,6 175,31 588 980 784 980 980

E 689,92 397,21 2548 980 254,8 980 980 0,005
min_15 Total 15 552,64 434,29 39 980 78 588 980

A 74,2 8,5 59 78 68,5 78 78

C 980 0 980 980 980 980 980

E 834,96 324,32 2548 980 6174 980 980 0,002
min_20 Total 15 629,72 446,26 59 980 78 980 980

A 82 8,94 78 98 78 78 88

C 980 0 980 980 980 980 980

E 756,56 327,85 2548 980 4214 980 980 0,003
min_25 Total 15 606,19 432,26 78 980 78 980 980

A 5 78,2 13,79 59 98 68,5 78 88

C 5 901,6 175,31 588 980 784 980 980

E 5 735 369,94 147 980 367,5 980 980 0,005
min_30 Total 15 5716 428,15 59 980 78 588 980

A 5 70,4 10,41 59 78 59 78 78

C 5 980 0 980 980 980 980 980

E 5 8134 372,53 147 980 563,5 980 980 0,002
min_35 Total 15 621,27 4552 59 980 78 980 980

A 5 82,2 16,38 59 98 68,5 78 98

C 5 901,6 175,31 588 980 784 980 980

E 5 8134 372,53 147 980 563,5 980 980 0,004
min_40 Total 15 599,07 439,33 59 980 98 980 980

A 5 78 0 78 78 78 78 78

C 5 980 0 980 980 980 980 980

E 5 7252 389,54 98 980 343 980 980 0,002
min_45 Total 15 5944 444,76 78 980 78 980 980
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A 5 86 10,95 78 98 78 78 98

C 5 980 0 980 980 980 980 980

E 5 735 369,94 147 980 367,5 980 980 0,003
min_50 Total 15 600,33 437,69 78 980 98 980 980

A 82 8,94 78 98 78 78 88

C 9016 175,31 588 980 784 980 980

E 756,56 327,85 254,8 980 4214 980 980 0,004
min_55 Total 15 580,05 419,71 78 980 78 588 980

A 90 10,95 78 98 78 98 98

C 8232 214,71 588 980 588 980 980

E 756,56 327,85 254,8 980 4214 980 980 0,006
min_60 Total 15 556,59 401,67 78 980 98 588 980

Para as diferengas estatisticamente significantes que foram encontradas,
vamos aplicar o Teste de Mann-Whitney, para identificar quais grupos
diferenciam-se entre si, quando comparados par a par:

GRUPO A=controle,
GRUPO C= tramadol ipl,
GRUPO E= tramadol ipl+naloxone ipl

Par de Grupos
Variavel AxC AxE CxE
min_basal > 0,999 > (0,999 > 0,999
min_05 0,005 0,004 0,004
min_10 0,007 0,006 0,513
min_15 0,006 0,007 0,366
min_20 0,004 0,005 0,317
min_25 0,004 0,006 0,136
min_30 0,006 0,007 0,439
min_35 0,005 0,006 0,317
min_40 0,007 0,007 0,881
min_45 0,003 0,005 0,136
min_50 0,005 0,007 0,136
min_55 0,005 0,006 0,439
min_60 0,007 0,007 0,811
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Anexo 13

Ref. SE/MA/175/06

Ao

Departamento de Cirurgia

A Comissdio de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
24.08.06, tomou conhecimento que o Protocolo de Pesquisa n° 051/02,
intitulado: “Efeitos analgésicos periféricos do tramadol em ratos”,

serd tese de doutorado da Angela Maria de Souza ,tendo como

orientador Prof.Dr. Hazem Adel Ashmawi

CAPPesq, 24 de agosto de 2006.

\

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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SCIENTIFIC ARTICLE

Efeito Analgésico Local do Tramadol em Modelo de Dor
Provocada por Formalina em Ratos”
Local Effect of Tramadol on Formalin Evoked Flinching
Behavior in Rats.
Angela Maria Sousa, TSA', Paula Andrea Bapbista Franco’, Hazem Adel Ashmawi, T5A°, lnmar de Paula Posso, TSA*

RESUMO
Sousa AM, Franco PAB, Ashmawl HA, Posso P — Efelto Analgésl-
co Local do Tramadol em Modako de Dor Provocada por Formaling
em Rabs.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: O clonarato de tramadol & um

cal do ramadol. mas seu mecanismo de agdo ndo fol estabelecioo.

METODO: Estudou-se 0 efello da aoministragdo local, sistémica
& por bioguelo de nervo perférico do tramadol sobre 0 comporta-

menio de slevagdo da pata gerado pela injegdo de 50 L de forma-
iina 3 1% na regido dorsal d3 pata de ratos. O ndmer de
d3 pata fof absenvado pelo periodo de 60 minufos.

RESULTADOS: A agminisiragdo local de framadol em concentra-
¢des malores (2,5 e 5 mg) kevou 3o bioqueio praticamente compiefo
do comportamento de eievagdo da pata durante fodo o teste. A ad-
ministragdo sistémica e por bloguelo de nervo penerico ndo afe-
tou 0 comportamento de elevagdo da pata na fase | e aiminuiu
parciaimente na fase i.

CONCLUSOES: O tramadol apresentou efello anaigesico local no
modelo de comportamento de elevapdes da pata com formaina,
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que & aiferents de sua apdo central Esse efello, nesse modelo,
ndo parece sev igado 3 efello anestésico local

Unitsrmoa: ANALGESICOS: Famadol; ANIMAIS: ratos; DOR, Expe-
nmeniat formaling; FARMACOLOGIA, Famacodnamica: mecanismos
oe ago.

SUMMARY
Sousa AM, Franco PAB, Ashmawl HA, Posso IP — Local Effect of
Tramadol on Formalin Evoked Finching Behavior In Rats.

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Tramadol hyarochionde Is

monsirated, buf ks mechanism of action remains unciear.

METHODS: in this study, we examined ihe effect of local, sysiemic
and nerve block tramadal on the nociceptive Minching behavior -
cited by injection of 50 L of 1% formaiin into the dorsal region of
hind paw of rats. Nockoepiive finching behavior was observed for
60 minutes.

RESULTS: Local framadol In higher concentrations (2.5 and Smg)
aimost elminated finching behavior during the entire fest. Systamic
and neural block tramadal did not afect finching behavior In phase
| and partialy decreased i in phase Il.

CONCLUSIONS: Tramadol presented 3 jocal anaigesic effect in
formaiin nociceptive inching behavior that is aifferent from s cen-
tral anaigesic effect. This anaigesic effect, in this mode), seems not
to be Wnked fo 3 local anesthetic ke effect

Key Words: ANALGESICS: ramadol; ANIMALS: rats; PAIN: Exper-
mental: formaiin; PHARMACOLOGY, Phamacodynamic: action me-
canisms.

INTRODUGAOD

O diondrato de tramadol — dloridrato de (1RS, 2RS)-2-{(di-
metilamino}-metil]-1{3-metoxiphenil}-ciclohexanol — & um
farmaco analgésico de agdo central utilizado principalmen-
te no tratamento de dores moderadas e intensas, agudas
ou cronicas '2. E um analogo sintético da codeina, pre-
sente como mistura racémica de dois enantiomeros [(+)-
(-}-uaqndol]. que apresentam diferentes pmpnedad:as far-
macologicas, sobretudo na afinidade pelo receptor. Tém ati-
vidades sinérgica e complementar que resultam no efeito

n
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