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RESUMO

DE MORAES, N.V. Influéncia do diabetes descompensado na disposicao
cinética, metabolismo e farmacocinética-farmacodinamica dos enantidbmeros
do tramadol em pacientes com dor neuropatica. 2011. 202f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo
Paulo, Ribeirdao Preto, 2011.

O tramadol € um analgésico de acdo central eficaz na atenuacdo de dores agudas e
cronicas, entre elas a dor neuropatica em pacientes diabéticos. Encontra-se
disponivel na clinica como mistura de (+)-tramadol e (-)-tramadol. O tramadol &
metabolizado pelo CYP2D6 em O-desmetiltramadol (M1) e pelo CYP3A4 e CYP2B6
em N-desmetiltramadol (M2). Ambos enantibmeros do tramadol e o (+)-M1
contribuem para a atividade analgésica: o (+)-tramadol e o (+)-M1 agem como
agonistas do receptor p-opioide; o (+)-tramadol inibe a recaptacdo de serotonina; e o
(-)-tramadol inibe a recaptacdo de noradrenalina. O estudo investiga a influéncia do
diabetes mellitus (DM) tipo 1 e tipo 2 descompensados na disposi¢cdo cinética,
metabolismo e farmacocinética-farmacodindmica dos enantibmeros tramadol em
pacientes com dor neuropatica. Os pacientes nao diabéticos (Grupo Controle, n=12),
0os pacientes com DM tipo 1 (n=9) e os pacientes com DM tipo 2 (n=9), todos
portadores de dor neuropatica e fenotipados como metabolizadores extensivos do
CYP2D6, receberam dose Unica oral de 100 mg de tramadol racémico. Amostras
seriadas de sangue foram coletadas até 24 h apds a administracdo do tramadol para
o estudo farmacocinético e para a avaliagcdo das concentracfes de noradrenalina. A
dor dos pacientes foi avaliada através da escala analdgica visual de dor nos mesmos
tempos de coleta de sangue. Os pacientes foram avaliados quanto a atividade in
vivo do CYP3A utilizando midazolam como farmaco marcador e genotipados para o
CYP2B6. As concentragfes plasmaticas total e livre dos enantibmeros do tramadol,
M1 e M2 foram analisadas por LC-MS/MS usando a coluna Chiralpak® AD. A
disposicdo cinética do tramadol é enantiosseletiva nos pacientes dos Grupos
Controle e DM tipo 1, com acumulo plasmatico do (+)-tramadol. O DM tipo 1, mas
ndo o DM tipo 2, reduz a AUC do metabdlito ativo (+)-M1 e simultaneamente
aumenta sua fracao livre. Portanto, a concentracdo plasmatica livre do eutdmero (+)-
M1 permanece inalterada nos pacientes portadores de DM tipo 1 e DM tipo 2. Nao
foram observadas diferencas entre os Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2
quanto as razdes metabdlicas plasmaticas e urinarias do metoprolol/a-
hidroximetoprolol e quanto ao clearance do midazolam. CorrelacBes significativas
entre as razfes metabdlicas de AUC (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-M1 e a
atividade in vivo do CYP2D6 avaliada em plasma ou urina empregando o metoprolol
como farmaco marcador sugerem a aplicacdo do tramadol como farmaco marcador
do CYP2D6. Os dados também mostram uma tendéncia de aumento do clearance
do (+)-tramadol e do (-)-tramadol em virtude da presenca do alelo mutante T no
polimorfismo 516G>T do CYP2B6. O modelo sigmoide de efeito maximo fracional foi
empregado para descrever a relagdo farmacocinética-farmacodinamica do tramadol
em pacientes com dor neuropatica, relacionando as concentracdes plasmaticas livre
do (+)-M1 com o efeito analgésico do tramadol. O presente estudo mostra a
importéancia da analise da concentragdo livre dos enantiomeros individuais do
tramadol e seus metabdlitos nos estudos de farmacocinética-farmacodinamica.
Palavras-chave: tramadol, farmacocinética, metabolismo, diabetes, dor
neuropatica.



ABSTRACT

DE MORAES, N.V. Influence of uncontrolled type 1 and type 2 diabetes on the
kinetic disposition, metabolism and pharmacokinetics-pharmacodynamics of
tramadol enantiomers in patients with neuropathic pain. 2011. 202p. Doctoral
Thesis. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Tramadol is a centrally acting analgesic that effectively relieves acute and chronic
pain, including neuropathic pain in diabetic patients. The drug is available in clinical
practice as a mixture of the (+)-tramadol and (-)-tramadol enantiomers. Tramadol is
metabolized by CYP2D6 to O-desmethyltramadol (M1) and by CYP3A4 and CYP2B6
to N-desmethyltramadol (M2). Both tramadol enantiomers and (+)-M1 contribute to
the analgesic activity of the drug: (+)-tramadol and the (+)-M1 metabolite act as p-
opioid receptor agonists; (+)-tramadol inhibits serotonin reuptake; and (-)-tramadol
inhibits the reuptake of norepinephrine. This study investigated the influence of
uncontrolled type 1 and type 2 diabetes mellitus (DM) on the kinetic disposition,
metabolism and pharmacokinetics-pharmacodynamics of tramadol enantiomers in
patients with neuropathic pain. Nondiabetic patients (control group, n = 12), patients
with type 1 DM (n = 9), and patients with type 2 DM (n = 9), all with neuropathic pain
and phenotyped as extensive metabolizers of CYP2D6, received a single oral dose of
100 mg racemic tramadol. Serial blood samples were collected up to 24 h after
administration of the drug for pharmacokinetic study and for the analysis of
noradrenaline in plasma. Pain was rated on a visual analog pain scale at the same
time as blood sampling. The patients were evaluated for in vivo CYP3A activity using
midazolam as a probe drug and genotyped for CYP2B6. Total and unbound plasma
concentrations of the tramadol, M1 and M2 enantiomers were analyzed by LC-
MS/MS using a Chiralpak® AD column. The kinetic disposition of tramadol was
enantioselective in the control and type 1 DM groups, with the accumulation of (+)-
tramadol. Type 1, but not type 2, DM reduced the AUC of the active (+)-M1
metabolite and simultaneously increased its unbound fraction. Therefore, unbound
plasma concentrations of the (+)-M1 eutomer remain unchanged in patients with type
1 and type 2 DM. No differences in the plasma and urinary metabolic ratios of
metoprolol/a-hydroxymetoprolol or in midazolam clearance were observed between
the control, type 1 and type 2 DM groups. The significant correlations seen between
(+)-tramadol/(+)-M1 or (-)-tramadol/(-)-M1 AUC metabolic ratios and in vivo CYP2D6
activity evaluated in plasma or urine using metoprolol as a probe drug suggest the
application of tramadol as a marker for CYP2D6. The data also showed a trend
towards increased clearance of (+)-tramadol and (-)-tramadol as a result of the
presence of mutant allele T in the 516G>T polymorphism of the CYP2B6 gene. The
fractional sigmoid maximum drug effect model was used to describe the
pharmacokinetic-pharmacodynamic relationship of tramadol in patients with
neuropathic pain, associating the unbound plasma concentrations of (+)-M1 with the
analgesic effect of tramadol. The present study highlights the importance of analyzing
unbound concentrations of the individual tramadol enantiomers and its metabolites in
pharmacokinetic-pharmacodynamic studies.

Keywords: tramadol, pharmacokinetics, metabolism, diabetes, neuropathic pain.
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INTRODUCAO

O tramadol é um analgésico de acado central empregado no tratamento de
diversas condi¢des dolorosas agudas e crbénicas, entre elas a dor neuropatica. A dor
neuropatica é definida pela International Association for the Study of Pain como dor
iniciada por lesédo primaria ou disfungdo do sistema nervoso (ADRIAENSEN et al.,
2005), sendo que a dor neuropatica diabética é causada por alteragdes vasculares e
danos metabdlicos provocados pela hiperglicemia. A neuropatia diabética é
considerada uma das complicagbes do diabetes mellitus (DM), e a dor neuropatica
resultante do diabetes €& similar a dor neuropatica ndo diabética em termos da
sintomatologia e na resposta ao tratamento farmacolégico (BANSAL; KALITA;
MISRA, 2006; ATTAL et al., 2010).

O tramadol encontra-se disponivel na clinica médica sob a forma de racemato
dos enantibmeros (+)-tramadol e (-)-tramadol. O metabolismo do tramadol é
mediado principamente pelo CYP2D6 com formagdo do metabdlito ativo O-
desmetiltramadol (M1) e pelos CYPs 2B6 e 3A4 com formagcédo do N-
desmetiltramadol (M2). A atividade analgésica do tramadol se deve a atividade p-
opidide do (+)-M1, mas também a atividade monoaminérgica dos enantibmeros do
(+)-tramadol e (-)-tramadol, atuando como inibidores da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina, respectivamente. Portanto, a atividade farmacolégica do tramadol é
considerada mista, de forma que a analgesia € mediada pelas atividades opidide e
monoaminérgica de forma sinérgica e complementar (RAFFA et al., 1992; RAFFA et
al., 1993; FRINK et al., 1996; GILLEN et al., 2000).

O DM pode alterar a absorgao gastrintestinal, a distribuicdo, o metabolismo e
a excrecgao renal dos farmacos em uso na clinica dependendo do tipo e do tempo de
diagnostico da doenga, assim como do substrato investigado (PRESTON et al.,
2001; PRESTON; EPSTEIN, 1999). Além disso, prejuizo nos processos de absorgéo
de analgésicos com consequente perda da sua eficacia terapéutica sao reportados
em pacientes com dor aguda (KULMATYCKI; JAMALI, 2007; JAMALI;
AGHAZADEH-HABASHI, 2008).

A presente tese tem como objetivo principal avaliar a influéncia do diabetes
mellitus (DM) tipo 1 e tipo 2 descompensado na disposi¢éo cinética, metabolismo e

farmacocinética-farmacodindmica (PK-PD) dos enantibmeros do tramadol em



Introducéo | 27

pacientes com dor neuropatica. O presente estudo foi dividido em quatro capitulos,
0os quais incluem o desenvolvimento de métodos analiticos, o estudo clinico da
influéncia do diabetes na farmacocinética do tramadol, a farmacogenética do
tramadol e o estudo PK-PD em pacientes com dor neuropatica.

O Capitulo 1 apresenta o desenvolvimento e validagdo de métodos
enantiosseletivos de analise do tramadol, M1 e M2 em plasma humano, sendo um
método para analise da concentracdo plasmatica total e outro para a analise da
concentragdo ndo ligada as proteinas plasmaticas. Neste capitulo foram
investigados a disposigao cinética, a fragao livre e o metabolismo enantiosseletivos
do tramadol e dos seus principais metabdlitos de fase I, M1 e M2, em pacientes nao
diabéticos portadores de dor neuropatica.

Considerando o uso do tramadol no tratamento da dor neuropatica diabética o
Capitulo 2 investiga a influéncia do DM tipo 1 e DM tipo 2 descompensados na
disposicado cinética e no metabolismo enantiosseletivos do tramadol em pacientes
tratados com dose unica do farmaco sob a forma de racemato e fenotipados como
metabolizadores extensivos do CYP2D6.

O estudo da farmacogenética envolvido com a farmacocinética do tramadol foi
tratado no Capitulo 3. Considerando a formagao dos metabdlitos (+)-M1 e (-)-M1
mediada pela atividade geneticamente determinada do CYP2D6, foram incluidos no
estudo somente pacientes fenotipados como metabolizadores extensivos para o
CYP2D6. Considerando ainda que a formacgédo dos metabdlitos (+)-M2 e (-)-M2 é
mediada principalmente pela atividade do CYP2B6 e do CYP3A4, os pacientes
foram avaliados quanto a atividade in vivo do CYP3A empregando o midazolam
como farmaco marcador e genotipados para o CYP2B6.

O Capitulo 4 mostra as concentracdes plasmaticas de noradrenalina antes e
até 24 horas apos a administragdo de dose unica do tramadol, assim como, o
modelo farmacocinética-farmacodinadmica (PK-PD) relacionando as concentragdes
plasmaticas dos enantibmeros do tramadol e do metabdlito ativo (+)-M1 com a
atenuacao da intensidade da dor neuropatica em pacientes portadores ou nao de
DM.
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Capitulo 1

Disposicao cinética, fragcao livre e metabolismo
enantiosseletivos do tramadol em pacientes portadores de
dor neuropatica fenotipados como metabolizadores
extensivos do CYP2D6
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1.  INTRODUGAO

O tramadol, sintetizado pela primeira vez no ano de 1962, demonstrou-se um
analgésico eficaz no tratamento da dor em um estudo clinico aberto multicéntrico no
ano de 1977, na Alemanha (SCHENCK; AREND, 1978). Tornou-se um opidide
frequentemente prescrito na Alemanha apés demonstrar uma baixa incidéncia de
efeitos adversos quando comparado aos outros analgésicos opidides disponiveis na
época (BONO; CUFFARI, 1997). Seus registros no Reino Unido, nos EUA e no
Brasil foram feitos nos anos de 1994, 1995 e 1996, respectivamente (BRASIL, 1996;
GROND; SABLOTZKI, 2004).

O tramadol é um analgésico de agao central disponivel na clinica sob varias
formas farmacéuticas, tais como solugdes injetaveis, capsulas, comprimidos e
supositérios (SWEETMAN et al., 2002; GROND; SABLOTZKI, 2004). O farmaco
apresenta dois centros quirais, e portanto, quatro estereoisbmeros. A mistura
racémica do tramadol utilizada no tratamento da dor aguda ou crénica, consiste de
(+)-tramadol [(1R,2R)-(+)-cloridrato de 2-[(dimetilamina) metil]-1-(3-metoxifenil)-
ciclohexanol] e (-)-tramadol [(1S,2S)-(-)-cloridrato de 2-[(dimetilamina) metil]-1-(3-
metoxifenil)-ciclohexanol].

E metabolizado principalmente por O-desmetilacdo e N-desmetilacdo e por
reagcdes de conjugagdo com o acido glicurbnico ou com sulfonatos. A O-
desmetilacdo do tramadol ao metabdlito ativo O-desmetiltramadol (M1) é
dependente do CYP2D6, enquanto a N-desmetilacdo com formagao do metabdlito
N-desmetiltramadol (M2) €& dependente do CYP2B6 e CYP3A4 (Figura 1). A
eliminacdo do M2 também é influenciada pela atividade in vivo do CYP2D6
(GARCIA-QUETGLAS et al., 2007b). Em menor extensdo sdo formados o N,N-
didesmetiltramadol (M3), N,N,O-tridesmetiltramadol (M4) e N,O-desmetiltramadol
(M5). Os metabdlitos do tramadol s&o eliminados principalmente na urina
(aproximadamente 90%), sendo que 25-30% da dose é eliminada de forma
inalterada (LINTZ et al., 1981; GROND; SABLOTZKI, 2004).

Os dois isdbmeros do tramadol contribuem para a atividade analgésica, sendo
que o (+)-tramadol e o metabdlito (+)-M1 agem como agonistas do receptor opidide
do tipo p. O (+)-tramadol inibe a recaptacdo de serotonina e o (-)-tramadol inibe a
recaptacdo de norepinefrina (GROND; SABLOTZKI, 2004). A afinidade do (+)-M1

pelo receptor opiéde p é aproximadamente 300 vezes maior do que a observada
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para o farmaco inalterado (HENNIES; FRIDERICHS; SCHNEIDER, 1988; GROND;
SABLOTZKI, 2004). O US FDA (US Food and Drug Administration) classifica o
tramadol como um analgésico de acdo central atipico devido a contribuicdo
complementar e sinergistica dos seus enantibmeros e metabdlitos nos sistemas
opidide e monoaminérgico (RAFFA et al., 1992; RAFFA et al., 1993)

A biodisponibilidade oral do tramadol € de 87-95 % em dose unica e de 90-
100 % em dose multipla. A concentragcédo plasmatica maxima (Cmax) ocorre 1,2 h
apo6s a administragdo de comprimidos (LINTZ et al., 1998) e 1,6-1,9 h apds a
administracao de capsulas (LINTZ et al., 1986). A administragdo de dose unica oral
de 100 mg de tramadol resulta em valores de Cpax de aproximadamente 300 ng/mL
(LINTZ et al., 1986; LINTZ et al., 1998). O volume de distribuigdo do tramadol é de
306 L na administragdo oral e a ligacdo as proteinas plasmaticas é de
aproximadamente 20 % (LINTZ et al., 1986; LEE et al., 1993). Recentemente, foi
demonstrado que os enantibmeros do tramadol e o0 M1 ndo sao substratos do
transportador de efluxo glicoproteina-P (P-gp) (KANAAN et al., 2009).

Estudos relatam que o metabolismo e a excrecdo renal do tramadol sao
enantiosseletivos tanto apdés administragcdo oral ou intravenosa. Em voluntarios
sadios a area sob a curva concentragao plasmatica versus tempo (AUC) é maior
para o (+)-tramadol do que para o (-)-tramadol apds administragdo oral de 100 mg
de tramadol racémico, com razao (+)/(-) de 1,28. A formagdo do M2 também é
enantiosseletiva com maior AUC para o (+)-M2 (GARCIA QUETGLAS et al., 2007a).

O conhecimento da enantiosseletividade na farmacocinética do tramadol
requer para o presente estudo métodos de analise capazes de diferenciar entre os
enantibmeros do tramadol, M1 e M2. Foi descrita a analise enantiosseletiva
simultanea do tramadol, M1 e M2 em plasma humano empregando LC-MS-MS, e,
pela primeira vez, a analise da concentragdo nao ligada as proteinas plasmaticas
dos mesmos analitos em plasma. Os métodos desenvolvidos e validados foram
aplicados no estudo de disposi¢cao cinética, fragao livre (Fu) e metabolismo em
pacientes portadores de dor neuropatica tratados com dose unica oral de tramadol

racémico e fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6.
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CONCLUSOES

1. Os métodos de analise simultdnea dos enantidmeros do tramadol e dos
metabdlitos M1 e M2 total e livre em plasma humano empregando a coluna
Chiralpak® AD em sistema LC-MS/MS apresentam limites de confianca compativeis
com a aplicagdo em estudos de farmacocinética em dose unica. Os limites de
quantificacdo na analise dos farmacos total foram de 0,2 ng/mL para cada
enantidmero do tramadol e de 0,1 ng de cada enantibmero/mL de plasma para o M1
e M2. Portanto, este € o método mais sensivel para analise simultdnea dos
enantidbmeros do tramadol, M1 e M2. Os limites de quantificagcdo na analise da
concentragéo livre foram de 0,5 ng/mL para cada enantidmero do tramadol e de 0,25
ng de cada enantidmero/mL de plasma para o M1 e M2.

2. A farmacocinética do tramadol e seus metabdlitos é enantiosseletiva com
acumulo plasmatico do (+)-tramadol e (+)-M2 em pacientes nao diabéticos
portadores de dor neuropatica fenotipados como metabolizadores extensivos do
CYP2D6. A ligacao as proteinas plasmaticas ndo é enantiosseletiva, e a fragao livre
de ambos os enantidbmeros do tramadol € aproximadamente 4 vezes maior que a
fracao livre de ambos os enantidmeros do metabdlito M1.

3. O DM tipo 1 promove reducdo nas concentracdes plasmaticas dos
metabdlitos (+)-M1 e (-)-M1 de aproximadamente 4 e 2 vezes, respectivamente.
Paralelamente, a fragao livre do (+)-M1 aumenta cerca de 4 vezes e a do (-)-M1
cerca de 2 vezes, em relacdo ao Grupo Controle.

4. O DM tipo 2 resulta em concentragbes plasmaticas do (-)-M1
aproximadamente 2 vezes menores que o Grupo Controle, e um aumento de cerca
de 2 vezes na sua fragao livre.

5. Os pacientes portadores de dor neuropatica investigados mostram
correlagdes significativas entre as razbes metabolicas de AUC (+)-tramadol/(+)-M1
ou (-)-tramadol/(-)-M1 com a atividade in vivo do CYP2D6 avaliada em plasma ou
urina empregando o metoprolol como farmaco marcador, um indicativo da valia do
tramadol como farmaco marcador do CYP2D6.

6. As concentragbes plasmaticas de noradrenalina observadas antes da
administragcdo do tramadol ndo mostram diferengas entre os grupos de pacientes
investigados portadores ou ndao de DM. As concentragdes plasmaticas de

noradrenalina avaliadas até 24 horas apos a administragdo do tramadol para todos
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os pacientes investigados (n=25) mostram tendéncia de redugao apds o tempo de
observacdo da concentracdo plasmatica maxima do metabdlito ativo (+)-M1 e
retorno aos valores basais 24 horas apds a administragao do tramadol.

7. O modelo farmacodinamico sigmodide de efeito maximo foi empregado
para relacionar as concentragdes plasmaticas do (+)-M1 com a atenuacéo da dor
neuropatica dos pacientes dos Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2. As
concentragdes plasmaticas livre do (+)-M1 necessarias para alcangar 50% do efeito
maximo mostram menor variabilidade entre os grupos quando comparadas com as
concentracdes plasmaticas totais. Tais resultados demonstram que a determinagao
da concentracéo plasmatica livre do enantibmero individual € a mais adequada para

a aplicacao em estudos de farmacocinética-farmacodinamica.
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