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RESUMO 

DE MORAES, N.V. Influência do diabetes descompensado na disposição 
cinética, metabolismo e farmacocinética-farmacodinâmica dos enantiômeros 
do tramadol em pacientes com dor neuropática. 2011. 202f. Tese (Doutorado). 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São 
Paulo, Ribeirão Preto, 2011. 
 
O tramadol é um analgésico de ação central eficaz na atenuação de dores agudas e 
crônicas, entre elas a dor neuropática em pacientes diabéticos. Encontra-se 
disponível na clínica como mistura de (+)-tramadol e (-)-tramadol. O tramadol é 
metabolizado pelo CYP2D6 em O-desmetiltramadol (M1) e pelo CYP3A4 e CYP2B6 
em N-desmetiltramadol (M2). Ambos enantiômeros do tramadol e o (+)-M1 
contribuem para a atividade analgésica: o (+)-tramadol e o (+)-M1 agem como 
agonistas do receptor μ-opióide; o (+)-tramadol inibe a recaptação de serotonina; e o 
(-)-tramadol inibe a recaptação de noradrenalina. O estudo investiga a influência do 
diabetes mellitus (DM) tipo 1 e tipo 2 descompensados na disposição cinética, 
metabolismo e farmacocinética-farmacodinâmica dos enantiômeros tramadol em 
pacientes com dor neuropática. Os pacientes não diabéticos (Grupo Controle, n=12), 
os pacientes com DM tipo 1 (n=9) e os pacientes com DM tipo 2 (n=9), todos 
portadores de dor neuropática e fenotipados como metabolizadores extensivos do 
CYP2D6, receberam dose única oral de 100 mg de tramadol racêmico. Amostras 
seriadas de sangue foram coletadas até 24 h após a administração do tramadol para 
o estudo farmacocinético e para a avaliação das concentrações de noradrenalina. A 
dor dos pacientes foi avaliada através da escala analógica visual de dor nos mesmos 
tempos de coleta de sangue. Os pacientes foram avaliados quanto à atividade in 
vivo do CYP3A utilizando midazolam como fármaco marcador e genotipados para o 
CYP2B6. As concentrações plasmáticas total e livre dos enantiômeros do tramadol, 
M1 e M2 foram analisadas por LC-MS/MS usando a coluna Chiralpak® AD. A 
disposição cinética do tramadol é enantiosseletiva nos pacientes dos Grupos 
Controle e DM tipo 1, com acúmulo plasmático do (+)-tramadol. O DM tipo 1, mas 
não o DM tipo 2, reduz a AUC do metabólito ativo (+)-M1 e simultaneamente 
aumenta sua fração livre. Portanto, a concentração plasmática livre do eutômero (+)-
M1 permanece inalterada nos pacientes portadores de DM tipo 1 e DM tipo 2. Não 
foram observadas diferenças entre os Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2 

quanto às razões metabólicas plasmáticas e urinárias do metoprolol/-
hidroximetoprolol e quanto ao clearance do midazolam. Correlações significativas 
entre as razões metabólicas de AUC (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-M1 e a 
atividade in vivo do CYP2D6 avaliada em plasma ou urina empregando o metoprolol 
como fármaco marcador sugerem a aplicação do tramadol como fármaco marcador 
do CYP2D6. Os dados também mostram uma tendência de aumento do clearance 
do (+)-tramadol e do (-)-tramadol em virtude da presença do alelo mutante T no 
polimorfismo 516G>T do CYP2B6. O modelo sigmóide de efeito máximo fracional foi 
empregado para descrever a relação farmacocinética-farmacodinâmica do tramadol 
em pacientes com dor neuropática, relacionando as concentrações plasmáticas livre 
do (+)-M1 com o efeito analgésico do tramadol. O presente estudo mostra a 
importância da análise da concentração livre dos enantiômeros individuais do 
tramadol e seus metabólitos nos estudos de farmacocinética-farmacodinâmica. 
Palavras-chave: tramadol, farmacocinética, metabolismo, diabetes, dor 
neuropática. 

 



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 Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de 
São Paulo, Ribeirão 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 μ-
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/-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. 
 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1. Fórmulas estruturais do tramadol e seus principais 
metabólitos.............................................................................. 
 

 
32 

Figura 2. Procedimento de extração liquido-líquido do tramadol, M1 e 
M2 total e livre em plasma humano........................................ 
 

 
40 

Figura 3. Ultrafiltração do plasma humano............................................ 
 

41 

Figura 4. Cromatogramas referentes a análise dos enantiômeros do 
tramadol, M1 e M2 em plasma humano.................................. 
 

 
49 

Figura 5. Curvas de concentração plasmática total versus tempo dos 
enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes 
portadores de dor neuropática tratados após a 
administração de dose única oral de 100 mg de tramadol 
racêmico.................................................................................. 
 

 
 
 
 

55 

Figura 6. Razões enantioméricas (+)/(-) das concentrações 
plasmáticas do tramadol, M1 e M2 após administração de 
dose única oral de 100 mg de tramadol racêmico em 
pacientes portadores de dor neuropática................................ 
 

 
 
 

57 

Figura 7. Estudo do tamanho amostral em relação ao poder do teste.. 
 

79 

Figura 8. Curvas de concentração plasmática versus tempo dos 
enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total em pacientes do 
Grupo DM tipo 1...................................................................... 
 

 
 

81 

Figura 9. Curvas de concentração plasmática versus tempo dos 
enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total em pacientes do 
Grupo DM tipo 2...................................................................... 
 

 
 

83 

Figura 10. Concentrações plasmáticas totais do (+)-tramadol em 
função do tempo observadas para os pacientes dos Grupos 
Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) após a 
administração de 100 mg de tramadol racêmico....................   
 

 
 
 

85 

Figura 11. Concentrações plasmáticas totais do (-)-tramadol em função 
do tempo observadas para os pacientes dos Grupos 
Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) após a 
administração de 100 mg de tramadol racêmico.................... 
 

 
 
 

86 

Figura 12. Concentrações plasmáticas totais do (+)-M1 em função do 
tempo observadas para os pacientes dos Grupos Controle 
(n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) após a 
administração de 100 mg de tramadol racêmico.................... 
 

 
 
 

87 



 
 
Figura 13. 

 
 
Concentrações plasmáticas totais do (-)-M1 em função do 
tempo observadas para os pacientes dos Grupos Controle 
(n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) após a 
administração de 100 mg de tramadol racêmico.................... 
 

 
 
 
 
 

88 

Figura 14. Concentrações plasmáticas totais do (+)-M2 e do  (-)-M2 em 
função do tempo observadas para os pacientes dos Grupos 
Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) após a 
administração de 100 mg de tramadol racêmico.................... 
 

 
 
 

89 

Figura 15. Razões (+)-tramadol/(-)-tramadol (A), (+)-M1/(-)-M1 (B), (+)-
M2/(-)-M2 (C) observadas após a administração de dose 
única oral de 100 mg de tramadol racêmico em pacientes 
pertencentes aos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e 
DM tipo 2 (n=9)........................................................................ 
 

 
 
 
 

93 

Figura 16. Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos 
Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9)..  
 

 
97 

Figura 17. Procedimento de extração líquido-líquido do metoprolol e α-
hidroximetoprolol em urina e plasma...................................... 
 

 
113 

Figura 18. Perfil das bandas na análise das variantes alélicas do 
CYP2B6................................................................................... 
 

 
118 

Figura 19. Cromatogramas referentes a análise do metoprolol e α-
hidroximetoprolol em urina...................................................... 
 

 
121 

Figura 20. Razão metabólica de concentrações urinárias metoprolol/α-
hidroximetoprolol nos pacientes do Grupo Controle (n=12), 
DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9)........................................... 
 

 
 

124 

Figura 21. Gráfico e equação de regressão ortogonal e seu respectivo 
coeficiente de correlação r entre a razão metabólica urinária 
0-8h metoprolol/α-hidroximetoprolol (MRurina) e a razão 
metabólica de concentrações plasmáticas log10 
metoprolol/α-hidroximetoprolol (MRplasma)............................... 
 

 
 
 
 

125 

Figura 22. Clearance total aparente do midazolam apresentado como 
valores individuais e mediana nos pacientes do Grupo 
Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9)............... 
 

 
 

127 

Figura 23. Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus 
respectivos coeficientes de correlação r entre a razão 
metabólica urinária 0-8h metoprolol/α-hidroximetoprolol 
(MRurina) e o clearance total aparente dos enantiômeros do 
tramadol................................................................................... 
 

 
 
 
 

129 



Figura 24. Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus 
respectivos coeficientes de correlação r entre a razão 
metabólica plasmática (MRplasma) log10 metoprolol/α-
hidroximetoprolol e o clearance total aparente dos 
enantiômeros do tramadol..................................................... 
 

 
 
 
 

130 

Figura 25. Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus 
respectivos coeficientes de correlação r entre a razão 
metabólica urinária 0-8h metoprolol/α-hidroximetoprolol 
(MRurina) e a razão metabólica (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-
tramadol/(-)-M1........................................................................ 
 

 
 
 
 

131 

Figura 26. Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus 
respectivos coeficientes de correlação r entre a razão 
metabólica plasmática (MRplasma) log10 metoprolol/α-
hidroximetoprolol e a razão metabólica (+)-tramadol/(+)-M1 
ou (-)-tramadol/(-)-M1.............................................................. 
 

 
 
 
 

132 

Figura 27. Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus 
respectivos coeficientes de correlação r entre o clearance 
total aparente do midazolam e o clearance total aparente 
(ClT/F) do (+)-tramadol ou do (-)-tramadol.............................. 
 

 
 
 

133 

Figura 28. Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus 
respectivos coeficientes de correlação r entre o clearance 
total aparente do midazolam e as razões metabólicas (+)-
tramadol/(+)-M2 ou (-)-tramadol/(-)-M2................................... 
 

 
 
 

134 

Figura 29. Modelo de relação entre o modelo bicompartimental de 
primeira ordem, com microconstantes e inclusão de lag time 
e modelo sigmóide de efeito máximo (Emax)........................... 
 

 
 

150 

Figura 30. Modelo sigmóide de efeito máximo......................................... 
 

150 

Figura 31. Concentrações de noradrenalina plasmática após 
administração oral de tramadol racêmico a pacientes 
portadores de dor neuropática fenotipados como 
metabolizadores extensivos do CYP2D6 (n=25).................... 
 

 
 
 

153 

Figura 32. Noradrenalina plasmática após administração oral de 
tramadol racêmico a pacientes portadores de dor 
neuropática fenotipados como metabolizadores extensivos 
do CYP2D6 dos Grupos Controle (n=10), DM tipo 1 (n=7), 
DM tipo 2 (n=8)....................................................................... 
 

 
 
 
 

154 

Figura 33. Análise PK-PD relacionando as concentrações livre+ligada 
às proteínas plasmáticas ou livre do (+)-M1 com a 
atenuação da dor neuropática nos pacientes dos Grupos 
Controle (n=9), DM tipo 1 (n=7) e DM tipo 2 (n=8)................. 
 

 
 
 

156 



Figura 34. Curvas individuais de concentração plasmática versus 
tempo para os enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos 
pacientes do Grupo Controle.................................................. 

 
 

185 

Figura 35. Curvas individuais de concentração plasmática versus 
tempo para os enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos 
pacientes do Grupo DM tipo 1................................................ 

 
 

186 

Figura 36. Curvas individuais de concentração plasmática versus 
tempo para os enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos 
pacientes do Grupo DM tipo 2................................................ 
 

 
 

187 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Características dos pacientes portadores de dor neuropática 
(n=12)......................................................................................... 
 

 
36 

Tabela 2. Estudo do efeito matriz para os enantiômeros do tramadol, M1, 
M2 e padrão interno (PI) em seis diferentes lotes de plasma 
humano.......................................................................... 
 

 
 
50 

Tabela 3. Parâmetros de validação do método de análise dos 
enantiômeros do tramadol livre em plasma humano................. 
 

 
51 

Tabela 4. Parâmetros de validação do método de análise da 
concentração total dos enantiômeros do tramadol em plasma 
humano...................................................................................... 
 

 
 
52 

Tabela 5. Parâmetros de validação do método de análise da 
concentração livre dos enantiômeros do M1 e M2 em plasma 
humano......................................................................................... 
 

 
 
53 

Tabela 6. Parâmetros de validação do método de análise da 
concentração total dos  enantiômeros do M1 e M2 em plasma 
humano......................................................................................... 
 

 
 
54 

Tabela 7. Disposição cinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 
nos pacientes portadores de dor neuropática (n=12) tratados 
com 100 mg de tramadol racêmico.............................................. 
 

 
 
56 

Tabela 8. Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos 
pacientes portadores de dor neuropática (n=12)......................... 
 

 
58 

Tabela 9. Características dos pacientes investigados nos Grupos DM tipo 
1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9)............................................................. 
 

 
75 

Tabela 10. Características da doença dos pacientes investigados nos 
Grupos DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9)................................... 
 

 
76 

Tabela 11. Disposição cinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 
total no Grupo DM tipo 1 (n=9) – pacientes tratados com 100 
mg de tramadol racêmico. Os dados estão expressos como 
mediana (percentil 25 e 75) e média............................................ 
 

 
 
 
82 

Tabela 12. Disposição cinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 
total no Grupo DM tipo 2 (n=9) – pacientes tratados com 100 
mg de tramadol racêmico............................................................. 

 

 
 
84 

 
 
 

 
 
 

 
 
 



Tabela 13. Disposição cinética dos eantiômeros do tramadol total nos 
Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) – 
pacientes tratados com 100 mg de tramadol 
racêmico...................................................................................... 
 

 
 
 
90 

Tabela 14. Disposição cinética dos enantiômeros do M1 total nos Grupos 
Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) – os 
pacientes foram tratados com 100 mg de tramadol 
racêmico....................................................................................... 
 

 
 
 
91 

Tabela 15. Disposição cinética dos enantiômeros do M2 total no Grupos 
Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) – os 
pacientes foram tratados com 100 mg de tramadol 
racêmico....................................................................................... 
 

 
 
 
92 

Tabela 16. Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos 
pacientes do Grupo DM tipo 1 (n=9)............................................ 
 

 
94 

Tabela 17. Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos 
pacientes do Grupo DM tipo 2 (n=9)............................................ 
 

 
95 

Tabela 18. Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos 
Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) – 
pacientes tratados com 100 mg de tramadol 
racêmico....................................................................................... 
 

 
 
 
96 

Tabela 19. Limites de confiança do método de análise do metoprolol e α-
hidroximetoprolol em urina........................................................... 
 

 
120 

Tabela 20. Investigação do fenótipo oxidativo tipo metoprolol através da 
razão metabólica de concentrações urinárias metoprolol/α-
hidroximetoprolol nos pacientes portadores de dor neuropática 
(n=30).......................................................................................... 
 

 
 
 
122 

Tabela 21. Investigação do fenótipo oxidativo tipo metoprolol através da 
razão metabólica de concentrações plasmáticas log10 
metoprolol/α-hidroximetoprolol (MRplasma) nos pacientes 
portadores de dor neuropática (n=30).......................................... 
 

 
 
 
123 

Tabela 22. Investigação da atividade in vivo do CYP3A avaliado através do 
ClT/F MDZ (mL/min/kg) nos pacientes dos Grupos Controle 
(n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 
(n=9)............................................................................................. 
 

 
 
 
126 

Tabela 23. Frequência do polimorfismo do gene CYP2B6 nos pacientes 
portadores de dor neuropática (n=30).......................................... 
 

 
128 

Tabela 24. Clearances dos enantiômeros do tramadol nos pacientes 
genotipados como G/G, G/T ou T/T para o CYP2B6................... 
 

 
135 



Tabela 25. Reações adversas após administração de dose única oral de 
100 mg de tramadol em pacientes com de dor neuropática, 
portadores ou não de DM............................................................. 
 

 
 
152 

Tabela 26. Relação PK-PD e parâmetros estatísticos das concentrações 
totais dos enantiômeros do tramadol e a atenuação da dor 
neuropática em pacientes portadores de dor neuropática do 
Grupo Controle (n=7), DM tipo 1 (n=5) e DM tipo 2 
(n=6)............................................................................................. 
 

 
 
 
 
155 

Tabela 27. Estudo PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do 
(+)-M1 total e livre com a atenuação da dor neuropatica em 
pacientes dos Grupos Controle (n=9), DM tipo 1 (n=7) e DM 
tipo 2 (n=8)...................................................................................  
 

 
 
 
157 

Tabela 28. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do 
tramadol em pacientes não diabéticos portadores de dor 
neuropática (Grupo Controle)....................................................... 
 

 
 
188 

Tabela 29. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do 
M1 em pacientes não diabéticos portadores de dor neuropática 
(Grupo Controle)........................................................................... 
 

 
 
189 

Tabela 30. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do 
M2 em pacientes não diabéticos portadores de dor neuropática 
(Grupo Controle)........................................................................... 
 

 
 
190 

Tabela 31. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do 
tramadol em pacientes com DM tipo 1 portadores de dor 
neuropática (Grupo DM tipo 1)..................................................... 
 

 
 
191 

Tabela 32. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do M1 
em pacientes não diabéticos portadores de dor neuropática 
(Grupo DM tipo 1)......................................................................... 
 

 
 
192 

Tabela 33. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do 
M2 em pacientes diabéticos portadores de dor neuropática 
(Grupo DM tipo 1)......................................................................... 
 

 
 
193 

Tabela 34. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do 
tramadol em pacientes com DM tipo 2 portadores de dor 
neuropática (Grupo DM tipo 2)..................................................... 
 

 
 
194 

Tabela 35. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do 
M1 em pacientes com DM tipo 2 portadores de dor neuropática 
(Grupo DM tipo 2)......................................................................... 
 

 
 
195 

Tabela 36. Dados individuais de disposição cinética enantiosseletiva do 
M2 em pacientes com DM tipo 2   portadores de dor 
neuropática (Grupo DM tipo 2)..................................................... 

 
 
196 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AGP Alfa-1 glicoproteína ácida 

AIC Critério de Informação de Akaike 

ALT Alanina aminotransferase 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária  

AST Aspartato aminotransferase 

Bcrp Breast cancer resistance protein (proteína relacionada à 

resistência do câncer de mama) 

BHE Barreira hematoencefálica 

CV Coeficiente de variação 

CYP Citocromo P450 

DEA Dietilamina 

DM Diabetes mellitus 

DPBEA Complexo ácido difenilbórico-etanolamina 

EDTA Ácido etilenodiaminotetracético  

EGTA Ácido N,N,N’,N’-tetracético etileno glicol-bis (b-éter amino etílico) 

EM Metabolizador extensivo 

ESI Ionização por electrospray 

FM Fase móvel 

HAS Hipertensão arterial sistêmica 

HCFMRP-USP Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto, da Universidade de São Paulo 

HPLC Cromatografia líquida de alta eficiência 

IMC Índice de massa corporal 

IV Intravenoso 

LC-MS/MS Cromatografia líquida acoplada a espectrômetro de massas 

LG Lag time 

LIQ Limite de quantificação 

[M+H]+ Íon molecular protonado  

M1 O-desmetiltramadol 

M2 N-desmetiltramadol 

M3 N,N-didesmetiltramadol 



M4 N,N,O-tridesmetiltramadol 

M5 N,O-desmetiltramadol 

M6 4-hidroxi-ciclohexil tramadol 

MDZ Midazolam 

MRM Multiple reaction monitoring 

Mrp2 Multidrug resistance protein 2 

Mrp4 Multidrug resistance protein 4 

MS/MS Espectrômetro de massas sequencial 

NADPH Fosfato de dinucleotídeo adenina nicotinamida reduzido 

NPA Naive pooled analysis 

Oat2 Transportador de ânion orgânico 2  

OMS Organização Mundial de Saúde 

P-gp Glicoproteína P 

PI Padrão interno 

PK-PD Farmacocinética-farmacodinâmica 

PM Metabolizador lento 

r Coeficiente de correlação linear 

RDNP Retinopatia diabética não proliferativa 

RDP Retinopatia diabética proliferativa 

RFLP-PCR Restriction Fragment Lenght Polymorphism – Polimerase Chain 

Reaction (Reação da Cadeia pela Polimerase – PCR) 

RNAm Ácido ribonucléico mensageiro 

SDS Dodecil sulfato de sódio 

SNC Sistema nervoso central 

SNP Single nucleotide polymorphism, polimorfismo de base única 

ToABR Brometo de tetraoctilamônio 

UGT UDP-glicuronosiltransferase 

UI Unidade internacional 

US FDA US Food and Drug Administration 

SPRQ Soma ponderada dos resíduos quadrados  

 

 

 

 



LISTA DE SÍMBOLOS 

 

λex Comprimento de onda excitatório 

λem Comprimento de onda de emissão 

 Coeficiente de Hill 

Ae Quantidade excretada 

AUC Área sob a curva concentração plasmática versus tempo 

Ce Concentração no compartimento de  efeito 

Cl creatinina Clearance de creatinina 

ClT/F Clearance total aparente 

Ce Concentração no sítio de efeito 

Cmax Concentração plasmática máxima 

Cu Concentração urinária 

CV Coeficiente de variação 

E    Efeito 

EC50 Concentração plasmática do fármaco requerida para produzir 50 % 

do efeito máximo 

ECe50 Concentração do fármaco no compartimento de efeito requerida 

para produzir 50 % do efeito máximo 

Emax Efeito máximo 

Fu Fração livre 

k01 Constante da velocidade de absorção 

k10 Constante da velocidade de eliminação 

k12 Constante da velocidade de transferência do compartimento 1 para 

o 2 

k21 Constante da velocidade de transferência do compartimento 2 para 

1 

Ke0 Constante da velocidade de transferência do compartimento central 

para o compartimento de efeito 

Kel  Constante da velocidade de eliminação 

Ki Constante de afinidade 

LT Lag time 

MR Razão metabólica 



MRplasma Razão metabólica no plasma 

MRurina Razão metabólica na urina 

t½ Meia-vida 

t½a Meia-vida de absorção 

t½f Meia-vida de formação 

t½α Meia-vida de distribuição 

t½β Meia-vida de eliminação 

tmax Tempo para alcançar a concentração máxima 

V1_F Volume de distribuição aparente do compartimento 1 

Vd/F Volume de distribuição aparente 

Vu Volume de urina 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

INTRODUÇÃO.............................................................................................. 25 

Capítulo 1..................................................................................................... 28 

1. Introdução................................................................................................ 30 
2. Objetivos.................................................................................................. 33 
3. Casuística e métodos............................................................................... 34 
3.1 Casuística................................................................................................ 34 
3.1.1 Aspectos éticos.................................................................................... 34 
3.1.2 Critérios de inclusão de pacientes........................................................ 34 
3.1.3 Protocolo clínico................................................................................... 37 
3.2 Análise enantiosseletiva do tramadol e dos metabólitos M1 e M2 livre 
e total em plasma humano empregando LC-MS/MS.................................... 

 
37 

3.2.1 Solução padrão e reagentes................................................................ 37 
3.2.2 Análise cromatográfica......................................................................... 38 
3.2.3 Preparo de amostras............................................................................ 39 
3.2.4 Determinação da ordem de eluição dos enantiômeros do tramadol, 
M1 e M2......................................................................................................... 

 
42 

3.2.5 Determinação do efeito matriz.............................................................. 42 
3.2.6 Teste de racemização.......................................................................... 43 
3.2.7 Validação.............................................................................................. 43 
3.2.7.1 Curva de calibração/linearidade........................................................ 43 
3.2.7.2 Limite inferior de quantificação.......................................................... 44 
3.2.7.3 Recuperação..................................................................................... 44 
3.2.7.4 Precisão e exatidão........................................................................... 44 
3.2.7.5 Estabilidade....................................................................................... 45 
3.3 Análise farmacocinética..........................................................................  46 
3.4 Análise estatística.................................................................................... 47 
4. Resultados............................................................................................... 48 
4.1 Análise enantiosseletiva do tramadol, M1 e M2 livre e total em plasma 
humano.......................................................................................................... 

 
48 

4.1.1 Ordem de eluição dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2................ 48 
4.1.2 Racemização........................................................................................ 50 
4.1.3 Estudo do efeito matriz......................................................................... 50 
4.1.4 Validação do método de análise enantiosseletiva do tramadol, M1 e 
M2 livre e total em plasma humano............................................................... 

 
50 

4.2 Farmacocinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total em 
pacientes portadores de dor neuropática...................................................... 

 
55 

4.3 Avaliação da fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 em 
plasma humano............................................................................................. 

 
58 

5. Discussão.................................................................................................. 59 

Capítulo 2..................................................................................................... 66 

1. Introdução................................................................................................ 68 
2. Objetivos.................................................................................................. 73 
3. Casuística e métodos............................................................................... 74 
3.1 Casuística................................................................................................ 74 
3.1.1 Cálculo do tamanho amostral............................................................... 78 



3.1.2 Protocolo clínico................................................................................... 79 
3.2 Métodos................................................................................................... 79 
3.2.1 Análise enantiosseletiva do tramadol, M1 e M2 livre e total................. 79 
3.2.2 Análise farmacocinética........................................................................ 80 
3.2.3 Análise estatística................................................................................. 80 
4. Resultados................................................................................................. 81 
4.1 Farmacocinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total nos 
pacientes do Grupo DM tipo 1....................................................................... 

 
81 

4.2 Farmacocinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total nos 
pacientes do Grupo DM tipo 2....................................................................... 

 
83 

4.3 Estudo da influência do DM tipo 1 e DM tipo 2 na disposição cinética e 
metabolismo enantiosseletivos do tramadol.................................................. 

 
85 

4.4  Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes 
dos grupos DM tipo 1 e DM tipo 2................................................................. 

 
94 

4.5 Influênca do DM tipo 1 e DM tipo 2 na fração livre dos enantiômeros 
do tramadol, M1 e M2.................................................................................... 

 
96 

5. Discussão.................................................................................................. 98 

Capítulo 3..................................................................................................... 104 

1. Introdução.................................................................................................. 106 
2. Objetivo.....................................................................................................  109 
3. Casuística e métodos................................................................................ 110 
3.1 Casuística e protocolo clínico................................................................... 110 
3.2 Análise do metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina e plasma............. 111 
3.2.1 Soluções padrão e reagentes............................................................... 111 
3.2.2 Análise cromatográfica......................................................................... 111 
3.2.3 Preparo das amostras.......................................................................... 112 
3.2.4 Validação do método analítico............................................................. 114 
3.2.4.1 Curva de calibração/linearidade ...................................................... 114 
3.2.4.2 Limite inferior de quantificação.......................................................... 114 
3.2.4.3 Recuperação..................................................................................... 114 
3.2.4.4 Precisão e exatidão........................................................................... 115 
3.2.4.5 Estabilidade....................................................................................... 115 
3.3 Análise do midazolam em plasma........................................................... 116 
3.4 Análise das variantes alélicas do CYP2B6.............................................. 117 
3.5 Análise farmacocinética........................................................................... 118 
3.5.1 Avaliação da atividade in vivo do CYP2D6 empregando metoprolol 
como marcador.............................................................................................. 

 
118 

3.5.2 Avaliação da atividade in vivo do CYP3A empregando midazolam 
como marcador.............................................................................................. 

 
119 

3.6 Análise estatística.................................................................................... 119 
4. Resultados................................................................................................. 120 
4.1 Análise do metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina............................. 120 
4.2 Fenótipo tipo metoprolol.......................................................................... 122 
4.3 Atividade in vivo do CYP3A..................................................................... 126 
4.4 Genótipo do CYP2B6.............................................................................. 128 
4.5 Correlação entre a atividade in vivo do CYP2D6, atividade in vivo do 
CYP3A4 e o genótipo do CYP2B6 e a farmacocinética dos enantiômeros 
do tramadol.................................................................................................... 

 
 
129 

5. Discussão.................................................................................................. 136 



Capítulo 4..................................................................................................... 141 

1. Introdução.................................................................................................. 143 
2. Objetivo..................................................................................................... 145 
3. Casuística e métodos................................................................................ 146 
3.1 Casuística e protocolo clínico.................................................................. 146 
3.2 Análise de noradrenalina em plasma...................................................... 147 
3.2.1 Soluções padrão e reagentes............................................................... 147 
3.2.2 Análise cromatográfica......................................................................... 147 
3.2.3 Preparo de amostra.............................................................................. 148 
3.2.4 Curvas de calibração............................................................................ 148 
3.3 Análise farmacocinétia-farmacodinâmica (PK-PD)................................. 148 
3.3.1 Análise PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do 
tramadol com a atenuação da dor neuropática............................................. 

 
148 

3.3.2 Análise PK-PD relacionando as concentrações plasmáticasdo (+)-
M1 total e livre com a atenuação da dor neuropática.................................... 

 
150 

3.4 Análise estatística.................................................................................... 151 
4. Resultados................................................................................................. 152 
4.1 Reações adversas................................................................................... 152 
4.2 Avaliação das concentrações plasmáticas de noradrenalina.................. 153 
4.3 Análise PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do 
tramadol como enantiômeros individuais ou como mistura enantiomérica 
com a atenuação da dor neuropática............................................................ 

 
 
155 

4.4 Análise PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do (+)-M1 
total ou livre com a atenuação da dor neuropática........................................ 

 
156 

5. Discussão.................................................................................................. 158 

CONCLUSÕES............................................................................................. 163 

REFERÊNCIAS............................................................................................. 166 

Apêndices.................................................................................................... 184 

Anexos.......................................................................................................... 197 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 In

tro
d
uç

ão
 



Introdução | 26 
 

 

INTRODUÇÃO 

 

O tramadol é um analgésico de ação central empregado no tratamento de 

diversas condições dolorosas agudas e crônicas, entre elas a dor neuropática. A dor 

neuropática é definida pela International Association for the Study of Pain como dor 

iniciada por lesão primária ou disfunção do sistema nervoso (ADRIAENSEN et al., 

2005), sendo que a dor neuropática diabética é causada por alterações vasculares e 

danos metabólicos provocados pela hiperglicemia. A neuropatia diabética é 

considerada uma das complicações do diabetes mellitus (DM), e a dor neuropática 

resultante do diabetes é similar a dor neuropática não diabética em termos da 

sintomatologia e na resposta ao tratamento farmacológico (BANSAL; KALITA; 

MISRA, 2006; ATTAL et al., 2010).  

O tramadol encontra-se disponível na clínica médica sob a forma de racemato 

dos enantiômeros (+)-tramadol e (-)-tramadol. O metabolismo do tramadol é 

mediado principamente pelo CYP2D6 com formação do metabólito ativo O-

desmetiltramadol (M1) e pelos CYPs 2B6 e 3A4 com formação do N-

desmetiltramadol (M2). A atividade analgésica do tramadol se deve à atividade μ-

opióide do (+)-M1, mas também à atividade monoaminérgica dos enantiômeros do 

(+)-tramadol e (-)-tramadol, atuando como inibidores da recaptação de serotonina e 

noradrenalina, respectivamente. Portanto, a atividade farmacológica do tramadol é 

considerada mista, de forma que a analgesia é mediada pelas atividades opióide 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 absorção gastrintestinal, a distribuição, o metabolismo e 

a excreção renal dos fármacos em uso na clínica dependendo do tipo e do tempo de 

diagnóstico da doença, assim como do substrato investigado (PRESTON et al., 

2001; PRESTON; EPSTEIN, 1999). Além disso, prejuízo nos processos de absorção 

de analgésicos com consequente perda da sua eficácia terapêutica são reportados 

em pacientes com dor aguda (KULMATYCKI; JAMALI, 2007; JAMALI; 

AGHAZADEH-HABASHI, 2008). 

A presente tese tem como objetivo principal avaliar a influência do diabetes 

mellitus (DM) tipo 1 e tipo 2 descompensado na disposição cinética, metabolismo e 

farmacocinética-farmacodinâmica (PK-PD) dos enantiômeros do tramadol em 
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pacientes com dor neuropática. O presente estudo foi dividido em quatro capítulos, 

os quais incluem o desenvolvimento de métodos analíticos, o estudo clínico da 

influência do diabetes na farmacocinética do tramadol, a farmacogenética do 

tramadol e o estudo PK-PD em pacientes com dor neuropática.  

O Capítulo 1 apresenta o desenvolvimento e validação de métodos 

enantiosseletivos de análise do tramadol, M1 e M2 em plasma humano, sendo um 

método para análise da concentração plasmática total e outro para a análise da 

concentração não ligada às proteínas plasmáticas. Neste capítulo foram 

investigados a disposição cinética, a fração livre e o metabolismo enantiosseletivos 

do tramadol e dos seus principais metabólitos de fase I, M1 e M2, em pacientes não 

diabéticos portadores de dor neuropática.  

Considerando o uso do tramadol no tratamento da dor neuropática diabética o 

Capítulo 2 investiga a influência do DM tipo 1 e  DM tipo 2 descompensados na 

disposição cinética e no metabolismo enantiosseletivos do tramadol em pacientes 

tratados com dose única do fármaco 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 Capítulo 3. Considerando a formação dos metabólitos (+)-M1 e (-)-M1 

mediada pela atividade geneticamente determinada do CYP2D6, foram incluídos no 

estudo somente pacientes fenotipados como metabolizadores extensivos para o 

CYP2D6. Considerando ainda que a formação dos metabólitos (+)-M2 e (-)-M2 é 

mediada principalmente pela atividade do CYP2B6 e do CYP3A4, os pacientes 

foram avaliados quanto à atividade in vivo do CYP3A empregando o midazolam 

como fármaco marcador e genotipados para o CYP2B6.  

O Capítulo 4 mostra as concentrações plasmáticas de noradrenalina antes e 

até 24 horas após a administração de dose única do tramadol, assim como, o 

modelo farmacocinética-farmacodinâmica (PK-PD) relacionando as concentrações 

plasmáticas dos enantiômeros do tramadol e do metabólito ativo (+)-M1 com a 

atenuação da intensidade da dor neuropática em pacientes portadores ou não de 

DM. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O tramadol, sintetizado pela primeira vez no ano de 1962, demonstrou-se um 

analgésico eficaz no tratamento da dor em um estudo clínico aberto multicêntrico no 

ano de 1977, na Alemanha (SCHENCK; AREND, 1978). Tornou-se um opióide 

frequentemente prescrito na Alemanha após demonstrar uma baixa incidência de 

efeitos adversos quando comparado aos outros analgésicos opióides disponíveis 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 ação central disponível na clínica sob várias 

formas farmacêuticas, tais como soluções injetáveis, cápsulas, comprimidos e 

supositórios (SWEETMAN et al., 2002; GROND; SABLOTZKI, 2004). O fármaco 

apresenta dois centros quirais, e portanto, quatro estereoisômeros. A mistura 

racêmica do tramadol utilizada no tratamento da dor aguda ou crônica, 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].  

É metabolizado principalmente por O-desmetilação e N-desmetilação e por 

reações de conjugação com o ácido glicurônico ou com sulfonatos. A O-

desmetilação do tramadol ao metabólito ativo O-desmetiltramadol (M1) é 

dependente do CYP2D6, enquanto a N-desmetilação com formação do metabólito 

N-desmetiltramadol (M2) é dependente do CYP2B6 e CYP3A4 (Figura 1). A 

eliminação do M2 também é influenciada pela atividade in vivo do CYP2D6 

(GARCÍA-QUETGLAS et al., 2007b). Em menor extensão são formados o N,N-

didesmetiltramadol (M3), N,N,O-tridesmetiltramadol (M4) e N,O-desmetiltramadol 

(M5). Os metabólitos do tramadol são 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 isômeros do tramadol contribuem para a atividade analgésica, sendo 

que o (+)-tramadol e o metabólito (+)-M1 agem como agonistas do receptor opióide 

do tipo μ. O (+)-tramadol inibe a recaptação de serotonina e o (-)-tramadol inibe a 

recaptação de norepinefrina (GROND; SABLOTZKI, 2004). A afinidade do (+)-M1 

pelo receptor opióde μ é aproximadamente 300 vezes maior do que a observada 
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para o fármaco inalterado (HENNIES; FRIDERICHS; SCHNEIDER, 1988; GROND; 

SABLOTZKI, 2004). O US FDA (US Food and Drug Administration) classifica o 

tramadol como um analgésico de ação central atípico devido a contribuição 

complementar e sinergística dos seus enantiômeros e metabólitos nos sistemas 

opióide e monoaminérgico (RAFFA et al., 1992; RAFFA et al., 1993)  

A biodisponibilidade oral do tramadol é de 87-95 % em dose única e de 90-

100 % em dose múltipla. A concentração plasmática  máxima (Cmax) ocorre 1,2 h 

após a administração de comprimidos (LINTZ et al., 1998) e 1,6-1,9 h após a 

administração de cápsulas (LINTZ et al., 1986). A administração de dose única oral 

de 100 mg de tramadol resulta em valores de Cmax de aproximadamente 300 ng/mL 

(LINTZ et al., 1986; LINTZ et al., 1998). O volume de distribuição do tramadol é de 

306 L na administração oral e a ligação às proteínas plasmáticas é de 

aproximadamente 20 % (LINTZ et al., 1986; LEE et al., 1993). Recentemente, foi 

demonstrado que os enantiômeros do tramadol e o M1 não são substratos do 

transportador de efluxo glicoproteína-P (P-gp) (KANAAN et al., 2009). 

Estudos relatam que o metabolismo e a excreção renal do tramadol são 

enantiosseletivos tanto após administração oral ou intravenosa. Em voluntários 

sadios a área sob a curva concentração plasmática versus tempo (AUC) é maior 

para o (+)-tramadol do que para o (-)-tramadol após administração oral de 100 mg 

de tramadol racêmico, com razão (+)/(-) de 1,28. A formação do M2 também é 

enantiosseletiva com maior AUC para o (+)-M2 (GARCÍA QUETGLAS et al., 2007a).  

 O conhecimento da enantiosseletividade na farmacocinética do tramadol 

requer para o presente estudo métodos de análise capazes de diferenciar entre os 

enantiômeros do tramadol, M1 e M2. Foi descrita a análise enantiosseletiva 

simultânea do tramadol, M1 e M2 em plasma humano empregando LC-MS-MS, e, 

pela primeira vez, a análise da concentração não ligada às proteínas plasmáticas 

dos mesmos analitos em plasma. Os métodos desenvolvidos e validados foram 

aplicados no estudo de disposição cinética, fração livre (Fu) e metabolismo em 

pacientes portadores de dor neuropática tratados com dose única oral de tramadol 

racêmico e fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6. 
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Figura 1 - Fórmulas estruturais do tramadol e seus principais metabólitos (modificado de SUBRAHMANYAM et al., 2001) 
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2. OBJETIVOS 
 

 

• Desenvolver e validar método enantiosseletivo de análise do tramadol 

e seus metabólitos M1 e M2 livre e total em plasma humano 

empregando LC/MS-MS. 

• Avaliar a disposição cinética, a fração livre e o metabolismo 

enantiosseletivos do tramadol em pacientes portadores de dor 

neuropática. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 
 

3.1 Casuística 
 
3.1.1 Aspectos éticos 
 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

(HCFMRP-USP), de acordo com o Processo n˚ 1775/2008 (ANEXO A). Os pacientes 

portadores de dor neuropática foram selecionados no Ambulatório de Dor do 

HCFMRP-USP. Após serem informados do estudo, assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C). Foi garantida a liberdade ao 

paciente de recusar sua participação ou retirar seu consentimento, em qualquer fase 

da pesquisa, sem penalização alguma ou prejuízo ao seu cuidado e/ou tratamento. 

No caso de intercorrências, como o aparecimento de efeitos adversos foi garantido o 

afastamento do paciente do protocolo de pesquisa. 

 
3.1.2 Critérios de inclusão de pacientes 
 
Os pacientes portadores de dor neuropática foram admitidos na Unidade de 

Pesquisa Clínica do HCFMRP-USP para partipação do protocolo de 

pesquisa.Foram investigados 12 pacientes portadores de dor neuropática auto-

reportada acima de 4 na Escala de Estimativa Numérica de Dor (0-10) 

(WILLIAMSON; HOGGART, 2005; TREEDE et al., 2008; GEBER et al., 2009). As 

características dos pacientes incluídos no estudo estão apresentadas na Tabela 1. 

Os critérios de inclusão foram: pacientes voluntários adultos jovens (18-59 anos), de 

ambos os sexos e com fenótipo oxidativo tipo metoprolol de metabolizador extensivo 

(dados apresentados no Capítulo 3). Todos os pacientes apresentaram função 

hepática (avaliada pela determinação laboratorial de AST, ALT e albumina sérica) e 

função renal (avaliada pela uréia e creatinina séricas e clearance de creatinina) 

dentro dos limites da normalidade. O clearance de creatinina foi determinado pela 

equação de Cockcroft e Gault: clearance de creatinina (mg/min) =  {[140 – idade 

(anos)] x massa corpórea (kg) x 0,85 se mulher}/72 x creatinina sérica (mg/dL). A 

alteração de função renal é definida pelo clearance de creatinina < 60 mL/min 
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conforme o Kidney Disease Outcome Quality Initiave Advisory Board (NATIONAL 

KIDNEY FOUNDATION, 2002). 

Todos os pacientes incluídos na investigação foram mantidos durante o 

estudo na Unidade de Pesquisa Clínica no HCFMRP-USP. Os pacientes 

investigados apresentam idade de 31 a 59 anos (mediana: 44 anos) e IMC de 17,16 

a 38,9 kg/m2 (mediana: 26,0 kg/m2). O diagnóstico de dor crônica neuropática teve 

diferentes causas, entre elas: hérnia de disco lombar L4-L5 (n=7), hérnia de disco 

cervical C5-C7 (n=3) e síndrome do túnel do carpo (n=2). Todos os pacientes 

apresentaram ressonância magnética lombar ou cervical e/ou eletroneuromiografia 

comparativa entre membros superiores comprobatórios de hérnia de disco lombar 

ou cervical e síndrome do túnel do carpo, respectivamente. A dor neuropática foi 

classificada por todos os pacientes como sensações de “burning” e “parestesia”. 

Não foram incluídos pacientes portadores de dor neuropática diabética. Foram 

excluídos pacientes com dor nociceptiva somática, visceral ou autonômica 

associadas no período da pesquisa. Todos os pacientes investigados foram 

fenotipados como metabolisadores extensivos do CYP2D6 empregando o 

metoprolol (100 mg) como fármaco marcador, com razões de concentrações 

urinárias metoprolol/α-hidroximetoprolol menores que 12,6 (dados apresentados no 

Capítulo 3; MCGOURTY et al., 1985)  
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3.1.3 Protocolo Clínico 
 

Os pacientes investigados permaneram na Enfermaria da Unidade de 

Pesquisa Clínica do HCFMRP-USP para as colheitas de sangue.  

No dia da investigação propriamente dita, os pacientes foram tratados em 

jejum de 10 horas com dose única de 100 mg de tramadol racêmico, em forma de 

cápsula (Tramal®, Pfizer, Brasil), acompanhada de 200 mL de água. O café foi 

servido 2 horas após a administração do medicamento. As amostras de sangue 

foram obtidas em seringas com heparina (Liquemine 5000 UI, Roche), via cateter 

intravenoso, nos tempos 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12; 16 e 24 horas. 

Os plasmas foram separados por centrifugação à 5˚ C e armazenados a -70º C até a 

análise. 

 

3.2 Análise enantiosseletiva do tramadol e dos metabólitos M1 e M2 livre 
e total em plasma humano empregando LC-MS/MS 

 
3.2.1 Soluções padrão e reagentes 
 
O cloridrato de tramadol racêmico e o metabólito O-desmetiltramadol (M1) 

racêmico (96,9%) foram gentilmente cedidos pela Janssen-Cilag Farmacêutica (São 

José dos Campos, SP, Brasil) e o N-desmetiltramadol (M2) foi adquirido da Toronto 

Research Chemicals Inc. (Ontário, Canadá).  

Os solventes metanol, etanol (Merck, Darmstadt, Alemanha), éter metil-terc-

butílico (J.T. Baker, Xastoloc, México), e n-hexano 95% (Tedia Company, Fairfield, 

EUA) foram grau HPLC. A dietilamina (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA), o hidróxido de 

sódio (Synth, Diadema, Brasil) e o acetado de amônio (J.T. Baker, Xastoloc, México) 

foram grau P.A. Toda a água utilizada durante o experimento foi obtida em sistema 

de purificação Milli-Q® Plus (Millipore, Belford, MA, EUA). 

Para a análise do fármaco total e livre em plasma, a solução estoque de 

tramadol racêmico foi preparada em metanol na concentração de 1 mg/mL e as 

soluções de uso foram preparadas nas concentrações de 0,004; 0,01; 0,02; 0,4; 1; 2; 

4 e 12 μg de cada enantiômero/mL de metanol. As soluções estoque dos 

metabólitos M1 e M2 racêmicos foram preparadas nas concentrações de 0,2 mg/mL 
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e 0,1 mg/mL de metanol, respectivamente. As soluções de uso do M1 e M2 foram 

preparadas nas concentrações de 0,002; 0,005; 0,01; 0,2; 0,5; 1; 2 e 6 μg de cada 

enantiômero/mL de metanol. 

Na análise do fármaco livre, foram utilizadas as soluções de uso nas 

concentrações  0,004; 0,01; 0,02; 0,1; 0,4; 1 e 2 μg de cada enantiômero do 

tramadol /mL de metanol e 0,002; 0,005; 0,01; 0,05; 0,2; 0,5 e 1 μg de cada 

enantiômero do M1 e M2/mL de metanol. 

O fármaco verapamil (Sigma, St, Louis, EUA) foi empregado como padrão 

interno. A solução foi preparada em metanol na concentração de 100 ng/mL de 

metanol. Todas as soluções padrão foram armazenadas a -20˚ C. 

 

3.2.2 Análise Cromatográfica 
 
A análise dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 livre e total foi realizada 

por LC-MS/MS. O sistema cromatográfico foi constituído por bomba LC 20AD e forno 

para acondicionamento de coluna CTO-10AS, provenientes da Shimadzu (Kyoto, 

Japão). O processo de injeção das amostras foi realizado no injetor automático 

modelo SIL-10AD VP da Shimadzu (Kyoto, Japão) com temperatura mantida a 12˚ 

C. 

Os enantiômeros do tramadol, M1 e M2 foram separados na coluna quiral 

Chiralpak® AD (Chiral Technologies, Exion, PA, EUA) 250 x 4,6 mm com tamanho de 

partícula de 10 μm, mantida a 24˚ C e fase móvel constituída por mistura de n-

hexano:etanol (95,5:4,5, v/v) adicionada de 0,1 % de dietilamina, na vazão de 1,2 

mL/min.  

O efluente da coluna cromatográfica foi misturado com solução de etanol: 

acetato de amônio 10 mM (95:5 v/v), na vazão de 0,25 mL/min, sendo que 200 

μL/min da mistura foram dirigidos para o espectrômetro de massas sequencial 

(MS/MS) triplo quadrupolo Quattro Micro LC (Micromass, Manchester, Reino Unido). 

A análise por espectrometria de massas sequencial foi executada no modo 

eletronebulização positivo. A voltagem do capilar na ionização por eletronebulização 

foi de 3,0 kV. A temperatura da fonte e a temperatura de dessolvatação foram 

mantidas a 100˚ e 200˚ C, respectivamente. O nitrogênio foi utilizado como gás de 

nebulização na vazão de 365 L/h e o gás argônio, empregado como gás de colisão 

foi mantido na pressão de aproximadamente 6,3 x 10-4 mbar. A voltagem do cone 
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utilizada foi de 30 V para o tramadol, M1 e M2 e 45 V para o padrão interno. A 

energia de colisão empregada foi de 30 eV para o tramadol, M1 e M2 e 40 eV para o 

padrão interno. 

As condições de otimização do MS-MS foram obtidas por infusão direta das 

soluções padrão de tramadol e metabólitos (10 μg/mL) preparadas na fase móvel e 

introduzidas com bomba de infusão na vazão de 20 μL/min. As análises foram 

executadas no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring).  

Os íons moleculares protonados [M+H]+ e seus respectivos íons-produtos 

foram monitorados nas transições 264>58 para os enantiômeros do tramadol, 

250>58 para os enantiômeros do M1, 250>44 para os enantiômeros do M2, 455>165 

para o padrão interno (verapamil) (Figura 3).  

A aquisição de dados e a quantificação das amostras foram realizadas 

utilizando o programa MassLynx, versão 4.1 (Micromass, Manchester, Reino Unido). 

 

3.2.3 Preparo de amostras 

 
As amostras de plasma branco foram obtidas através de doação de 

voluntários sadios no Hemocentro do HCFMRP-USP.  

Para a análise da concentração total dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2, 

alíquotas de 500 μL de plasma foram enriquecidas com 25 μL da solução do padrão 

interno (verapamil, 100 ng/mL), 100 μL de solução de hidróxido de sódio 1 M, 0,1 g 

de cloreto de sódio e 6 mL de éter metil-terc-butílico. Os tubos foram agitados em 

agitador horizontal de mesa reciprocante (modelo MA 139 / CTF da Marconi) durante 

30 minutos e centrifugados a 1800 g durante 10 min a  5˚ C (Beckman modelo TJ-6, 

6000 g). As fases orgânicas (5 mL) foram transferidas para tubos cônicos e 

evaporadas até a secura em sistema de evaporação à vácuo. Os resíduos foram 

retomados em 140 μL de fase móvel, agitados por 10 segundos (agitador de tubos 

Phoenix modelo AP-56) e 120 μL foram injetados na coluna cromatográfica (Figura 

2). 
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Para a análise da concentração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2, 

alíquotas de 1 mL de plasma branco ou de amostras de plasma foram 

acondicionadas em dispositivo de ultrafiltração Centrifree® (Millipore, Carrigtwohill, 

Irlanda) e centrifugadas a 1875 g durante 40 minutos em centrífuga com rotor de 

eixo fixo (ângulo de 36 graus) (modelo NT 825, Nova Técnica, Piracicaba, Brasil), 

refrigerado a 4 ˚C para a obtenção do ultrafiltrado do plasma. O processo de 

ultrafiltração do plasma humano está descrito na Figura 3. 

 

 

Figura 3 - Ultrafiltração do plasma humano. Antes da ultrafiltração, o fármaco encontra-se 
parcialmente livre no plasma e parcialmente ligado às proteínas plasmáticas (A). 
Durante a ultrafiltração, o fármaco livre atravessa a membrana junto com o 
solvente (plasma). Sua concentração no ultrafiltrado é a mesma da amostra 
acima da membrana (B) (MILLIPORE CORP., 2010, 2011) 

 

Alíquotas de 200 μL do ultrafiltrado foram adicionadas de 25 μL da solução de 

padrão interno (verapamil, 100 ng/mL), 50 μL de hidróxido de sódio 1 M, 50 mg de 

cloreto de sódio e 3 mL de éter metil-terc-butílico. Os tubos foram agitados durante 

30 minutos em agitador horizontal de mesa reciprocante e centrifugados a 1800 g a 

4˚ C, durante 10 minutos. As fases orgânicas (2,5 mL) foram transferidas para tubos 

cônicos e evaporadas a secura em evaporador rotacional a vácuo. Os resíduos 

foram retomados em 100 μL de fase móvel, agitados em mixer por 10 segundos e 

uma alíquota de 70 μL foi injetada no sistema HPLC (Figura 2). 

 
 

A B 
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3.2.4 Determinação da ordem de eluição dos enantiômeros do tramadol, 
M1 e M2 

 
A ordem de eluição dos enantiômeros do tramadol e dos metabólitos M1 e M2 

foi determinada com base na coleta dos picos individuais obtidos na coluna de fase 

quiral Chiralpak® AD, seguida de posterior injeção na coluna Chiralcel® OD-R e 

detecção por fluorescência, conforme o procedimeto descrito por Godoy et al. 

(2011). 

Em resumo, uma alíquota de 50 μL de solução estoque de tramadol, M1 e M2 

racêmica (500 μg de cada enantiômero do tramadol, 100 μg de cada enantiômero do 

M1 e 50 μg de cada enantiômero do M2/mL de metanol) foi evaporada até a secura 

e retomada em 100 μL de fase móvel (n-hexano:etanol, 95,5:4,5 v/v adicionada de 

0,1% de dietilamina), dos quais 80 μL foram injetados no sistema HPLC com coluna 

Chiralpak® AD (250 x 4,6 mm) e detecção por fluorescência em 275 nm (excitação) e 

300 nm (emissão). Os picos referentes a cada um dos enantiômeros foram 

coletados em tubos distintos e o solvente foi evaporado até a secura. 

Os resíduos foram retomados em 100 μL de fase móvel (tampão fosfato 0,05 

M contendo perclorato de sódio 1M pH 2,5: acetonitrila: N,N-dimetiloctilamina 

74,8:25:0,2 %), conforme descrito por Campanero et al. (2004). Uma alíquota de 25 

μL foi injetada no sistema HPLC com coluna OD-R e detector por fluorescência 

operando em 200 nm (excitação) e 301 nm (emissão). 

 
3.2.5 Determinação do efeito matriz   
 
O efeito da matriz foi avaliado através da comparação direta das áreas dos 

picos dos enantiômeros do tramadol e seus metabólitos e do padrão interno 

verapamil, injetados diretamente na fase móvel, com as áreas dos picos obtidas de 

soluções padrão (0,6; 200 e 480 ng de cada enantiômero do tramadol/mL de plasma 

e 0,3; 100 e 240 ng de cada enantiômero do M1 e M2/mL de plasma) adicionadas 

em extratos de plasma branco originários de 6 diferentes voluntários (conforme 

procedimento de extração descrito no item 3.2.3). 
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3.2.6 Teste de racemização 
 
Para verificar a ocorrência de racemização, os enantiômeros do tramadol, M1 

e M2 foram separados e coletados no sistema HPLC com detector por fluorescência, 

operando em 275 nm (excitação) e 300 nm (emissão), utilizando coluna Chiralpak® 

AD (250 x 4,6 mm) e fase móvel n-hexano:etanol, 95,5:4,5 v/v adicionada de 0,1% 

de dietilamina em fluxo de 1,2 mL/min. As alíquotas referentes aos enantiômeros 

individuais foram coletadas separadamente e o solvente foi evaporado até a secura. 

Os resíduos correspondentes aos enantiômeros isolados foram retomados em fase 

móvel. Parte deles foi analisada diretamente no sistema LC-MS/MS; outra parte foi 

usada para enriquecer alíquotas de 500 μL de plasma branco que foram submetidas 

ao procedimento de extração (conforme descrito no item 3.2.3) e posteriomente 

analisadas no sistema LC-MS/MS (de acordo com o item 3.2.2).  

 

3.2.7 Validação 
 
O método desenvolvido para a análise enantiosseletiva do tramadol e dos 

metabólitos M1 e M2 em plasma humano foi validado de acordo com as 

recomendações da ANVISA (Resolução n˚ 899, 29 de maio de 2003; AGÊNCIA 

NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2003) para validação de métodos 

bioanalíticos. O processo de validação incluiu todos os procedimentos requeridos 

para demonstrar que o método desenvolvido para análise dos enantiômeros do 

tramadol, M1 e M2 é compatível com a aplicação em estudos de disposição cinética. 

 
3.2.7.1 Curva de calibração/linearidade 
 
As curvas de calibração para análise do tramadol, M1 e M2 total em plasma 

humano foram construídas utilizando alíquotas de 500 μL de plasma branco 

enriquecidas com 25 μL de cada solução padrão de uso de tramadol, M1 e M2. As 

amostras foram extraídas e analisadas como descrito anteriormente (itens 3.2.2 e 

3.2.3). As curvas de calibração foram construídas nas concentrações de 0,2; 0,5; 1; 

20; 50; 100; 200 e 600 ng de cada enantiômero do tramadol/mL de plasma e de 0,1; 

0,25; 0,5; 10; 25; 50; 100 e 300  ng de cada enantiômero do M1 e M2/mL de plasma. 
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Para análise do tramadol, M1 e M2 livre em plasma, foram utilizados 200 μL 

de ultrafiltrado branco enriquecidos com 25 μL de cada solução padrão do tramadol, 

M1 e M2. As amostras foram preparadas conforme descrito no item 3.2.3 e as 

curvas de calibração foram construídas nas concentrações de 0,5; 1,25; 2,5; 12,5; 

50; 125 e 250 ng de cada enantiômero do tramadol/mL plasma e 0,25; 0,625; 1,25; 

6,25; 25; 62,5; 125 ng de cada enantiômero do M1 e M2/mL plasma. 

 

3.2.7.2 Limite inferior de quantificação 
 
O limite inferior de quantificação (LIQ) foi definido como a menor 

concentração quantificada de cada enantiômero com coeficiente de variação de até 

20% e porcentagem de inexatidão de ± 20%. Foram avaliadas quintuplicatas de 

amostras enriquecidas com tramadol, M1 e M2 em concentrações decrescentes 

àquelas empregadas na curva de calibração. 

 

3.2.7.3 Recuperação 
 

A recuperação avalia a eficiência do procedimento de extração dos 

enantiômeros do tramadol, M1, M2 e padrão interno em plasma humano. A 

recuperação do tramadol, M1 e M2 foi avaliada em quintuplicata, nas concentrações 

de 0,6, 200 e 480 ng de cada enantiômero do tramadol/mL de plasma humano e nas 

concentrações de 0,3, 100 e 240 ng de cada enantiômero do M1 e M2/mL de plasma 

humano. A recuperação foi calculada através da comparação dos resultados 

analíticos de amostras extraídas com os resultados obtidos com soluções padrão 

adicionadas aos extratos do plasma branco. 

 

3.2.7.4 Precisão e exatidão 
 
A precisão e a exatidão dos métodos foram avaliadas através dos estudos 

intraensaios e interensaios.  

Para a análise dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total, as amostras de 

plasma branco foram enriquecidas nas concentrações de 0,6; 200 e 480 ng de cada 

enantiômero do tramadol/mL de plasma e 0,3; 100 e 240 ng de cada enantiômero do 

M1 e M2/mL de plasma. Para a análise dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 
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livres no plasma, as amostras foram preparadas nas concentrações de 1, 80 e 200 

ng de cada enantiômero do tramadol /mL de plasma e 0,5, 40 e 100 ng de cada 

enantômero do M1 e M2/mL de plasma. Todas as soluções foram separadas em 

alíquotas e armazenadas a -20˚ C. 

Para avaliação de precisão e exatidão intraensaios, foram analisadas 5 

alíquotas de cada amostra em uma única corrida analítica. E para avaliação de 

precisão e exatidão interensaios foram analisadas alíquotas, em quintuplicata, das 

amostras em 4 ensaios consecutivos.  

A avaliação da precisão intraensaios e interensaios foi realizada através do 

cálculo do coeficiente de variação dos resultados obtidos e para que o método possa 

ser referido preciso, o coeficiente de variação deve ser igual ou inferior a 15%.  

A exatidão intraensaios e interensaios é expressa pela porcentagem de 

inexatidão e definida pela relação entre a concentração média determinada 

experimentalmente e a concentração teórica correspondente. Pode ser representada 

pela equação: 

 

% Inexatidão = (concentração média experimental – concentração teórica) x 100 

                                            concentração teórica 

 

 

3.2.7.5 Estabilidade  
 
Foram avaliadas as estabilidades de curta duração, pós-processamento, após 

3 ciclos de congelamento e descongelamento e de longa duração. Para avaliação da 

estabilidade dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 foram preparadas amostras 

enriquecidas com concentrações baixa e alta (0,6 e 480 ng de cada enantiômero do 

tramadol/mL de plasma e 0,3 e 240 ng de cada enantiômero do M1 e M2/mL de 

plasma).  

Para avaliação da estabilidade de curta duração as amostras enriquecidas 

foram mantidas em temperatura ambiente (23˚ C) por 6 horas. Após esse período, 

as amostras foram extraídas e analisadas.  

Para avaliação da estabilidade pós-processamento, as amostras foram 

mantidas no auto-injetor a 12˚ C por um período de 12 horas, sendo então injetadas 

no sistema cromatográfico.  
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Para verificar a estabilidade após 3 ciclos de congelamento e 

descongelamento, as amostras enriquecidas foram congeladas a -20˚ C por pelo 

menos 24 horas. Após esse período, foram descongeladas e congeladas novamente 

por 12 horas, repetindo-se esse processo até o terceiro ciclo de descongelamento 

quando foram extraídas e analisadas.  

Para avaliação da estabilidade de longa duração as amostras enriquecidas 

foram mantidas em temperatura de -20˚ C por 11 meses. Após esse período, as 

amostras foram extraídas e analisadas.  

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos com as amostras 

recém-preparadas e foram expressos em porcentagem de desvio. 

 
3.3 Análise farmacocinética 
 

Os parâmetros farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas de 

concentração plasmática total versus tempo. Foi empregado o programa Winnonlin, 

versão 4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, Califórnia, EUA). A disposição cinética 

enantiosseletiva do tramadol foi avaliada empregando o modelo bicompartimental 

aberto, cinética de primeira ordem e inclusão de lag time. A área sob a curva 

concentração plasmática versus tempo (AUC0-∞)  foi calculada pelo método dos 

trapezóides com extrapolação para o infinito. O clearance total aparente (ClT/F) foi 

obtido através da equação ClT/F= Dose/AUC0-∞. O volume de distribuição aparente 

(Vd/F) foi calculado pela equação padrão do software e refere-se a soma dos 

volumes de distribuição dos compartimentos 1 e 2 (GABRIELSSON; WEINER, 

2000).  

Na análise farmacocinética dos enantiômeros dos metabólitos M1 e M2 foi 

empregado o modelo monocompartimental aberto, cinética de primeira ordem e 

inclusão de lag time.  

A concentração livre dos enantiômeros do tramadol , M1 e M2 foi avaliada no 

tempo de observação da concentração plasmática máxima total do tramadol para 

cada paciente. A fração livre no plasma (Fu) foi determinada conforme a equação: 

Fu = 
[concentração livre no plasma] 

[concentração total no plasma] 
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3.4 Análise estatística  
 

A análise estatística foi realizada empregando os softwares GraphPad Instat® 

(GraphPad Software, CA, EUA) e Origin versão 8.0 (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, EUA). Os dados foram apresentados através das medianas 

(percentis 25 e 75) e médias. O teste de Wilcoxon foi empregado para avaliar as 

razões enantioméricas (+)-tramadol/(-)-tramadol, (+)-M1/(-)-M1, (+)-M2/(-)-M2 

diferentes da unidade, com valores de p ≤ 0,05.  
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Análise enantiosseletiva do tramadol, M1 e M2 livre e total em plasma 
humano 

 
O estudo da disposição cinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 

exigiu o desenvolvimento de métodos de análise em plasma com limites inferiores 

de quantificação compatíveis com a administração de doses únicas de 100 mg de 

tramadol por via oral.  

Os enantiômeros do tramadol foram separados na coluna quiral Chiralpak® 

AD com a fase móvel constituída por mistura de n-hexano e etanol (95,5:4,5, v/v) 

adicionada de 0,1% de dietilamina. A Figura 4 apresenta os cromatogramas da 

análise de um plasma branco (Figura 4A), de um plasma enriquecido com tramadol, 

M1 e M2 na concentração de 200 ng de cada enantiômero do tramadol por mL de 

plasma e 100 ng de cada enantiômero do M1 e M2 por mL de plasma (Figura 4B), e 

da análise da concentração plasmática total (Figura 4C) e livre (Figura 4D) em um 

paciente portador de dor neuropática 3 horas após receber 100 mg de tramadol por 

via oral.  

 
4.1.1 Ordem de eluição dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 
 
A ordem de eluição dos enantiômeros do tramadol e dos metabólitos M1 e M2 

foi determinada conforme descrito por Godoy et al. (2011). Os tempos de retenção 

de cada enantiômero coletado de acordo com o procedimento desenvolvido no 

presente estudo e analisados de acordo com o método descrito por Campanero et 

al. (2004) foram comparados aos dos referidos autores para a identificação da 

ordem de eluição. A sequência de eluição dos enantiômeros no método 

desenvolvido foi: (+)-tramadol; (-)-tramadol; (+)-M1; (-)-M1; (+)-M2; padrão interno 

(PI) e (-)-M2 (Figura 4). 
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Figura 4 - Cromatogramas referentes a análise dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 em 
plasma humano. (A) plasma humano branco; (B) plasma humano enriquecido 
com tramadol na concentração de 200 ng de cada enantiômero/mL e M1 e M2 na 
concentração de 100 ng de cada enantiômero/mL e padrão interno (verapamil); 
análise da concentração livre+ligada às proteínas plasmáticas (C) e livre (D) dos 
enantiômeros do tramadol, M1 e M2 em plasma de paciente 3 horas após a 
administração de 100 mg de tramadol por via oral. Picos: 1- (+)-tramadol; 2- (-)-
tramadol; 3-(+)-M1; 4- (-)-M1; 5- (+)-M2; 6- padrão interno (PI); 7- (-)-M2 
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4.1.2 Racemização 
 
O teste de racemização foi realizado numa etapa anterior à validação do 

método através da análise de amostras de plasma branco enriquecidas com os 

enantiômeros individuais. Foi demonstrada ausência de racemização durante o 

procedimento de extração. 

 

4.1.3 Estudo do efeito matriz  
 
Os dados apresentados na Tabela 2 indicam que o efeito matriz na ionização 

dos enantiômeros do tramadol, M1 M2 e do padrão interno é praticamente ausente. 

 

Tabela 2 - Estudo do efeito matriz para os enantiômeros do tramadol, M1, M2 e padrão 
interno (PI) em seis diferentes lotes de plasma humano. Resultados apresentados como 
porcentagem em relação ao sinal original 

Concentração 
ng/mL 

(+)-tramadol (-)-tramadol (+)-M1 (-)-M1 (+)-M2 (-)-M2 PI 

0,3 ng/mL   107,79 102,14 102,90 100,89  

0,6 ng/mL 93,24 99,11      

100 ng/mL   104,75 105,73 104,27 97,42 102,90

200 ng/mL 100,18 97,58      

240 ng/mL   107,11 102,94 99,38 97,35  

480 ng/mL 101,31 92,84      

 

 
4.1.4 Validação do método de análise enantiosseletiva do tramadol, M1 e 

M2 livre e total em plasma humano 
 
As Tabelas 3 e 5 apresentam os limites de confiança do método de análise da 

concentração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 e as Tabelas 4 e 6 

apresentam os limites de confiança do método de análise da concentração 

plasmática total dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 em plasma humano. 
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Tabela 3 - Parâmetros de validação do método de análise dos enantiômeros do tramadol 
livre em plasma humano  

 (+)-tramadol (-)-tramadol 

Linearidade (0,5 - 250 ng/mL)  

      r  

y=0,0101x-0,0011 

0,9996 

y=0,0128x -0,0017 

0,9995 

Limite de quantificação (0,5 ng/mL)       

     Precisão (CV%, n=5) 

     Exatidão (Inexatidão %) 

 

11,21 

1,4 

 

8,16 

-8,13 

Precisão Interensaios (CV%, n=15) 

        1  ng/mL 

        80 ng/mL 

        200 ng/mL 

 

7,69 

7,97 

10,00 

 

8,59 

10,27 

10,16 

Precisão Intra-ensaio (CV%, n=6) 

        1 ng/mL 

        80 ng/mL 

        200 ng/mL 

 

8,68 

5,31 

9,16 

 

11,53 

7,67 

7,94 

Exatidão Interensaios (% Inexatidão, n=15)

        1 ng/mL 

        80 ng/mL 

        200 ng/mL 

 

-3,91 

-5,47 

1,70 

 

0,59 

-7,45 

-2,77 

Exatidão Intra-ensaio (% Inexatidão, n=6) 

        1 ng/mL 

        80 ng/mL 

        200 ng/mL 

 

-4,96 

5,20 

9,02 

 

-1,71 

5,17 

3,34 

CV = coeficiente de variação [(desvio padrão/média) x 100]; r=coeficiente de correlação linear;  % Inexatidão= 
[(concentração obtida-concentração real)/concentração real] x 100; *Precisão e exatidão interensaios: avaliada 
em triplicata durante 5 dias 
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Tabela 4 - Parâmetros de validação do método de análise da concentração total dos 
enantiômeros do tramadol em plasma humano  

 (+)-tramadol (-)-tramadol 
Recuperação (%)          
     0,6 ng/mL 
     200 ng/mL 
     480 ng/mL                          

 
91,95 
92,34 
98,18 

 
91,12 

102,35 
85,90 

Linearidade (0,2 - 600 ng/mL)  
      r  

y = 0,097x – 0,254 
0,9991 

y=0,125x-0,080 
0,9993 

Limite de quantificação (0,2 ng/mL)       
     Precisão (CV%, n=5) 
     Exatidão (Inexatidão %) 

 
6,04 
0,40 

 
7,59 
2,00 

Precisão Interensaios (CV%, n=20) 
        0,6 ng/mL 
        200 ng/mL 
        480 ng/mL 

 
6,94 
8,18 
8,80 

 
6,70 
7,14 
8,13 

Precisão Intra-ensaio (CV%, n=5) 
        0,6 ng/mL 
        200 ng/mL 
        480 ng/mL 

 
6,76 

10,06 
12,94 

 
5,34 
3,99 

10,66 
Exatidão Interensaios (% Inexatidão, n=20) 
        0,6 ng/mL 
        200 ng/mL 
        480 ng/mL 

 
1,83 
-6,22 
-0,24 

 
-0,08 
-5,32 
3,43 

Exatidão Intra-ensaio (% Inexatidão, n=5) 
        0,6 ng/mL 
        200 ng/mL 
        480 ng/mL 

 
4,00 
-9,46 
-5,14 

 
2,00 

-10,51 
-0,81 

Estabilidade (% Inexatidão, n=5) 
 Curta Duração (6h a 23˚ C) 
       0,6 ng/mL  
       480ng/mL 

 
 

-11,86 
7,23 

 
 

-13,40 
3,88 

 Pós-processamento (12 h a 12˚ C)  
       0,6 ng/mL  
       480ng/mL 

 
-2,88 
13,73 

 
-7,52 
10,86 

 Congelamento/descongelamento (3 ciclos) 
       0,6 ng/mL  
       480 ng/mL 

 
-9,96 
8,90 

 
-7,84 
5,74 

Longa Duração (11 meses a -20˚ C) 
       0,6 ng/mL  
       480 ng/mL 

 
0,01 
7,11 

 
-4,15 
2,04 

CV = coeficiente de variação [(desvio padrão/média) x 100]; r=coeficiente de correlação linear, % Inexatidão= 
[(concentração obtida-concentração real)/concentração real] x 100 
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 4.2 Farmacocinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total em 
pacientes portadores de dor neuropática 

 
A Figura 5 mostra as curvas de concentração plasmática total versus tempo e 

a Tabela 7 apresenta os parâmetros farmacocinéticos de cada enantiômero do 

tramadol, M1 e M2 dos pacientes portadores de dor neuropática após administração 

oral de 100 mg de tramadol racêmico (n=12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Curvas de concentração plasmática total versus tempo dos enantiômeros do 
tramadol, M1 e M2 nos pacientes portadores de dor neuropática tratados após 
a administração de dose única oral de 100 mg de tramadol racêmico  
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A Figura 6 apresenta as medianas das razões enantioméricas (+)/(-) de 

concentrações plasmáticas totais do tramadol, M1 e M2 em pacientes portadores de 

dor neuropática (n=12). 

 

 
Figura 6 - Razões enantioméricas (+)/(-) das concentrações plasmáticas totais do tramadol, 

M1 e M2 após administração de dose única oral de 100 mg de tramadol 
racêmico em pacientes portadores de dor neuropática. Dados apresentados 
como medianas (n=12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 4 8 12 16 20 24
0

2

4

6

8

10

R
az

ão
 (+

)/(
-)

Tempo (h)

 trans-T
 M1
 M2

tramadol 
M1 
M2 



Capítulo 1  | 58 
 

 

4.3 Avaliação da fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 em 
plasma humano 

 
As Tabela 8 mostra o estudo da fração livre dos enantiômeros do tramadol, 

M1 e M2 nos pacientes portadores de dor neuropática (n=12). 

 

Tabela 8 - Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes portadores 
de dor neuropática (n=12) 

Pacientes (+)-tramadol (-)-tramadol (+)-M1 (-)-M1 (+)-M2 (-)-M2 

1 0,25 0,27 0,10 0,07 0,10 0,07 

2 0,39 0,42 0,21 0,18 0,25 0,11 

3 0,67 0,45 0,15 0,18 0,28 0,31 

4 0,89 0,68 0,22 0,26 0,58 0,61 

5 0,65 0,73 0,12 0,15 0,24 0,23 

6 0,65 0,46 0,13 0,15 0,37 0,41 

7 0,36 0,47 0,08 0,11 0,11 0,10 

8 0,64 0,61 0,22 0,19 0,11 0,11 

9 1,00 1,00 0,37 0,22 0,19 0,19 

10 0,69 0,78 0,32 0,25 0,28 0,30 

11 0,68 0,64 0,17 0,20 0,39 0,35 

12 0,25 0,29 0,13 0,13 0,09 0,08 

Mediana 0,65 0,54 0,16 0,18 0,24 0,21 

Média 0,59 0,57 0,18 0,17 0,25 0,24 

Percentil  
25 – 75 

0,37-0,68 0,43-0,70 0,12-0,22 0,14-0,21 0,11-0,33 0,10-0,33 

* Teste de Wilcoxon, p<0,05 [(+)-tramadol vs (-)-tramadol; (+)-M1 vs (-)-M1; (+)-M2 vs (-)-M2] 
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5. DISCUSSÃO 
 

O presente estudo reporta a disposição cinética, a fração livre e o 

metabolismo dos enantiômeros do tramadol em 12 pacientes portadores de dor 

neuropática fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6. Os métodos 

desenvolvidos e validados permitiram a quantificação em plasma e o cálculo da 

fração livre (Fu) dos enantiômeros do tramadol e seus metabólitos M1 e M2 até 24 

horas após a administração de dose única oral de 100 mg de tramadol racêmico.  

A ligação de fármacos a proteínas plasmáticas é uma importante covariável 

em farmacocinética, visto que apenas a fração livre de fármacos no plasma 

encontra-se disponível para  a distribuição e a eliminação. No entanto, poucos dados 

são disponíveis sobre a influência da ligação de fármacos às proteínas plasmáticas 

na farmacodinâmica e sempre que possível a concentração livre e não a 

concentração total deve ser usada nos modelos farmacocinética-farmacodinâmica 

(PK-PD) para os fármacos altamente ou pouco ligados às proteínas plasmáticas 

(SMITH; DI; KERNS, 2010).  

O método de análise da concentração livre é semelhante ao método utilizado 

para a determinação do fármaco total em plasma, exceto pela exigência de um 

procedimento capaz de separar o fármaco livre do fármaco ligado às proteínas 

plasmáticas. No presente estudo, foi empregado o método de ultrafiltração utilizando 

o dispositivo Centrifree® adquirido da Millipore (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda), um 

sistema que resulta na formação de um ultrafiltrado, no qual o fármaco livre 

encontra-se na mesma concentração da amostra. O fármaco ligado às proteínas 

plasmáticas não atravessa a membrana e não atinge o ultrafiltrado (Centrifree® user 

guide; MILLIPORE CORP., 2010, 2011). O procedimento de ultrafiltração vem sendo 

usado na determinação da concentração livre de outros fármacos, tais como o 

moxifloxacino, paclitaxel e ácido micofenólico (GARDNER et al., 2008; ZENG et al., 

2009; PRANGER et al., 2010).  

Os enantiômeros do tramadol e seus metabólitos M1 e M2 foram resolvidos 

em coluna de fase quiral Chiralpak® AD com a fase móvel constituída por mistura de 

n-hexano:etanol:dietilamina (95,5:4,5:0,1 v/v/v) com o tempo de corrida de 

aproximadamente 19 minutos. A Figura 4 apresenta os cromatogramas obtidos no 

sistema LC-MS/MS referentes a análise da concentração plasmática total (Figura 

4C) e livre (Figura 4D) em plasma coletado de um paciente portador de dor 
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neuropática 3 horas após a administração oral de 100 mg de tramadol. Diversos 

estudos reportam a separação dos enantiômeros do tramadol utilizando 

cromatografia líquida de alta eficiência. Os métodos empregam fases estacionárias 

quirais como as colunas Chiralpak® AD (CECCATO et al., 2000; MUSSHOFF et al., 

2006; MEHVAR et al., 2007), Chiralcel® OD-R (CECCATO et al., 1997; 

CAMPANERO et al., 1999; CAMPANERO et al., 2004) e a coluna AGP (ARDAKANI 

et al., 2008), cujos seletores quirais são amilose tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato), 

cellulose tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) e a alfa-1 glicoproteína ácida, 

respectivamente. A cromatografia gasosa já foi utilizada na separação dos 

enantiômeros do tramadol usando a coluna Rt-βDEXcst cujo seletor quiral é β-

ciclodextrina (CHYTIL et al., 2009). A técnica de eletroforese capilar também já foi 

empregada na análise dos enantiômeros do tramadol utilizando β-ciclodextrinas ou 

γ-ciclodextrinas com alto grau de sulfatação como seletores quirais (RUDAZ et al., 

1998; RUDAZ et al., 1999; RUDAZ et al., 2004). 

O efeito matriz foi considerado ausente na análise dos enantiômeros do 

tramadol, M1 e M2 em plasma humano. Foram obtidos valores próximos a 100% 

quando as áreas dos picos resultantes da injeção direta de soluções padrão em fase 

móvel foram comparadas às áreas obtidas de soluções padrão adicionadas a 

extratos de plasma branco oriundos de seis diferentes voluntários (Tabela 2). Godoy 

et al. também reportaram ausência de efeito matriz ao empregarem plasma de ratos 

na análise dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 (GODOY et al., 2011). O teste 

de racemização foi realizado antes do procedimento de validação e não demonstrou 

inversão quiral para o tramadol, M1 e M2.  

Os enatiômeros do tramadol, M1 e M2 foram extraídos do plasma humano em 

meio alcalino usando a técnica de salting-out com cloreto de sódio e o éter metil-

terc-butílico como solvente de extração. A recuperação (Tabelas 4 e 6) mostra 

valores de aproximadamente 90% para os enantiômeros do tramadol, M1 e M2 para 

as diferentes concentrações analisadas. Além da extração líquido-líquido usando o 

éter metil-terc-butílico (CAMPANERO et al., 2004), outros autores reportam o uso de 

acetato de etila como solvente extrator com recuperações que variam de 

aproximadamente 75 a 90% (ARDAKANI et al., 2007; ARDAKANI et al., 2008) e 

extração em fase sólida com recuperações de cerca de 90% (CECCATO et al., 

2000).  

Os limites de quantificação de 0,2, 0,1 e 0,1 ng de cada enantiômero do 
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tramadol, M1 e M2/mL de plasma foram observados nas análises da concentração  

plasmática total, enquanto os limites de 0,5, 0,25 e 0,25 de cada enantiômero do 

tramadol, M1 e M2/mL de plasma foram observados na análise da concentração 

livre, respectivamente (Tabelas 3, 4, 5 e 6). Esses dados foram obtidos com a 

extração de apenas 200 μL de ultrafiltrado provenientes de 1 mL de plasma na 

análise da concentração livre e de 500 μL de plasma na análise da concentração 

plasmática total. Tais resultados permitiram a determinação da concentração 

plasmática total desses analitos até 24 horas após a administração oral de 100 mg 

de tramadol racêmico. Outros autores que empregaram LC-MS/MS relatam limites 

de quantificação em termos da concentração plasmática total de 0,15, 3 e 1 ng/mL 

para cada enantiômero do tramadol empregando volumes de plasma de 1 mL 

(CECCATO et al., 2000), 500 μL (MUSSHOFF et al., 2006) e 200 μL (PATEL et al., 

2009). Para o metabólito ativo M1, os mesmos autores reportaram limites 

quantificação de 0,3, 4 e 0,5 ng/mL para cada enantiômero, respectivamente. 

Portanto, o método desenvolvido no presente estudo é o mais sensível entre os já 

publicados na literatura empregando LC-MS/MS (CECCATO et al., 2000; 

MUSSHOFF et al., 2006; PATEL et al., 2009). Estudos anteriores relatam que a 

disposição cinética do (+)-M1 após administração oral a metabolizadores lentos do 

CYP2D6 não foi descrita pois as concentrações plasmáticas do (+)-M1 encontravam-

se abaixo do limite de quantificação (FLIEGERT; KURTH; GOHLER, 2005; 

PEDERSEN; DAMKIER; BROSEN, 2006). Assim, métodos enantiosseletivos 

sensíveis se fazem necessários para a análise da concentração dos metabólitos do 

tramadol inclusive em paciente metabolizadores lentos do CYP2D6. 

Os coeficientes de variação obtidos nos estudos de precisão e a porcentagem 

de inexatidão interensaios e intraensaios inferiores a 15% para os enantiômeros do 

tramadol, M1 e M2 avaliados em três níves de concentração asseguram a 

repetibilidade e a exatidão dos resultados para os métodos de análise da 

concentração plasmática total e livre (Tabelas 3, 4, 5 e 6). 

A estabilidade dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 para o método 

analítico desenvolvido foi avaliada em quatro modalidades: estabilidade de curta 

duração por 6 horas em temperatura ambiente, pós-processamento durante 12 

horas a 12˚ C, após três ciclos de congelamento e descongelamento e de longa 

duração avaliada no período de 11 meses armazenada a -20˚ C. Foram 

determinados desvios inferiores a 15% em relação as amostras recém-preparadas, o 
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que garante a estabilidade das amostras em plasma sob as condições de 

armazenamento do estudo (Tabelas 4 e 6). Ausência de degradação ou inversão 

quiral para os enantiômeros do tramadol, M1 e M2 foi relatada por Ardakani et al. 

(2008) após armazenar amostras de plasma a -20˚ C durante 3 meses ou amostras 

de plasma e soluções estoques durante 24 h a 4˚C. 

Os limites de confiança obtidos no método de análise da concentração 

plasmática total são compatíveis com a aplicação em estudos de farmacocinética do 

tramadol, M1 e M2 após administração de dose única de tramadol racêmico. 

Considerando os métodos até então disponíveis para a análise simultânea dos 

enantiômeros do tramadol e seus metabólitos M1 e M2, podemos afirmar que o 

método desenvolvido é o mais sensível e o mais rápido entre os já publicados na 

literatura.  

A disposição cinética dos enantiômeros do tramadol e seus principais 

metabólitos de fase I, M1 e M2, foi avaliada em pacientes portadores de dor 

neuropática após a administração de dose única oral de 100 mg de tramadol 

racêmico. As curvas de concentração plasmática total dos enantiômeros do tramadol 

versus tempo foram descritas através do modelo bicompartimental e as curvas de 

concentração plasmática dos enantiômeros do M1 e M2 foram descritas pelo modelo 

monocompartimental (Figura 5).  

As concentrações plasmáticas totais versus tempo do (+)-tramadol foram 

significativamente maiores que as do (-)-tramadol (AUC: 1311,80 ng.h/mL e 1264,17 

ng.h/mL, respectivamente) com a razão enantiomérica AUC(+)/(-) de 1,13. Tal 

acúmulo é acompanhado pela meia-vida de eliminação (t½β) mais prolongada do (+)-

tramadol (7,61 h) em relação ao (-)-tramadol (7,09 h) embora não tenham sido 

observadas diferenças no clearance total aparente entre os enantiômeros (Figura 5; 

Tabela 7). A enantiosseletividade na farmacocinética do tramadol já havia sido 

demonstrada por outros autores na literatura com razão AUC(+)/(-) variando de 1,22 a 

1,28 (GARCÍA-QUETGLAS et al., 2007a; GARCÍA-QUETGLAS et al., 2007b). Após 

administração de tramadol racêmico na forma de comprimidos de liberação 

controlada a voluntários sadios chineses em regime de dose múltipla, Liu et al. 

(2001a) observaram acúmulo do (+)-tramadol no estado de equilíbrio, com razão 

AUC(+)/(-) de 1,22.  
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A enantiosseletividade na farmacocinética pode ter como causa diversos 

fatores, entre eles o transporte através de membranas mediado por carreadores, a 

ligação às proteínas plasmáticas e o metabolismo preferencial para um dos 

enantiômeros. A ligação do tramadol como mistura enantiomérica às proteínas 

plasmáticas é baixa (GROND; SABLOTZKI, 2004) e dados de ligação às proteínas 

plasmáticas dos enantiômeros individuais do tramadol não estão disponíveis na 

literatura. Kanaan et al. (2009) demonstraram que o tramadol e o M1 não são 

substratos do transportador de efluxo glicoproteína-P. Entretanto, bombas de efluxo 

próton-dependentes parecem limitar a absorção gastrointestinal e favorecer a 

eliminação renal de forma similar para ambos os enantiômeros do tramadol 

(KANAAN et al., 2009). Um estudo experimental demonstrou que a distribuição dos 

enantiômeros do tramadol e M1 no SNC de ratos é enantiosseletiva, com maiores 

concentrações do (+)-tramadol e (-)-M1 no soro e nos tecidos cerebrais, quando 

comparados ao (-)-tramadol e ao (+)-M1, respectivamente (LIU et al., 2001b). Dessa 

forma, o metabolismo preferencial de um dos enantiômeros do tramadol parece ser 

o principal responsável pela enantiosseletividade em sua farmacocinética. 

O (+)-M1 é o principal responsável pela atividade analgésica em receptores 

opióides do tipo μ, e portanto, o estudo da sua farmacocinética é de particular 

interesse. No presente estudo, os pacientes portadores de dor neuropática não 

apresentaram diferenças significativas entre os enantiômeros do M1 em nenhum 

parâmetro farmacocinético (Figura 5; Tabela 7). Logo, não é possível explicar a 

eliminação preferencial do (-)-tramadol nos pacientes portadores de dor neuropática 

com base na formação do M1. Alguns autores relatam um acúmulo do (-)-M1 com 

razão AUC(+)/(-) de aproximadamente 0,9 em metabolizadores extensivos do CYP2D6 

(GARCÍA-QUETGLAS et al., 2007b). Estudos in vitro usando microssomas hepáticos 

de ratos mostram que o metabólito (-)-M1 é preferencialmente formado em relação 

ao (+)-M1 (LIU et al., 2003). Assim, a eliminação preferencial do (-)-tramadol na 

forma de (-)-M1 seria uma justificativa plausível para o acúmulo do (+)-tramadol.  

Ressalta-se que o M1 é um metabólito intermediário, formado a partir do 

tramadol e eliminado por reações de N-desmetilação, formando M5 e M4 e por 

reações de conjugação com o ácido glicurônico ou sulfonato. Em voluntários sadios, 

a reação de glicuronidação é favorecida para o (-)-M1 com observação de excreção 

urinária 4 vezes maior para o (-)-M1 quando comparado ao (+)-M1 (OVERBECK; 

BLASCHKE, 1999; SOETEBEER et al., 2001). Estudos empregando microssomos 
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hepáticos humanos demonstram que a glicuronidação do M1 é enantiosseletiva com 

maior formação do (-)-M1 glicuronídeo. As isoformas UGT 1A7, UGT 1A8, UGT1A9 

e UGT1A10 catalisam apenas a glicuronidação do (+)-M1, enquanto que a UGT 

2B15 e a UGT2B7 catalisam a de ambos enantiômeros do M1 (LEHTONEN et al., 

2010). A eliminação preferencial do (-)-M1 glicuronídeo é, portanto, um fator 

determinante na enantiosseletivade observada na farmacocinética do tramadol em 

pacientes portadores de dor neuropática. 

A farmacocinética do M2 é enantiosseletiva com concentrações plasmáticas 

do (+)-M2 significativamente maiores que as do (-)-M2 (AUC: 443,41 ng.h/mL e 

74,93 ng.h/mL, respectivamente) com razão enantiomérica de AUC(+)/(-) de 4,64 

(Figura 5; Tabela 7). Resultados similares foram observados por García-Quetglas et 

al. (2007a) com razão AUC(+)/(-) de 4,5 para o M2 após administração oral de 

tramadol racêmico. No entanto, as razões de concentrações plasmáticas (+)/(-) 

aumentam em função do tempo com a observação dos maiores valores (em torno de 

7) aproximadamente 16 horas após a administração do fármaco sugerindo a 

formação preferencial do (+)-M2 e/ou a eliminação preferencial do (-)-M2 (Figura 6). 

O método de análise da concentração livre mostrou parâmetros de validação 

compatíveis com a análise das amostras no tempo de observação da concentração 

plasmática total máxima (Cmax) e permitiu o cálculo da Fu dos enantiômeros do 

tramadol, M1 e M2 em cada paciente através da relação entre a concentração 

plasmática livre e a total. Os pacientes portadores de dor neuropática não mostram 

enantiosseletividade na fração livre do tramadol com observação de valores de 

aproximadamente 0,65 para o (+)-tramadol e de 0,55 para o (-)-tramadol (Tabela 8). 

Os dados da literatura relativos a Fu são escassos, e demonstram que 20 % da 

concentração plasmática do tramadol como mistura enantiomérica encontra-se 

ligada às proteínas e portanto, uma fração de 0,8 encontra-se livre no plasma 

(GROND; SABLOTZKI, 2004). A Fu do (+)-M1 de 0,16 e a do (-)-M1 de 0,18 foram 

consideradas não enantiosseletivas da mesma forma que as do (+)-M2 e (-)-M2, 

cujos valores foram de 0,25 e 0,22, respectivamente. Não há dados na literatura 

referentes a Fu dos metabólitos M1 e M2 como enantiômeros ou mistura 

enantiomérica. 

Concluindo, a farmacocinética do tramadol e seus metabólitos é 

enantiosseletiva com acúmulo plasmático do (+)-tramadol e (+)-M2 em pacientes 

portadores de dor neuropática fenotipados como metabolizadores extensivos do 
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CYP2D6 após a administração de dose única oral de tramadol racêmico. A 

ligação às proteínas plasmáticas não é enantiosseletiva para o tramadol, M1 e M2 e 

é aproximadamente 4 vezes maior para os enantiômeros do metabólito ativo M1, se 

comparados aos enantiômeros do tramadol. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doenças metabólicas de etiologia 

múltipla caracterizado por hiperglicemia resultante de alteração da secreção de 

insulina e/ou de alteração na ação da insulina. A hiperglicemia crônica do DM é 

associada com danos crônicos, disfunções ou falência em vários órgãos, entre eles 

os olhos, rins, nervos, coração e vasos sanguíneos (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2010). 

A grande maioria dos casos de DM pode ser classificada em duas categorias. 

Em uma categoria, DM tipo 1, a causa é a destruição auto-imune ou idiopática das 

células β pancreáticas que resulta em uma deficiência absoluta da secreção de 

insulina. Na outra categoria, mais prevalente, DM tipo 2, a causa é uma combinação 

de resistência a ação da insulina com uma deficiência relativa ou resposta secretória 

de insulina inadequada (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010). 

O DM é um problema de importância crescente em saúde pública. Está 

associado a complicações que comprometem a produtividade, a qualidade de vida e 

a sobrevida dos pacientes. Além disso, acarreta altos custos para seu controle 

metabólico e tratamento de suas complicações (SOCIEDADE BRASILEIRA SOBRE 

DIABETES, 2002). Sua incidência e prevalência estão aumentando, e hoje, o DM é 

considerado uma pandemia emergente (VAN DIEREN et al., 2010). A doença atinge 

cerca de 8% da população mundial e é a principal causa de cegueira adquirida e de 

amputações de membros inferiores (SOCIEDADE BRASILEIRA SOBRE DIABETES, 

2002; MOXEY et al., 2011). Cerca de 26% dos pacientes que ingressam em 

programas de diálise são diabéticos. Os pacientes diabéticos representam cerca de 

30% dos pacientes internados em unidades coronarianas intensivas com dor 

precordial (SOCIEDADE BRASILEIRA SOBRE DIABETES, 2002). No ano 2000, 171 

milhões de pessoas foram diagnosticadas com DM no mundo e estima-se que em 

2030 serão 366 milhões de pessoas. Para o Brasil a estimativa é de 4,6 milhões e 

em 2030 será de 11,30 milhões de pessoas diagnosticadas (WILD et al., 2004).  

As complicações do DM a longo prazo incluem retinopatia com potencial 

perda da visão; nefropatia que pode levar a falência renal; neuropatia periférica com 

risco de ulcerações nos pés e amputações; e neuropatia autonômica causando 

sintomas gastrointestinais, genitourinários e cardiovasculares e disfunção sexual 

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010). 
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A dor neuropática é uma complicação do DM definida por sinais e sintomas 

de neuropatia em pacientes nos quais outras causas de disfunção do sistema 

nervoso periférico foram excluídas (BANSAL; KALITA; MISRA, 2006). Os pacientes 

portadores de DM tipo 1, bem como os portadores de DM tipo 2, podem desenvolver 

a neuropatia diabética, sendo que a prevalência da neuropatia aumenta conforme 

aumenta o tempo de diagnóstico do DM (PIRART, 1977). A neuropatia simétrica 

distal é a forma mais comum ocorrendo em 75% dos casos (BANSAL; KALITA; 

MISRA, 2006). Em um estudo brasileiro, a incidência de dor em população diabética 

foi de 20% (população com viés por ser a de um hospital de referência) 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006). 

A fisiopatologia da neuropatia diabética têm sido explicada por diferentes 

teorias. Na teoria metabólica, o aumento do sorbitol e a redução de mioinositol 

resultantes da hiperglicemia alteram a bomba de sódio e potássio com consequente 

alteração na despolarização e na dinâmica do fluxo axoplasmático. Na teoria 

vascular, temos que o comprometimento da microcirculação resultante da ativação 

da proteinaquinase C e da endotelina I pela hiperglicemia causa lesões das fibras 

nervosas. Por fim, a teoria auto-imune propõe a participação do sistema imune no 

desenvolvimento da neuropatia diabética (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2006).  

O DM pode alterar a disposição cinética e o metabolismo dos fármacos em 

uso na clínica dependendo do tipo e do tempo de diagnóstico da doença, assim 

como do substrato investigado. O DM pode alterar a absorção gastrintestinal, a 

distribuição, o metabolismo e a excreção renal dos fármacos em uso na clínica. O 

tempo de trânsito intestinal pode estar diminuído e retardado em 20-30% dos 

pacientes diabéticos (IIDA et al., 2000). Tal efeito é resultante da hiperglicemia 

crônica que causa um prejuízo simpático e parasimpático dos nervos responsáveis 

pela motilidade intestinal. O DM também pode alterar a ligação dos fármacos às 

proteínas plasmáticas alterando as fases de distribuição e eliminação. As altas 

concentrações de ácidos graxos livres e proteínas glicadas podem alterar a 

extensão da ligação dos fármacos às proteínas plasmáticas em pacientes diabéticos 

(SCHWARTZ et al., 1996; LIPP et al., 1997; PRESTON et al., 2001). Um aumento na 

expressão de Mrp2 na barreira hematoencefálica é observado no diabetes 

experimental induzido por estreptozotocina, e a distribuição de fármacos substratos 

desse transportador no sistema nervoso central pode ser alterada em pacientes 
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diabéticos (HAWKINS et al., 2007). Os níveis dos transportadores de fármacos do 

sangue para o túbulo renal Oct2 encontram-se reduzidos enquanto os de Oat2 e dos 

transportadores de efluxo renal Mrp2, Mrp4 e Bcrp encontram-se induzidos nos rins 

de ratos com diabetes tipo 2 (NOWICKI et al., 2008). Dependendo da duração do 

DM ou do estágio da nefropatia diabética, a velocidade de filtração glomerular pode 

estar aumentada, normal ou diminuída. Além disso, anormalidades na secreção 

tubular renal tanto em pacientes com DM tipo 1 ou DM tipo 2, podem influenciar o 

clearance renal de uma variedade de fármacos (PRESTON; EPSTEIN, 1999). 

Estudos clínicos e experimentais têm demonstrado que o DM pode alterar o 

metabolismo de fármacos através de alterações em diversas enzimas, dentre as 

quais do sistema citocromo P450 (CYP) provocando modificações individualizadas 

na atividade de suas isoformas (PRESTON; EPSTEIN, 1999; CHENG; MORGAN, 

2001; PRESTON et al., 2001). O diabetes experimental induzido em ratos tende a 

suprimir a expressão do CYP1A2, CYP2C11, CYP2C13 e CYP3A2 e a induzir a 

expressão do CYP2A1, CYP2B1, CYP2C12, CYP4A1 e CYP2E1 (SCHENKMAN, 

1991; IBER et al., 2001). Matzke et al. (2000) reportam que o metabolismo da 

antipirina é induzido em pacientes portadores de DM tipo 1, sugerindo aumento na 

atividade do CYP1A2. Hannon-Fletcher et al. (2001) reportam que a expressão do 

CYP2E1 é elevada em pacientes portadores de DM tipo 1. 

O tratamento com insulina mostrou ser efetivo na normalização das 

alterações do CYP tanto em relação ao conteúdo proteico quanto ao RNAm (DONG 

et al., 1988; YAMAZOE et al., 1989). Utilizando ratos espontaneamente diabéticos, 

Favreau e Schenkman (1988) observaram que o metabolismo da anilina que 

encontrava-se aumentado foi normalizado nos animais que receberam insulina. 

Estudos clínicos e experimentais do nosso grupo de pesquisa têm mostrado 

que o diabetes resulta em alterações no metabolismo enantiosseletivo dos fármacos 

quirais disponíveis na clínica como misturas racêmicas. Rocha, Coelho e Lanchote  

(2002) investigaram a estereosseletividade na farmacocinética da fluvastatina em 

ratos com diabetes experimental induzido por estreptozotocina. Os autores relatam 

redução na razão AUC(-)/(+) em razão do aumento no clearance do enantiômero 

(3S,5R)-(-)-fluvastatina nos animais diabéticos. Marques et al. (2002) investigaram a 

enantiosseletividade na disposição cinética da nisoldipina em pacientes hipertensos 

portadores de DM tipo 2 e empregaram a lidocaína como fármaco marcador do 

CYP3A4. Os dados obtidos sugerem que o DM inibe o CYP3A4 com consequente 
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redução no clearance de ambos os enantiômeros da lidocaína. O DM tipo 2 

promoveu uma redução nas concentrações plasmáticas do (S)-(-)-fenoprofeno e 

consequente alteração na farmacodinâmica quando comparados a voluntários 

sadios. Os mesmos autores reportaram ausência de alterações em pacientes 

portadores de DM tipo 1 (POGGI et al., 2006). Gestantes hipertensas portadoras de 

diabetes gestacional apresentaram redução na glicuronidação do labetalol com 

maiores concentrações plasmáticas do isômero responsável pela atividade α-

bloqueadora do fármaco quando comparadas a gestantes hipertensas não 

diabéticas (CARVALHO et al., 2011). 

Entre os fármacos aprovados pelo US Food and Drug Administration (US 

FDA) para o tratatamento da dor neuropática temos a gabapentina, pregabalina, 

duloxetina, patchs de lidocaína a 5 % e carbamazepina. Outros fármacos que 

demonstraram eficácia em estudos múltiplos randomizados controlados por placebo 

incluem opióides, antidepressivos tricíclicos, venlafaxina e tramadol (DOBECKI; 

SCHOCKET; WALLACE, 2006; O’CONNOR; DWORKIN, 2009; DWORKIN et al., 

2010). 

O tratamento de dor neuropática diabética ou não diabética recomendado 

pela Organização Mundial de Saúde segue um guia de 3 etapas: a) inicialmente o 

tratamento deve ser feito com agentes não opióides como paracetamol, ibuprofeno e 

ácido acetil salicílico; b) em caso de persistência da dor, inicia-se então o tratamento 

com agentes considerados opióides “fracos”, como o tramadol e a codeína; c) 

finalmente, em caso de persistência da dor, é recomendado o uso de agentes 

opióides como a morfina e a buprenorfina. Como terapia farmacológica adjuvante, a 

OMS sugere que o uso de corticosteróides, antidepressivos tricíclicos ou 

anticonvulsivantes podem aumentar a eficácia analgésica de opióides (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 1990; ROSE; KAM, 2002).  

O tramadol é um analgésico de ação central eficaz na atenuação de dores 

agudas (dor pós traumática, renal, pós-operatória e cólicas biliares) e crônicas 

(GROND; SABLOTZKI, 2004). Vários autores demonstram sua eficácia na 

atenuação da dor neuropática em pacientes diabéticos (HARATI et al., 1998; 

HARATI et al., 2000; GROND; SABLOTZKI, 2004; ADRIAENSEN et al., 2005).  

Godoy (2009) observou que o diabetes experimental induzido por 

estreptozotocina em ratos inibe preferencialmente o metabolismo do (-)-tramadol, 

mas também o do (+)-tramadol e que o tratamento com insulina reverte a inibição 
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preferencial no metabolismo do (-)-tramadol. Em voluntários sadios, o metabolismo 

do (+)-tramadol em (+)-M1 é exclusivamente mediado pelo CYP2D6 enquanto o 

metabolismo do (-)-tramadol em (-)-M1 é menos influenciado pelo fenótipo do 

CYP2D6 (GARCÍA-QUETGLAS et al., 2007b). Isso sugere que o diabetes 

experimental inibe além do CYP2D outras isoformas do CYP relacionadas ao 

metabolismo do tramadol em M1. 

Considerando o uso do tramadol no tratamento da dor neuropática em 

pacientes diabéticos, o presente estudo visa avaliar a influência do DM tipo 1 e do 

DM tipo 2 na disposição cinética, na fração livre e no metabolismo enantiosseletivos 

do tramadol em pacientes com dor neuropática tratados com dose única do fármaco 

sob a forma de racemato. Não há dados de estudos clínicos na literatura sobre a 

influência do DM na farmacocinética do tramadol como mistura enantiomérica ou 

como enantiômeros individuais. Considerando a formação dos metabólitos (+)-M1 e 

(-)-M1 mediada pela atividade geneticamente determinada do CYP2D6, foram 

incluídos na presente investigação somente pacientes fenotipados como 

metabolizadores extensivos para o CYP2D6.  
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2. OBJETIVOS 
 

• Investigar a influência do DM tipo 1 descompensado na disposição 

cinética e metabolismo enantiosseletivos do tramadol administrado em 

regime de dose única, sob a forma racêmica, a pacientes fenotipados 

como metabolizadores extensivos para o CYP2D6. 

• Investigar a influência do DM tipo 2 descompensado na disposição 

cinética e metabolismo enantiosseletivos do tramadol administrado em 

regime de dose única, sob a forma racêmica, a pacientes fenotipados 

como metabolizadores extensivos para o CYP2D6. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS  
 
3.1 Casuística 
 
Pacientes com DM tipo 1 ou com DM tipo 2 portadores de dor neuropática 

foram selecionados no Ambulatório de Endocrinologia do HCFMRP-USP e no 

Ambulatório de Diabetes do Centro de Saúde Escola – Sumarezinho da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto - USP. Foram investigados 18 pacientes portadores 

de dor neuropática diabética, sendo 9 pacientes portadores de DM tipo 1 e 9 

pacientes portadores de DM tipo 2. O diagnóstico de DM tipo 1 e DM tipo 2 foi 

realizado de acordo com a American Diabetes Association (2010) através dos 

seguintes critérios: valores de glicemia de jejum maiores ou iguais a 126 mg/dL 

(considerando o período de jejum de pelo menos 8 horas); valores de glicose 

plasmática de 2h maiores ou iguais a 200 mg/dL durante o teste de tolerância oral a 

glicose (utilizando carga de glicose anidra de 75 g dissolvida em água); ou valores 

de glicemia aleatoriamente avaliados maiores ou iguais a 200 mg/dL em pacientes 

com sinais clássicos de hiperglicemia ou crise hiperglicêmica. Os sinais clássicos de 

hiperglicemia incluem: poliúria, polidipsia, polifagia e perda de peso inexplicada. Na 

ausência de hiperglicemia aleatoriamente avaliada, cada um dos testes deve ser 

confirmado no dia seguinte. O tempo de diagnóstico do DM variou de 3 a 24 anos. 

As características dos pacientes incluídos nos Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2 estão 

apresentadas nas Tabelas 9 e 10.  

Foram incluídos pacientes adultos jovens (18-59 anos) de ambos os sexos e 

fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6 empregando metoprolol 

como fármaco marcador (dados apresentados no Capítulo 3). Foram incluídos 

apenas pacientes portadores de dor neuropática diabética auto-reportada acima de 

4 na Escala de Estimativa Numérica de Dor de 0 a 10 (WILLIAMSON; HOGGART, 

2005; TREEDE et al., 2008; GEBER et al., 2009) e considerados com níveis 

glicêmicos descompensados (hemoglobina glicada acima de 8 %) apesar do uso 

regular de insulina ou hipoglicemiantes orais. Entre os fármacos comumente 

associados nos Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2 temos: insulinas [ação ultra-rápida, 

rápida (Aspart, Regular), intermediária (NPH) e prolongada (Lantus)], 

hipoglicemiantes orais (metformina e glibenclamida), antihipertensivos (captopril, 

enalapril e propranolol),  hipolipemiantes (sinvastatina, atorvastatina e benzofibrato) 

e diuréticos (hidroclorotiazida).  
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Tabela 10 - Características da doença dos pacientes investigados nos Grupos DM tipo 1 
(n=9) e DM tipo 2 (n=9)  

Pacientes 
Grupo DM tipo 

1 

Tempo de 
diagnóstic

o  
Complicações 

associadas 
Fármacos 
associado

s 
Dor neuropática 

13 8 anos - 4,5 Neuropatia diabética 
14 13 anos - 4,5 Neuropatia diabética 
15 24 anos RDP, HAS, 

Dislipidemia 
4,5, 6, 7 Neuropatia diabética 

16 23 anos RDNP 4,5 Neuropatia diabética 
17 8 anos - 4,5 Neuropatia diabética 
18 12 anos Nefropatia clínica 

RDNP, HAS 
1,4,5 Neuropatia diabética 

19 24 anos Dislipidemia 4,5,9 Neuropatia diabética 
20 - Nefropatia 

incipiente, 
HAS 

4, 8,10, 11 Neuropatia diabética 

21 20 anos RDNP 12,13 Neuropatia diabética 
Grupo DM tipo 

2 
    

22 17 anos Obesidade, 
dislipidemia 

4,8,9,11 Neuropatia diabética 

23 5 anos Nefropatia clínica, 
dislipidemia, HAS 

1,4,8,14 Neuropatia diabética 

24 3 anos HAS, obesidade 8, 11 Neuropatia diabética 
25 8 anos HAS, dislipidemia 

Nefropatia clínica 
4,5,6,15,16 Neuropatia diabética 

26 16 anos Nefropatia 
incipiente, 

RDNP, HAS, 
dislipidemia, 
obesidade 

4,8,9,16 Neuropatia diabética 

27 11 anos Nefropatia 
incipiente, 

obesidade, HAS,  
dislipidemia 

4,5,7,8,11, 
17 

Neuropatia diabética 

28 20 anos Nefropatia 
incipiente, 

RDNP, HAS, 
dislipidemia, 
obesidade 

4,5,7,8,11 Neuropatia diabética 

29 6 anos RDP, nefropatia 
incipiente, 
obesidade, 

dislipidemia, HAS 

6,7,8,18 Neuropatia diabética 

30 23 anos RDP, dislipidemia 4,5,8 Neuropatia diabética 
RDP: retinopatia diabética proliferativa; HAS: hipertensão arterial sistêmica; RDNP: retinopatia diabética não 
proliferativa.1: Captopril; 4: insulina NPH; 5: insulina regular; 6: enalapril; 7: sinvastatina; 8: metformina; 9: 
atorvastatina; 10: insulina ultra-rapida; 11: hidroclorotiazida; 12: insulina lantus; 13: insulin aspart; 14: sulfato 
ferroso; 15: benzofibrato; 16: atenolol; 17: propranolol; 18: glibenclamida 
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Todos os pacientes incluídos no Grupo DM tipo 1 e DM tipo 2 apresentam 

como causa de dor neuropática a neuropatia diabética. São sinais atribuídos à dor 

neuropática induzida pelo DM: i) dor diária crônica moderada a grave nas 

extremidades inferiores por período superior a 1 mês, mas principalmente superior a 

3 meses; ii) score de dor de pelo menos 2,5 cm, mas principalmente superior a 4 cm 

numa Escala Analógica Numérica de Dor de 10 cm; iii) score de pelo menos 4 numa 

escala numérica de 11 pontos (0 = sem dor, 10 = pior dor possível). Foram 

considerados critérios de exclusão de pacientes: evidência de outra etiologia para 

dor neuropática; presença de outro tipo de dor tão grave quanto a dor neuropática 

(ADRIAENSEN et al., 2005). 

 Foram excluídos pacientes portadores de dor nociceptiva somática, visceral 

ou autonômica associadas no período da pesquisa, bem como os portadores de 

obesidade mórbida (IMC>40), portadores de insuficiência cardíada congestiva, 

pacientes hipertensos graves, pacientes que sofreram infarto agudo do miocárdio ou 

acidente vascular cerebral há menos de 6 meses do período da investigação. Foram 

excluídos ainda os pacientes com história de doença pulmonar obstrutiva crônica e 

os pacientes que faziam uso crônico concomitante de analgésicos, inibidores do 

CYP2D6 e de indutores ou inibidores do CYP3A4. Foram excluídas pacientes 

gestantes e lactantes.  

A função hepática dos pacientes investigados foi avaliada pela determinação 

laboratorial de AST, ALT e albumina sérica e a função renal foi avaliada pela uréia e 

creatinina séricas e clearance de creatinina. O clearance de creatinina foi 

determinado pela equação de Cockcroft e Gault: clearance de creatinina (mg/min) = 

{[140 – idade (anos)] x massa corpórea (kg) x 0,85 se mulher}/[72 x creatinina sérica 

(mg/dL)]. A alteração de função renal é definida pelo clearance de creatinina < 60 

mL/min conforme o Kidney Disease Outcome Quality Initiave Advisory Board 

(NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002). 

 A internação dos pacientes selecionados para a pesquisa foi realizada na 

Unidade de Pesquisa Clínica do HCFMRP-USP durante toda a investigação. Os 

pacientes foram informados dos procedimentos a serem realizados no estudo, bem 

como dos possíveis riscos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (ANEXO C). Foi garantida a liberdade do paciente se recusar a 

participar ou retirar o seu consentimento em qualquer etapa da pesquisa, sem 

penalização alguma ou prejuízo ao seu cuidado e tratamento. No caso de 
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intercorrências, como a apresentação de efeitos adversos, foi garantido o 

afastamento do paciente do protocolo de pesquisa e o tratamento apropriado no 

HCFMRP-USP. O protocolo clínico foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

do HCFMRP-USP (Ofício n˚ 1775/2008; ANEXO A) e pela Direção Acadêmica de 

Ensino e Pesquisa do Centro de Saúde Escola – Sumarezinho da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (Protocolo n˚ 35/2009; 

ANEXO B). 

 

3.1.1 Cálculo do tamanho amostral 
 

O cálculo do tamanho amostral foi obtido através do programa Power and 

Sample Calculation versão 2.1.30 (DUPONT; PLUMMER, 1997) com base na 

variabilidade da farmacocinética do tramadol previamente estudada em voluntários 

sadios (GARCÍA-QUETGLAS et al., 2007b). Neste estudo a média ± desvio padrão 

da área sob a curva concentração plasmática versus tempo (AUC) foi 0,898 ± 0,323 

mg.h.L-1 para o (+)-tramadol (enantiômero com maior variabililidade na 

farmacocinética).  

Nossa hipótese de trabalho é a de que o DM tipo 1 ou tipo 2 irá elevar em 

pelo menos 50% a AUC do (+)-tramadol quando comparada com o Grupo Controle. 

Para o cálculo do tamanho amostral fixou-se o nível de significância em 5%, poder 

de 0,80, diferença entre as médias de AUC do (+)-tramadol em 50%. A Figura 7 

mostra a variação do poder do teste de acordo com o tamanho amostral. Como pode 

ser observada na Figura 2, a inclusão de 9 pacientes em cada grupo irá acarretar 

poder do teste acima de 80%, ou seja, serão incluídos 9 pacientes no Grupo 

Controle e 9 pacientes no Grupo DM tipo 1 e 9 pacientes no Grupo DM tipo 2.  
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Figura 7 - Estudo do tamanho amostral em relação ao poder de teste 
 
3.1.2 Protocolo clínico 
 

Os pacientes incluídos nos Grupos DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) 

permaneceram na Enfermaria da Unidade de Pesquisa Clínica do HCFMRP – USP, 

durante todo o período da pesquisa para as colheitas de sangue e urina.  

Os pacientes em estado de jejum de 10 horas receberam dose única oral de 

100 mg de tramadol racêmico (Tramal®, Pfizer, Brasil) com 200 mL de água. A dieta 

padrão do hospital para pacientes diabéticos foi servida 2 horas após a 

administração do medicamento. As amostras de sangue seriadas foram colhidas em 

seringas heparinizadas (Liquemine® 5000 UI, Roche, Brasil) nos tempos 0; 0,25; 0,5; 

0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12; 16 e 24 horas após a administração do tramadol 

racêmico. Os plasmas foram obtidos por centrifugação a 1800 g durante 10 minutos 

e estocados a -70˚ C até o momento da análise. Durante o período de internação 

hospitalar foram empregadas terapêuticas de eficácia previamente comprovadas: 

dieta, insulina e hipoglicemiantes orais (conforme indicações individualizadas). 

 

3.2 Métodos 
 
3.2.1 Análise enantiosseletiva do tramadol, M1 e M2 livre e total 
 
A análise dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 foi realizada em sistema 

LC-MS/MS conforme descrito no Capítulo 1.  
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3.2.2 Análise farmacocinética 
 
A disposição cinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 após 

administração oral nos pacientes dos Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2 foi avaliada 

como descrito no Capítulo 1 para os pacientes não diabéticos portadores de dor 

neuropática.  

 

3.2.3 Análise estatística 
 
O software GraphPad Instat (GraphPad Software, CA, EUA) e o software 

Origin versão 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA) foram utilizados 

na análise estatística para o cálculo das medianas (percentis 25 e 75) e médias. O 

teste de Wilcoxon (p≤0,05) foi empregado para avaliar as razões enantioméricas (+)-

tramadol vs (-)-tramadol, (+)-M1 vs (-)-M1, (+)-M2 vs (-)-M2. Os pacientes portadores 

de dor neuropática não diabética, investigados no Capítulo 1, foram considerados 

Grupo Controle (n=12). Para comparação entre grupos foi empregado o teste de 

Kruskal-Wallis (p≤0,05) com pós-teste de Dunn. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Farmacocinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total nos 
pacientes do Grupo DM tipo 1 

 
A Figura 8 mostra as curvas de concentração plasmática total versus tempo e 

a Tabela 11 apresenta os parâmetros farmacocinéticos dos enantiômeros do 

tramadol, M1 e M2 referentes aos pacientes do Grupo DM tipo 1 após administração 

oral de 100 mg de tramadol racêmico (n=9). Os dados estão apresentados como 

mediana na Figura 8 e como mediana (percentil 25 e 75) e média na Tabela 11. O 

teste de Wilcoxon (p<0,05) foi empregado para avaliar a diferença entre os 

enantiômeros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Curvas de concentração plasmática total versus tempo dos enantiômeros do 
tramadol, M1 e M2 total em pacientes do Grupo DM tipo 1. Dados apresentados 
como mediana 
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4.2 Farmacocinética dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total nos 
pacientes do Grupo DM tipo 2 

 

A Figura 9 mostra as curvas de concentração plasmática total versus tempo e 

a Tabela 12 apresenta os parâmetros farmacocinéticos dos enantiômeros do 

tramadol, M1 e M2 referentes aos pacientes do Grupo DM tipo 2 após administração 

oral de 100 mg de tramadol racêmico (n=9). Os dados foram expressos como 

mediana na Figura 9 e como mediana (percentil 25 e 75) e média na Tabela 12. O 

teste de Wilcoxon (p<0,05) foi empregado para avaliar a diferença entre 

enantiômeros.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 - Curvas de concentração plasmática total versus tempo dos enantiômeros do 

tramadol, M1 e M2 total em pacientes do Grupo DM tipo 2. Dados 
apresentados como mediana 
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4.3 Estudo da influência do DM tipo 1 e DM tipo 2 na disposição cinética e 
metabolismo enantiosseletivos do tramadol 

As Figuras 10 e 11 apresentam os perfis farmacocinéticos do tramadol em 

função dos diferentes tempos de coleta para os pacientes do Grupo Controle (n=12), 

Grupo DM tipo 1 (n=9) e Grupo DM tipo 2 (n=9). Os dados estão apresentados como 

mediana.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Concentrações plasmáticas totais do (+)-tramadol em função do tempo 
observadas para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e 
DM tipo 2 (n=9) após a administração de 100 mg de tramadol racêmico.  
Dados apresentados como mediana 
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Figura 11 - Concentrações plasmáticas totais do (-)-tramadol em função do tempo 
observadas para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e 
DM tipo 2 (n=9) após a administração de 100 mg de tramadol racêmico. 
Dados apresentados como mediana 
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As Figuras 12 e 13 apresentam os perfis farmacocinéticos do M1 em função 

dos diferentes tempos de coleta para os pacientes do Grupo Controle (n=12), Grupo 

DM tipo 1 (n=9) e Grupo DM tipo 2 (n=9). Os dados estão apresentados como 

mediana.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12 - Concentrações plasmáticas totais do (+)-M1 em função do tempo observadas 

para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 
(n=9) após a administração de 100 mg de tramadol racêmico. Dados 
apresentados como mediana 

 

 

 

 

 



Capítulo 2  | 88 
 

 

 

0 4 8 12 16 20 24
0,1

1

10

100

C
o

nc
e

nt
ra

çã
o

 p
la

sm
át

ic
a

 (
ng

/m
L)

T em po  (h )

 G ru p o C on tro le
 G ru p o D M  tipo  1
 G ru p o D M  tipo  2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Concentrações plasmáticas totais do (-)-M1 em função do tempo observadas 
para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 
(n=9) após a administração de 100 mg de tramadol racêmico. Dados 
apresentados como mediana 
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A Figura 14 apresenta os perfis farmacocinéticos do M2 em função dos 

diferentes tempos de coleta para os pacientes do Grupo Controle (n=12), Grupo DM 

tipo 1 (n=9) e Grupo DM tipo 2 (n=9). Os dados estão apresentados como mediana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Concentrações plasmáticas totais do (+)-M2 e do (-)-M2 em função do tempo 
observadas para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e 
DM tipo 2 (n=9) após a administração de 100 mg de tramadol racêmico. Dados 
apresentados como mediana 

 

As Tabelas 13, 14 e 15 mostram os parâmetros farmacocinéticos dos 

enantiômeros do tramadol, M1 e M2 total, respectivamente, nos pacientes do Grupo 

Controle (n=12), Grupo DM tipo 1 (n=9) e Grupo DM tipo 2 (n=9). Os dados estão 

apresentados como mediana (percentil 25-75) e média. O teste de Kruskal-Wallis 

(p<0,05) com pós-teste de Dunn foi utilizado para a comparação entre os grupos. 
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A Figura 15 apresenta as razões (+)/(-) obtidas em função dos tempos nos 
pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9).  

 

 

 
Figura 15 - Razões (+)-tramadol/(-)-tramadol (A), (+)-M1/(-)-M1 (B), (+)-M2/(-)-M2 (C) 

observadas após a administração de dose única oral de 100 mg de tramadol 
racêmico em pacientes pertencentes aos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 
(n=9) e DM tipo 2 (n=9). Dados apresentados como mediana 
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4.4 Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes 
dos grupos DM tipo 1 e DM tipo 2. 

 
As Tabelas 16 e 17 apresentam a fração livre dos enantiômeros do tramadol, 

M1 e M2 nos pacientes dos Grupos DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9), 

respectivamente. O teste de Wilcoxon (p<0,05) foi empregado na comparação entre 

enantiômeros. 

 
Tabela 16 - Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes do Grupo 
DM tipo 1 (n=9) 

Pacientes 
Grupo DM 1 

(+)-tramadol (-)-tramadol (+)-M1 (-)-M1 (+)-M2 (-)-M2 

13 0,69 0,65 0,43 0,34 0,42 0,53 
14 0,90 0,97 0,59 0,47 0,52 0,49 
15 0,45 0,88 1,00 0,29 0,43 0,50 
16 0,54 0,58 0,25 0,18 0,20 0,23 
17 0,93 1,00 0,61 0,32 0,42 0,57 
18 0,86 0,94 0,73 0,37 0,29 0,18 
19 0,88 1,00 0,47 0,62 0,36 0,34 
20 0,97 1,00 0,85 1,00 0,63 0,34 
21 0,91 1,00 0,48 0,55 0,28 0,27 

Mediana 0,88 0,97* 0,59 0,37 0,42 0,34 

Média 0,79 0,89 0,60 0,46 0,39 0,38 

Percentil  
25 – 75 

0,69-0,91 0,88-1,00 0,47-0,73 0,32-0,55 0,29-0,43 0,27-0,50 

* Teste de Wilcoxon, p<0,05 [(+)-tramadol vs (-)-tramadol; (+)-M1 vs (-)-M1; (+)-M2 vs (-)-M2] 
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Tabela 17 - Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes do Grupo 
DM tipo 2 (n=9) 

Pacientes 
Grupo DM 2 

(+)-tramadol (-)-tramadol (+)-M1 (-)-M1 (+)-M2 (-)-M2 

22 0,52 0,54 0,34 0,37 0,23 0,20 
23 0,72 0,71 0,35 0,31 0,36 0,43 
24 0,76 0,85 0,18 0,24 0,45 0,53 
25 0,45 0,42 0,24 0,34 0,26 0,26 
26 0,68 0,53 0,27 0,48 0,54 0,59 
27 0,51 0,44 0,18 0,31 0,19 0,28 
28 0,49 0,53 0,28 0,34 0,18 0,17 
29 0,43 0,47 0,22 0,31 0,14 0,16 
30 0,70 0,60 0,31 0,53 0,65 0,79 

Mediana 0,52 0,53 0,27 0,34* 0,26 0,28 

Média 0,58 0,57 0,26 0,36 0,33 0,38 

Percentil  
25 – 75 

0,49-0,70 0,47-0,60 0,22-0,31 0,31-0,37 0,19-0,45 0,20-0,53

* Teste de Wilcoxon, p<0,05 [(+)-tramadol vs (-)-tramadol; (+)-M1 vs (-)-M1; (+)-M2 vs (-)-M2] 
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4.5 Influência do DM tipo 1 e DM tipo 2 na fração livre dos enantiômeros 
do tramadol, M1 e M2. 

 
A Tabela 18 e a Figura 16 mostra o estudo da influência do DM tipo 1 e DM 

tipo 2 na fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2. Os dados estão 

apresentados como mediana (percentil 25 – 75) e média na Tabela 18 e mediana 

(percentil 25-75) na Figura 16. A comparação entre grupos foi realizada pelo teste de 

Kruskal-Wallis (p<0,05) com pós-teste de Dunn. 

 
 

Tabela 18 - Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos Grupos Controle 
(n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) – pacientes tratados com 100 mg de tramadol 
racêmico. Os dados estão expressos como mediana (percentil 25 e 75) e média 

Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) com pós-teste de Dunn: aControle versus DM tipo 1; bControle versus DM tipo 
2; cDM tipo 1 versus DM tipo 2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Controle DM tipo 1 DM tipo 2 

(+)-tramadol 0,65 (0,37-0,68) 
0,59 

0,88 (0,69-0,91) 
0,79 

0,52 (0,49-0,70) 
0,58 

(-)-tramadol 0,54 (0,43-0,70) 
0,57 

0,97a (0,88-1,00) 
0,89 

0,53c (0,47-0,60) 
0,57 

(+)-M1 0,16 (0,12-0,22) 
0,18 

0,59a (0,47-0,73) 
0,60 

0,27c (0,22-0,31) 
0,26 

(-)-M1 0,18 (0,14-0,21) 
0,17 

0,37a (0,32-0,55) 
0,46 

0,34b (0,31-0,37) 
0,36 

(+)-M2 0,24 (0,11-0,33) 
0,25 

0,42 (0,29-0,43) 
0,39 

0,26 (0,19-0,45) 
0,33 

(-)-M2 0,21(0,11-0,33) 
0,24 

0,35 (0,27-0,50) 
0,39 

0,28 (0,20-0,54) 
0,38 
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Figura 16 - Fração livre dos enantiômeros do tramadol, M1 e M2 nos Grupos Controle 

(n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9). Pacientes tratados com 100 mg de 
tramadol racêmico. Os dados estão expressos como percentil 25 e 75 e 
mediana 
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5. DISCUSSÃO 
 

 
A influência de doenças na farmacocinética estereosseletiva dos 

medicamentos em uso na clínica ainda é pouco investigada para os fármacos 

quirais. No presente estudo, foi investigada pela primeira vez a influência do DM tipo 

1 e tipo 2 na disposição cinética e metabolismo dos enantiômeros do tramadol. O 

presente estudo justifica-se em função de um estudo anterior do grupo ter observado 

que o diabetes induzido por estreptozotocina em ratos altera a farmacocinética do 

tramadol de maneira enantiosseletiva (GODOY, 2009).  

Considerando a alta variabilidade da farmacocinética do tramadol e 

considerando que tal variabilidade é consequente principalmente do polimorfismo do 

CYP2D6 (GARCÍA-QUETGLAS et al. 2007b), o estudo da influência do DM tipo 1 e 

tipo 2 na disposição cinética e metabolismo do tramadol incluiu somente pacientes 

fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6 (dados apresentados no 

Capítulo 3).  

Quando comparado ao Grupo Controle, o Grupo DM tipo 1 mostra redução no 

Cmax de ambos enantiômeros (+)-tramadol e (-)-tramadol de 40 e 50 %, 

respectivamente. O tempo para atingir o Cmax (tmax), entretanto, não apresenta 

diferença significativa quando comparado ao Grupo Controle (Figuras 10 e 11; 

Tabela 13). Os pacientes portadores de DM podem apresentar aumento ou redução 

no tempo de esvaziamento gástrico. O atraso no esvaziamento gástrico é a 

alteração mais comum com uma prevalência que varia de 30 a 50 % em pacientes 

portadores de DM tipo 1 (LIPP et al., 1997). Estudos demonstram que há uma 

relação inversa entre a velocidade de esvaziamento gástrico e os níveis glicêmicos, 

de forma que o esvaziamento é mais lento durante a hiperglicemia (HOROWITZ et 

al., 1996). Outro mecanismo proposto para o atraso no tempo de esvaziamento 

gástrico é a neuropatia do nervo vago (PRESTON; EPSTEIN, 1999). Considerando 

que o intestino delgado é o principal sítio de absorção de fármacos no trato 

gastrointestinal, o retardo no esvaziamento gástrico pode diminuir a velocidade de 

absorção e/ou a extensão da absorção (PRESTON; EPSTEIN, 1999), o que explica 

a redução no Cmax dos enantiômeros do tramadol observada no Grupo DM tipo 1 

(Figuras 10 e 11; Tabela 13). Por outro lado, estudos demonstram que pacientes 

portadores de DM tipo 2 que não apresentam disfunções neuronais apresentam 

maior velocidade de esvaziamento gástrico quando comparados a pacientes não 
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portadores de DM (SCHWARTZ et al., 1996; HOROWITZ et al., 1996). Os pacientes 

do Grupo DM tipo 2 não mostram alterações no Cmax e tmax dos enantiômeros do 

tramadol em relação aos pacientes do Grupo Controle (Figuras 10 e 11; Tabela 13).  

No presente estudo foram incluídos apenas pacientes com dor neuropática 

portadores ou não de DM, e ressaltamos que a dor neuropática nos pacientes 

investigados é considerada crônica. Prejuízo nos processos de absorção de 

analgésicos com consequente perda da sua eficácia terapêutica são reportados em 

pacientes com dor aguda (JAMALI; KUNZ-DOBER, 1999; KULMATYCKI; JAMALI, 

2007; JAMALI; AGHAZADEH-HABASHI, 2008). Pacientes sob efeito de dor aguda 

pós-cirurgia dentária apresentam redução de 2 a 3 vezes nas concentrações 

plasmáticas dos enantiômeros do ibuprofeno, bem como um aumento de 4 a 6 

vezes no tempo para atingir a concentração máxima se comparados a pacientes 

tratados com ibuprofeno 1 semana antes da cirurgia (JAMALI; KUNZ-DOBER, 

1999). Os autores relacionam como prováveis mecanismos: a ingesta nutricional 

prejudicada, o deslocamento do fluxo sanguíneo do trato gastrointestinal com 

consequente alteração na motilidade e secreção intestinal e a diminuição na 

motilidade intestinal provocada pela dor. Aghazadeh-Habashi; Jamali (2008) 

acreditam que a dor aguda suprime o nervo vago com consequente prejuízo na 

secreção e motilidade gastrointestinal. O Grupo Controle (Cl/F: 23,8 – 48,3 L/h para 

o (+)-tramadol e 33,4 – 58,8 L/h para o (-)-tramadol) quando comparado aos dados 

de voluntários sadios disponíveis na literatura (Cl/F: 0,54 L/kg/h para o (+)-tramadol 

e  0,67 L/kg/h para o (-)-tramadol) não mostram diferenças nos valores de clearance 

aparente (Cl/F), inferindo que a dor crônica presente no Grupo Controle não altera a 

biodisponibilidade do tramadol (GARCIA-QUETGLAS et al., 2007b). 

A disposição cinética de ambos os enantiômeros do tramadol, avaliada com 

base nos parâmetros tmax, AUC, ClT/F Vd/F e t1/2β, não mostra diferenças com 

significância estatística entre os Grupos Controle e DM tipo 1 (Figuras 10 e 11; 

Tabela 13). Em ambos os grupos são observados maiores valores de Cmax e AUC 

para (+)-tramadol quando comparado ao (-)-tramadol (Figura 8; Tabela 11).  

Por outro lado, os pacientes do Grupo DM tipo 2 mostram perda da 

enantiosseletividade nos parâmetros Cmax e AUC, embora sem observação de 

diferenças nos parâmetros farmacocinéticos quando comparado aos Grupos 

Controle e DM tipo 1 (Figuras 9, 10 e 11; Tabelas 12 e 13). O Grupo DM tipo 2 é um 

grupo mais heterogêneo que o DM tipo 1 em função de nem todos os pacientes 
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fazerem uso de insulina (77 % fazem uso de insulina e 22 % não fazem uso de 

insulina), dos fármacos associados e da presença de outras comorbidades como a 

obesidade, dislipidemias e hipertensão.  

Os dados obtidos com os pacientes portadores de DM não são comparáveis 

aos dados reportados por Godoy (2009) na investigação da influência do diabetes 

experimental na farmacocinética enantiosseletiva do tramadol em ratos. A autora 

relata acúmulo plasmático do enantiômero (+)-tramadol em relação ao (-)-tramadol à 

semelhança dos resultados reportados para os pacientes portadores de DM tipo 1. O 

diabetes experimental inibiu de maneira preferencial o metabolismo do (-)-tramadol, 

com relatos de aumento da AUC de aproximadamente 5 vezes para o (+)-tramadol e 

de 10 vezes para o (-)-tramadol, em relação ao Grupo Controle. Ressalta-se no 

entanto, que os pacientes do Grupo DM tipo 1 e a maioria dos pacientes do Grupo 

DM tipo 2 investigados no presente estudo faziam uso regular de insulina. Godoy 

(2009) também relata que o tratamento dos ratos com diabetes experimental com 

insulina até a observação de glicemia dentro dos valores da normalidade reverte as 

alterações relatadas na farmacocinética do tramadol. Outros estudos na literatura 

confirmam que a insulina reverte as alterações causadas pelo DM na atividade de 

isoformas do CYP (DONG et al., 1988; YAMAZOE et al., 1989).  

Todos os pacientes investigados portadores de DM tipo 1 e DM tipo 2 

mostram hemoglobina glicada com valores acima de 8%, portanto considerados com 

DM descompensado. A importância da hiperglicemia na atividade do CYP foi 

relatada por Borbás et al., (2006) com observação de que o conteúdo total de CYP, 

a atividade do CYP1A hepático assim como a atividade do CYP3A hepático 

correlacionam-se com os níveis de glicose no sangue de ratos com diabetes 

experimental. A glicação de proteínas circulantes como a albumina, a hemoglobina e 

a insulina, bem como a formação de produtos finais da glicação avançada, 

representados por um grupo heterogêneo de produtos químicos resultantes da 

reação não enzimática entre açúcares e proteínas, lípides e/ou ácidos nucleicos 

implica em intermediários reativos que resultam no estresse oxidativo, complicações 

microvaculares e disfunção endotelial (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009; 

KAWAHITO; KITAHATA; OSHITA, 2009). Os elevados níveis de corpos cetônicos 

também tem sido relacionados as alterações enzimáticas no DM (BARNETT; FLATT; 

IOANNIDES, 1990). Bellward et al. (1988) reportam que a indução enzimática do 

CYP bem como a hidroxilação hepática da anilina apresentam forte correlação com 
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os níveis de corpos cetônicos na forma de β-hidroxibutirato plasmático em ratos 

espontaneamente diabéticos.  

As concentrações plasmáticas do metabólito ativo (+)-M1 no Grupo DM tipo 1 

são significavamente menores quando comparadas ao Grupo Controle, com redução 

de aproximadamente 70 % no Cmax (Controle: 83,04 ng/mL; DM tipo 1: 26,42 ng/mL) 

e de aproximadamente 75 % na AUC0-∞ (Controle: 1246,60 ng.h/mL; DM tipo 1: 313, 

11 ng.h/mL; Figura 12; Tabela 14). Para o  metabólito (-)-M1 há redução de 50% no 

Cmax (Controle: 85,56 ng/mL; DM tipo 1: 41,22 ng/mL) e de 60 % na AUC0-∞ (Controle 

998,91 ng.h/mL; DM tipo 1: 392,42 ng.h/mL) quando comparado ao Grupo Controle 

(Figura 13; Tabela 14). Enquanto isso, os pacientes do Grupo DM tipo 2 mostram 

uma redução de aproximadamente 50 % nas concentrações plasmáticas do (-)-M1, 

mas não nas do (+)-M1 quando comparado ao Grupo Controle (Figuras 12 e 13; 

Tabela 14). De maneira contrária, em ratos com diabetes experimental, Godoy 

(2009) mostra aumento de 3 vezes nas concentrações plasmáticas do (-)-M1.  

Os pacientes do Grupo DM tipo 2, apresentam disposição cinética 

enantiosseletiva dos enantiômeros do M1 com acúmulo plasmático do (+)-M1 e 

razão AUC(+)/(-) de 1,29 (Figura 9; Tabela 12). A meia-vida de formação do (+)-M1 é 

significativamente maior que a do (-)-M1 (0,41 h e 0,28 h, respectivamente), bem 

como o tempo para atingir a concentração máxima (2,21 h e 1,98 h, 

respectivamente). Por outro lado, Godoy (2009) relata acúmulo plasmático do (-)-M1 

em relação do (+)-M1 em ratos com diabetes experimental.  

A formação do metabólito M1 nos microssomas humanos hepáticos é 

mediada pelo CYP2D6 e sua eliminação se dá por excreção renal ou ainda por 

reações de conjugação com o ácido glicurônico e sulfonatos (LINTZ et al., 1981; 

GROND; SABLOTZKI, 2004). Logo, as menores concentrações plasmáticas dos 

enantiômeros do M1 nos pacientes portadores de DM tipo 1 e DM tipo 2 sugerem 

que a doença inibe o CYP2D6 ou induz a UDP-glicuronosil-transferase (UGT).  

A conjugação do M1 com o ácido glicurônico é enantiosseletiva, sendo que as 

isoformas UGT 1A7, UGT 1A8, UGT 1A9 e UGT 1A10 são responsáveis pela 

glicuronidação do (+)-M1, enquanto as isoformas UGT 2B15, e UGT 2B7 catalisam a 

conjugação de ambos enantiômeros do M1 (LEHTONEN et al., 2010). Estudos 

experimentais demonstram que o conteúdo hepático das UGTs encontra-se alterado 

em ratos com diabetes experimental induzido por aloxano e estreptozotocina (VEGA 

et al., 1986; VEGA et al., 1993), sendo que as isoformas UGT 1A1, UGT 2B7 
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encontram-se induzidas e a UGT 1A6 encontra-se inibida (VEGA et al., 1986). Um 

estudo envolvendo ratos com diabetes induzido por anticorpos anti-insulina  mostrou 

uma redução na síntese de conjugados do ácido glicurônico (MÜLLER-

OERLINGHAUSEN; HASSELBLATT; JAHNS, 1967). Por outro lado, um estudo 

realizado em ratos espontaneamente diabéticos demonstrou que os níveis protéicos 

da enzima UGT 1A1 encontram-se aumentados nos microssomas hepáticos 

(BRAUN et al., 1998). A indução da atividade da UGT é mediada pelos corpos 

cetônicos, bem como pelas alterações hormonais do diabetes (LALANI; BURCHELL, 

1979; LALANI et al., 1980). A insulina parece aumentar a atividade da UDP-

glicuronosil-desidrogenase envolvida na restauração dos níveis de UDP-ácido 

glicurônico necessário às reações de conjugação em ratos diabéticos (MÜLLER-

OERLINGHAUSEN; HASSELBLATT; JAHNS, 1967). Assim, a indução da atividade 

da isoforma da UGT 2B7 em ratos com diabetes experimental (VEGA et al., 1986) 

ou a indução da atividade da UDP-glicuronosil-desidrogenase pelo tratamento com 

insulina (MÜLLER-OERLINGHAUSEN; HASSELBLATT; JAHNS, 1967) parecem 

explicar a redução nas concentrações plasmáticas dos enantiômeros do M1 nos 

pacientes dos Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2. 

Com relação a formação do metabólito M2, sua disposiçao cinética é 

enantiosseletiva nos Grupos Controle (Capítulo 1), DM tipo 1 (Figura 8; Tabela 11) e 

DM tipo 2 (Figura 9; Tabela 12) com razões AUC(+/-) de 4,80, 5,68 e 4,71, 

respectivamente. A enantiosseletividade na farmacocinética do M2, entretanto, não 

explica a eliminação preferencial do (-)-tramadol nos Grupos Controle e DM tipo 1. 

Os parâmetros farmacocinéticos AUC, Cmax, tmax, t½f e t½ do (+)-M2 e (-)-M2 foram 

bastante similares entre os três grupos investigados (Figura 14; Tabela 15) e 

também similares aos observados por García-Quetglas et al. (2007a) com razão 

AUC(+)/(-) de 4,5 para o M2 após administração oral de tramadol racêmico a 

voluntários sadios. Godoy (2009) também não relata alterações na farmacocinética 

de ambos enantiômeros do M2 em ratos com diabetes experimental tratados ou não 

com insulina. 

Os pacientes do Grupo DM tipo 1 apresentam um aumento da fração livre do 

(-)-tramadol quando comparados ao Grupo Controle (Controle: 54,38 % vs DM tipo 

1: 97,07 %). O Grupo DM tipo 2 apresenta fração livre dos enantiômeros do tramadol 

semelhantes as do Grupo Controle. A fração livre dos enantiômeros do M1 nos 

pacientes do Grupo Controle é baixa e não enantiosseletiva, sendo 16,49 % para o 
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(+)-M1 e 18,21 % para o (-)-M1 (Capítulo 1). Quando comparados ao Grupo 

Controle, os pacientes do Grupo DM tipo 1 apresentam um aumento significativo da 

fração livre de 3,6 vezes para o metabólito ativo (+)-M1 e de 2 vezes para o (-)-M1. 

Já o Grupo DM tipo 2 apresentou aumento apenas na fração livre do (-)-M1 de 

aproximadamente 2 vezes (Tabela 18).  

Estudos clínicos demonstram que o DM reduz a ligação às proteínas 

plasmáticas de vários fármacos, entre eles ácido valpróico (GATTI et al.; 1987; 

DOUCET et al., 1993), fenitoína (ADITHAN et al., 1991; DOUCET et al., 1993), 

diazepam (RUIZ-CABELLO; ERILL, 1984), carbamazepina (KOYAMA et al., 1997) 

entre outros. Entre os mecanismos relacionados a alteração na ligação de fármacos 

a proteínas plasmáticas em pacientes diabéticos, temos o aumento nos ácidos 

graxos livres no plasma que ligam-se as proteínas plasmáticas (GATTI et al., 1987; 

RUIZ-CABELLO; ERILL, 1984), bem como a glicação dessas proteínas (RUIZ-

CABELLO; ERILL, 1984; KOYAMA et al., 1997).  

A fração livre dos enantiômeros do M2 nos Grupos Controle, DM tipo 1 e DM 

tipo 2 varia de 20 a 40%, não é enantiosseletiva (Tabelas 16 e 17) e não existem 

diferenças significativas entre os grupos (Tabela 18). 

Em conclusão, o DM tipo 1 promove redução nas concentrações plasmáticas 

dos metabólitos (+)-M1 e (-)-M1 de aproximadamente 4 e 2 vezes, respectivamente. 

Paralelamente, a fração livre do (+)-M1 aumenta cerca de 3,6 vezes e a do (-)-M1 

cerca de 2 vezes, em relação ao Grupo Controle. O DM tipo 2 resulta em 

concentrações plasmáticas do (-)-M1 aproximadamente 2 vezes menores que o 

Grupo Controle, e um aumento de cerca de 2 vezes na sua fração livre. 

Considerando que a concentração plasmática livre do metabólito ativo (+)-M1 

permanece praticamente inalterada, provavelmente os pacientes portadores de DM  

tipo 1 e DM tipo 2 não apresentem prejuízo na atividade farmacológica mediada 

principalmente pelo M1 quando comparados aos pacientes do Grupo Controle. O 

estudo da influência do DM tipo 1 e tipo 2 na farmacocinética e metabolismo dos 

enantiômeros do tramadol ressalta a importância da análise da concentração 

plasmática livre enantiosseletiva em estudos que correlacionam a farmacocinética 

com a farmacodinâmica. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O tramadol é um fármaco eliminado principalmente por metabolismo oxidativo 

dependente de diferentes isoformas polimórficas do CYP. O metabolismo do 

tramadol dependente de NADPH resulta na formação dos metabólitos primários O-

desmetiltramadol (M1) e N-desmetiltramadol (M2) e dos metabólitos secundários 

N,N-didesmetiltramadol (M3), N,N,O-tridesmetiltramadol (M4) e N,O-

didesmetiltramadol (M5). Múltiplas isoformas do CYP estão envolvidas no 

metabolismo do tramadol a M1 e M2, sendo o CYP2D6 o principal responsável pela 

formação do M1 e o CYP2B6 e CYP3A4 na formação do M2. As isoformas CYP2B6 

e CYP2C19 também participam, ainda que em menor extensão, da formação do M1 

enquanto as isoformas CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6 também participam da 

formação do M2 (SUBRAHMANYAM et al. 2001). A eliminação do M2 se dá por O-

desmetilação, mediada pelo CYP2D6, formando os metabólitos M4 e M5 (GARCÍA-

QUETGLAS et al., 2007b). A conjugação dos metabólitos O-desmetilados com ácido 

glicurônico e sulfonatos mediada pela enzima UDP-glicuronosil-transferase (UGT) é 

outra importante via do metabolismo (Figura 1). A eliminação do tramadol e seus 

metabólitos se dá via excreção renal (aproximadamente 90% da dose), sendo que 

30% correspondem a excreção do fármaco inalterado (LINTZ et al., 1981; 

SUBRAHMANYAM et al., 2001).  

O efeito analgésico do tramadol é dependente principalmente da sua 

bioativação pelo CYP2D6 ao metabólito M1, agonista do receptor μ-opióide. Os 

efeitos clínicos decorrentes do polimorfismo do CYP2D6 foram observados tanto em 

voluntários sadios como em pacientes tratados com tramadol racêmico, sendo que 

as concentrações plasmáticas de ambos enantiômeros do tramadol são 2 a 3 vezes 

maiores em metabolizadores lentos (PM) quando comparados aos metabolizadores 

extensivos (EM) (POULSEN et al., 1996; FLIEGERT; KURTH; GOHLER, et al., 2005; 

ENGGAARD et al., 2006; STAMER et al., 2007; GARCÍA-QUETGLAS et al., 2007b; 

KIRCHHEINER et al., 2008; LI et al., 2010). Voluntários sadios tratados com 

paroxetina, um inibidor da atividade do CYP2D6, mostram diminuição do efeito 

analgésico do tramadol em modelos experimentais de dor em função da 

incapacidade de formação do metabólito M1 (LAUGESEN et al., 2005). 

O CYP2D6 está envolvido com o metabolismo oxidativo de aproximadamente 

25% dos fármacos comumente prescritos na clínica. É também a principal enzima 
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responsável pela variabilidade interinvidual na farmacocinética do tramadol 

(GARCÍA-QUETGLAS et al. 2007b). Tal variabilidade é resultante principalmente de 

polimorfismos genéticos, sendo que aproximadamente 80 variantes alélicas foram 

descritas até o momento (ZANGER; RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004; CYP alleles 

Nomenclature Committee, 2011; http://www.cypalleles.ki.se/).  

A debrisoquina, o dextrometorfano, a esparteína e o metoprolol são fármacos 

marcadores da atividade in vivo do CYP2D6 (TUCKER et al., 1977; ZANGER; 

RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004) e o tramadol tem sido considerado um novo 

biomarcador (PEDERSEN; DAMKIER; BROSEN, 2005). A eliminação da 

debrisoquina no homem se dá principalmente através da formação da 4-

hidroxidebrisoquina dependente do CYP2D6 (TUCKER et al., 1977). O metoprolol 

tem sido proposto como uma alternativa adequada para fenotipagem da atividade do 

CYP2D6 em países como o Brasil onde a debrisoquina não é registrada nos órgãos 

competentes para a sua comercialização (MCGOURTY et al., 1985). Estudos 

anteriores mostram forte correlação entre a α-hidroxilação do metoprolol e a 4-

hidroxilação da debrisoquina, e entre a razão metoprolol/α-hidroximetoprolol e 

debrisoquina/hidroxidebrisoquina na urina de 0-8h (r=0,81, p<0,001). Num estudo 

populacional em 143 pacientes hipertensos, a razão metabólica metoprolol/α-

hidroximetoprolol na urina menor ou igual a 12,6 definiu os EM e a razão maior que 

12,6 definiu os PM, sendo que 131 pacientes foram fenotipados como EM e 12 

pacientes como PM (MCGOURTY et al., 1985; HORAI et al., 1989; SOHN et al., 

1991). 

Estudos in vitro demonstram que o CYP2B6 é a enzima de maior afinidade na 

formação do M2. No entanto, a formação do metabólito M2 também pode ser 

mediada pelo CYP3A4, e em razão de sua alta atividade no fígado, o CYP3A4 passa 

a contribuir substancialmente para a formação do M2, principalmente em indivíduos 

com níveis reduzidos ou ausentes de CYP2B6 (SUBRAHMANYAM et al., 2001). 

Pacientes que expressam polimorfismo de base única (SNP- Single Nucleotide 

Polymorphism) presente no exon 4 do gene que codifica o CYP2B6, apresentam 

alterações no metabolismo de fármacos em relação aos portadores da variante 

selvagem (*1) (XIE et al., 2005; SAITOH et al., 2007). Este polimorfismo de base 

única leva à substituição do aminoácido glicina pela histidina na posição 172 da 

proteína e está presente nas variantes alélicas *6, *7 e *9. Trata-se de uma das 

mutações mais comuns do gene CYP2B6, com freqüência variando de 15,9% a 
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46,9% (KLEIN et al., 2005; ARIYOSHI et al., 2001; JACOB et al., 2004; LANG et al., 

2001; XIE et al., 2003). 

A atividade in vivo do CYP3A pode ser avaliada empregando o midazolam 

como fármaco marcador. O metabolismo hepático é o predominante com formação 

principalmente do metabólito 1-hidroximidazolam. Considerando que uma 

quantidade significativa do CYP3A é encontrada nos enterócitos do intestino delgado 

e nos hepatócitos, na administração por via oral, o midazolam é hidroxilado pelo 

CYP3A hepático e intestinal. O clearance total do midazolam administrado por via 

oral reflete a atividade do CYP3A4/5 hepático e intestinal (STREETMAN; BERTINO; 

NAFZIGER, 2000; LAMBA et al., 2002). O clearance do midazolam oral foi 

investigado em 148 voluntários, sendo que 84% deles apresentaram valores 

compreendidos entre 10 e 40 mL/min/kg. A razão de concentrações plasmáticas 1-

hidroximidazolam/midazolam, determinada 30 min após a administração IV de 

midazolam apresenta boa correlação (r=0,87, p<0,001) com o conteúdo do CYP3A 

hepático (LIN et al., 2001; LAMBA et al., 2002).  

Tendo em vista que o metabolismo oxidativo do tramadol é a sua principal via 

de eliminação, o presente estudo tem por objetivo avaliar a correlação entre 

biomarcadores da atividade enzimática in vivo do CYP2D6, e CYP3A4, bem como 

do genótipo do CYP2B6, com a farmacocinética enantiosseletiva do tramadol em 

pacientes portadores de dor neuropática. Os fenótipos do CYP2D6 e do CYP3A4 

foram avaliados empregando o metoprolol e o midazolam como fármacos 

marcadores, respectivamente. 
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2. OBJETIVO 

 

• Fenotipar o CYP2D6 em pacientes portadores de dor neuropática 

empregando o metoprolol como fármaco marcador. 

• Fenotipar o CYP3A em pacientes portadores de dor neuropática 

empregando o midazolam administrado por via oral como fármaco 

marcador. 

• Genotipar o CYP2B6 em pacientes portadores de dor neuropática. 

• Descrever a influência da farmacogenética na disposição cinética e 

metabolismo dos enantiômeros do tramadol em pacientes portadores 

de dor neuropática. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS  
 
3.1 Casuística e protocolo clínico 
 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

(Processo n˚ 1775/2008 – ANEXO A) e pela Direção Acadêmica de Ensino e 

Pesquisa do Centro de Saúde Escola - Sumarezinho da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (Protocolo N˚.35/2009 – ANEXO B). 

Foram investigados 30 pacientes portadores de dor neuropática auto-reportada 

acima de 4 na Escala de Estimativa Numérica de Dor (0-10) (WILLIAMSON; 

HOGGART, 2005; TREEDE et al., 2008; GEBER et al., 2009), sendo 12 pacientes 

do Grupo Controle, 9 portadores de DM tipo 1 (Grupo DM tipo 1) e 9 portadores de 

DM tipo 2 (Grupo DM tipo 2), adultos (31-59 anos), de ambos os sexos, com IMC 

variando de 17,16 a 38,90 kg/m2. Os pacientes receberam explicação detalhada dos 

procedimentos e foram incluídos no estudo após a obtenção do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C). 

No primeiro dia da investigação propriamente dita, os pacientes foram 

tratados após jejum de 10 horas com dose única de 100 mg de tramadol racêmico, 

conforme o protocolo clínico descrito no Capítulo 1. 

No segundo dia da investigação, logo após a última amostra de sangue para 

análise do tramadol, os pacientes receberam uma dose única oral de 15 mg de 

midazolam (Dormonid®, Roche, Rio de Janeiro, Brasil) e dose única oral de 100 mg 

de metoprolol (Lopressor®, Novartis, Brasil) acompanhados de 200 mL de água. O 

café da manhã foi servido 2 h após a administração dos medicamentos. Amostras de 

sangue seriadas (6 mL) foram colhidas nos tempos 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 e 6 horas 

após a administração, com seringas heparinizadas (Liquemine® 5000 UI, Roche, 

Brasil). As amostras de plasma foram obtidas através de centrifugação do sangue 

(1800 g x 10 min) e armazenadas a -70º C até o momento da análise. Para 

investigação do fenótipo oxidativo do CYP2D6, a urina dos pacientes foi coletada 

durante 8 horas após a administração do fármaco. O volume total de urina foi 

medido e uma alíquota de 10 mL armazenada a -70° C até a análise. Para a 

investigação do genótipo do CYP2B6 foram coletados 10 mL de sangue, em tubos 

contendo EDTA como anticoagulante.  
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3.2 Análise do metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina e plasma 
  
A análise em plasma do metoprolol e α-hidroximetoprolol foi realizada com 

base em um estudo anterior do grupo de pesquisa (SILVA, 2008). A análise em 

urina foi desenvolvida com pequenas modificações em relação a análise em plasma.  

 
3.2.1 Soluções padrão e reagentes 
 
Para análise em urina, as soluções estoque de metoprolol (tartarato de 

metoprolol 97%, Sigma, St.Louis, MO, EUA) e α-hidroximetoprolol (Toronto 

Research Chemicals, Inc, Toronto, Canadá) foram preparadas em metanol nas 

concentrações de 1,0 mg/mL e 0,4 mg/mL, respectivamente. As soluções de uso 

foram preparadas nas concentrações 0,4, 1, 2, 10, 16, 20 e 40 μg de metoprolol/mL 

de metanol e 0,2, 0,4, 1, 2, 10, 16 e 20 μg de α-hidroximetoprolol/mL de metanol. 

Para a análise em plasma, as soluções estoque de metoprolol e α-hidroximetoprolol 

foram preparadas na concentração de 100 μg/mL. As soluções de uso foram 

preparadas a partir da solução estoque nas concentrações de 0,4, 0,8, 1, 2, 4 e 10 

μg/mL tanto para o metoprolol como para o α-hidroximetoprolol. Todas as soluções 

foram armazenadas a -20˚ C. 

O cloreto de sódio (Merck, Darmstad, Alemanha) e a solução de hidróxido de 

sódio 1M foram lavados duas vezes com éter diisopropílico:diclorometano 1:1 (v/v). 

Os solventes empregados nos procedimentos de extração e como fase móvel foram 

grau HPLC. O metanol foi obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A 

acetonitrila, o diclorometano e o éter diisopropílico foram obtidos da Tedia (Fairfield, 

OH, EUA). 

O tampão fosfato 0,05 M pH 3,5 foi preparado a partir de soluções 0,05 M de 

ácido ortofosfórico (grau P.A.;  Merck, Darmstad, Alemanha) e fosfato de potássio 

monobásico (grau P.A.; F.Maia, Cotia, Brasil). 

 

3.2.2 Análise cromatográfica 
 
As análises do metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina e plasma foram 

realizadas por cromatografia líquida de alta eficiência empregando o cromatógrafo 

Shimadzu (Kyoto, Japão) constituído por bomba LC-10 AD, auto-injetor SIL-10ADVP 
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Shimadzu e detector de fluorescência RF-10AXL Shimadzu, operando nos 

comprimentos de onda de 229 nm (excitação) e 298 nm (emissão). 

O metoprolol e α-hidroximetoprolol foram separados em coluna de fase 

reversa LiChrospher® 60 RP-select B (5 μm, 125 mm x 4 mm; Merck, Darmstad, 

Alemanha) protegida por pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (Merck, Darmstad, 

Alemanha) e fase móvel constituída por mistura de tampão fosfato 0,05 M pH 

3,5:acetonitrila (1:1, v/v) em fluxo de 1 mL/min. 

 

3.2.3 Preparo das amostras 
 
Alíquotas de 100 μL de urina foram alcalinizadas com 25 μL de solução 

aquosa de hidróxido de sódio 1 M, adicionadas de 10 mg de cloreto de sódio, e 

extraídas com 2 mL da solução diclorometano:éter diisopropílico (1:1, v/v) durante 

30 min em agitador horizontal (220 ± 10 ciclos/min). As amostras foram 

centrifugadas a 1800 g durante 10 min e as fases orgânicas (1,5 mL) concentradas 

em evaporador rotacional a vácuo (Christ, Osterode am Harz, Alemanha). Os 

resíduos foram retomados em 200 μL de fase móvel e 20 μL foram submetidos à 

análise cromatográfica (Figura 17).  

Amostras de plasma (1000 μL) foram adicionadas de 250 μL solução de 

hidróxido de sódio 1 M,  100 mg de cloreto de sódio e extraídas com 4 mL de 

solução de diclorometano:éter diisopropílico (1:1, v/v) durante 30 min. Após 

centrifugação a 1800 g durante 10 min, as fases orgânicas (3,5 mL) foram 

concentradas em evaporador rotacional à vacuo. Os resíduos foram retomados em 

150 μL de fase móvel e 100 μL foram submetidos à análise cromatográfica (Figura 

17). 
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3.2.4 Validação do método analítico  
 
O método de análise do metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina foi 

desenvolvido e validado conforme as recomendações da ANVISA (Resolução n˚ 

899, 2003; AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2003).  

 

3.2.4.1 Curva de calibração/linearidade 
 
As curvas de calibração foram construídas com alíquotas de 100 μL de 

amostras de urina branco (obtidas de voluntários sadios que não faziam uso de 

medicamentos) enriquecidas de 50 μL de solução padrão. Foram construídas curvas 

de calibração nos intervalos de 0,2-20,0 μg de metoprolol/mL e 0,1 – 10 μg de α-

hidroximetoprolol/mL, respectivamente.  

Os coeficientes de correlação linear foram obtidos a partir da altura dos picos 

plotados contra as respectivas concentrações plasmáticas.  

 

3.2.4.2 Limite inferior de quantificação 
 
O limite inferior de quantificação foi definido como a menor concentração do 

metoprolol e α-hidroximetoprolol analisada com coeficiente de variação e 

porcentagem de inexatidão iguais ou inferiores a 20%. Foram analisadas alíquotas 

de urina branco enriquecidas com metoprolol e α-hidroximetoprolol em 

concentrações decrescentes àquelas empregadas na construção das curvas de 

calibração, em quintuplicatas. 

 

3.2.4.3 Recuperação 
 
A eficiência do procedimento de extração foi avaliada através da razão de 

áreas das amostras extraídas conforme o procedimento descrito no item 3.3.3 e as 

áreas obtidas de soluções padrão não submetidas ao processo de extração. 

Amostras de urina branco foram enriquecidas nas concentrações de 0,6, 8 e 16 μg 

de metoprolol/mL de urina e 0,2, 4 e 8 μg de α-hidroximetoprolol/mL de urina e 

analisadas em quintuplicatas. 
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3.2.4.4 Precisão e exatidão 
 
A precisão e a exatidão do método foram estudadas através de avaliações 

intra e inter-ensaios. Amostras de urina branco foram enriquecidas com metoprolol e 

α-hidroximetoprolol nas concentrações 0,6, 8 e 16 μg de metoprolol/mL de urina e 

0,2, 4 e 8 μg de α-hidroximetoprolol/mL de urina. As soluções foram aliquotadas e 

armazenadas a -20˚C. 

Para a avaliação da precisão e exatidão intra-ensaio foram analisadas 5 

alíquotas de cada amostra através de uma única corrida analítica, ou seja, através 

de uma única curva de calibração. A precisão e a exatidão inter-ensaios foram 

avaliadas através da análise em quintuplicata em 5 ensaios consecutivos. 

Os ensaios de precisão intra e inter-ensaios foram avaliados através do 

cálculo do coeficiente de variação dos resultados obtidos. Um método é referido 

preciso quando o coeficiente de variação é igual ou inferior a 15%. A exatidão é 

expressa pela relação entre a concentração determinada experimentalmente e a 

concentração teórica correspondente. A exatidão intra e inter-ensaios pode ser 

expressa como porcentagem de inexatidão, conforme a equação: 

 

Inexatidão (%)  =  concentração experimental – concentração teórica   x 100 

concentração teórica 

 

3.2.4.5 Estabilidade 
 
A estabilidade das amostras foi verificada nas modalidades: curta duração, 

após 3 ciclos de congelamento e descongelamento e longa duração. Amostras de 

urina foram enriquecidas com soluções padrão nas concentrações de 0,6 e 16 μg de 

metoprolol/mL urina e 0,2 e 8 μg de α-hidroximetoprolol/mL de urina e foram 

avaliadas em quintuplicatas. Para verificar a estabilidade após ciclo de 

congelamento e descongelamento as amostras foram congeladas a -20˚ C e após 

24 horas foram descongeladas e congeladas novamente. Este ciclo foi repetido por 

mais 2 vezes e as amostras foram analisadas após o terceiro ciclo.  

Para verificar a estabilidade de curta duração, as amostras foram mantidas 

durante 12 h à temperatura ambiente (23˚ C) e foram posteriormente analisadas. A 
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avaliação da estabilidade de longa duração foi realizada após armazenamento das 

amostras durante 100 dias a – 20˚C. 

Os resultados dos testes de estabilidade foram comparados com os 

resultados de amostras recém-preparadas e analisados pelo teste t de Student 

(p<0,05). 

 

3.3 Análise do midazolam em plasma 
 
A análise do midazolam em plasma humano foi realizada por LC-MS/MS, de 

acordo com o método descrito por Jabor et al., 2005. Alíquotas de 1000 μL de 

plasma foram adicionadas de 25 μL da solução de padrão interno (clobazam 0,1 

μg/mL, em metanol) e alcalinizadas com 100 μL de hidróxido de sódio 0,1 M. A 

extração foi realizada com 4 mL da mistura de tolueno-álcool isoamílico (100:1, v/v) 

em agitador mecânico horizontal durante 30 min. Após centrifugação a 2000 x g, por 

5 min, as fases orgânicas foram separadas e evaporadas até a secura. Os resíduos 

foram dissolvidos em 50 μL de uma solução de acetonitrila-acetato de amônio 10 

mmol/L (50:50, v/v).  

A separação do midazolam e do padrão interno foi realizada em coluna  de 

fase reversa Purospher® RP 18 (150 mm x 4,6 mm, tamanho de partícula 5 μm), pré-

coluna LiChrospher® 100 RP 18-e (4 mm x 4 mm) e fase móvel constituída por uma 

mistura de acetonitrila:acetato de amônio 10 mmol/L (50:50 v/v) num fluxo de 0,7 

mL/min. A detecção foi realizada no espectrômetro de massas Quattro Micro LC tripo 

quadrupolo (Micromass, Manchester, UK), utilizando interface de eletronebulização, 

modo de ionização positivo. O fluxo proveniente do cromatógrafo líquido foi dividido, 

de forma que aproximadamente 200 μL/min foram direcionados ao espectrômetro de 

massas. A temperatura da fonte foi mantida em 120˚ C e a de dessolvatação em 

275˚ C e a voltagem do capilar foi de 3 kV. O nitrogênio foi empregado como gás 

nebulizador num fluxo de 415 L/h. O argônio foi utilizado como gás de colisão em 

uma pressão de 2,7 x 10-3 mbar.  

Foram monitoradas as transições 301>259 para o midazolam e 326>291 para 

o padrão interno. A aquisição de dados e quantificação das amostras foram 

realizadas utilizando o programa MassLynx, versão 4.1 (Micromass, Manchester, 

Reino Unido). O método foi linear no intervalo de 0,1 a 100 ng/mL de plasma. Os 
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coeficientes de variação obtidos no estudo da precisão e a porcentagem de 

inexatidão foram inferiores a 15%.  

 
3.4 Análise das variantes alélicas do CYP2B6 
 
O genótipo do CYP2B6 foi realizado no Laboratório de Nefrologia da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. O DNA foi 

extraído da camada leucocitária do sangue através da técnica de salting out 

(MILLER; DYKES, POLESKY, 1988). 

O polimorfismo de base única 516G>T presente no exon 4 do gene CYP2B6 

(cromossomo 19) foi avaliado nos pacientes portadores de dor neuropática (n=30). 

Os genótipos foram determinados através da técnica RFLP-PCR [Restriction 

Fragment Lenght Polymorphism – Polimerase Chain Reaction (Reação da Cadeia 

pela Polimerase – PCR)] seguida de digestão por enzimas de restrição. Foram 

utilizados os primers R 5’-AAC TGT ACT CAC TCC CAG AGT-3’ e F 3’-CGC AGA 

CAT GTG AAG AAT CAG-5’, conforme descrito por Jacob et al. (2004). A reação de 

PCR foi desenvolvida em um volume final de 25 μL contendo 2 ng de DNA 

genômico, 0,4 μM de cada primer, 2 mM de deoxinucleotídeos trifosfato, 0,1 U de 

Taq polimerase (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil). A termociclagem consistiu de 35 

ciclos de 30 segundos a 94˚ C, 30 segundos a 52,3˚ C e 60 segundos a 72˚ C, 

seguidos de uma extensão final de 3 minutos a 72˚ C.  

Os produtos amplificados foram digeridos com a enzima de restrição BsrI 

(Fermentas, Vilnius, Lituânia), durante 16 h a 65˚ C, produzindo fragmentos de 267 

bp, 236 bp e 176 bp no caso da presença da variante polimórfica (alelo T) ou 503 bp 

e 176 bp no caso do alelo selvagem (alelo G). Os fragmentos foram separados por 

eletroforese em gel de agarose a 3 % e visualizados após a adição de brometo de 

etídio, sob luz UV. O alelo selvagem G e a variante alélica T foram identificados a 

partir do perfil das bandas reveladas, conforme demonstrado na Figura 18.  
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Figura 18 - Perfil das bandas na análise das variantes alélicas do CYP2B6  

 

3.5 Análise farmacocinética 

 
3.5.1 Avaliação da atividade in vivo do CYP2D6 empregando metoprolol 

como marcador 
 

 A quantidade excretada (Ae) de metoprolol inalterado e de α-hidroximetoprolol 

no intervalo de coleta de urina (0-8 h) foi obtida multiplicando-se a concentração 

urinária (Cu) pelo volume de urina no intervalo de coleta (Vu). A razão metabólica 

urinária (MRurina) foi calculada dividindo-se a Ae de metoprolol inalterado pela Ae de 

α-hidroximetoprolol no intervalo de tempo de 0-8 h (MRurina = Ae metoprolol/Ae α-

hidroximetoprolol). Quando a MRurina metoprolol/α-hidroximetoprolol na urina de 0-8h 

é menor ou igual a 12,6 consideramos o paciente como fenótipo de metabolizador 

extensivo (EM) do metoprolol. E quando a MRurina é maior que 12,6 o paciente é 

considerado portador de fenótipo de metabolizador lento (PM) do metoprolol 

(MCGOURTY et al., 1985; HORAI et al., 1989, SOHN et al., 1991). 

 A avaliação de fenótipo oxidativo tipo metoprolol foi também investigada 

utilizando uma amostra de plasma coletada 3 horas após a administração de 100 mg 

de metoprolol por via oral. Foi definida a razão metabólica no plasma (MRplasma) 

como o log10 da razão de concentrações plasmáticas metoprolol/α-hidroximetoprolol. 
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A MRplasma maior que 1,5 designa o fenótipo de PM enquanto a MRplasma menor que 

1,5 designa o fenótipo de EM do CYP2D6 (SOHN et al., 1992). 

 

3.5.2 Avaliação da atividade in vivo do CYP3A empregando midazolam 
como marcador 

 
 A área sob a curva concentração plasmática versus tempo do midazolam 

(AUC0-∞) foi determinada pelo método linear trapezoidal do tempo zero até a última 

amostra coletada (360 min) e extrapolada até o infinito dividindo-se a última 

concentração quantificada (360 min) pela constante da velocidade de eliminação 

(kel), através do software WinNonlin, versão 4.1 (Pharsight Corp. Mountain View, 

Calif, EUA). O clearance total aparente (ClT/F) foi calculado com base na equação: 

ClT/F=Dose/AUC0-∞ (STREETMAN et al., 2000; LAMBA et al., 2002). 

 

3.6 Análise estatística  
 

A análise estatística foi realizada empregando o software GraphPad Instat® 

(GraphPad Software, CA, EUA) e o software Origin versão 8.0 (OriginLab 

Corporation, Northampton, MA, EUA). Os dados foram apresentados através das 

medianas (percentis 25 e 75) e médias. O teste de regressão ortogonal foi 

empregado para avaliar a relação entre o ClT/F de cada enantiômero do tramadol e 

os fármacos marcadores, com significância fixada em p<0,05, de acordo com as 

equações descritas no estudo de Schellens et al., (1988). O teste de regressão 

ortogonal foi realizado com auxílio do programa Grafit versão 6.0 (Erithacus 

Software, London, UK). O teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn foi 

empregado para avaliar a diferença entre genótipos. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Análise do metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina 
 
A Tabela 19 apresenta os limites de confiança e a Figura 19 mostra os 

cromatogramas da análise do metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina, 

empregrando cromatografia líquida de alta eficiência e detecção por fluorescência. 

 

Tabela 19 - Limites de confiança do método de análise do metoprolol e α-hidroximetoprolol 
em urina 

 Metoprolol α-hidroximetoprolol 
Recuperação (%) 0,6 μg/mL 79,09 0,2 μg/mL 99,61 
 8 μg/mL 74,96 4 μg/mL 97,09 
 16 μg/mL 76,13 8 μg/mL 97,33 
Linearidade (μg/mL) 0,2 – 20 0,1 – 10 

R 0,9944 0,9988 
Limite de quantificação (μg/mL) 0,2 0,1 

Precisão (n = 5, CV%) 19,40 3,14 
Exatidão (% inexatidão) 14,95 -10.18 

Precisão Interensaios  0,6 μg/mL 14,61 0,2 μg/mL 13,03 
(n=15, CV%) 8 μg/mL 13,13 4 μg/mL 12,88 

 16 μg/mL 14,51 8 μg/mL 13,14 
Exatidão Interensaios  0,6 μg/mL -12,52 0,2 μg/mL -12,53 

(n=15, % Inexatidão) 8 μg/mL -12,48 4 μg/mL 4,84 
 16 μg/mL -9,89 8 μg/mL 8,58 
Precisão Intransaios  0,6 μg/mL 8,03 0,2 μg/mL 3,78 

(n=5, CV%) 8 μg/mL 12,33 4 μg/mL 9,53 
 16 μg/mL 13,06 8 μg/mL 8,59 
Exatidão Intraensaios 0,6 μg/mL -5,48 0,2 μg/mL -3,09 

(% Inexatidão) 8 μg/mL -9,29 4 μg/mL 6,73 
 16 μg/mL -4,29 8 μg/mL 12,75 
Estabilidade      

Curta Duração 0,6 μg/mL 2,96 0,2 μg/mL 0,35 
(n=5, % Inexatidão) 16 μg/mL -7,68 8 μg/mL -13,46 
Ciclos de congelamento 0,6 μg/mL 7,62 0,2 μg/mL 8,78 
(n=5, % Inexatidão) 16 μg/mL 13,19 8 μg/mL 2,56 
Longa duração 0,6 μg/mL -14,89 0,2 μg/mL -2,86 
(n=5, % Inexatidão) 16 μg/mL -13,78 8 μg/mL -13,54 

r = coeficiente de correlação linear; CV = coeficiente de variação [(desvio padrão/média)x100]; % Inexatidão = 
[(concentração obtida – concentração real)/concentração real] x 100  
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Figura 19 -  Cromatogramas referentes a análise do metoprolol e α-hidroximetoprolol em 
urina. A) urina branco; B) urina enriquecida com metoprolol e α-
hidroximetoprolol  C) urina colhida de 0-8h de um paciente tratado com 
metoprolol 100 mg por via oral. 1 – α-hidroximetoprolol, 2 – metoprolol 
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4.2 Fenótipo tipo metoprolol 
 
O fenótipo oxidativo do metoprolol dos pacientes portadores de dor 

neuropática do Grupo Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) avaliado 

através da MRurina metoprolol/α-hidroximetoprolol está apresentado na Tabela 20. As 

razões metabólicas urinárias metoprolol/α-hidroximetoprolol (MRurina) inferiores ou 

iguais a 12,6 designam o fenótipo de metabolizador extensivo (EM) (MCGOURTY et 

al. 1985; HORAI et al. 1989; SOHN et al., 1991).  
Tabela 20 - Investigação do fenótipo oxidativo tipo metoprolol através da razão metabólica 
de concentrações urinárias metoprolol/α-hidroximetoprolol nos pacientes portadores de dor 
neuropática (n=30) 

Controle 
(n=12) 

metoprolol 
(μg/mL) 

α-hidroximetoprolol 
(μg/mL) MRurina Fenótipo 

1 3,07 9,34 0,33 EM 
2 14,67 27,84 0,53 EM 
3 0,75 10,20 0,07 EM 
4 3,59 5,96 0,60 EM 
5 4,56 16,85 0,27 EM 
6 11,74 5,63 2,08 EM 
7 2,73 7,09 0,38 EM 
8 2,26 9,52 0,24 EM 
9 1,67 4,61 0,36 EM 
10 1,65 7,61 0,22 EM 
11 4,28 5,97 0,72 EM 
12 4,59 2,53 1,82 EM 

DM tipo 1 
(n=9) 

    
13 2,98 1,44 2,07 EM 
14 4,92 0,56 8,78 EM 
15 2,73 1,91 1,43 EM 
16 1,36 1,87 0,73 EM 
17 0,92 3,36 0,27 EM 
18 2,28 3,39 0,67 EM 
19 0,68 2,39 0,28 EM 
20 1,86 2,07 0,89 EM 
21 0,98 1,57 0,62 EM 

DM tipo 2 
(n=9) 

    

22 2,87 3,75 0,77 EM 
23 7,95 3,06 2,59 EM 
24 1,07 2,59 0,41 EM 
25 0,51 3,14 0,16 EM 
26 1,41 0,80 1,76 EM 
27 9,26 6,17 1,50 EM 
28 1,12 2,67 0,42 EM 
29 0,60 1,63 0,37 EM 
30 2,43 0,72 3,39 EM 

EM = metabolizador extensivo 
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O fenótipo oxidativo do metoprolol dos pacientes portadores de dor 

neuropática do Grupo Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) avaliado 

através da MRplasma metoprolol/α-hidroximetoprolol está apresentado na Tabela 21. 

As razões de concentrações plasmáticas log10 metoprolol/α-hidroximetoprolol 

(MRplasma) inferiores a 1,5 designam o fenótipo de metabolizador extensivo (EM) 

(SOHN et al., 1992).  

Tabela 21 – Investigação do fenótipo oxidativo tipo metoprolol através da razão metabólica 
de concentrações plasmáticas log10 metoprolol/α-hidroximetoprolol (MRplasma) nos pacientes 
portadores de dor neuropática (n=30) 

Controle 
(n=12) 

metoprolol 
(ng/mL) 

α-hidroximetoprolol 
(ng/mL) MRplasma Fenótipo 

1 37,20 41,59 -0,05 EM 
2 88,60 50,77 0,24 EM 
3 33,87 38,20 -0,05 EM 
4 95,03 43,41 0,34 EM 
5 32,89 46,20 -0,15 EM 
6 158,07 31,85 0,70 EM 
7 57,15 35,47 0,21 EM 
8 42,42 39,61 0,03 EM 
9 37,95 26,89 0,15 EM 
10 49,29 48,97 0,00 EM 
11 138,33 57,17 0,38 EM 
12 103,78 17,18 0,78 EM 

DM tipo 1 
(n=9)     

13 67,42 20,13 0,52 EM 
14 227,55 13,45 1,23 EM 
15 103,19 29,31 0,55 EM 
16 87,71 60,65 0,16 EM 
17 30,73 27,18 0,05 EM 
18 21,29 23,30 -0,04 EM 
19 14,41 21,46 0,67 EM 
20 71,44 29,85 0,38 EM 
21 100,09 48,70 0,31 EM 

DM tipo 2 
(n=9)     

22 265,08 10,68 1,39 EM 
23 77,09 22,20 0,54 EM 
24 33,52 38,55 -0,06 EM 
25 82,29 49,08 0,22 EM 
26 84,27 26,13 0,51 EM 
27 152,54 30,77 0,70 EM 
28 37,10 30,72 0,09 EM 
29 10,07 13,98 -0,14 EM 
30 116,84 19,69 0,77 EM 

EM = metabolizador extensivo 
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A Figura 20 mostra a comparação das MRurina metoprolol/α-hidroximetoprolol 

entre os Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9). 

 

 

 

Figura 20 - Razão metabólica de concentrações urinárias metoprolol/α-hidroximetoprolol 
nos pacientes do Grupo Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) 
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A Figura 21 mostra a correlação direta significativa entre as variáveis MRurina e 

MRplasma nos pacientes portadores de dor neuropática fenotipados como 

metabolizadores extensivos do CYP2D6 (n=30) 

 

 

y = 0,1678 + 0,1556x 

r = 0,6441 

p < 0,01 

 

Figura 21 - Gráfico e equação de regressão ortogonal e seu respectivo coeficiente de 
correlação r entre a razão metabólica urinária 0-8h metoprolol/α-
hidroximetoprolol (MRurina) e a razão metabólica de concentrações plasmáticas 
log10 metoprolol/α-hidroximetoprolol (MRplasma) 

y = a+bx, sendo a =ym-bxm 

b=Σ(y-ym)2 Σ(x-xm)2 + [(Σ(y-ym)2 - Σ(x-xm)2)2+4Σ((x-xm).(y-ym)2]½ 

                                    2 Σ(x-xm).(y-ym) 

Onde xm= (Σx)/n e ym=(Σy)/n (SCHELLENS et al., 1988) 
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4.3 Atividade in vivo do CYP3A  
 
A Tabela 22 e a Figura 22 apresentam os resultados da avaliação da 

atividade in vivo do CYP3A4/5 para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM 

tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9), empregando o midazolam como fármaco marcador. O 

clearance total aparente do midazolam administrado por via oral foi calculado e 

normalizado pelo peso. 

 

Tabela 22 - Investigação da atividade in vivo do CYP3A avaliado através do ClT/F MDZ 
(mL/min/kg) nos pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) 

Grupos 
Controle 

(n=12) 
DM tipo 1 

(n=9) 
DM tipo 2 

(n=9) 

ClT/F MDZ 
(mL/min/kg) 

17,72 98,39 20,63 

25,60 69,55 19,65 

15,22 45,07 29,88 

14,32 66,99 34,15 

28,90 173,01 42,03 

77,07 60,07 62,98 

88,28 53,39 85,98 

16,27 13,49 14,91 

15,17 38,00 46,66 

 27,32 - - 

 31,30 - - 

 42,30 - - 

Mediana 26,46 60,70 34,15 

Média 33,29 68,66 39,35 

Percentil 25-75 15,75-36,90 45,07-69,55 20,63-46,66 

ClT/F MDZ: Clearance total aparente do midazolam administrado por via oral normalizado pelo peso. * Teste de 
Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (p<0,05)  
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Figura 22 - Clearance total aparente do midazolam apresentado como valores individuais e 
mediana nos pacientes do Grupo Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 
(n=9) 
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4.4 Genótipo do CYP2B6 
 
A Tabela 23 mostra a frequência dos polimorfismos do gene do CYP2B6 nos 

pacientes portadores de dor neuropática dos Grupos Controle (n=10), DM tipo 1 

(n=9) e DM tipo 2 (n=9).  

 
Tabela 23 - Frequência do polimorfismo do gene CYP2B6 nos pacientes portadores de dor 
neuropática (n=30)   

Pacientes 
Grupo Controle 

(n=12) 

Genótipo 
CYP2B6 

1 T/T 
2 - 
3 G/G 
4 - 
5 G/G 
6 G/T 
7 G/T 
8 T/T 
9 G/G 
10 G/G 
11 G/G 
12 G/T 

Grupo DM tipo 1 
(n=9)  

13 G/T 
14 G/G 
15 G/T 
16 T/T 
17 G/T 
18 G/T 
19 T/T 
20 G/G 
21 T/T 

Grupo DM tipo 2 
(n=9)  

22 G/T 
23 T/T 
24 G/T 
25 G/G 
26 G/G 
27 G/T 
28 G/T 
29 G/T 
30 G/G 

n=28 
G/G: 10 (35,7 %) 
G/T: 12 (42,9 %) 
T/T: 6 (21,4 %) 

Alelo selvagem (G); alelo mutante (T) 
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 4.5 Correlação entre a atividade in vivo do CYP2D6, atividade in vivo do 
CYP3A4 e o genótipo do CYP2B6 e a farmacocinética dos enantiômeros do 
tramadol. 
 

As Figuras 23 e 24 mostram a ausência de correlação (p>0,05) entre as 

razões metabólicas urinárias (MRurina) ou plasmáticas (MRplasma) metoprolol/α-

hidroximetoprolol e o clearance total aparente (ClT/F) dos enantiômeros do tramadol, 

nos pacientes portadores de dor neuropática (n=30). 

 

y = 1,5268 - 0,0080x 

r = -0,0983 

p > 0,05 

 

y = 1,6088 – 0,0087x

r = -0,1335 

p > 0,05 

Figura 23 - Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus respectivos coeficientes de 
correlação r entre a razão metabólica urinária 0-8h metoprolol/α-
hidroximetoprolol (MRurina) e o clearance total aparente dos enantiômeros do 
tramadol 

y = a+bx, sendo a =ym-bxm  

b=Σ(y-ym)2 Σ(x-xm)2 + [(Σ(y-ym)2 - Σ(x-xm)2)2+4Σ((x-xm).(y-ym)2]½ 

                                    2 Σ(x-xm).(y-ym) 

Onde xm= (Σx)/n e ym=(Σy)/n (SCHELLENS et al., 1988) 
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y = 0,4948 - 0,0032x 

r = - 0,1678 

p > 0,05 

 

y = 0,4337 – 0,0017x 

r = - 0,1091 

p > 0,05  

 

Figura 24 - Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus respectivos coeficientes de 
correlação r entre a razão metabólica plasmática (MRplasma) log10 metoprolol/α-
hidroximetoprolol e o clearance total aparente dos enantiômeros do tramadol 

y = a+bx, sendo a =ym-bxm 

b=Σ(y-ym)2 Σ(x-xm)2 + [(Σ(y-ym)2 - Σ(x-xm)2)2+4Σ((x-xm).(y-ym)2]½ 

                                    2 Σ(x-xm).(y-ym) 

Onde xm= (Σx)/n e ym=(Σy)/n (SCHELLENS et al., 1988) 
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As Figuras 25 e 26 mostram a correlação direta significativa entre a MRurina 

(p<0,01) ou MRplasma (p<0,05) metoprolol/α-hidroximetoprolol e a razão de AUC (+)-

tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-M1, nos pacientes portadores de dor neuropática 

(n=30). 

 

y = 0,0952 + 0,3323x

r = 0,6231 

p < 0,01 

 

y = -0,1832 +0,4939x

r = 0,4890  

p < 0,01 

Figura 25 - Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus respectivos coeficientes de 
correlação r entre a razão metabólica urinária 0-8h metoprolol/α-
hidroximetoprolol (MRurina) e a razão metabólica (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-
tramadol/(-)-M1 
y = a+bx, sendo a =ym-bxm 

b=Σ(y-ym)2 Σ(x-xm)2 + [(Σ(y-ym)2 - Σ(x-xm)2)2+4Σ((x-xm).(y-ym)2]½ 

                                    2 Σ(x-xm).(y-ym) 

Onde xm= (Σx)/n e ym=(Σy)/n (SCHELLENS et al., 1988) 
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y = 0,1998 + 0,0464x

r = 0,4189 

p < 0, 5  

 

y = 0,1765 + 0,0632x

r = 0,3804 

p < 0,05 

 
Figura 26 - Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus respectivos coeficientes de 

correlação r entre a razão metabólica plasmática (MRplasma) log10 metoprolol/α-
hidroximetoprolol e a razão metabólica (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-
M1 

y = a+bx, sendo a =ym-bxm 

b=Σ(y-ym)2 Σ(x-xm)2 + [(Σ(y-ym)2 - Σ(x-xm)2)2+4Σ((x-xm).(y-ym)2]½ 

                                    2 Σ(x-xm).(y-ym) 

Onde xm= (Σx)/n e ym=(Σy)/n (SCHELLENS et al., 1988) 
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A Figura 27 apresenta a ausência de correlação (p>0,05) entre o clearance 

total aparente do midazolam e o clearance total aparente (ClT/F) do tramadol como 

enantiômeros individuais, nos pacientes portadores de dor neuropática (n=30). 

 

 

y = -169,9785+4,6877x

r = 0,2445 

p > 0,05 

 

y = -60,2677 + 2,0513x

r = 0,3941 

p > 0,05  

 

Figura 27 - Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus respectivos coeficientes de 
correlação r entre o clearance total aparente do midazolam e o clearance total 
aparente (ClT/F) do (+)-tramadol ou do (-)-tramadol 

y = a+bx, sendo a =ym-bxm 

b=Σ(y-ym)2 Σ(x-xm)2 + [(Σ(y-ym)2 - Σ(x-xm)2)2+4Σ((x-xm).(y-ym)2]½ 

                                    2 Σ(x-xm).(y-ym) 

Onde xm= (Σx)/n e ym=(Σy)/n (SCHELLENS et al., 1988) 
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A Figura 28 apresenta a ausência de correlação (p>0,05) entre o clearance 

total aparente do midazolam e a razão de AUC (+)-tramadol/(+)-M2 ou (-)-tramadol/ 

(-)-M2, nos pacientes portadores de dor neuropática (n=30). 

 

 

y =693,0328-

127,3894x 

r = -0,0680 

p > 0,05 

 

y = 139,4988–3,8977x 

r = -0,0954 

p > 0,05 

 

Figura 28 - Gráficos e equações de regressão ortogonal e seus respectivos coeficientes de 
correlação r entre o clearance total aparente do midazolam e as razões 
metabólicas (+)-tramadol/(+)-M2 ou (-)-tramadol/(-)-M2 

y = a+bx, sendo a =ym-bxm 

b=Σ(y-ym)2 Σ(x-xm)2 + [(Σ(y-ym)2 - Σ(x-xm)2)2+4Σ((x-xm).(y-ym)2]½ 

                                    2 Σ(x-xm).(y-ym) 

Onde xm= (Σx)/n e ym=(Σy)/n (SCHELLENS et al., 1988) 
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A Tabela 24 apresenta o clearance total aparente dos enantiômeros (+)-

tramadol e (-)-tramadol dos pacientes genotipados como G/G, G/T ou T/T.  

 

Tabela 24 - Clearances dos enantiômeros do tramadol nos pacientes genotipados como 
G/G, G/T ou T/T para o CYP2B6. Dados expressos como mediana (percentil 25-75), média 

*p<0,05 teste de Wilcoxon ((+)-tramadol vs (-)-tramadol) 
**p<0,05 teste de Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunn (G/G vs G/T vs T/T) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimorfismos Cl (L/h) 

CYP2B6 (+)-tramadol (-)-tramadol 

G/G (n=10) 44,38  

(35,13-54,81) 

43,67 

44,12  

(35,71-54,59) 

47,56 

G/T (n=12) 46,13  

(22,84-55,48) 

46,29 

56,83  

(22,76-71,41) 

53,05 

T/T (n=6) 60,03  

(43,38-61,11) 

56,64 

57,35  

(55,79-82,35) 

64,09 
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5.  DISCUSSÃO 
 

O estudo da farmacogenética em pacientes tratados com tramadol justifica-se 

em função do fármaco ser eliminado por metabolismo dependente dos polimórficos 

CYP2D6, CYP2B6 e CYP3A. A atividade in vivo do CYP2D6 e a do CYP3A foram 

avaliadas empregando, respectivamente, o metoprolol e o midazolam como 

fármacos marcadores, enquanto que para o CYP2B6 os pacientes foram avaliados 

com base no genótipo do polimorfismo 516G>T do gene CYP2B6.  

 O estudo exigiu o desenvolvimento e validação de um método de análise do 

metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina para avaliar o fenótipo oxidativo do 

CYP2D6. O método de análise do metoprolol e α-hidróximetoprolol em plasma 

humano foi validado em um estudo anterior do grupo de pesquisa (SILVA, 2008). As 

análises em plasma e urina foram realizadas por HPLC em coluna de fase reversa e 

detecção por fluorescência. Os métodos cromatográficos com detecção por 

fluorescência têm sido amplamente empregados na análise do metoprolol e seus 

metabólitos em diferentes amostras biológicas (GENGO et al., 1984; LENNARD, 

1985; MONCRIEFF; SIMPSON, 1989; CHIU et al., 1997; LI; WANG, 2006, 

BARANOWSKA; WILCZEK, 2009).  

O metoprolol e α-hidroximetoprolol foram extraídos da urina através de uma 

partição líquido-líquido em meio alcalino. A recuperação do metoprolol foi de 75-

80%, enquanto que para o α-hidroximetoprolol foi de aproximadamente 100%. 

Outros estudos reportam recuperações de aproximadamente 80% utilizando acetato 

de etila (LI; WANG, 2006) e diclorometano (GENGO et al., 1984) como solventes 

extratores. A extração em fase sólida com recuperação de aproximadamente 85% 

(CHIU et al., 1997) e o uso de injeção direta (BARANOWSKA; WILCZEK, 2009; 

MONCRIEFF; SIMPSON, 1989; GODBILLON; DUVAL, 1984) também são 

empregados na análise de metoprolol e α-hidroximetoprolol em urina. A utilização de 

alíquotas de 100 μL de urina permitiu a obtenção de limites de quantificação de 0,2 

μg/mL para o metoprolol e 0,1 μg/mL para o α-hidroximetoprolol e linearidade de 0,2 

a 20 μg/mL para o metoprolol e 0,1 a 10 μg/mL para o α-hidroximetoprolol. O método 

desenvolvido apresenta limites de confiança compatíveis com as concentrações 

urinárias do fármaco inalterado e seu metabólito α-hidroximetoprolol observadas 

após a administração de dose única oral de 100 mg de metoprolol (Tabela 19). 
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Todos os pacientes portadores de dor neuropática apresentaram razões 

metabólicas urinárias metoprolol/α-hidroximetoprolol inferiores a 12,6, sendo 

portanto fenotipados como metabolizadores extensivos do metoprolol (MCGOURTY 

et al., 1985; HORAI et al., 1989; SOHN et al., 1991) (Tabela 20). O fenótipo oxidativo 

tipo metoprolol também foi avaliado através da MRplasma, obtida a partir do log10 da 

razão das concentrações de metoprolol/α-hidroximetoprolol em amostra de plasma 

colhida 3 horas após a administração de 100 mg metoprolol por via oral (SOHN et 

al., 1992). Outros autores relatam o uso da MRplasma em amostra de plasma colhida 

no estado de equilíbrio 4 horas após a administração de doses múltiplas de 

metoprolol (ISMAIL; TEH, 2006). Da mesma forma que na avaliação do fenótipo 

através da urina, todos os pacientes foram fenotipados como metabolizadores 

extensivos do CYP2D6 (Tabela 21), pois as MRplasma de todos os pacientes foram 

inferiores a 1,5 (SOHN et al., 1992).  

O fenótipo oxidativo tipo debrisoquina em pacientes portadores de DM tipo 1 é 

similar ao de voluntários sadios, sugerindo que a atividade do CYP2D6 não é 

alterada pelo DM (BECHTEL et al., 1988). De forma similar, a atividade do CYP2D6 

avaliada pelo fenótipo tipo metoprolol no presente estudo não foi diferente entre os 

grupos estudados (Tabelas 20 e 21, Figura 20). Portanto, o CYP2D6 parece não 

estar envolvido na redução das concentrações plasmáticas dos enantiômeros do M1 

pelo DM tipo 1 e DM tipo 2 (dados apresentados no Capítulo 2).   

Através da regressão ortogonal, foi demonstrada correlação direta 

estatisticamente significante (p < 0,0001) entre a MRplasma e MRurina na população 

avaliada (Figura 21). Esses resultados sugerem que a MRplasma é também uma 

ferramenta útil na avaliação do fenótipo oxidativo tipo metoprolol. De forma 

semelhante, Sohn et al. (1992) demonstraram correlações significativas (p<0,001) 

entre as razões plasmática e urinária metoprolol/α-hidroximetoprolol em populações 

de koreanos e japoneses (rs=0,68 e 0,810, respectivamente).  

Os dados apresentados nas Figuras 11 e 12 demonstram ausência de 

correlação entre o clearance dos enantiômeros do tramadol com a atividade in vivo 

do CYP2D6 (demonstrada pela MRurina ou a MRplasma). Vale ressaltar que a 

população investigada no presente estudo é constituída apenas de EMs do 

CYP2D6. Considerando que o tramadol é um fármaco de alta razão de extração 

hepática (PARASRAMPURIA et al., 2007), pequenas variações no clearance 

intrínseco do CYP2D6 (avaliados através da razão metabólica metoprolol/α-
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hidroximetoprolol em urina ou plasma) em uma população consituída apenas de EM, 

apresentam um pequeno efeito no clearance do tramadol. Para fármacos de alta 

razão de extração hepática o clearance hepático é limitado pelo fluxo sanguíneo 

hepático. Assim, a ausência de correlação pode estar ainda relacionada ao 

clearance intrínseco dependente de transportadores que podem limitar a entrada do 

tramadol do sangue para o hepatócito (BENET et al., 2010). Entretanto, até a 

presente data não há dados da literatura relacionados a permeabilidade do tramadol 

no hepatócito limitada por transportadores.  

Os dados obtidos no presente estudo mostram correlação direta (p<0,01) 

entre as variáveis razão metabólica de AUC (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-

M1 com a atividade in vivo do CYP2D6 avaliada através da MRurina metoprolol/α-

hidroximetoprolol. Correlação direta estatisticamente siginificante (p<0,05) também 

foi obtida da relação entre AUC (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-M1 e a 

MRplasma metoprolol/α-hidroximetoprolol (Figuras 25 e 26). Ressalta-se no entanto, 

que o metabolismo do tramadol a M1 em microssomos de fígado humano depende 

principalmente do CYP2D6, e em menor extensão do CYP2C19 e do CYP2B6 

(SUBRAHMANYAN et al., 2001). Levo et al. (2003) demonstraram a existência de 

correlação significativa entre a razão metabólica tramadol/M1 como mistura 

enantiomérica no sangue e o número de alelos funcionais no gene do CYP2D6. A 

razão enantiomérica (-)-M1/(+)-M1 na urina coletada até 8 horas após a 

administração oral de 50 mg do tramadol também tem sido sugerida para fenotipar o 

CYP2D6 (FRANK et al., 2007; PEDERSEN et al., 2005). No entanto, um estudo 

realizado em crianças de 7 a 16 anos demonstrou apenas pouca correlação (r=0,43-

0,56) entre a razão metabólica de AUC0-24h tramadol/M1 no plasma e a razão 

metabólica dextrometorfano/dextrorfano na urina do intervalo de 12 a 24 horas 

(ABDEL-RAHMAN et al., 2002).  

Em microssomos de fígado humano, Subrahmanyan et al. (2001) 

demonstraram que a N-desmetilação do tramadol é catalizada pelo CYP2B6 e 

CYP3A4. Os autores mostram ainda que o inibidor de CYP3A4 troleandromicina 

inibe o metabolismo do tramadol a M2 em microssomas hepáticos humanos. A 

atividade in vivo do CYP3A4/5 hepático e intestinal foi avaliada nos pacientes 

incluídos na investigação através do uso do midazolam administrado por via oral 

como fármaco marcador. Aproximadamente 83% dos pacientes incluídos no Grupo 

Controle apresentaram clearance total do midazolam compreendidos entre 10 e 40 
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mL/min/kg. Resultados bastante similares foram encontrados por Lin et al. (2001) no 

qual 84% dos voluntários sadios apresentaram clearance entre 10 e 40 mL/min/kg. 

Os Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2 apresentaram apenas 22% e 55% dos pacientes 

com clearance compreendido na faixa supracitada, respectivamente. Entretanto, 

embora a frequência de pacientes com clearance oral na faixa de 10 a 40 mL/min/kg 

tenha sido menor nos grupos DM tipo 1 e 2, não foram observadas diferenças 

significativas no clearance total do midazolam oral quando comparamos os Grupos 

Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2 (Tabela 22, Figura 22). Paralelamente não foram 

observadas diferenças significativas nas concentrações plasmáticas do metabólito 

M2 entre os Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2 cuja formação é mediada pelo 

CYP3A4 e CYP2B6 (dados apresentados no Capítulo 2). 

Os dados obtidos a partir de regressão ortogonal (Figura 27) indicam 

ausência de correlação (p>0,05) entre o clearance total aparente do (+)-tramadol ou 

(-)-tramadol e o clearance total aparente do midazolam. A razão metabólica (+)-

tramadol/(+)-M2 ou (-)-tramadol/(-)-M2 também não demonstrou estar correlacionada 

(p<0,05) com o clearance total aparente do midazolam (Figura 28). 

O genótipo do CYP2B6 foi avaliado em 28 dos 30 pacientes portadores de dor 

neuropática investigados. Foram encontrados 10 pacientes homozigotos para o alelo 

selvagem (G/G), 12 pacientes heterozigotos (G/T) e 6 pacientes homozigotos para o 

alelo mutante (T/T) (Tabela 23), correspondendo a frequências de 57,1% para o 

alelo selvagem e 42,9% para o alelo mutante. O polimorfismo 516G>T encontra-se 

presente nos alelos CYP2B6*6, CYP2B6*7 e CYP2B6*9. A frequência do SNP 

mutante (T) em causasianos é de 28,2% (JACOB et al., 2004) e a frequência do 

alelo CYP2B6*6  é de 15,9% em coreanos (KLEIN et al., 2005), 17,6% em 

japoneses (GATANAGA et al., 2007), 21% na população da Mongólia 

(DAVAALKHAM et al., 2009), 32,8% em afro-americanos e de 46,9% na população 

de Gana (KLEIN et al., 2005). 

Não foram encontradas diferenças significativas entre o clearance dos 

enantiômeros do tramadol em termos do genótipo do CYP2B6. Entretanto, observa-

se que há uma tendência de aumento do clearance do (+)-tramadol e do (-)-tramadol 

em virtude da presença do alelo mutante. Os pacientes homozigotos para o alelo 

mutante (T/T) apresentam clearances 1,65 e 1,39 vezes maiores para o (+)-tramadol 

e para o (-)-tramadol, respectivamente, em relação aos pacientes homozigotos para 

o alelo selvagem (GG) (Tabela 24).  
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Os dados da literatura relativos a atividade enzimática do CYP2B6 em função 

da presença do polimorfismo de base única G516T (Gln172Hys) são contraditórios. 

Indivíduos homozigotos para o alelo mutante apresentam elevadas concentrações 

plasmáticas de efavirenz quando comparadas a individuos homozigotos para o alelo 

selvagem, sugerindo que a presença do SNP é relacionada a uma redução na 

atividade do CYP2B6 (TSUCHIYA et al., 2004). Hofmann et al. (2008) demonstraram 

que os níveis hepáticos do RNAm do CYP2B6 encontram-se reduzidos em 

portadores do alelo mutante. Por outro lado, Ariyoshi et al. (2001) relatam que a 

presença do SNP em questão está relacionada a um aumento da atividade catalítica 

do CYP2B6 avaliada através da desalquilação da 7-etoxicumarina pelo CYP2B6 

expresso em Escherichia coli.  Jinno et al. (2003) avaliaram a desalquilação da 7-

etoxi-4-trifluorometilcumarina em microssomas de células COS-1 e verificaram o 

aumento da atividade enzimática na presença do alelo mutante. 

Em resumo, os dados do presente estudo não mostram diferenças entre os 

Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2 quanto às razões metabólicas plasmáticas e 

urinárias do metoprolol/α-hidroximetoprolol e quanto ao clearance do midazolam. 

Foram observadas correlações significativas apenas entre as razões metabólicas de 

AUC (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-M1 com a atividade in vivo do CYP2D6 

avaliada em plasma ou urina empregando o metoprolol como fármaco marcador, um 

indicativo da valia do tramadol como fármaco marcador do CYP2D6. Os dados 

também mostram uma tendência de aumento do clearance do (+)-tramadol e do (-)-

tramadol em virtude da presença do alelo mutante T no polimorfismo 516G>T do 

CYP2B6.  

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C
ap

ítu
lo

 4
 



Capítulo 4  | 142 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4 

 

 

Farmacocinética-farmacodinâmica do (+)-O-
desmetiltramadol em pacientes com dor neuropática 

portadores ou não de diabetes 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 4  | 143 
 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

O tramadol é um analgésico de ação central clinicamente efetivo contra 

diversas condições dolorosas, entre elas a dor neuropática diabética. Ambos 

enantiômeros do tramadol, bem como o seu principal metabólito M1 contribuem para 

a atividade analgésica através de diferentes mecanismos. O metabólito (+)-M1 é o 

principal agonista μ-opióide (Ki: 0,0034 μM) e apresenta afinidade pelo receptor 

aproximadamente 300 vezes maior que os enantiômeros do fármaco inalterado (Ki(+)-

tramadol: 1,33 e Ki(-)-tramadol: 24,8 μM). O (-)-tramadol apresenta atividade como inibidor 

da recaptação de noradrenalina, sendo as constantes de afinidade de 6,9, 0,59, 42 e 

1,8 μM para o (+)-tramadol, (-)-tramadol, (+)-M1 e (-)-M1 respectivamente. Por outro 

lado, o (+)-tramadol atua como inibidor da recaptação de serotonina, com constantes 

de afinidade de 0,87, 4,8, 7,5 e 43 μM, respectivamente para o (+)-tramadol, (-)-

tramadol, (+)-M1 e (-)-M1 (RAFFA et al., 1993; FRINK et al., 1996; GILLEN et al., 

2000). Antagonistas α2-adrenérgicos, como a ioimbina inibem parcialmente o efeito 

analgésico do tramadol (RAFFA et al., 1992); o antagonista opióide naloxona 

também inibe apenas parcialmente a analgesia produzida pelo tramadol (RAFFA et 

al., 1992). Logo, diversos autores afirmam que a analgesia induzida pelo tramadol é 

mediada pelas atividades opióide e monoaminérgica, as quais atuam de forma 

sinérgica e complementar.  

O SNC é o sítio de ação para o tramadol e seu metabólito ativo M1. Portanto, 

a passagem para o SNC através da barreira hematoencefálica (BHE) por transporte 

passivo, ativo ou facilitado é limitante para a ação analgésica do fármaco. Estudos 

experimentais em ratos demonstram que o tramadol é preferencialmente distribuido 

do plasma para o cérebro quando comparado ao M1 (TAO et al., 2002) e que o 

transporte através da BHE é enantiosseletivo com maiores concentrações do (+)-

tramadol e do (-)-M1 em relação ao seus respectivos enantiômeros (LIU et al., 

2001b; LIU et al., 2001c). Até a presente data, não são conhecidos transportadores 

responsáveis pelo uptake do tramadol e M1 através da BHE. Sabe-se apenas que 

não são substratos da glicoproteína P (P-gp) e que o inibidor de P-gp, ciclosporina 

A, não altera a permeabilidade do tramadol e do M1 (KANAAN, et al., 2009). 

O uso crônico do tramadol no tratamento da dor (200 mg/dia) e o 

consequente acúmulo de (+)-M1 gera dependência física opióide dose-dependente 

que é decorrente de neuroadaptações no SNC típicas dos agonistas μ-opióides. Por 
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outro lado, o tramadol apresenta efeitos opióides subjetivos considerados fracos em 

doses terapêuticas, e portanto é considerado um fármaco de baixo potencial de 

abuso (LANIER et al., 2010; DUKE et al., 2011).  

Estudos PK-PD para o tramadol são considerados desafiadores, tendo em 

vista: a interação farmacodinâmica entre ambos enantiômeros do tramadol e seu 

metabólito (+)-M1 e a coexistência de mecanismos opióides e não opióides; o 

desequilíbrio enantiosseletivo entre o compartimento central (plasma) e o 

compartimento de efeito (SNC); e a neuroadaptação no SNC decorrente do uso 

crônico do tramadol. Assim, estudos experimentais envolvendo a administração dos 

enantiômeros individuais do tramadol e do metabólito ativo M1 tem colaborado na 

elucidação dos mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva e na busca de 

novos modelos para os estudos clínicos (VALLE et al., 2000; GARRIDO et al., 2000; 

GARRIDO et al., 2003; BEIER et al., 2008). 

 Os estudos clínicos de PK-PD até então disponíveis do tramadol limitam-se 

apenas a um estudo populacional em crianças tratadas com tramadol ao final de 

cirurgias. O estudo avaliou as concentrações do tramadol e do metabólito M1 como 

misturas enantioméricas, e, como parâmetros de efeito, o movimento e o choro das 

crianças. Os autores concluíram que não somente o efeito opióide, mas também o 

efeito não-opióide são de relevância nos estudos clínicos que relacionam 

concentrações plasmáticas com resposta do tramadol (GARRIDO et al., 2006). 

O presente estudo visa estabelecer o modelo PK-PD que relaciona o efeito 

opióide do tramadol, avaliado como atenuação da dor neuropática empregando a 

escala analógica visual de dor, e não opióide, avaliado através da noradrenalina 

plasmática, com as concentrações plasmáticas do enantiômero ativo (+)-M1, em 

pacientes com dor neuropática portadores ou não de diabetes tipo 1 ou tipo 2.  
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2. OBJETIVO 
 

• Avaliar as concentrações plasmáticas de noradrenalina em pacientes 

portadores de dor neuropática tratados com dose única de tramadol. 

• Estabelecer o modelo PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas 

do tramadol como enantiômeros individuais ou como mistura 

enantiomérica com a atenuação da intensidade da dor (escala analógica 

visual de dor) em pacientes com dor neuropática. 

• Estabelecer o modelo PK-PD relacionando a concentração plasmática 

total ou livre do metabólito ativo (+)-M1 com a atenuação da intensidade 

da dor (Escala Analógica Numérica de Dor) em pacientes com dor 

neuropática. 

• Avaliar a influência do DM tipo 1 e do DM tipo 2 no PK-PD do tramadol 

envolvendo como parâmetro farmacodinâmico a atenuação da dor 

neuropática. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 
 

3.1  Casuística e protocolo clinico 
 

Foram incluídos os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e 

DM tipo 2 (n=9) selecionados nos Ambulatórios de Dor e Endocrinologia do 

HCFMRP-USP e no Ambulatório de Diabetes do Centro de Saúde Escola – 

Sumarezinho da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP e investigados nos 

Capítulos 1, 2 e 3.  

Durante a investigação, os pacientes permaneceram na Enfermaria da 

Unidade de Pesquisa Clínica do HCFMRP-USP. Após serem informados do estudo, 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C).  

Conforme descrito nos Capítulos 1, 2 e 3, os pacientes foram investigados 

quanto a disposição cinética do tramadol após a administração de dose única oral de 

100 mg de tramadol racêmico (Tramal®, Pfizer, Brasil). Os pacientes foram avaliados 

quanto a intensidade de dor nos mesmo tempos de colheita de sangue realizados 

para a investigação da disposição cinética do tramadol (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4; 

6; 8; 10; 12; 16 e 24 horas após a administração do medicamento). A dor foi avaliada 

através da escala visual analógica de dor de 10 cm, sendo o extremo “zero cm” 

correspondente a “ausência de dor” e o extremo “dez cm”, correspondente a “pior 

dor imaginável”. Os efeitos adversos decorrentes da administração do tramadol 

foram observados até 24 horas após a administração do fármaco. 

Foram colhidas amostras de sangue seriadas para a análise de noradrenalina 

em plasma. As colheitas foram realizadas com o pacientes na posição deitada, em 

estado de relaxamento, 30 minutos após a inserção de catéter heparinizado e nos 

mesmos tempos de colheita de sangue realizados para a investigação da disposição 

cinética do tramadol (0 a  24 horas). As amostras de sangue (volumes aproximados 

de 5 mL de sangue em seringas heparinizadas com Liquemine® 5000 UI, Roche, 

Brasil) foram transferidas para tubos mantidos em ambiente refrigerado contendo 50 

μL de uma solução de EGTA [(ácido N,N,N’,N’-tetraacético etileno glicol-bis (b-éter 

amino etílico)] (Sigma®, St. Louis, MO, EUA) e glutationa (Sigma®, St. Louis, MO, 

EUA) sendo 4,75 g de EGTA e 3 g de glutationa dissolvidos em 50 mL de água com 

o pH ajustado para 6-7). As amostras de sangue foram centrifugadas a 1800 x g em 

temperatuda de 4˚ C durante 10 minutos e as alíquotas de plasma foram 
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armazenadas a -70˚ C até a análise.  
 

3.2 . Análise de noradrenalina em plasma 
 

O método de análise da noradrenalina em plasma foi desenvolvido com base 

no método publicado por Forster et al. (1999) e validado em estudo anterior do grupo 

(MARQUES et al., 2002). 

 

3.2.1. Soluções padrão e reagentes 
 
A solução estoque de hidrogenotartarato de noradrenalina (Sigma, St Louis, 

MO, EUA) foi preparada na concentração de 1 mM em ácido acético 400 mM e 

diluída para a obtenção de soluções de uso nas concentrações de 40, 100, 200, 400, 

500 e 1000 nM. As soluções são estáveis durante duas semanas quando 

armazenadas em temperaturas inferiores a 5˚ C. 

Os reagentes glutationa reduzida, EGTA [(ácido N,N,N’,N’-tetra acético etileno 

glicol – bis (b-éter aminoetílico)], complexo ácido difenilbórico-etanolamina (DPBEA) 

e brometo de tetraoctilamônio (ToABR) foram obtidos da Sigma (St Louis, MO, 

EUA). Os reagentes EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) e SDS (dodecil sulfato 

de sódio) e o solvente 1-octanol foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). O 

n-heptano grau HPLC foi obtido da J.T.Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). 

O tampão amônio foi preparado com solução de cloreto de amônio (grau P.A., 

Merck, Darmstadt, Alemanha) 2,0 M ajustada a pH 8,8 com hidróxido de amônio 

(grau P.A., 28-30%, Mallinckrodt Chemicals, Xalostoc, México) 2,0 M. O tampão foi 

armazenado a 4˚ C e o pH verificado no momento do uso. 

 

3.2.2 Análise cromatográfica 
 
Foi empregada uma coluna de fase reversa LiChrospher® RP Select B 

(Merck, Darmstadt, Alemanha), partículas de 5 μm (125 x 4,0 mm) protegida por pré-

coluna RP-18 (Lichrospher® 100, Merck, Darmstadt, Alemanha), mantidas a 23˚ C. A 

fase móvel foi constituída de 4,51 g de acetato de sódio, 0,186 g de EDTA, 50 mg de 

SDS e 150 mL de metanol por litro de água. O pH foi ajustado com ácido acético 

glacial para 5,10. O sistema HPLC Shimadzu® foi constituído por bomba modelo LC-
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20 AD, auto-amostrador SIL-20AC HT, forno CTO-10A e detector eletroquímico com 

eletrodo Ag/AgCl modelo L-ECD-6A operando com potencial de +0,60 V. 

 

3.2.3 Preparo de amostra 
 
Alíquotas de 2000 μL de plasma foram adicionadas de 500 μL de tampão 

amônio 2,0 M pH 8,8 contendo 2 g/L de DPBEA e de 4 mL de heptano contendo 3,5 

g/L de ToABR e 10 mL/L de octanol. Os tubos foram agitados em mixer durante 90 

segundos de forma pulsátil e centrifugados a 1200 g durante 10 minutos a 4˚ C. As 

fases orgânicas (3,5 mL) foram transferidas para tubos cônicos e adicionadas de 

800 μL de octanol e 150 μL de ácido acético 400 mM. Os tubos foram agitados 

novamente durante 30 segundos e centrifugados a 1200 g durante 5 minutos. As 

fases aquosas inferiores (100 μL) foram injetadas em sistema HPLC. Durante o 

procedimento de extração até a análise, as amostras foram mantidas resfriadas em 

gelo e protegidas da luz. 

 

3.2.4 Curvas de calibração 
 
As curvas de calibração foram obtidas através da análise de alíquotas de 

2000 μL de água Milli Q, adicionadas de 500 μL de tampão amônio 2,0 M pH 8,8 

enriquecidas com 25 μL de cada uma das soluções padrão de noradrenalina, 

correspondendo a 0,5, 1,25, 2,5, 5, 6,25 e 12,5 pmol/mL de plasma. As equações de 

regressão linear e coeficientes de correlação foram obtidos através das razões de 

altura dos picos obtidos em função das concentrações plasmáticas. 

 

3.3 . Análise farmacocinética-farmacodinâmica (PK-PD) 
 

3.3.1 Análise PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do 
tramadol com a atenuação da dor neuropática 

 
A relação PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do (-)-tramadol, 

(+)-tramadol e/ou da mistura enantiomérica do tramadol com o efeito na atenuação 

da dor neuropática foi realizada utilizando a regressão não linear pelo software 

WinNonlin versão 4.0 (Pharsight Corp. Moutain View, Calif, EUA). Foram testados 
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diversos modelos de relação PK-PD, sendo que a relação entre o modelo 

bicompartimental de primeira ordem, com microconstantes e inclusão de lag time e 

modelo sigmóide de efeito máximo (Emax) (Figura 29) foram utilizados por 

apresentarem o melhor ajuste, baseado no critério de informação de Akaike 

(GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000). O modelo sigmóide de efeito máximo é 

definido pela equação: 

E =
Emax . Ce

γ 

Ce
γ + ECe50

γ 

 

onde, Emax é o efeito máximo, Ce é a concentração no sítio de efeito, ECe50 é a 

concentração do fármaco no compartimento de efeito requerida para produzir 50% 

do efeito máximo e γ representa a inclinação da curva (coeficiente de Hill). No 

modelo sigmóide de efeito máximo, o efeito é zero na concentração igual a zero, e o 

efeito máximo foi fixado em até 1 quando a concentração tende ao infinito 

(GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000). O modelo foi empregado para descrever a 

relação entre as concentrações plasmáticas dos enantiômeros do tramadol e o efeito 

fracional analgésico avaliado através da atenuação da intensidade de dor.  

Os parâmetros estimados pela equação acima descrita são calculados com 

base nas microconstantes obtidas a partir da modelagem farmacocinética 

bicompartimental de cada enantiômero do tramadol: V1/F: volume de distribuição 

aparente do compartimento 1; k01: constante da velocidade de absorção; k10: 

constante da velocidade de eliminação; k12; constante da velocidade de 

transferência do compartimento 1 para o 2; k21: constante da velocidade de 

transferência do compartimento 2 para 1 e LT: lag time (GABRIELSSON; WEINER, 

1999, 2000). 
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Figura 29 - Modelo de relação entre o modelo bicompartimental de primeira ordem, com 
microconstantes e inclusão de lag time e modelo sigmóide de efeito máximo 
(Emax) (GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000)  

 

3.3.2 Análise PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do (+)-
M1 total e livre com a atenuação da dor neuropática. 

 

A relação PK-PD relacionando a concentração plasmática total ou livre do (+)-

M1 com a atenuação da dor neuropática avaliada apela escala analógica visual de 

dor foi realizada utilizando a regressão não linear pelo software WinNonlin versão 

4.0  (Pharsight Corp, Moutain View, Calif, EUA). Foram testados os diversos 

modelos de efeito farmacodinâmico sendo que o modelo sigmóide de efeito máximo 

foi o escolhido com base no Critério de Informação de Akaike (GABRIELSSON; 

WEINER, 1999, 2000) (Figura 30). 

Figura 30 - Modelo sigmóide de efeito máximo (GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000)  
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No modelo sigmóide de efeito máximo, o Emax foi fixado em até 1, e os 

parâmetros EC50 e gama (γ) foram estimados pela equação: 

  E=
Emax . Cγ 

Cγ + ECγ
50 

onde, Emax corresponde ao efeito máximo, C corresponde à concentração plasmática 

do fármaco, EC50 refere-se a concentração plasmática do fármaco que produz 50% 

do efeito máximo e γ é a inclinação da curva (coeficiente de Hill).  

As análises farmacodinâmicas foram feitas através de metodologia 

denominada Naive Pooled Analysis (NPA), onde todos os dados da população em 

estudo são modelados em conjunto, simulando assim o comportamento 

populacional. Adicionalmente, os resultados de coeficiente de variação desse tipo de 

análise fornecem uma estimativa da variabilidade populacional do parâmetro em 

estudo. 

 

3.4. Análise estatística 
 
Os testes estatísticos foram realizados com auxílio do software GraphPad 

Instat® (GraphPad Software, CA, USA) e do Origin (versão 8.0 (OriginLab 

Corporation, Northampton, MA, EUA). 

A seleção dos modelos para as análises PK-PD foi feita com base no Critério 

de Informação de Akaike (AIC), uma medida do ajuste baseado na máxima 

verossimilhança, descrito pela equação:  

 

AIC = N x log (SPRQ) + 2P 

 

onde, N  é o número de observações com peso positivo, SPRQ é a soma ponderada 

dos resíduos quadrados e P é o número de parâmetros. O modelo escolhido foi 

aquele que apresentou menor valor de AIC e corresponde àquele que apresentou 

melhor ajuste estatístico (GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000). 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 . Reações adversas  
 

As reações adversas decorrentes da administração de dose única oral de 100 

mg de tramadol em pacientes com dor neuropática, portadores ou não de DM foram 

observadas em 7 dos 30 pacientes incluídos na investigação, de acordo com os 

dados da Tabela 25. Foram excluídos do estudo 8 pacientes que apresentaram 

emese após a administração do tramadol com prejuízo na avaliação da 

farmacocinética.  

 

Tabela 25 - Reações adversas após administração de dose única oral de 100 mg de 
tramadol em pacientes com dor neuropática, portadores ou não de diabetes 

Paciente Efeito adverso Tempo após a administração 

Controle   

1 sonolência 3 – 4 h 

2 náusea 0,5 h 

7 náusea; cefaléia; 

sonolência 
0,5 h;  0,75h – 1,5 h; 1,5-3h 

DM tipo 1   

13 náusea 1,5 h 

15 náusea 1,5 h e 6 h 

19 náusea, secura da 

boca 
0,25h e 4h; 1,5 h; 

DM tipo 2   

24 taquicardia 3 h 
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4.2 Avaliação das concentrações plasmáticas de noradrenalina  
 
As Figuras 31 e 32 mostram as concentrações plasmáticas de noradrenalina 

após a administração de 100 mg de tramadol racêmico. Os dados estão 

apresentados como valores individuais e mediana (n=25) dos pacientes diabéticos e 

não diabéticos portadores de dor neuropática na Figura 31 e como mediana dos 

Grupos Controle (n=10), DM tipo 1 (n=7) e DM tipo 2 (n=8) na Figura 32.  

 

 

 

Figura 31 - Concentrações de noradrenalina plasmática após administração oral de 
tramadol racêmico a pacientes portadores de dor neuropática fenotipados 
como metabolizadores extensivos do CYP2D6 (n=25). Dados apresentados 
como valores individuais e mediana.  Teste de Mann-Whitney para 
comparação com os valores basais (p<0,05) 
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Figura 32 - Noradrenalina plasmática após administração oral de tramadol racêmico a 

pacientes portadores de dor neuropática fenotipados como metabolizadores 
extensivos do CYP2D6 dos Grupos Controle (n=10), DM tipo 1 (n=7), DM tipo 
2 (n=8). Dados apresentados como mediana. * Teste de Mann-Whitney para 
comparação com os valores basais dentro de cada grupo (p<0,05) 
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4.3 Análise PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do 
tramadol como enantiômeros individuais com a atenuação da dor neuropática.  

 

A Tabela 26 apresenta os parâmetros de PK-PD obtidos da relação entre as 

concentrações plasmáticas totais do tramadol como enantiômeros individuais com a 

atenuação da dor neuropática para os pacientes dos Grupos Controle (n=10), DM 

tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9). Os pacientes que não apresentaram atenuação da 

dor neuropática ou que no dia da investigação apresentavam intensidade de dor 

menor que 25 mm foram excluídos da análise PK-PD. 
 

Tabela 26 - Relação PK-PD e parâmetros estatísticos das concentrações totais dos 
enantiômeros do tramadol e a atenuação da dor neuropática em pacientes portadores de 
dor neuropática do Grupo Controle (n=7), DM tipo 1 (n=5) e DM tipo 2 (n=6) 

 Grupo Controle 

(n=7) 

Grupo DM tipo 1 

(n=5) 

Grupo DM tipo 2 

(n=6) 

(+)-tramadol    

ECe50 (ng/mL) 25,5 (7,4-97) 27,3 (7,4 - 28,2) 13,8 (5,3 – 62,6) 

γ 1,9 (0,9-8,8) 0,4 (0,003 - 1,6) 1,3 (0,4 – 7,9) 

Ke0 (1/h) 0,4 (0,01-1,8) 1,3 (0,2 - 2,3) 0,9 (0,1 – 1,9) 

AIC -10,1 (-16,2- -5,9) -10,0 (-42,9 - 23,7) -6,9 (-15,0 – 3,9) 

(-)-tramadol    

ECe50 (ng/mL) 25,5 (10,0-70,9)  12,3 (3,7 – 20,9) 9,9 (5,3-52,7) 

γ 1,4 (0,9-2,9) 3,3 (0,8-5,8) 1,3 (0,4-6,3) 

Ke0 (1/h) 0,4(0,04-1,8) 6,7 (0,2-13,2) 1,0(0,2-1,9) 

AIC -11,2 (-18,3- -2,9) -25,4 (-45,1- -5,7) -6,6 (-15,4 – 4,1) 

Emax: efeito máximo, fixado em 1; ECe50:  concentração do fármaco no compartimento de 
efeito que produz 50% do efeito máximo; γ: coeficiente de Hill; Ke0: constante da velocidade 
de transferência do compartimento central para o compartimento de efeito; AIC: critério de 
informação de Akaike. Dados apresentados como mediana (percentil 25-75) 
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4.4 Análise PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do (+)-M1 
total ou livre com a atenuação da dor neuropática.  

 

 
Controle 

 

Controle 

 
DM tipo 1 

 

 
DM tipo 1 

 
DM tipo 2 

 

 
DM tipo 2 

 

 
 

Figura 33 - Análise PK-PD relacionando a concentração plasmática total ou livre do (+)-M1 
com a atenuação da dor neuropática nos pacientes dos Grupos Controle (n=9), 
DM tipo 1 (n=7) e DM tipo 2 (n=8). Os círculos vazios representam os dados 
observados enquando a linha contínua representa os dados estimados 
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A Tabela 27 apresenta os parâmetros de PK-PD obtidos da relação entre a 

concentração plasmática livre ou total do (+)-M1 com a atenuação da dor 

neuropática para os pacientes dos Grupos Controle (n=9), DM tipo 1 (n=7) e DM tipo 

2 (n=8) (Figura 33).  

 
Tabela 27 - Estudo PK-PD relacionando as concentrações plasmáticas do (+)-M1 total e 
livre com a atenuação da dor neuropatica em pacientes dos Grupos Controle (n=9), DM tipo 
1 (n=7) e DM tipo 2 (n=8)  

 (+)-M1 total 

 
Controle 

(n=9) 
DM tipo 1 

(n=7) 
DM tipo 2 

(n=8) 

Emax 1,0 1,0 1,0 

EC50 (ng/mL) 68,2 ± 131,5 18,9 ± 65,9 37,17 ± 120,1 

γ 1,0 ± 0,7 1,0 ± 1,2 1,0 ± 1,1 

 (+)-M1 livre 

 
Controle 

(n=9) 
DM tipo 1 

(n=7) 
DM tipo 2 

(n=8) 

Emax 1,0 1,0 1,0 

EC50 (ng/mL) 14,7 ± 30,8 12,8 ± 49,7 9,06 ± 29,3 

γ 1,0 ± 0,7 1,0 ± 1,3 1,0 ± 1,1 

Método naive pooled analysis (parâmetros estimados ± erro padrão). Modelo Emax sigmoide, 
sendo efeito fixado em 0 na concentração C=0; concentração tendendo ao infinito no Emax;  e 
Emax fixo em 1. 
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5. DISCUSSÃO 
 

Estudos clínicos demonstram que o tramadol na forma racemato mostra 

vantagens em relação ao uso dos enantiômeros individuais se levados em 

consideração a eficácia e os efeitos adversos (GROND et al., 1995; WIEBALCK et 

al., 1998). Portanto, é pouco provável que o tramadol venha a ser empregado na 

clínica médica como enantiômeros individuais.  

A náusea e o vômito são os efeitos adversos mais frequentemente reportados 

no uso do tramadol (GROND et al., 1995; WIEBALCK et al., 1998). No presente 

estudo foram excluídos um total de 8 pacientes, ou seja, 21% por apresentarem 

vômito. Estudos anteriores relatam menor frequência de vômito, com valores de 

aproximadamente 1,7% (COSSMAN et al., 1997). Outros efeitos adversos comuns 

são secura da boca, tontura e sonolência. Menos frequentemente, são reportados 

efeitos adversos relacionados à função cardiovascular: palpitação, taquicardia e 

sensação de colapso cardiovascular. São raras as incidências de cefaléias, 

constipação, irritação gastrintestinal e reações dermatológicas (COSSMAN et al., 

1997).  

Vários parâmetros farmacodinâmicos já foram empregados como 

biomarcadores de efeito do tramadol, entre eles a pupilometria em infravermelho, 

através da avaliação do diâmetro da pupila (FLIEGERT et al., 2005; KIRCHHEINER 

et al., 2008), catecolaminas plasmáticas (MILDH et al., 1999; GARCÍA-QUETGLAS 

et al., 2007b) e escalas de dor (GARRIDO et al., 2006). No presente estudo, foram 

avaliados como parâmetros farmacodinâmicos a noradrenalina plasmática e a 

atenuação da dor avaliada com base na escala analógica visual de dor. 

Considerando que a atividade em receptores μ-opióide é a principal determinante no 

efeito analgésico do tramadol e considerando a baixa afinidade de ambos os 

enantiômeros do tramadol pelo receptor μ-opióide, o efeito da atenuação da dor foi 

avaliado em função das concentrações plasmáticas do metabólito (+)-M1. A 

avaliação das concentrações plasmáticas de noradrenalina baseia-se no 

conhecimento da atividade monoaminérgica do tramadol, sendo que os 

enantiômeros (-)-tramadol e (-)-M1 mostram maior contribuição na inibição da 

recaptação de noradrenalina quando comparados aos enantiômeros (+)-tramadol e 

(+)-M1 (GARRIDO et al., 2003). 
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O método de análise da noradrenalina plasmática foi desenvolvido com base 

no método descrito por Forster; Macdonald (1999). Os autores reportam que as 

concentrações plasmáticas basais de noradrenalina em voluntários sadios variam 

de 0,5 a 3,5 pmol/mL. Outros autores reportam concentrações de 2,11 pmol/mL no 

plasma de voluntários sadios (HOLLENBACH et al., 1998). A curva de calibração da 

noradrenalina plasmática foi construída no intervalo 0,5 a 12,5 pmol/mL de plasma. 

No presente estudo as concentrações plasmáticas basais, apresentadas como 

mediana (percentil 25-75) foram de 4,1 pmol/mL (2,6-6,1 pmol/mL) em pacientes 

portadores de dor neuropática não diabética, 2,2 pmol/mL (1,8-3,7 pmol/mL) para os 

pacientes com dor neuropática portadores de DM tipo 1 e 2,5 pmol/mL  (1,6-4,0 

pmol/mL) para os pacientes com dor neuropática portadores de DM tipo 2 (Figura 

32). As concentrações basais de noradrenalina plasmática não mostram diferenças 

entre os grupos de pacientes investigados portadores ou não de DM. Os dados de 

concentrações plasmáticas de noradrenalina observados antes da administração do 

tramadol aos pacientes investigados portadores de dor neuropática estão de acordo 

com estudos anteriores que mostram valores de 2,2 pmol/mL para pacientes com 

dor neuropática diabética e 2,4 pmol/mL para pacientes não diabéticos. De acordo 

com os autores as concentrações de noradrenalina em pacientes com neuropatia 

diabética que não apresentam dor estão reduzidas para valores de 1,3 pmol/mL, 

sugerindo que a presença de dor neuropática está associada ao aumento relativo do 

número de fibras simpáticas funcionantes que contribuem para a dor (TSIGOS et al., 

1993). 

As concentrações plasmáticas de noradrenalina também foram avaliadas até 

24 horas após a administração de dose única oral de 100 mg de tramadol em 

pacientes com dor neuropática portadores ou não de diabetes. Os dados 

apresentados na Figura 32 mostram que as concentraçõs plasmáticas de 

noradrenalina obtidas até 24 horas após a administração do tramadol não diferem 

dos valores basais, ou seja, a administração de dose única oral de 100 mg de 

tramadol não altera as concentrações plasmáticas de noradrenalina para todos os 

grupos investigados. Resultados similares foram reportados por Mildh et al. (1999) 

na investigação de voluntários sadios tratados com 150 mg de tramadol i.v. 

associado com 112,5 ou 250 mg de meperidina iv. James et al. (1996) também não 

observaram alterações nos níves plasmáticos de noradrenalina ou adrenalina 1 hora 
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após a administração intravenosa bolus de 150 mg de tramadol em pacientes sob 

tratamento analgésico pós-toracotomia. 

As concentrações plasmáticas de noradrenalina observadas até 24 horas 

após a administração do tramadol estão apresentadas como dados individuais na 

Figura 31 para os três grupos investigados. Observa-se que as concentrações 

plasmáticas de noradrenalina expressas como mediana de todos os pacientes 

investigados (n=25) encontram-se reduzidas após o tempo de observação da 

concentração plasmática máxima do metabólito ativo (+)-M1 e retorno aos valores 

basais 24 horas após a administração do tramadol. Entretanto, não foram 

observadas diferenças estatísticas devido a grande variabilidade no parâmetro 

estudado e ao pequeno número de pacientes investigados. Os dados ainda 

permitem observar menores valores de noradrenalina plasmática durante o período 

de sono dos pacientes, ou seja nos tempos entre 12 e 16 horas após a 

administração do tramadol.  

A administração de doses terapêuticas de tramadol em voluntários sadios, ou 

seja, na ausência de dor, resultam em  aumento na concentração de noradrenalina 

no fluido cerebrospinal lombar resultante da atividade do (-)-tramadol e (-)-M1 como 

inibidores da recaptação de noradrenalina. A presença da noradrenalina no SNC 

contribui para o aumento da antinocicepção promovida pelo (+)-M1 através de 

estimulação indireta de receptores α-2 adrenérgicos (BOUAZIZ et al., 1996; 

GARRIDO et al., 2000). Entretanto, a inibição da recaptação de noradrenalina no 

SNC pelo tramadol e seus metabólitos não é necessariamente refletida nos níves 

plasmáticos do neurotransmissor (MILDH et al., 1999). 

Garrido et al. (2006) reportam que as concentrações de tramadol e M1 no 

sítio de efeito são os parâmetros que melhor refletem a resposta analgésica em 

crianças que receberam administração intravenosa de tramadol racêmico em 

tratamento pós-operatório. O estudo reporta que concentrações de 15 ng/mL de M1 

e 100 ng/mL de tramadol no sítio de efeito são associadas com o controle adequado 

da dor. Tais concentrações estão relacionadas a concentrações plasmáticas de 20-

30 ng/mL de M1 e 200-300 ng/mL de tramadol. Os autores relatam ainda que os 

valores de Cmax do tramadol e M1 no sítio de efeito são atingidos em 4-5h após a 

infusão (GARRIDO et al., 2006). 

A relação PK-PD entre as concentrações plasmáticas dos enantiômeros do 

tramadol e o efeito fracional analgésico mostram alta variabilidade nos parâmetros 
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estimados (Tabela 26) provavelmente porque o metabólito (+)-M1, e, não o fármaco 

inalterado, é o responsável pelo efeito analgésico do tramadol (GILLEN et al., 2000). 

No presente estudo, a concentração do tramadol no compartimento de efeito que 

produz 50% do efeito máximo (ECe50) apresentada como mediana (percentil 25-75) 

para o (+)-tramadol foi de 25,5 ng/mL (7,4-97) no Grupo Controle, 27,3 ng/mL (7,4 - 

28,2) no Grupo DM tipo 1 e de 13,8 ng/mL (5,3 – 62,6) no Grupo DM tipo 2.  Em 

relação ao (-)-tramadol, os valores de ECe50 foram de 25,5 ng/mL (10,0-70,9 ng/mL) 

no Grupo Controle, 12,3 ng/mL (3,7 – 20,9) no Grupo DM tipo 1 e de 9,9 ng/mL (5,3-

52,7) no Grupo DM tipo 2 (Tabela 26). Não há dados da ECe50 do tramadol como 

enantiômero individual ou mistura enantiomérica em pacientes adultos. Os dados 

disponíveis referem-se apenas às concentrações séricas efetivas. Um estudo 

realizado em pacientes adultos em tratamento pós-operatório ortopédico ou 

ginecológico com tramadol racêmico empregando infusor controlado pelo paciente 

reportou que a concentração sérica efetiva mínima foi de 287,7 ng/mL (20,2 – 986,3 

ng/mL) de tramadol como mistura enantiomérica (LEHMAN et al., 1990).   

O modelo farmacodinâmico sigmóide de efeito máximo foi empregado para 

relacionar as concentrações plasmáticas do (+)-M1 com a atenuação da dor 

neuropática dos pacientes dos Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2. Tal modelo, 

diferentemente do modelo PK-PD link empregado para os enantiômeros do 

tramadol, não requer que o paramêtro farmacocinético Vd seja empregado como 

informação prévia e, portanto, pode ser empregado como modelo PK-PD do 

metabólito M1. Neste modelo, o efeito máximo de atenuação fracional da dor 

neuropática foi fixado em 1,0. As concentrações plasmáticas totais do (+)-M1 

necessárias para alcançar 50% do efeito máximo foram de 68,19, 18,89 e de 37,17 

ng/mL nos pacientes do Grupo Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2, respectivamente 

(Figura 33, Tabela 27). Por outro lado as concentrações plasmáticas livre do (+)-M1 

necessárias para alcançar 50% do efeito máximo mostram menor variabilidade entre 

os grupos (Controle: 14,66 ng/mL; DM tipo 1: 12,78 ng/mL e DM tipo 2: 9,06 ng/mL). 

Tais resultados demonstram que a concentração plasmática livre é a mais 

adequada para a aplicação em estudos de PK-PD. 

Beier et al. (2008) reportaram o uso do modelo de dor neuropática de Bennett 

usando alodinia a frio para avaliar a relação PK-PD em ratos tratados com tramadol 

racêmico ou com seus enantiômeros individuais ou ainda com os enantiômeros 

individuais do M1. Os autores empregaram o modelo de compartimento de efeito 
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para descrever o efeito μ-opióide do (+)-M1. Os autores reportam que 

concentrações plasmáticas no estado de equilíbrio de 20,2 ng/mL do (+)-M1 e de 

230 ng/mL do (-)-M1 são necessárias para alcançar 50% do efeito máximo. 

O único estudo clínico que avalia a relação PK-PD do M1 emprega as 

concentrações plasmáticas do metabólito como mistura enantiomérica e refere-se a 

investigação de crianças. Os autores estimam que concentrações de (±)-M1 de 15 

ng/mL de plasma estão associadas com probabilidade de 95% de alívio da dor 

(GARRIDO et al., 2006).   

Os estudos PK-PD envolvendo os enantiômeros do tramadol, bem como do 

metabólito ativo (+)-M1 exigem o desenvolvimento de novos modelos que melhor 

descrevam o mecanismo de ação opióide e não-opióide do tramadol. O presente 

estudo mostrou, pela primeira vez, a relação PK-PD do tramadol em pacientes com 

dor neuropática, relacionando as concentrações plasmáticas do (+)-M1 com o efeito 

fracional analgésico do tramadol. O presente estudo enfatiza ainda que métodos de 

análise da concentração livre, bem como métodos enantiosseletivos são os mais 

adequados para os estudos PK-PD.  
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CONCLUSÕES 
 

1. Os métodos de análise simultânea dos enantiômeros do tramadol e dos 

metabólitos M1 e M2 total e livre em plasma humano empregando a coluna 

Chiralpak® AD em sistema LC-MS/MS apresentam limites de confiança compatíveis 

com a aplicação em estudos de farmacocinética em dose única. Os limites de 

quantificação na análise dos fármacos total foram de 0,2 ng/mL para cada 

enantiômero do tramadol e de 0,1 ng de cada enantiômero/mL de plasma para o M1 

e M2. Portanto, este é o método mais sensível para análise simultânea dos 

enantiômeros do tramadol, M1 e M2. Os limites de quantificação na análise da 

concentração livre foram de 0,5 ng/mL para cada enantiômero do tramadol e de 0,25 

ng de cada enantiômero/mL de plasma para o M1 e M2. 

2. A farmacocinética do tramadol e seus metabólitos é enantiosseletiva com 

acúmulo plasmático do (+)-tramadol e (+)-M2 em pacientes não diabéticos 

portadores de dor neuropática fenotipados como metabolizadores extensivos do 

CYP2D6. A ligação às proteínas plasmáticas não é enantiosseletiva, e a fração livre 

de ambos os enantiômeros do tramadol é aproximadamente 4 vezes maior que a 

fração livre de ambos os enantiômeros do metabólito M1. 

3. O DM tipo 1 promove redução nas concentrações plasmáticas dos 

metabólitos (+)-M1 e (-)-M1 de aproximadamente 4 e 2 vezes, respectivamente. 

Paralelamente, a fração livre do (+)-M1 aumenta cerca de 4 vezes e a do (-)-M1 

cerca de 2 vezes, em relação ao Grupo Controle. 

4. O DM tipo 2 resulta em concentrações plasmáticas do (-)-M1 

aproximadamente 2 vezes menores que o Grupo Controle, e um aumento de cerca 

de 2 vezes na sua fração livre. 

5. Os pacientes portadores de dor neuropática investigados mostram 

correlações significativas entre as razões metabólicas de AUC (+)-tramadol/(+)-M1 

ou (-)-tramadol/(-)-M1 com a atividade in vivo do CYP2D6 avaliada em plasma ou 

urina empregando o metoprolol como fármaco marcador, um indicativo da valia do 

tramadol como fármaco marcador do CYP2D6. 

6. As concentrações plasmáticas de noradrenalina observadas antes da 

administração do tramadol não mostram diferenças entre os grupos de pacientes 

investigados portadores ou não de DM.  As concentrações plasmáticas de 

noradrenalina avaliadas até 24 horas após a administração do tramadol para todos 
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os pacientes investigados (n=25) mostram tendência de redução após o tempo de 

observação da concentração plasmática máxima do metabólito ativo (+)-M1 e 

retorno aos valores basais 24 horas após a administração do tramadol. 

7. O modelo farmacodinâmico sigmóide de efeito máximo foi empregado 

para relacionar as concentrações plasmáticas do (+)-M1 com a atenuação da dor 

neuropática dos pacientes dos Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2. As 

concentrações plasmáticas livre do (+)-M1 necessárias para alcançar 50% do efeito 

máximo mostram menor variabilidade entre os grupos quando comparadas com as 

concentrações plasmáticas totais. Tais resultados demonstram que a determinação 

da concentração plasmática livre do enantiômero individual é a mais adequada para 

a aplicação em estudos de farmacocinética-farmacodinâmica. 
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ANEXOS 
 

ANEXO A – Ofício de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 
HCRP e da FMRP-USP 
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ANEXO B – Ofício de aprovação do projeto pela Direção Acadêmica de 
Ensino e Pesquisa do Centro de Saúde Escola – Sumarezinho da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP 
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ANEXO C – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO PRETO 
- UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

 
 

Campus Universitário Monte Alegre – RIBEIRÃO PRETO – SP 
 
 
 
 

PESQUISA CIENTÍFICA 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
 
 
 

NOME DO PACIENTE / IDADE:............................................................./.............. 

REGISTRO E/OU DOCUMENTO DE IDENTIFICAÇÃO:..................................... 

 
NOME DA PESQUISA: “INFLUÊNCIA DO DIABETES MELITO TIPO 1 E TIPO 2 NA 

FARMACOCINÉTICA E METABOLISMO 

ENANTIOSSELETIVOS DO TRAMADOL. PK-PD EM 

PACIENTES COM DOR NEUROPÁTICA” 

 

 

 

 

RESPONSÁVEL CLÍNICO: Profa. Dra. Gabriela Rocha Lauretti (FMRP-USP). 
 
OBSERVAÇÕES: Projeto Integrado entre a Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

de Ribeirão Preto - USP e a Faculdade de Medicina de Ribeirão 
Preto - USP  
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

O diabetes melito pode ter várias causas, e é caracterizado pelos altos níveis 
de glicose no sangue, Um dos sintomas que o paciente diabético pode apresentar é 
chamado de dor neuropática, A dor neuropática é um tipo de dor crônica que ocorre 
principalmente nas pernas dos pacientes diabéticos, O tratamento da dor 
neuropática no diabético por ser feito pelo remédio tramadol, O nosso estudo tem 
como objetivo entender como esse remédio é distribuído e eliminado do seu 
organismo,  
 Convidamos o Sr(a) a participar desta pesquisa e garantimos a sua liberdade 
de retirar seu consentimento em qualquer momento da pesquisa, 

Esta pesquisa tem duração total de 1 dia e meio, Para que você possa 
participar dela nós iremos colher, caso você concorde, 3 tubos de sangue de 5 mL 
cada um (uma colher de sopa) da veia do seu braço para verificar se as funções do 
seu fígado e dos seus rins estão normais e se seu organismo é capaz de eliminar o 
remédio para tratar a dor neuropática,  No dia da internação, você deverá 
comparecer ao Hospital em jejum de 8 horas, Ao ser internado, você irá tomar 100 
mg de tramadol por boca, Após isso, nós vamos fazer alguns exames de sangue 
para dosar o remédio durante a sua internação, Nós iremos coletar amostras de 5 ml 
de sangue várias vezes (cerca de 15 vezes) com seringa da veia do seu braço, Um 
tubinho de plástico será colocado dentro da sua veia, assim nós iremos picar você 
uma única vez, A picada causa leve dor, de curta duração, e o local da picada pode 
ficar com a cor arroxeada, Pode acontecer de aparecerem efeitos não desejados 
como náuseas, tontura, cansaço, fadiga, vômito e boca seca, Se isso ocorrer, nós 
iremos tratá-lo aqui mesmo no hospital e iremos interromper a pesquisa,  

Depois de 24 horas, o senhor(a) irá tomar os remédios midazolam e 
metoprolol por boca, Esses dois remédios serão utilizados para entender melhor 
como o senhor(a) elimina o tramadol, Necessitaremos de obter mais amostras de 
sangue (cerda de 8 vezes) para dosar os remédios, Nessa fase também 
necessitaremos da coleta da urina até 8 horas depois de tomar os remédios, 

 A sua colaboração vai aumentar o nosso conhecimento de como os remédios 
para tratar a dor neuropática são eliminados pelo corpo, Isto poderá ajudar no 
melhor tipo de tratamento para os pacientes diabéticos, 

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a 
qualquer dúvida acerca dos procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos 
relacionados com a pesquisa e o tratamento a que serei submetido (a); 

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de 
participar no estudo sem que isso traga prejuízo à continuação do meu cuidado e 
tratamento; 

3. O compromisso de me proporcionar informação atualizada durante o 
estudo, ainda que esta possa afetar minha vontade de continuar participando; 

4. Os pesquisadores se comprometem a manter sigilo da sua participação e 
de publicar os resultados da pesquisa para a comunidade médica e científica 
pertinente; 
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5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenização que legalmente 
teria direito, por parte da Instituição à saúde, em caso de danos que a justifiquem, 
diretamente causados pela pesquisa,  

Tenho ciência do exposto acima e desejo o produto como método terapêutico 
recomendado pelo médico que subscreve este documento, 
 
                     Ribeirão Preto,......... de.........................de 20..... 
 
 

Assinatura do voluntário ou de 
seu  responsável 

 Profa. Dra. Gabriela Rocha 
Lauretti 

Pesquisador Responsável 
CRM 74.245 

 
Telefones para contato:  Natália Valadares de Moraes   (16) 3602 4195 e (16) 8149 
3600 
                                   Dra. Gabriela R Lauretti          (16) 9176 6266 

 
TESTEMUNHAS NÃO LIGADAS À PESQUISA: 
 
 
 
1-____________________________                     
____________________________ 
                   assinatura                                                            identificação 
 
 
 
2-____________________________                     
____________________________ 
                   assinatura                                                            identificação 
 
 
 
 
 
 
 




