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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

racémico e fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6.
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OBJETIVOS

Desenvolver e validar método enantiosseletivo de analise do tramadol
e seus metabdlitos M1 e M2 livre e total em plasma humano
empregando LC/MS-MS.

Avaliar a disposicdo cinética, a fracdo livre e o metabolismo
enantiosseletivos do tramadol em pacientes portadores de dor

neuropatica.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica

3.1.1 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo
(HCFMRP-USP), de acordo com o Processo n° 1775/2008 (ANEXO A). Os pacientes
portadores de dor neuropatica foram selecionados no Ambulatério de Dor do
HCFMRP-USP. Apés serem informados do estudo, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C). Foi garantida a liberdade ao
paciente de recusar sua participagao ou retirar seu consentimento, em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizacdo alguma ou prejuizo ao seu cuidado e/ou tratamento.
No caso de intercorréncias, como o aparecimento de efeitos adversos foi garantido o

afastamento do paciente do protocolo de pesquisa.

3.1.2 Critérios de inclusao de pacientes

Os pacientes portadores de dor neuropatica foram admitidos na Unidade de
Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP para partipacdo do protocolo de
pesquisa.Foram investigados 12 pacientes portadores de dor neuropatica 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
caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo estao apresentadas na Tabela 1.
Os critérios de inclusdo foram: pacientes voluntarios adultos jovens (18-59 anos), de
ambos 0s sexos e com fendtipo oxidativo tipo metoprolol de metabolizador extensivo
(dados apresentados no Capitulo 3). Todos os pacientes apresentaram fungao
hepatica (avaliada pela determinacao laboratorial de AST, ALT e albumina sérica) e
funcdo renal (avaliada pela uréia e creatinina séricas e clearance de creatinina)
dentro dos limites da normalidade. O clearance de creatinina foi determinado pela
equacao de Cockcroft e Gault: clearance de creatinina (mg/min) = {[140 — idade
(anos)] x massa corpérea (kg) x 0,85 se mulher}/72 x creatinina sérica (mg/dL). A

alteracdao de funcao 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 incluidos na investigagcdo foram mantidos durante o
estudo na Unidade de Pesquisa Clinica 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/m? (mediana: 26,0 kg/m?). O diagndstico de dor cronica neuropatica teve
diferentes causas, entre elas: hérnia de disco lombar L4-L5 (n=7), hérnia de disco
cervical C5-C7 (n=3) e sindrome do tunel do carpo (n=2). Todos os pacientes
apresentaram ressonancia magnética lombar ou cervical e/ou eletroneuromiografia
comparativa entre membros superiores comprobatorios de hérnia de disco lombar
ou cervical e sindrome do tunel do carpo, respectivamente. A dor neuropatica foi
classificada por todos os pacientes como sensagdes de “burning” e “parestesia’.
Nao foram incluidos pacientes portadores de dor neuropatica diabética. Foram
excluidos pacientes com dor nociceptiva somatica, visceral ou autonémica
associadas no periodo da pesquisa. Todos os pacientes investigados foram
fenotipados como metabolisadores extensivos do CYP2D6 empregando o
metoprolol (100 mg) como farmaco marcador, com razées de concentragdes
urinarias metoprolol/a-hidroximetoprolol menores que 12,6 (dados apresentados no
Capitulo 3; MCGOURTY et al., 1985)
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3.1.3 Protocolo Clinico

Os pacientes investigados permaneram na Enfermaria da Unidade de
Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP para as colheitas de sangue.

No dia da investigagdo propriamente dita, os pacientes foram tratados em
jejum de 10 horas com dose unica de 100 mg de tramadol racémico, em forma de
capsula (Tramal®, Pfizer, Brasil), acompanhada de 200 mL de agua. O café foi
servido 2 horas apos a administragdo do medicamento. As amostras de sangue
foram obtidas em seringas com heparina (Liquemine 5000 Ul, 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 centrifugacao a 5° C e armazenados a -70° C até a

analise.

3.2 Analise enantiosseletiva do tramadol e dos metabélitos M1 e M2 livre

e total em plasma humano empregando LC-MS/MS
3.2.1 Solugoes padrao e reagentes

O cloridrato de tramadol racémico e o metabdlito O-desmetiltramadol (M1)
racémico (96,9%) foram gentilmente cedidos pela Janssen-Cilag Farmacéutica (Sao
José dos Campos, SP, Brasil) e o N-desmetiltramadol (M2) foi adquirido da Toronto
Research Chemicals Inc. (Ontario, Canada).

Os solventes metanol, etanol (Merck, Darmstadt, Alemanha), éter metil-terc-
butilico (J.T. Baker, Xastoloc, México), e n-hexano 95% (Tedia Company, Fairfield,
EUA) foram grau HPLC. A dietilamina (J.T. Baker, Phillipsburg, EUA), o hidréxido de
sédio (Synth, Diadema, Brasil) e o acetado de aménio (J.T. Baker, Xastoloc, México)
foram grau P.A. Toda a agua utilizada durante o experimento foi obtida em sistema
de purificagdo Milli-Q® Plus (Millipore, Belford, MA, EUA).

Para a analise do farmaco total e livre em plasma, a solugdo estoque de
tramadol racémico foi preparada em metanol na concentragdo de 1 mg/mL e as
solucdes de uso foram preparadas nas concentracdes de 0,004; 0,01; 0,02; 0,4; 1; 2;
4 e 12 ug de cada enantibmero/mL de metanol. As solugdes estoque dos

metabolitos M1 e M2 racémicos foram preparadas nas concentragdes de 0,2 mg/mL
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e 0,1 mg/mL de metanol, respectivamente. As solugbes de uso do M1 e M2 foram
preparadas nas concentragdes de 0,002; 0,005; 0,01; 0,2; 0,5; 1; 2 e 6 ug de cada
enantibmero/mL de metanol.

Na analise do farmaco livre, foram utilizadas as solu¢cdes de uso nas
concentragbes 0,004; 0,01; 0,02; 0,1; 0,4; 1 e 2 ug de cada enantibmero do
tramadol /mL de metanol e 0,002; 0,005; 0,01; 0,05; 0,2; 0,5 e 1 ug de cada
enantidbmero do M1 e M2/mL de metanol.

O farmaco verapamil (Sigma, St, Louis, EUA) foi empregado como padrao
interno. A solugado foi preparada em metanol na concentracédo de 100 ng/mL de

metanol. Todas as solu¢des padrao foram armazenadas a -20° C.
3.2.2 Analise Cromatografica

A analise dos enantiomeros do tramadol, M1 e M2 livre e total foi realizada
por LC-MS/MS. O sistema cromatografico foi constituido por bomba LC 20AD e forno
para acondicionamento de coluna CTO-10AS, provenientes da Shimadzu (Kyoto,
Japao). O processo de injegdo das amostras foi realizado no injetor automatico
modelo SIL-10AD VP da Shimadzu (Kyoto, Japao) com temperatura mantida a 12°
C.

Os enantidmeros 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
particula de 10 um, mantida a 24° C e fase movel constituida por mistura de n-
hexano:etanol (95,5:4,5, v/v) adicionada de 0,1 % de dietilamina, na vazéo de 1,2
mL/min.

O efluente da coluna cromatografica foi misturado com solugéo de etanol:
acetato de aménio 10 mM (95:5 v/v), na vazao de 0,25 mL/min, sendo que 200
ML/min da mistura foram dirigidos para o espectrbmetro de massas sequencial
(MS/MS) triplo quadrupolo Quattro Micro LC (Micromass, Manchester, Reino Unido).
A analise por espectrometria de massas sequencial foi executada no modo
eletronebulizagao positivo. A voltagem do capilar na ionizagao por eletronebulizagao
foi de 3,0 kV. A temperatura da fonte e a temperatura de dessolvatagdo foram
mantidas a 100° e 200° C, respectivamente. O nitrogénio foi utilizado como gas de
nebulizagdo na vazao de 365 L/h e o gas argbnio, empregado como gas de colisdo

foi mantido na pressao de aproximadamente 6,3 x 10* 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 padrao interno. A
energia de colisdo empregada foi de 30 eV para o tramadol, M1 e M2 e 40 eV para o
padrao interno.

As condi¢des de otimizacdo do MS-MS foram obtidas por infusao direta das
solugdes padrao de tramadol e metabdlitos (10 ug/mL) preparadas na fase mével e
introduzidas com bomba de infusdao na vazao de 20 pL/min. As analises foram
executadas no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring).

Os ions moleculares protonados [M+H]" e seus respectivos ions-produtos
foram monitorados nas transicdes 264>58 para os enantibmeros do tramadol,
250>58 para os enantibmeros do M1, 250>44 para os enantidmeros do M2, 455>165
para o padréo interno (verapamil) (Figura 3).

A aquisicdo de dados e a quantificacdo das amostras foram realizadas

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

3.2.3 Preparo de amostras

As amostras de plasma branco foram obtidas através de doacao de
voluntarios sadios no Hemocentro do HCFMRP-USP.

Para a analise da concentragao total dos enantidbmeros do tramadol, M1 e M2,
aliquotas de 500 pL de plasma foram enriquecidas com 25 uL da solu¢ao do padrao
interno (verapamil, 100 ng/mL), 100 uL de solucéo de hidréxido de sédio 1 M, 0,1 g
de cloreto de sodio e 6 mL de éter metil-terc-butilico. 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 organicas (5 mL) foram transferidas para tubos conicos e
evaporadas até a secura em sistema de evaporagdo a vacuo. Os residuos foram
retomados em 140 pL de fase mével, agitados por 10 segundos (agitador de tubos
Phoenix modelo AP-56) e 120 uL foram injetados na coluna cromatografica (Figura
2).
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Para a analise da concentragao livre dos enantidbmeros do tramadol, M1 e M2,
aliquotas de 1 mL de plasma branco ou de amostras de plasma foram
acondicionadas em dispositivo de ultrafiltragdo Centrifree® (Millipore, Carrigtwohill,
Irlanda) e centrifugadas a 1875 g durante 40 minutos em centrifuga com rotor de
eixo fixo (angulo de 36 graus) (modelo NT 825, Nova Técnica, Piracicaba, Brasil),
refrigerado a 4 °C para a obtencdo do ultrafiltrado do plasma. O processo de

ultrafiltracdo do plasma humano esta descrito na Figura 3.
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Figura 3 - Ulirafiltracdo do plasma humano. Antes da ultrafiltracdo, o farmaco encontra-se
parcialmente livre no plasma e parcialmente ligado as proteinas plasmaticas (A).
Durante a ultrafiltragdo, o farmaco livre atravessa a membrana junto com o
solvente (plasma). Sua concentracdo no ultrafilirado € a mesma da amostra
acima da membrana (B) (MILLIPORE CORP., 2010, 2011)

Aliquotas de 200 pL do ultrafiltrado foram adicionadas de 25 pL da solugédo de
padrao interno (verapamil, 100 ng/mL), 50 yL de hidréxido de sodio 1 M, 50 mg de
cloreto de sodio e 3 mL de éter metil-terc-butilico. 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 organicas (2,5 mL) foram transferidas para tubos
cdnicos e evaporadas a secura em evaporador rotacional a vacuo. Os residuos
foram retomados em 100 pL de fase movel, agitados em mixer por 10 segundos e

uma aliquota de 70 L foi injetada no sistema HPLC (Figura 2).
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3.2.4 Determinagao da ordem de eluigdo dos enantiomeros do tramadol,
M1 e M2

A ordem de eluicdo dos enantibmeros do tramadol e dos metabdlitos M1 e M2
foi determinada com base na coleta dos picos individuais obtidos na coluna de fase
quiral Chiralpak® AD, seguida de posterior injecdo na coluna Chiralcel® OD-R e
deteccdo por fluorescéncia, conforme o procedimeto descrito por Godoy et al.
(2011).

Em resumo, uma aliquota de 50 uL de solugao estoque de tramadol, M1 e M2
racémica (500 ug de cada enantibmero do tramadol, 100 ug de cada enantidmero do
M1 e 50 pg de cada enantibmero do M2/mL de metanol) foi evaporada até a secura
e retomada em 100 yL de fase mdével (n-hexano:etanol, 95,5:4,5 v/v adicionada de
0,1% de dietilamina), dos quais 80 pL foram injetados no sistema HPLC com coluna
Chiralpak® AD (250 x 4,6 mm) e deteccdo por fluorescéncia em 275 nm (excitagdo) e
300 nm (emissdo). Os picos referentes a cada um dos enantidmeros foram
coletados em tubos distintos e o solvente foi evaporado até a secura.

Os residuos foram retomados em 100 uL de fase mével (tampao fosfato 0,05
M contendo perclorato de sédio 1M pH 2,5: acetonitrila: N,N-dimetiloctilamina
74,8:25:0,2 %), conforme descrito por Campanero et al. (2004). Uma aliquota de 25
pL foi injetada no sistema HPLC com coluna OD-R e detector por fluorescéncia

operando em 200 nm (excitacdo) e 301 nm (emissao).
3.2.5 Determinacao do efeito matriz

O efeito da matriz foi avaliado através da comparacao direta das areas dos
picos dos enantibmeros do tramadol e seus metabdlitos e do padrdo interno
verapamil, injetados diretamente na fase movel, com as areas dos picos obtidas de
solugdes padréo (0,6; 200 e 480 ng de cada enantidmero do tramadol/mL de plasma
e 0,3; 100 e 240 ng de cada enantibmero do M1 e M2/mL de plasma) adicionadas
em extratos de plasma branco originarios de 6 diferentes voluntarios (conforme

procedimento de extragdo descrito no item 3.2.3).
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3.2.6 Teste de racemizagao

Para verificar a ocorréncia de racemizacao, os enantiomeros do tramadol, M1
e M2 foram separados e coletados no sistema HPLC com detector por fluorescéncia,
operando em 275 nm (excitagdo) e 300 nm (emiss3o), utilizando coluna Chiralpak®
AD (250 x 4,6 mm) e fase movel n-hexano:etanol, 95,5:4,5 v/v adicionada de 0,1%
de dietilamina em fluxo de 1,2 mL/min. As aliquotas referentes aos enantibmeros
individuais foram coletadas separadamente e o solvente foi evaporado até a secura.
Os residuos correspondentes aos enantiomeros isolados foram retomados em fase
movel. Parte deles foi analisada diretamente no sistema LC-MS/MS; outra parte foi
usada para enriquecer aliquotas de 500 uL de plasma branco que foram submetidas
ao procedimento de extracdo (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 Validagao

O método desenvolvido para a analise enantiosseletiva do tramadol e dos
metabdlitos M1 e M2 em plasma humano foi validado de acordo com as
recomendacdes da ANVISA (Resolugcdo n° 899, 29 de maio de 2003; AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003) para validacdo de métodos
bioanaliticos. O processo de validacao incluiu todos os procedimentos requeridos
para demonstrar que o método desenvolvido para analise dos enantibmeros do

tramadol, M1 e M2 é compativel com a aplicacédo em estudos de disposigao cinética.
3.2.7.1 Curva de calibragaol/linearidade

As curvas de calibragdo para analise do tramadol, M1 e M2 total em plasma
humano foram construidas utilizando aliquotas de 500 uL de plasma branco
enriquecidas com 25 pL de cada solucédo padrao de uso de tramadol, M1 e M2. As
amostras foram extraidas e analisadas como descrito anteriormente (itens 3.2.2 e
3.2.3). As curvas de calibragédo foram construidas nas concentragdes de 0,2; 0,5; 1;
20; 50; 100; 200 e 600 ng de cada enantidmero do tramadol/mL de plasma e de 0,1;
0,25; 0,5; 10; 25; 50; 100 e 300 ng de cada enantidmero do M1 e M2/mL de plasma.
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Para analise do tramadol, M1 e M2 livre em plasma, foram utilizados 200 pL
de ultrafiltrado branco enriquecidos com 25 pL de cada solugéo padrao do tramadol,
M1 e M2. As amostras foram preparadas conforme descrito no item 3.2.3 e as
curvas de calibracdo foram construidas nas concentragdes de 0,5; 1,25; 2,5; 12,5;
50; 125 e 250 ng de cada enantidmero do tramadol/mL plasma e 0,25; 0,625; 1,25;
6,25; 25; 62,5; 125 ng de cada enantidmero do M1 e M2/mL plasma.

3.2.7.2 Limite inferior de quantificagao

O limite inferior de quantificagdo (LIQ) foi definido como a menor
concentracdo quantificada de cada enantibmero com coeficiente de variagéo de até
20% e porcentagem de inexatiddo de * 20%. Foram avaliadas quintuplicatas de
amostras enriquecidas com tramadol, M1 e M2 em concentracbes decrescentes

aquelas empregadas na curva de calibragao.

3.2.7.3 Recuperagao

A recuperacdo avalia a eficiéncia do procedimento de extracdo dos
enantibmeros do tramadol, M1, M2 e padrdo interno em plasma humano. A
recuperacao do tramadol, M1 e M2 foi avaliada em quintuplicata, nas concentracdes
de 0,6, 200 e 480 ng de cada enantidbmero do tramadol/mL de plasma humano e nas
concentragdes de 0,3, 100 e 240 ng de cada enantibmero do M1 e M2/mL de plasma
humano. A recuperacdo foi calculada através da comparagdo dos resultados
analiticos de amostras extraidas com os resultados obtidos com solu¢gdes padrao

adicionadas aos extratos do plasma branco.

3.2.7.4 Precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo dos métodos foram avaliadas através dos estudos
intraensaios e interensaios.

Para a analise dos enantidmeros do tramadol, M1 e M2 total, as amostras de
plasma branco foram enriquecidas nas concentragdes de 0,6; 200 e 480 ng de cada
enantidmero do tramadol/mL de plasma e 0,3; 100 e 240 ng de cada enantibmero do

M1 e M2/mL de plasma. Para a analise dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2
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livres no plasma, as amostras foram preparadas nas concentragdes de 1, 80 e 200
ng de cada enantibmero do tramadol /mL de plasma e 0,5, 40 e 100 ng de cada
enantdmero do M1 e M2/mL de plasma. Todas as solugbes foram separadas em
aliquotas e armazenadas a -20° C.

Para avaliagdo de precisdo e exatiddo intraensaios, foram analisadas 5
aliquotas de cada amostra em uma unica corrida analitica. E para avaliagdo de
precisdo e exatidao interensaios foram analisadas aliquotas, em quintuplicata, das
amostras em 4 ensaios consecutivos.

A avaliagao da precisao intraensaios e interensaios foi realizada através do
calculo do coeficiente de variagao dos resultados obtidos e para que o método possa
ser referido preciso, o coeficiente de variagado deve ser igual ou inferior a 15%.

A exatiddo intraensaios e interensaios é expressa pela porcentagem de
inexatiddo e definida pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentragao teorica correspondente. Pode ser representada

pela equacao:

% Inexatidao = (concentracdo média experimental — concentracio tedrica) x 100

concentragao tedrica

3.2.7.5 Estabilidade

Foram avaliadas as estabilidades de curta duragao, pds-processamento, apos
3 ciclos de congelamento e descongelamento e de longa duragéo. Para avaliagao da
estabilidade dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2 foram preparadas amostras
enriquecidas com concentragdes baixa e alta (0,6 e 480 ng de cada enantibmero do
tramadol/mL de plasma e 0,3 e 240 ng de cada enantibmero do M1 e M2/mL de
plasma).

Para avaliacdo da estabilidade de curta duragcdo as amostras enriquecidas
foram mantidas em temperatura ambiente (23" C) por 6 horas. Apds esse periodo,
as amostras foram extraidas e analisadas.

Para avaliacdo da estabilidade pds-processamento, as amostras foram
mantidas no auto-injetor a 12° C por um periodo de 12 horas, sendo entdo injetadas

no sistema cromatografico.
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Para verificar a estabilidade apés 3 ciclos de congelamento e
descongelamento, as amostras enriquecidas foram congeladas a -20° C por pelo
menos 24 horas. Apos esse periodo, foram descongeladas e congeladas novamente
por 12 horas, repetindo-se esse processo até o terceiro ciclo de descongelamento
quando foram extraidas e analisadas.

Para avaliagcdo da estabilidade de longa duragdo as amostras enriquecidas
foram mantidas em temperatura de -20° C por 11 meses. Apds esse periodo, as
amostras foram extraidas e analisadas.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos com as amostras

recém-preparadas e foram expressos em porcentagem de desvio.

3.3 Analise farmacocinética

Os parametros farmacocinéticos foram calculados com base nas curvas de
concentracao plasmatica total versus tempo. Foi empregado o programa Winnonlin,
verséo 4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, Califérnia, EUA). A disposicao cinética
enantiosseletiva do tramadol foi avaliada empregando o modelo bicompartimental
aberto, cinética de primeira ordem e inclusdo de lag time. A area sob a curva
concentracdo plasmatica versus tempo (AUC®®) foi calculada pelo método dos
trapezodides com extrapolagédo para o infinito. O clearance total aparente (Cly/F) foi
obtido através da equacdo Cli/F= Dose/AUC®™. O volume de distribuicdo aparente
(Vd/F) foi calculado pela equagao padrdao do software e refere-se a soma dos
volumes de distribuicdo dos compartimentos 1 e 2 (GABRIELSSON; WEINER,
2000).

Na analise farmacocinética dos enantidmeros dos metabdlitos M1 e M2 foi
empregado o modelo monocompartimental aberto, cinética de primeira ordem e

inclusédo de lag time.

A concentracgao livre dos enantidmeros do tramadol , M1 e M2 foi avaliada no
tempo de observacdo da concentracdo plasmatica maxima total do tramadol para

cada paciente. A fragao livre no plasma (Fu) foi determinada conforme a equagao:

[concentragao livre no plasma]
Fu=

[concentracdo total no plasmal]
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3.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada empregando os softwares GraphPad Instat®
(GraphPad Software, CA, EUA) e Origin versao 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
razdes enantioméricas (+)-tramadol/(-)-tramadol, (+)-M1/(-)-M1, (+)-M2/(-)-M2

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

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

humano

O estudo da disposicédo cinética dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2
exigiu o desenvolvimento de métodos de analise em plasma com limites inferiores
de quantificagdo compativeis com a administracdo de doses unicas de 100 mg de
tramadol por via oral.

Os enantidmeros do tramadol foram separados na coluna quiral Chiralpak®
AD com a fase movel constituida 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
analise de um plasma branco (Figura 4A), de um plasma enriquecido com tramadol,
M1 e M2 na concentragéo de 200 ng de cada enantidbmero do tramadol por mL de
plasma e 100 ng de cada enantidbmero do M1 e M2 por mL de plasma (Figura 4B), e
da analise da concentragdo plasmatica total (Figura 4C) e livre (Figura 4D) em um
paciente portador de dor neuropatica 3 horas apds receber 100 mg de tramadol por

via oral.

4.1.1 Ordem de eluicdo dos enantiomeros do tramadol, M1 e M2

A ordem de eluicdo dos enantidbmeros do tramadol e dos metabdlitos M1 e M2
foi determinada conforme descrito por Godoy et al. (2011). Os tempos de retencao
de cada enantibmero 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 identificacdo da
ordem de eluicdo. A sequéncia de eluicdo dos enantibmeros no método
desenvolvido foi: (+)-tramadol; (-)-tramadol; (+)-M1; (-)-M1; (+)-M2; padrao interno
(PI) e (-)-M2 (Figura 4).
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Figura 4 - Cromatogramas referentes a analise dos enantidbmeros do tramadol, M1 e M2 em
plasma humano. (A) plasma humano branco; (B) plasma humano enriquecido
com tramadol na concentragcido de 200 ng de cada enantidbmero/mL e M1 e M2 na
concentracao de 100 ng de cada enantibmero/mL e padrao interno (verapamil);
analise da concentracéo livre+ligada as proteinas plasmaticas (C) e livre (D) dos
enantidmeros do tramadol, M1 e M2 em plasma de paciente 3 horas apds a
administragdo de 100 mg de tramadol por via oral. Picos: 1- (+)-tramadol; 2- (-)-
tramadol; 3-(+)-M1; 4- (-)-M1; 5- (+)-M2; 6- padrao interno (Pl); 7- (-)-M2
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4.1.2 Racemizagao

O teste de racemizacao foi realizado numa etapa anterior a validacdo do
método através da analise de amostras de plasma branco enriquecidas com os
enantidmeros individuais. Foi demonstrada auséncia de racemizacdo durante o

procedimento de extragao.

4.1.3 Estudo do efeito matriz

Os dados apresentados na Tabela 2 indicam que o efeito matriz na ionizagao

dos enantidmeros do tramadol, M1 M2 e do padrao interno é praticamente ausente.

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

Concentragao
(+)-tramadol (-)-tramadol (+)-M1 (-)-M1 (+)-M2 (-)-M2 PI
ng/mL
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 Validacao do método de analise enantiosseletiva do tramadol, M1 e

M2 livre e total em plasma humano

As Tabelas 3 e 5 apresentam os limites de confianga do método de analise da
concentracdo livre dos enantidbmeros do tramadol, M1 e M2 e as Tabelas 4 e 6
apresentam os limites de confianca do método de andlise da concentragcao

plasmatica total dos enantidbmeros do tramadol, M1 e M2 em plasma humano.
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Tabela 3 - Parametros de validagao do método de analise dos enantidmeros do tramadol
livre em plasma humano

(+)-tramadol (-)-tramadol
Linearidade (0,5 - 250 ng/mL) y=0,0101x-0,0011 y=0,0128x -0,0017
r 0,9996 0,9995
Limite de quantificagao (0,5 ng/mL)
Precisdo (CV%, n=5) 11,21 8,16
Exatidao (Inexatidao %) 1,4 -8,13
Precisao Interensaios (CV%, n=15)
1 ng/mL 7,69 8,59
80 ng/mL 7,97 10,27
200 ng/mL 10,00 10,16
Precisao Intra-ensaio (CV%, n=6)
1 ng/mL 8,68 11,53
80 ng/mL 5,31 7,67
200 ng/mL 9,16 7,94
Exatidao Interensaios (% Inexatidao, n=15)
1 ng/mL -3,91 0,59
80 ng/mL -5,47 -7,45
200 ng/mL 1,70 -2,77
Exatidao Intra-ensaio (% Inexatidao, n=6)
1 ng/mL -4,96 -1,71
80 ng/mL 5,20 517
200 ng/mL 9,02 3,34

CV = coeficiente de variagao [(desvio padrdo/média) x 100]; r=coeficiente de correlagao linear; % Inexatiddo=
[(concentragdo obtida-concentragao real)/concentragao real] x 100; *Precisdo e exatidao interensaios: avaliada
em ftriplicata durante 5 dias
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Tabela 4 - Parametros de validacdo do método de analise da concentragao total dos
enantibmeros do tramadol em plasma humano

(+)-tramadol (-)-tramadol
Recuperacao (%)
0,6 ng/mL 91,95 91,12
200 ng/mL 92,34 102,35
480 ng/mL 98,18 85,90
Linearidade (0,2 - 600 ng/mL) y =0,097x — 0,254 y=0,125x-0,080
r 0,9991 0,9993
Limite de quantificagao (0,2 ng/mL)
Precisdo (CV%, n=5) 6,04 7,59
Exatidao (Inexatidao %) 0,40 2,00
Precisao Interensaios (CV%, n=20)
0,6 ng/mL 6,94 6,70
200 ng/mL 8,18 7,14
480 ng/mL 8,80 8,13
Precisao Intra-ensaio (CV%, n=5)
0,6 ng/mL 6,76 5,34
200 ng/mL 10,06 3,99
480 ng/mL 12,94 10,66
Exatidao Interensaios (% Inexatidao, n=20)
0,6 ng/mL 1,83 -0,08
200 ng/mL -6,22 -5,32
480 ng/mL -0,24 3,43
Exatidao Intra-ensaio (% Inexatidao, n=5)
0,6 ng/mL 4,00 2,00
200 ng/mL -9,46 -10,51
480 ng/mL -5,14 -0,81
Estabilidade (% Inexatidao, n=5)
Curta Duracao (6h a 23° C)
0,6 ng/mL -11,86 -13,40
480ng/mL 7,23 3,88
Pés-processamento (12 ha 12° C)
0,6 ng/mL -2,88 -7,52
480ng/mL 13,73 10,86
Congelamento/descongelamento (3 ciclos)
0,6 ng/mL -9,96 -7,84
480 ng/mL 8,90 5,74
Longa Duracédo (11 meses a -20° C)
0,6 ng/mL 0,01 -4.15
480 ng/mL 7,11 2,04

- ———— —————————— —————
CV = coeficiente de variagdo [(desvio padrdo/média) x 100]; r=coeficiente de correlacgéo linear, % Inexatidao=
[(concentracao obtida-concentracéo real)/concentragédo real] x 100
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4.2 Farmacocinética dos enantiomeros do tramadol, M1 e M2 total em

pacientes portadores de dor neuropatica

A Figura 5 mostra as curvas de concentracéo

plasmatica total versus tempo e

a Tabela 7 apresenta os parametros farmacocinéticos de cada enantibmero do

tramadol, M1 e M2 dos pacientes portadores de dor

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

neuropatica apos administragao
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Figura 5 - Curvas de concentragao plasmatica total versus tempo dos enantibmeros do
tramadol, M1 e M2 nos pacientes portadores de dor neuropatica tratados apoés
a administragdo de dose unica oral de 100 mg de tramadol racémico
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A Figura 6 apresenta as medianas das razdes enantioméricas (+)/(-) de
concentragdes plasmaticas totais do tramadol, M1 e M2 em pacientes portadores de
dor neuropatica (n=12).
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Figura 6 - Razbes enantioméricas (+)/(-) das concentracdes plasmaticas totais do tramadol,
M1 e M2 apds administracdo de dose unica oral de 100 mg de tramadol

racémico em pacientes portadores de dor neuropatica. Dados apresentados
como medianas (n=12)
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4.3 Avaliacao da fragao livre dos enantiomeros do tramadol, M1 e M2 em

plasma humano

As Tabela 8 mostra o estudo da fragao livre dos enantibmeros do tramadol,

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

Tabela 8 - Fracdo livre dos enantidbmeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes portadores
de dor neuropatica (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
05 _ 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]



Capitulo 1 | 59

5. DISCUSSAO

O presente estudo reporta a disposicdo cinética, a fracdo livre e o
metabolismo dos enantidbmeros do tramadol em 12 pacientes portadores de dor
neuropatica fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6. Os métodos
desenvolvidos e validados permitiram a quantificacdo em plasma e o calculo da
fracéo livre (Fu) dos enantidmeros do tramadol e seus metabdlitos M1 e M2 até 24
horas apos a administragdo de dose unica oral de 100 mg de tramadol racémico.

A ligacado de farmacos a proteinas plasmaticas € uma importante covariavel
em farmacocinética, visto que apenas a fracdo livre de farmacos no plasma
encontra-se disponivel para a distribui¢cao e a eliminagdao. No entanto, poucos dados
sdo disponiveis sobre a influéncia da ligacdo de farmacos as proteinas plasmaticas
na farmacodinamica e sempre que possivel a concentragcdo livre € ndo a
concentracao total deve ser usada nos modelos farmacocinética-farmacodinédmica
(PK-PD) para os farmacos altamente ou pouco ligados as proteinas plasmaticas
(SMITH; DI; KERNS, 2010).

O método de analise da concentracéo livre € semelhante ao método utilizado
para a determinagdo do farmaco total em plasma, exceto pela exigéncia de um
procedimento capaz de separar o farmaco livre do farmaco ligado as proteinas
plasmaticas. No presente estudo, foi empregado o método de ultrafiltragédo utilizando
o dispositivo Centrifree® adquirido da Millipore (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda), um
sistema que resulta na formagdo de um ultrafiltrado, no qual o farmaco livre
encontra-se na mesma concentragdo da amostra. O farmaco ligado as proteinas
plasmaticas ndo atravessa a membrana e n3o atinge o ultrafiltrado (Centrifree® user
guide; MILLIPORE CORP., 2010, 2011). O procedimento de ultrafiltragdo vem sendo
usado na determinagcdo da concentracdo livre de outros farmacos, tais como o
moxifloxacino, paclitaxel e acido micofendlico (GARDNER et al., 2008; ZENG et al.,
2009; PRANGER et al., 2010).

Os enantidbmeros do tramadol e seus metabdlitos M1 e M2 foram resolvidos
em coluna de fase quiral Chiralpak® AD com a fase moével constituida por mistura de
n-hexano:etanol:dietilamina (95,5:4,5:0,1 v/v/lv) com o tempo de corrida de
aproximadamente 19 minutos. A Figura 4 apresenta os cromatogramas obtidos no
sistema LC-MS/MS referentes a analise da concentragdo plasmatica total (Figura

4C) e livre (Figura 4D) em plasma coletado de um paciente portador de dor
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neuropatica 3 horas apdés a administracdo oral de 100 mg de tramadol. Diversos
estudos reportam a separagdo dos enantibmeros do tramadol utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os métodos empregam fases estacionarias
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 sdo amilose tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato),
cellulose tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) e a alfa-1 glicoproteina  acida,
respectivamente. A cromatografia gasosa ja foi utiizada na separacédo dos
enantidbmeros do tramadol usando a coluna Rt-BDEXcst cujo seletor quiral é [3-
ciclodextrina (CHYTIL et al., 2009). A técnica de eletroforese capilar também ja foi
empregada na analise dos enantidbmeros do tramadol utilizando B-ciclodextrinas ou
y-ciclodextrinas com alto grau de sulfatagdo como seletores quirais (RUDAZ et al.,
1998; RUDAZ et al., 1999; RUDAZ et al., 2004).

O efeito matriz foi considerado ausente na analise dos enantibmeros do
tramadol, M1 e M2 em plasma humano. Foram obtidos valores préximos a 100%
quando as areas dos picos resultantes da injecao direta de solugdes padrao em fase
movel foram comparadas as areas obtidas de solugdes padrao adicionadas a
extratos de plasma branco oriundos de seis diferentes voluntarios (Tabela 2). Godoy
et al. também reportaram auséncia de efeito matriz ao empregarem plasma de ratos
na analise dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2 (GODOY et al., 2011). O teste
de racemizacéo foi realizado antes do procedimento de validagao e ndo demonstrou
inversao quiral para o tramadol, M1 e M2.

Os enatidmeros do tramadol, M1 e M2 foram extraidos do plasma humano em
meio alcalino usando a técnica de salting-out com cloreto de sédio e o éter metil-
terc-butilico como solvente de extragdo. A recuperagdo (Tabelas 4 e 6) mostra
valores de aproximadamente 90% para os enantibmeros do tramadol, M1 e M2 para
as diferentes concentragbes analisadas. Além da extracao liquido-liquido usando o
éter metil-terc-butilico (CAMPANERQO et al., 2004), outros autores reportam o uso de
acetato de etila como solvente extrator com recuperacbes que variam de
aproximadamente 75 a 90% (ARDAKANI et al., 2007; ARDAKANI et al., 2008) e
extracdo em fase sdlida com recuperagdes de cerca de 90% (CECCATO et al.,
2000).

Os limites de quantificagdo de 0,2, 0,1 e 0,1 ng de cada enantibmero do
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tramadol, M1 e M2/mL de plasma foram observados nas analises da concentragao
plasmatica total, enquanto os limites de 0,5, 0,25 e 0,25 de cada enantibmero do
tramadol, M1 e M2/mL de plasma foram observados na analise da concentragao
livre, respectivamente (Tabelas 3, 4, 5 e 6). Esses dados foram obtidos com a
extracido de apenas 200 uL de ultrafiltrado provenientes de 1 mL de plasma na
analise da concentracao livre e de 500 pL de plasma na analise da concentragao
plasmatica total. Tais resultados permitiram a determinagcdo da concentragao
plasmatica total desses analitos até 24 horas apds a administragéo oral de 100 mg
de tramadol racémico. Outros autores que empregaram LC-MS/MS relatam limites
de quantificacdo em termos da concentragcdo plasmatica total de 0,15, 3 e 1 ng/mL
para cada enantibmero do tramadol empregando volumes de plasma de 1 mL
(CECCATO et al., 2000), 500 pL (MUSSHOFF et al., 2006) e 200 uL (PATEL et al.,
2009). Para o metabdlito ativo M1, os mesmos autores reportaram limites
quantificacdo de 0,3, 4 e 0,5 ng/mL para cada enantidmero, respectivamente.
Portanto, o método desenvolvido no presente estudo € o mais sensivel entre os ja
publicados na literatura empregando LC-MS/MS (CECCATO et al.,, 2000;
MUSSHOFF et al., 2006; PATEL et al.,, 2009). Estudos anteriores relatam que a
disposicao cinética do (+)-M1 apés administragao oral a metabolizadores lentos do
CYP2D6 néo foi descrita pois as concentragdes plasmaticas do (+)-M1 encontravam-
se abaixo do limite de quantificagdo (FLIEGERT; KURTH; GOHLER, 2005;
PEDERSEN; DAMKIER; BROSEN, 2006). Assim, métodos enantiosseletivos
sensiveis se fazem necessarios para a analise da concentracdo dos metabdlitos do
tramadol inclusive em paciente metabolizadores lentos do CYP2D6.

Os coeficientes de variagdo obtidos nos estudos de precisdo e a porcentagem
de inexatidao interensaios e intraensaios inferiores a 15% para os enantibmeros do
tramadol, M1 e M2 avaliados em trés nives de concentragcdo asseguram a
repetibilidade e a exatiddo dos resultados para os métodos de analise da
concentragao plasmatica total e livre (Tabelas 3, 4, 5 e 6).

A estabilidade dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2 para o método
analitico desenvolvido foi avaliada em quatro modalidades: estabilidade de curta
duracao por 6 horas em temperatura ambiente, pds-processamento durante 12
horas a 12° C, apds trés ciclos de congelamento e descongelamento e de longa
duracdo avaliada no periodo de 11 meses armazenada a -20° C. Foram

determinados desvios inferiores a 15% em relacéo as amostras recém-preparadas, o
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que garante a estabilidade das amostras em plasma sob as condigdes de
armazenamento do estudo (Tabelas 4 e 6). Auséncia de degradacao ou inversao
quiral para os enantibmeros do tramadol, M1 e M2 foi relatada por Ardakani et al.
(2008) apds armazenar amostras de plasma a -20° C durante 3 meses ou amostras
de plasma e solugdes estoques durante 24 h a 4°C.

Os limites de confianca obtidos no método de analise da concentragao
plasmatica total sdo compativeis com a aplicagdo em estudos de farmacocinética do
tramadol, M1 e M2 apds administracdo de dose Unica de tramadol racémico.
Considerando os métodos até entdo disponiveis para a analise simultanea dos
enantidbmeros do tramadol e seus metabdlitos M1 e M2, podemos afirmar que o
método desenvolvido é o mais sensivel e o mais rapido entre os ja publicados na
literatura.

A disposicao cinética dos enantibmeros do tramadol e seus principais
metabdlitos de fase I, M1 e M2, foi avaliada em pacientes portadores de dor
neuropatica apos a administragcdo de dose unica oral de 100 mg de tramadol
racémico. As curvas de concentracao plasmatica total dos enantidmeros do tramadol
versus tempo foram descritas através do modelo bicompartimental e as curvas de
concentracao plasmatica dos enantidmeros do M1 e M2 foram descritas pelo modelo
monocompartimental (Figura 5).

As concentragdes plasmaticas 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 razdo enantiomérica AUCy de 1,13. Tal
acumulo é acompanhado pela meia-vida de eliminacéo (t,;,8) mais prolongada do (+)-
tramadol (7,61 h) em relagdo ao (-)-tramadol (7,09 h) embora ndo tenham sido
observadas diferengas no clearance total aparente entre os enantibmeros (Figura 5;
Tabela 7). A enantiosseletividade na farmacocinética do tramadol ja havia sido
demonstrada por outros autores na literatura com razdo AUC 4y variando de 1,22 a
1,28 (GARCIA-QUETGLAS et al., 2007a; GARCIA-QUETGLAS et al., 2007b). Apds
administracdo de tramadol racémico na forma de comprimidos de liberacao
controlada a voluntarios sadios chineses em regime de dose multipla, Liu et al.
(2001a) observaram acumulo do (+)-tramadol no estado de equilibrio, com raz&o
AUC+y() 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
ligacdo as proteinas plasmaticas e o metabolismo preferencial para um dos
enantibmeros. A ligacdo do tramadol como mistura enantiomérica as proteinas
plasmaticas é baixa (GROND; SABLOTZKI, 2004) e dados de ligagao as proteinas
plasmaticas dos enantidbmeros individuais do tramadol ndo estao disponiveis na
literatura. Kanaan et al. (2009) demonstraram que o tramadol e o M1 n&o sé&o
substratos do transportador de efluxo glicoproteina-P. Entretanto, bombas de efluxo
préton-dependentes parecem limitar a absor¢gdo gastrointestinal e favorecer a
eliminacdo renal de forma similar para ambos os enantibmeros do tramadol
(KANAAN et al., 2009). Um estudo experimental demonstrou que a distribuicdo dos
enantidmeros do tramadol e M1 no SNC de ratos é enantiosseletiva, com maiores
concentragdes 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 enantibmeros do tramadol parece ser
o principal responsavel pela enantiosseletividade em sua farmacocinética.

O (+)-M1 é o principal responsavel pela atividade analgésica em receptores
opidides do tipo y, e portanto, o estudo da sua farmacocinética € de particular
interesse. No presente estudo, os pacientes portadores de dor neuropatica nao
apresentaram diferengas significativas entre os enantidmeros do M1 em nenhum
parametro farmacocinético (Figura 5; Tabela 7). Logo, ndo é possivel explicar a
eliminacao preferencial do (-)-tramadol nos pacientes portadores de dor neuropatica
com base na formagdo do M1. Alguns autores relatam um acumulo do (-)-M1 com
razdo AUC .y, de aproximadamente 0,9 em metabolizadores extensivos do CYP2D6
(GARCIA-QUETGLAS et al., 2007b). Estudos in vitro usando microssomas hepaticos
de ratos mostram que o metabdlito (-)-M1 é preferencialmente formado em relagéao
ao (+)-M1 (LIU et al., 2003). Assim, a eliminagdo preferencial do (-)-tramadol na
forma de (-)-M1 seria uma justificativa plausivel para o acumulo do (+)-tramadol.

Ressalta-se que o0 M1 é um metabdlito intermediario, formado a partir do
tramadol e eliminado por reagcdes de N-desmetilacdo, formando M5 e M4 e por
reagdes de conjugagao com o acido glicurénico ou sulfonato. Em voluntarios sadios,
a reagao de glicuronidagao é favorecida para o (-)-M1 com observagao de excregéao
urinaria 4 vezes maior para o (-)-M1 quando comparado ao (+)-M1 (OVERBECK;
BLASCHKE, 1999; SOETEBEER et al., 2001). Estudos empregando microssomos
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hepaticos humanos demonstram que a glicuronidagdo do M1 € enantiosseletiva com
maior formagao do (-)-M1 glicuronideo. As isoformas UGT 1A7, UGT 1A8, UGT1A9
e UGT1A10 catalisam apenas a glicuronidagdo do (+)-M1, enquanto que a UGT
2B15 e a UGT2B7 catalisam a de ambos enantidmeros do M1 (LEHTONEN et al.,
2010). A eliminacdo preferencial do (-)-M1 glicuronideo €, portanto, um fator
determinante na enantiosseletivade observada na farmacocinética do tramadol em
pacientes portadores de dor neuropatica.

A farmacocinética do M2 é enantiosseletiva com concentracdes plasmaticas
do (+)-M2 significativamente maiores que as do (-)-M2 (AUC: 443,41 ng.h/mL e
74,93 ng.h/mL, respectivamente) com razdo enantiomérica de AUC.y) de 4,64
(Figura 5; Tabela 7). Resultados similares foram observados por Garcia-Quetglas et
al. (2007a) com razdo AUCy de 4,5 para o M2 apds administracdo oral de
tramadol racémico. No entanto, as razbes de concentragbes plasmaticas (+)/(-)
aumentam em funcgao do tempo com a observacao dos maiores valores (em torno de
7) aproximadamente 16 horas apdés a administragdo do farmaco sugerindo a
formacgéao preferencial do (+)-M2 e/ou a eliminagao preferencial do (-)-M2 (Figura 6).

O método de analise da concentracao livre mostrou parametros de validagao
compativeis com a analise das amostras no tempo de observagao da concentragao
plasmatica total maxima (Cnax) € permitiu o calculo da Fu dos enantibmeros do
tramadol, M1 e M2 em cada paciente através da relagdo entre a concentragao
plasmatica livre e a total. Os pacientes portadores de dor neuropatica ndo mostram
enantiosseletividade na fracado livre do tramadol com observagdo 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 sdo escassos, e demonstram que 20 % da
concentracdo plasmatica do tramadol como mistura enantiomérica encontra-se
ligada as proteinas e portanto, uma fracdo 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 ndo enantiosseletivas da mesma forma que as do (+)-M2 e (-)-M2,
cujos valores foram de 0,25 e 0,22, respectivamente. Ndo ha dados na literatura
referentes a Fu dos metabdlitos M1 e M2 como enantibmeros ou mistura
enantiomérica.

Concluindo, a farmacocinética do tramadol e seus metabdlitos &
enantiosseletiva com acumulo plasmatico do (+)-tramadol e (+)-M2 em pacientes

portadores de dor neuropatica fenotipados como metabolizadores extensivos do
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CYP2D6 apo6s a administragdo de dose unica oral de tramadol racémico. A
ligacdo as proteinas plasmaticas nao é enantiosseletiva para o tramadol, M1 e M2 e
€ aproximadamente 4 vezes maior para os enantidmeros do metabdlito ativo M1, se

comparados aos enantibmeros do tramadol.
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Capitulo 2

Influéncia do diabetes descompensado na disposicao
cinética e metabolismo dos enantiomeros do tramadol em
pacientes portadores de dor neuropatica
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1. INTRODUGAO

O diabetes mellitus (DM) € um grupo de doengas metabdlicas de etiologia
multipla caracterizado por hiperglicemia resultante de alteragdo da secregédo de
insulina e/ou de alteracédo na acéo da insulina. A hiperglicemia cronica do DM é
associada com danos cronicos, disfungdes ou faléncia em varios érgaos, entre eles
os olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos (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 € a destruicdo auto-imune ou idiopatica das
células B pancreaticas que resulta em uma deficiéncia absoluta da secreg¢ao de
insulina. Na outra categoria, mais prevalente, DM tipo 2, a causa € uma combinagao
de resisténcia a acao da insulina com uma deficiéncia relativa ou resposta secretoria
de insulina inadequada (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).

O DM é um problema de importancia crescente em saude publica. Esta
associado a complicagdes que comprometem a produtividade, a qualidade de vida e
a sobrevida dos pacientes. Além disso, acarreta altos custos para seu controle
metabdlico e tratamento de suas complicagdes (SOCIEDADE BRASILEIRA SOBRE
DIABETES, 2002). Sua incidéncia e prevaléncia estdo aumentando, e hoje, o DM é
considerado uma pandemia emergente (VAN DIEREN et al., 2010). A doenga atinge
cerca de 8% da populagao mundial e é a principal causa de cegueira adquirida e de
amputacdes de membros inferiores (SOCIEDADE BRASILEIRA SOBRE DIABETES,
2002; MOXEY et al., 2011). Cerca de 26% dos pacientes que ingressam em
programas de dialise sdo 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
milhdes de pessoas foram diagnosticadas com DM no mundo e estima-se que em
2030 serao 366 milhdes de pessoas. Para o Brasil a estimativa € de 4,6 milhdes e
em 2030 sera de 11,30 milhdes de pessoas diagnosticadas (WILD et al., 2004).

As complicagdes do DM a longo prazo incluem retinopatia com potencial
perda da visao; nefropatia que pode levar a faléncia renal; neuropatia periférica com
risco de ulceracbes nos pés e amputagdes; e neuropatia autondmica causando
sintomas gastrointestinais, genitourinarios e cardiovasculares e disfungdo sexual
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).
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A dor neuropatica € uma complicagdo do DM definida por sinais e sintomas
de neuropatia em pacientes nos quais outras causas de disfungao do sistema
nervoso periférico foram excluidas (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 prevaléncia da neuropatia aumenta conforme
aumenta o tempo de diagnéstico 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 incidéncia de dor em populagéo diabética
foi de 20% (populacdo com viés por ser a de um hospital de referéncia)
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2006).

A fisiopatologia da neuropatia diabética tém sido explicada por diferentes
teorias. Na teoria metabdlica, o aumento do sorbitol e a reducdo de mioinositol
resultantes da hiperglicemia alteram a bomba de sédio e potassio com consequente
alteracdo na despolarizacdo e na dinamica do fluxo axoplasmatico. Na teoria
vascular, temos que o comprometimento da microcirculagao resultante da ativagao
da proteinaquinase C e da endotelina | pela hiperglicemia causa lesdes das fibras
nervosas. Por fim, a teoria auto-imune propde a participagcdo do sistema imune no
desenvolvimento da neuropatia diabética (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2006).

O DM pode alterar a disposi¢cao cinética e o metabolismo dos farmacos em
uso na clinica dependendo do tipo e do tempo de diagndstico da doenga, assim
como do substrato investigado. O DM pode alterar a absor¢do gastrintestinal, a
distribuicdo, o metabolismo e a excrecédo renal dos farmacos em uso na clinica. O
tempo de transito intestinal pode estar diminuido e retardado em 20-30% dos
pacientes diabéticos (IIDA et al., 2000). Tal efeito é resultante da hiperglicemia
crbnica que causa um prejuizo simpatico e parasimpatico dos nervos responsaveis
pela motilidade intestinal. O DM também pode alterar a ligagdo dos farmacos as
proteinas plasmaticas alterando as fases de distribuicdo e eliminacdo. As altas
concentragbes de acidos graxos livres e proteinas glicadas podem alterar a
extensdo da ligagao dos farmacos as proteinas plasmaticas em pacientes diabéticos
(SCHWARTZ et al., 1996; LIPP et al., 1997; PRESTON et al., 2001). Um aumento na
expressdo de Mrp2 na barreira hematoencefdlica é observado no diabetes
experimental induzido por estreptozotocina, e a distribuicdo de farmacos substratos

desse transportador no sistema nervoso central pode ser alterada em pacientes
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diabéticos (HAWKINS et al., 2007). Os niveis dos transportadores de farmacos do
sangue para o tubulo 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 duragao do
DM ou do estagio da nefropatia diabética, a velocidade de filtragdo glomerular pode
estar aumentada, normal ou diminuida. Além disso, anormalidades na secregao
tubular renal tanto em pacientes com DM tipo 1 ou DM tipo 2, podem influenciar o
clearance renal de uma variedade de farmacos (PRESTON; EPSTEIN, 1999).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que o DM pode alterar o
metabolismo de farmacos através de alteragdes em diversas enzimas, dentre as
quais do sistema citocromo P450 (CYP) provocando modificagbes 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 expressdao do CYP1A2, CYP2C11, CYP2C13 e CYP3A2 e a induzir a
expressdao 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 expressao do
CYP2E1 ¢é elevada em pacientes portadores de DM tipo 1.

O tratamento com insulina mostrou ser efetivo na normalizagdo das
alteragdes do CYP tanto em relagdo ao conteudo 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 clinicos e experimentais do nosso grupo de pesquisa tém mostrado
que o diabetes resulta em alteragées no metabolismo enantiosseletivo dos farmacos
quirais disponiveis na clinica como misturas racémicas. Rocha, Coelho e Lanchote
(2002) investigaram a estereosseletividade na farmacocinética da fluvastatina em
ratos com diabetes experimental induzido por estreptozotocina. Os autores relatam
reducdo na razdo AUC(y+) em razdo do aumento no clearance do enantidmero
(3S,5R)-(-)-fluvastatina nos animais diabéticos. Marques et al. (2002) investigaram a
enantiosseletividade na disposi¢cao cinética da nisoldipina em pacientes hipertensos
portadores de DM tipo 2 e empregaram a lidocaina como farmaco marcador do

CYP3A4. Os dados obtidos sugerem que o DM inibe o CYP3A4 com consequente
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reducdo no clearance de ambos os enantibmeros da lidocaina. O DM tipo 2
promoveu uma redugdao nas concentragdes plasmaticas do (S)-(-)-fenoprofeno e
consequente alteracdo na farmacodindmica quando comparados a voluntarios
sadios. Os mesmos autores reportaram auséncia de alteracbes em pacientes
portadores de DM tipo 1 (POGGI et al., 2006). Gestantes hipertensas portadoras de
diabetes gestacional apresentaram redugdo na glicuronidacdo do labetalol com
maiores concentracdes plasmaticas do isbmero responsavel pela atividade a-
bloqueadora do farmaco quando comparadas a gestantes hipertensas nao
diabéticas (CARVALHO et al., 2011).

Entre os farmacos aprovados pelo US Food and Drug Administration (US
FDA) para o tratatamento da dor neuropatica temos a gabapentina, pregabalina,
duloxetina, patchs de lidocaina a 5 % e carbamazepina. Outros farmacos que
demonstraram eficacia em estudos multiplos randomizados controlados por placebo
incluem opidides, antidepressivos triciclicos, venlafaxina e tramadol (DOBECKI,
SCHOCKET; WALLACE, 2006; O'CONNOR; DWORKIN, 2009; DWORKIN et al.,
2010).

O tratamento de dor neuropatica diabética ou ndo diabética recomendado
pela Organizacdo Mundial de Saude segue um guia de 3 etapas: a) inicialmente o
tratamento deve ser feito com agentes néo opidides como paracetamol, ibuprofeno e
acido acetil salicilico; b) em caso de persisténcia da dor, inicia-se entdo o tratamento
com agentes considerados opidides “fracos”, como o tramadol e a codeina; c)
finalmente, em caso de persisténcia da dor, € recomendado o uso de agentes
opidides como a morfina e a buprenorfina. Como terapia farmacoldgica adjuvante, a
OMS sugere que o uso de corticosterdides, antidepressivos triciclicos ou
anticonvulsivantes podem aumentar a eficacia analgésica de opidides (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1990; ROSE; KAM, 2002).

O tramadol € um analgésico de acdo central eficaz na atenuagéo de dores
agudas (dor pos traumatica, renal, pds-operatoria e célicas biliares) e cronicas
(GROND; SABLOTZKI, 2004). Varios autores demonstram sua eficacia na
atenuacdo da dor neuropatica 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 inibigéo



Capitulo 2 |72

preferencial no metabolismo do (-)-tramadol. Em voluntarios sadios, o metabolismo
do (+)-tramadol em (+)-M1 é exclusivamente mediado pelo CYP2D6 enquanto o
metabolismo do (-)-tramadol em (-)-M1 é menos influenciado pelo fendtipo do
CYP2D6 (GARCIA-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 neuropatica em
pacientes diabéticos, o presente estudo visa avaliar a influéncia do DM tipo 1 e do
DM tipo 2 na disposicao cinética, na fracao livre e no metabolismo enantiosseletivos
do tramadol em pacientes com dor neuropatica tratados com dose uUnica do farmaco
sob a forma de racemato. N&do ha dados de estudos clinicos na literatura sobre a
influéncia do DM na farmacocinética do tramadol como mistura enantiomérica ou
como enantidmeros individuais. Considerando a formagao dos metabdlitos (+)-M1 e
(-)-M1 mediada pela atividade geneticamente determinada do CYP2D6, foram
incluidos na presente investigacdo somente pacientes fenotipados como

metabolizadores extensivos para o CYP2D6.
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OBJETIVOS

Investigar a influéncia do DM tipo 1 descompensado na disposi¢cao
cinética e metabolismo enantiosseletivos do tramadol administrado em
regime de dose unica, sob a forma racémica, a pacientes fenotipados
como metabolizadores extensivos para o CYP2D6.

Investigar a influéncia do DM tipo 2 descompensado na disposi¢cao
cinética e metabolismo enantiosseletivos do tramadol administrado em
regime de dose unica, sob a forma racémica, a pacientes fenotipados

como metabolizadores extensivos para o CYP2D6.
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3. CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica

Pacientes com DM tipo 1 ou com DM tipo 2 portadores de dor neuropatica
foram selecionados no Ambulatério de Endocrinologia do HCFMRP-USP e no
Ambulatério de Diabetes do Centro de Saude Escola — Sumarezinho da Faculdade
de Medicina de Ribeirao Preto - USP. Foram investigados 18 pacientes portadores
de dor neuropatica diabética, sendo 9 pacientes portadores de DM tipo 1 e 9
pacientes portadores de DM tipo 2. O diagndstico 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 periodo de jejum de pelo menos 8 horas); valores de glicose
plasmatica de 2h maiores ou iguais a 200 mg/dL durante o teste de tolerancia oral a
glicose (utilizando carga de glicose anidra de 75 g dissolvida em agua); ou valores
de glicemia aleatoriamente avaliados maiores ou iguais a 200 mg/dL em pacientes
com sinais classicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica. Os sinais classicos de
hiperglicemia incluem: poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso inexplicada. Na
auséncia de hiperglicemia aleatoriamente avaliada, cada um dos testes deve ser
confirmado no dia seguinte. O tempo de diagndstico do DM variou de 3 a 24 anos.
As caracteristicas dos pacientes incluidos nos Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2 estao
apresentadas nas Tabelas 9 e 10.

Foram incluidos pacientes adultos jovens (18-59 anos) de ambos os sexos e
fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6 empregando metoprolol
como farmaco marcador (dados apresentados no Capitulo 3). Foram incluidos
apenas pacientes portadores de dor neuropatica 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 niveis
glicémicos descompensados (hemoglobina glicada acima de 8 %) apesar do uso
regular de insulina ou hipoglicemiantes orais. Entre os farmacos comumente
associados nos Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2 temos: insulinas [ag¢ao ultra-rapida,
rapida (Aspart, Regular), intermediaria (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 - Caracteristicas da doenca dos pacientes investigados nos Grupos DM tipo 1
(n=9) e DM tipo 2 (n=9)

Pacientes Tempo de Complicagdes Farmacos
Grupo DM tipo diagnéstic . associado Dor neuropatica
1 o associadas s
13 8 anos - 4,5 Neuropatia diabética
14 13 anos - 45 Neuropatia diabética
15 24 anos RDP, HAS, 4,5,6,7 Neuropatia diabética
Dislipidemia
16 23 anos RDNP 45 Neuropatia diabética
17 8 anos - 45 Neuropatia diabética
18 12 anos Nefropatia clinica 1,4,5 Neuropatia diabética
RDNP, HAS
19 24 anos Dislipidemia 459 Neuropatia diabética
20 - Nefropatia 4,8,10, 11 Neuropatia diabética
incipiente,
HAS
21 20 anos RDNP 12,13 Neuropatia diabética
Grupo DM tipo
2
22 17 anos Obesidade, 4.8,9,11 Neuropatia diabética
dislipidemia
23 5 anos Nefropatia clinica, 1,4,8,14 Neuropatia diabética
dislipidemia, HAS
24 3 anos HAS, obesidade 8, 11 Neuropatia diabética
25 8 anos HAS, dislipidemia 4,5,6,15,16 Neuropatia diabética
Nefropatia clinica
26 16 anos Nefropatia 4.8,9,16 Neuropatia diabética
incipiente,
RDNP, HAS,
dislipidemia,
obesidade
27 11 anos Nefropatia 4,5,7,8,11, Neuropatia diabética
incipiente, 17
obesidade, HAS,
dislipidemia
28 20 anos Nefropatia 4,5,7,8,11 Neuropatia diabética
incipiente,
RDNP, HAS,
dislipidemia,
obesidade
29 6 anos RDP, nefropatia 6,7,8,18 Neuropatia diabética
incipiente,
obesidade,
dislipidemia, HAS
30 23 anos RDP, dislipidemia 45,8 Neuropatia diabética

RDP: retinopatia diabética proliferativa; HAS: hipertenséo arterial sistémica; RDNP: retinopatia diabética nédo
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 incluidos no Grupo DM tipo 1 e DM tipo 2 apresentam
como causa de dor neuropatica a neuropatia diabética. Sao sinais atribuidos a dor
neuropatica induzida pelo DM: i) dor diaria crénica moderada a grave nas
extremidades inferiores por periodo superior a 1 més, mas principalmente superior a
3 meses; ii) score de dor de pelo menos 2,5 cm, mas principalmente superior a 4 cm
numa Escala Analégica Numérica de Dor de 10 cm; iii) score de pelo menos 4 numa
escala numérica de 11 pontos (0 = sem dor, 10 = pior dor possivel). Foram
considerados critérios de exclusdo de pacientes: evidéncia de outra etiologia para
dor neuropatica; presenga de outro tipo de dor tdo grave quanto a dor neuropatica
(ADRIAENSEN et al., 2005).

Foram excluidos pacientes portadores de dor nociceptiva somatica, visceral
ou autonbmica associadas no periodo da pesquisa, bem como os portadores de
obesidade morbida (IMC>40), portadores de insuficiéncia cardiada congestiva,
pacientes hipertensos graves, pacientes que sofreram infarto agudo do miocardio ou
acidente vascular cerebral ha menos de 6 meses do periodo da investigagcdo. Foram
excluidos ainda os pacientes com histoéria de doenca pulmonar obstrutiva crénica e
os pacientes que faziam uso crénico concomitante de analgésicos, inibidores do
CYP2D6 e de indutores ou inibidores do CYP3A4. Foram excluidas pacientes
gestantes e lactantes.

A funcdo hepatica dos pacientes investigados foi avaliada pela determinagao
laboratorial de AST, ALT e albumina sérica e a fungao renal foi avaliada pela uréia e
creatinina séricas e clearance de creatinina. O clearance de creatinina foi
determinado pela equacéo de Cockcroft e Gault: clearance de creatinina (mg/min) =
{[140 — idade (anos)] x massa corporea (kg) x 0,85 se mulher}/[72 x creatinina sérica
(mg/dL)]. A alteragao de funcgao renal é definida pelo clearance de creatinina < 60
mL/min conforme o Kidney Disease Outcome Quality Initiave Advisory Board
(NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 2002).

A internacdo dos pacientes selecionados para a pesquisa foi realizada na
Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP durante toda a investigacdo. Os
pacientes foram informados dos procedimentos a serem realizados no estudo, bem
como dos possiveis 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

penalizagdo alguma ou prejuizo ao seu cuidado e tratamento. No caso de
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intercorréncias, como a apresentagdo de efeitos adversos, foi garantido o
afastamento do paciente do protocolo de pesquisa e o tratamento apropriado no
HCFMRP-USP. O protocolo clinico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do HCFMRP-USP (Oficio n° 1775/2008; ANEXO A) e pela Dire¢cao Académica de
Ensino e Pesquisa do Centro de Saude Escola — Sumarezinho da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (Protocolo n° 35/2009;

ANEXO B).
3.1.1 Calculo do tamanho amostral

O caélculo do tamanho amostral foi obtido através do programa Power and
Sample Calculation versédo 2.1.30 (DUPONT; PLUMMER, 1997) com base na
variabilidade da farmacocinética do tramadol previamente estudada em voluntarios
sadios (GARCIA-QUETGLAS et al., 2007b). Neste estudo a média + desvio padréo
da area sob a curva concentragédo plasmatica versus tempo (AUC) foi 0,898 + 0,323
mg.h.L" para o (+)-tramadol (enantibmero com maior variabillidade na
farmacocinética).

Nossa hipdtese de trabalho € a de que o DM tipo 1 ou tipo 2 ira elevar em
pelo menos 50% a AUC do (+)-tramadol quando comparada com o Grupo Controle.
Para o calculo do tamanho amostral fixou-se o nivel de significancia em 5%, poder
de 0,80, diferenca entre as médias de AUC do (+)-tramadol em 50%. A Figura 7
mostra a variacdo do poder do teste de acordo com o tamanho amostral. Como pode
ser observada na Figura 2, a inclusdo de 9 pacientes em cada grupo ira acarretar
poder do teste acima de 80%, ou seja, serdo incluidos 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 relagéo ao poder de teste
3.1.2 Protocolo clinico

Os pacientes incluidos nos Grupos DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9)
permaneceram na Enfermaria da Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP — USP,
durante todo o periodo da pesquisa para as colheitas de sangue e urina.

Os pacientes em estado de jejum de 10 horas receberam dose unica oral de
100 mg de tramadol racémico (Tramal®, Pfizer, Brasil) com 200 mL de agua. A dieta
padrao do hospital para pacientes diabéticos foi servida 2 horas apds a
administracdo do medicamento. As amostras de sangue seriadas foram colhidas em
seringas heparinizadas (Liquemine® 5000 Ul, 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 ap6s a administracdo do tramadol
racémico. Os plasmas foram obtidos por centrifugagdo a 1800 g durante 10 minutos
e estocados a -70° C até o momento da analise. Durante o periodo de internacéo
hospitalar foram empregadas terapéuticas de eficacia previamente comprovadas:

dieta, insulina e hipoglicemiantes orais (conforme indicag¢des individualizadas).

3.2 Métodos
3.2.1 Anadlise enantiosseletiva do tramadol, M1 e M2 livre e total

A analise dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2 foi realizada em sistema

LC-MS/MS conforme descrito no Capitulo 1.
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3.2.2 Analise farmacocinética

A disposicdo cinética dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2 apods
administracao oral nos pacientes dos Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2 foi avaliada
como descrito no Capitulo 1 para os pacientes nido diabéticos portadores de dor

neuropatica.

3.2.3 Analise estatistica

O software GraphPad Instat (GraphPad Software, CA, EUA) e o software
Origin versao 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA) foram utilizados
na analise estatistica para o céalculo das medianas (percentis 25 e 75) e médias. O
teste de Wilcoxon (p<0,05) foi empregado para avaliar as razbes enantioméricas (+)-
tramadol vs (-)-tramadol, (+)-M1 vs (-)-M1, (+)-M2 vs (-)-M2. Os pacientes portadores
de dor neuropatica nado diabética, investigados no Capitulo 1, foram considerados
Grupo Controle (n=12). Para comparagao entre grupos foi empregado o teste de

Kruskal-Wallis (p<0,05) com pos-teste de Dunn.
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4. RESULTADOS

4.1 Farmacocinética dos enantiomeros do tramadol, M1 e M2 total nos

pacientes do Grupo DM tipo 1

A Figura 8 mostra as curvas de concentracédo plasmatica total versus tempo e
a Tabela 11 apresenta os parametros farmacocinéticos dos enantibmeros do
tramadol, M1 e M2 referentes aos pacientes do Grupo DM tipo 1 apds administragao
oral de 100 mg de tramadol racémico (n=9). Os dados estdo 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 diferengca entre os

enantiobmeros.
1000 —m— (¥)-tramadol
] —O— (-)-tramadol
—@— (+)-M1
—O— (-)-m1
100 B _ A
] Ao 8—m L Mz
TS (9)-M2

Concentragao plasmatica (ng/mL)

o
PN

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)
Figura 8. Curvas de concentragdo plasmatica total versus tempo dos enantibmeros 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 enantiomeros do tramadol, M1 e M2 total nos

pacientes do Grupo DM tipo 2

A Figura 9 mostra as curvas de concentragédo plasmatica total versus tempo e

a Tabela 12 apresenta os paradmetros farmacocinéticos dos enantibmeros do

tramadol, M1 e M2 referentes aos pacientes do Grupo DM tipo 2 apds administragcao

oral de 100 mg de tramadol racémico (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 diferenga entre
enantidmeros.
1000 E —H— (+)-tramadol
] —0O— (-)-tramadol
—@— (+)-M1
z —0— (-)-M1
ED 100 - %n{ltn — A (¥)-M2
= imee =N —a— (M2
T A0 —e—8-. \\5
5 104e% o \o\,\ﬂ
° ] A A*A\A\ Q 
o A \2
A
-'E . A\
[0}
o A A
@]
O
0’1 I ' I ' I ' I ' I I
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura 9 - Curvas de concentragdo plasmatica total versus tempo dos enantibmeros 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 influéncia do DM tipo 1 e DM tipo 2 na disposi¢cao cinética e

metabolismo enantiosseletivos do tramadol

As Figuras 10 e 11 apresentam os perfis farmacocinéticos do tramadol em
funcado 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 estao apresentados como
mediana.

1000
. —m— Grupo Controle
. —m— Grupo DM tipo 1
}C_T I —m— Grupo DM tipo 2
5 104 SER-pE-
£ ] =y
3 ] —pg
E -
£ I\
g 105 1
a ] [ |
P ]
(0 —
On
8 |
S 1
[&]
C
O
(@]
0,1+ y T y T y T y T y T y T
0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura 10 - Concentragbes plasmaticas totais do (+)-tramadol em fungdo do tempo
observadas para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e
DM tipo 2 (n=9) apdés a administracdo de 100 mg de tramadol racémico.
Dados apresentados como mediana
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Figura 11 - Concentragdes plasmaticas totais do (-)-tramadol em fungdo do tempo
observadas para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e
DM tipo 2 (n=9) apdés a administracdo de 100 mg de tramadol racémico.
Dados apresentados como mediana
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As Figuras 12 e 13 apresentam os perfis farmacocinéticos do M1 em fungao
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 estdo apresentados como
mediana.

100 4

—@— Grupo Controle
—@— Grupo DM tipo 1
—@— Grupo DM tipo 2

Concentragao plasmatica (ng/mL)

T T T T T T T
12 16 20 24

Tempo (h)

Figura 12 - Concentragbes plasmaticas totais do (+)-M1 em fung¢do do tempo observadas
para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2
(n=9) apdés a administracdo de 100 mg de tramadol racémico. Dados
apresentados como mediana
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Figura 13 - Concentragdes plasmaticas totais do (-)-M1 em fungdo do tempo observadas
para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2
(n=9) apdés a administracdo de 100 mg de tramadol racémico. Dados
apresentados como mediana
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A Figura 14 apresenta os perfis farmacocinéticos do M2 em fungdo 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 estado apresentados como mediana.

—A— (+)-M2 Grupo Controle
-)-M2 Grupo Controle
—A&A— (+)-M2 Grupo DM tipo 1

—
100 —A—(
] —
A— (-)-M2 Grupo DM tipo 1
—
—(

L

+)-M2 Grupo DM tipo 2

—A—(-)-M2 Grupo DM tipo 2

Concentracgao plasmatica (ng/mL)

01 +— ; ' ; . ; , T , T

Tempo (h)

Figura 14 - Concentragdes plasmaticas totais do (+)-M2 e do (-)-M2 em fungéo do tempo
observadas para os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e
DM tipo 2 (n=9) apds a administracdo de 100 mg de tramadol racémico. Dados
apresentados como mediana

As Tabelas 13, 14 e 15 mostram os parametros farmacocinéticos dos
enantidmeros 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 estao
apresentados como mediana (percentil 25-75) e média. O teste de Kruskal-Wallis

(p<0,05) com pés-teste de Dunn foi utilizado para a comparagao entre 0os grupos.
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A Figura 15 apresenta as razdes (+)/(-) obtidas em fungcdo dos tempos nos
pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9).
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Figura 15 - Razdes (+)-tramadol/(-)-tramadol (A), (+)-M1/(-)-M1 (B), (+)-M2/(-)-M2 (C)
observadas apos a administragdo de dose unica oral de 100 mg de tramadol
racémico em pacientes pertencentes aos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1
(n=9) e DM tipo 2 (n=9). Dados apresentados como mediana



Capitulo 2 | 94

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

As Tabelas 16 e 17 apresentam a fragao livre dos enantidmeros 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 comparacao entre

enantiomeros.

Tabela 16 - Fracao livre dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes do Grupo
DM tipo 1 (n=9)

Pacientes

(+)-tramadol (-)-tramadol (+)-M1 (-)-M1 (+)-M2 (-)-M2
Grupo DM 1

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

05 _ 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 - Fracao livre dos enantidmeros do tramadol, M1 e M2 nos pacientes do Grupo
DM tipo 2 (n=9)

Pacientes

(+)-tramadol (-)-tramadol (+)-M1 (-)-M1 (+)-M2 (-)-M2
Grupo DM 2

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

05 _ 75 0,49-0,70 0,47-060 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 Influéncia do DM tipo 1 e DM tipo 2 na fragao livre dos enantiomeros
do tramadol, M1 e M2.

A Tabela 18 e a Figura 16 mostra o estudo da influéncia do DM tipo 1 e DM
tipo 2 na fragao livre dos enantibmeros do tramadol, M1 e M2. Os dados estao
apresentados como mediana (percentil 25 — 75) e média na Tabela 18 e mediana
(percentil 25-75) na Figura 16. A comparacgao entre grupos foi realizada pelo teste de

Kruskal-Wallis (p<0,05) com pés-teste de Dunn.

Tabela 18 - Fracao livre dos enantibmeros 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

racémico. Os dados estdo expressos como mediana (percentil 25 e 75) e média

Controle

DM tipo 1

DM tipo 2

(+)-tramadol

0,65 (0,37-0,68)

0,88 (0,69-0,91)

0,52 (0,49-0,70)

0,59 0,79 0,58

0,54 (0,43-0,70) 0,97% (0,88-1,00) 0,53°(0,47-0,60)

)- |

(-)-tramado 057 0.89 0,57

(41 0,16 (0,12-0,22) 0,59° (0,47-0,73) 0,27°(0,22-0,31)
0,18 0,60 0,26

()-M1 0,18 (0,14-0,21) 0,37% (0,32-0,55) 0,34° (0,31-0,37)
017 0,46 0,36

(+)-M2 0,24 (0,11-0,33) 0,42 (0,29-0,43) 0,26 (0,19-0,45)
025 0.39 033

()-M2 0,21(0,11-0,33) 0,35 (0,27-0,50) 0,28 (0,20-0,54)
0,24 0,39 0,38

Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) com pés-teste de Dunn: ?Controle versus DM tipo 1; "Controle versus DM tipo

2; °DM tipo 1 versus DM tipo 2
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Figura 16 - Fracao livre dos enantibmeros 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 racémico. Os dados estdo expressos como percentil 25 e 75 e
mediana
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5. DISCUSSAO

A influéncia de doengcas na farmacocinética estereosseletiva dos
medicamentos em uso na clinica ainda € pouco investigada para os farmacos
quirais. No presente estudo, foi investigada pela primeira vez a influéncia do DM tipo
1 e tipo 2 na disposi¢ao cinética e metabolismo dos enantidmeros do tramadol. O
presente estudo justifica-se em fungdo de um estudo anterior do grupo ter observado
que o diabetes induzido por estreptozotocina em ratos altera a farmacocinética do
tramadol de maneira enantiosseletiva (GODQY, 2009).

Considerando a alta variabilidade da farmacocinética do tramadol e
considerando que tal variabilidade € consequente principalmente do polimorfismo do
CYP2D6 (GARCIA-QUETGLAS et al. 2007b), o estudo da influéncia do DM tipo 1 e
tipo 2 na disposicao cinética e metabolismo do tramadol incluiu somente pacientes
fenotipados como metabolizadores extensivos do CYP2D6 (dados apresentados no
Capitulo 3).

Quando comparado ao Grupo Controle, o Grupo DM tipo 1 mostra reducao no
Cmax de ambos enantibmeros (+)-tramadol e (-)-tramadol de 40 e 50 %,
respectivamente. O tempo para atingir 0 Cmax (tmax), entretanto, ndo apresenta
diferenga significativa quando comparado ao Grupo Controle (Figuras 10 e 11;
Tabela 13). Os pacientes portadores de DM podem apresentar aumento ou redugéo
no tempo de esvaziamento gastrico. O atraso no esvaziamento gastrico é a
alteragdo mais comum com uma prevaléncia que varia de 30 a 50 % em pacientes
portadores de DM tipo 1 (LIPP et al., 1997). Estudos demonstram que ha uma
relacédo inversa entre a velocidade de esvaziamento gastrico e os niveis glicémicos,
de forma que o esvaziamento € mais lento durante a hiperglicemia (HOROWITZ et
al., 1996). Outro mecanismo proposto para o atraso no tempo de esvaziamento
gastrico € a neuropatia do nervo vago (PRESTON; EPSTEIN, 1999). Considerando
que o intestino delgado é o principal sitio de absorcdo de farmacos no trato
gastrointestinal, o retardo no esvaziamento gastrico pode diminuir a velocidade de
absorcao e/ou a extensado da absor¢cao (PRESTON; EPSTEIN, 1999), o que explica
a reducdo no Cyax dos enantibmeros 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 ndo apresentam disfungdes neuronais apresentam

maior velocidade de esvaziamento gastrico quando comparados a pacientes nao
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portadores de DM (SCHWARTZ et al., 1996; HOROWITZ et al., 1996). Os pacientes
do Grupo DM tipo 2 ndo mostram alteragcdes no Cnax © tmax dos enantibmeros do
tramadol em relagéo aos pacientes do Grupo Controle (Figuras 10 e 11; Tabela 13).

No presente estudo foram incluidos apenas pacientes com dor neuropatica
portadores ou ndo de DM, e ressaltamos que a dor neuropatica nos pacientes
investigados € considerada crénica. Prejuizo nos processos de absor¢ao de
analgésicos com consequente perda da sua eficacia terapéutica sao reportados em
pacientes com dor aguda (JAMALI; KUNZ-DOBER, 1999; KULMATYCKI; JAMALI,
2007; JAMALI; AGHAZADEH-HABASHI, 2008). Pacientes sob efeito de dor aguda
pos-cirurgia dentaria apresentam reducdo de 2 a 3 vezes nas concentragdes
plasmaticas dos enantidbmeros do ibuprofeno, bem como um aumento de 4 a 6
vezes no tempo para atingir a concentragcdo maxima se comparados a pacientes
tratados com ibuprofeno 1 semana antes da cirurgia (JAMALI; KUNZ-DOBER,
1999). Os autores relacionam como provaveis mecanismos: a ingesta nutricional
prejudicada, o deslocamento do fluxo sanguineo do trato gastrointestinal com
consequente alteracdo na motilidade e secrecdo intestinal e a diminuicdo na
motilidade intestinal provocada pela dor. Aghazadeh-Habashi; Jamali (2008)
acreditam que a dor aguda suprime 0 nervo vago com consequente prejuizo na
secrecdo e motilidade gastrointestinal. O Grupo Controle (CI/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 voluntarios sadios disponiveis na literatura (CI/F: 0,54 L/kg/h para o (+)-tramadol
e 0,67 L/kg/h para o (-)-tramadol) ndo mostram diferengas nos valores de clearance
aparente (CI/F), inferindo que a dor crénica presente no Grupo Controle n&o altera a
biodisponibilidade do tramadol (GARCIA-QUETGLAS et al., 2007b).

A disposicao cinética de ambos os enantidbmeros do tramadol, avaliada com
base nos parametros tmax, AUC, Clt/F Vd/F e t12B8, ndo mostra diferengas com
significancia estatistica entre os Grupos Controle e DM tipo 1 (Figuras 10 e 11;
Tabela 13). Em ambos os grupos s&o observados maiores valores de Cnax € 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 parametros Cn.x € AUC, embora sem observacdo de
diferencas nos parametros 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 heterogéneo que o DM tipo 1 em fungcdo de nem todos os pacientes
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fazerem uso de insulina (77 % fazem uso de insulina e 22 % n&o fazem uso de
insulina), dos farmacos associados e da presencga de outras comorbidades como a
obesidade, dislipidemias e hipertensao.

Os dados obtidos com os pacientes portadores de DM nao sao comparaveis
aos dados reportados por Godoy (2009) na investigacao da influéncia do diabetes
experimental na farmacocinética enantiosseletiva do tramadol em ratos. A autora
relata acumulo plasmatico do enantibmero (+)-tramadol em relagéo ao (-)-tramadol a
semelhancga 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 relagdo 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 observacéo de glicemia dentro dos valores da normalidade reverte as
alteracbes relatadas na farmacocinética do tramadol. Outros estudos na literatura
confirmam que a insulina reverte as alteragcdes 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 importancia da hiperglicemia na atividade do CYP foi
relatada por Borbas et al., (2006) com observagao de que o conteudo total de CYP,
a atividade do CYP1A hepatico assim como a atividade do CYP3A hepatico
correlacionam-se com o0s niveis de glicose no sangue de ratos com diabetes
experimental. A glicagado de proteinas circulantes como a albumina, a hemoglobina e
a insulina, bem como a formagao de produtos finais da glicacdo avancgada,
representados por um grupo heterogéneo de produtos quimicos resultantes da
reacado nao enzimatica entre agucares e proteinas, lipides e/ou acidos nucleicos
implica em intermediarios reativos que resultam no estresse oxidativo, complicacdes
microvaculares e disfungdo endotelial (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009;
KAWAHITO; KITAHATA; OSHITA, 2009). Os elevados niveis de corpos cetdnicos
também tem sido relacionados as alteragdes enzimaticas no DM (BARNETT; FLATT;
IOANNIDES, 1990). Bellward et al. (1988) reportam que a indugdo enzimatica do

CYP bem como a hidroxilagdo hepatica da anilina apresentam forte correlagcdo com
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os niveis de corpos cetdnicos na forma de [B-hidroxibutirato plasmatico em ratos
espontaneamente diabéticos.

As concentragdes plasmaticas do metabdlito ativo (+)-M1 no Grupo DM tipo 1
sdo significavamente menores quando comparadas ao Grupo Controle, com redugéo
de aproximadamente 70 % no Cmax (Controle: 83,04 ng/mL; DM tipo 1: 26,42 ng/mL)
e de aproximadamente 75 % na AUC®” (Controle: 1246,60 ng.h/mL; DM tipo 1: 313,
11 ng.h/mL; Figura 12; Tabela 14). Para o metabdlito (-)-M1 ha redugéo de 50% no
Cmax (Controle: 85,56 ng/mL; DM tipo 1: 41,22 ng/mL) e de 60 % na AUC®” (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 reducdo de aproximadamente 50 % nas concentragdes plasmaticas do (-)-M1,
mas néo nas do (+)-M1 quando comparado ao Grupo Controle (Figuras 12 e 13;
Tabela 14). De maneira contraria, em ratos com diabetes experimental, Godoy
(2009) mostra aumento de 3 vezes nas concentragdes plasmaticas do (-)-M1.

Os pacientes do Grupo DM tipo 2, apresentam disposicdo cinética
enantiosseletiva dos enantibmeros do M1 com acumulo plasmatico do (+)-M1 e
razdo AUC+y() de 1,29 (Figura 9; Tabela 12). A meia-vida de formag&o do (+)-M1 é
significativamente maior que a do (-)-M1 (0,41 h e 0,28 h, respectivamente), bem
como o tempo para atingir a concentragdo maxima (2,21 h e 1,98 h,
respectivamente). Por outro lado, Godoy (2009) relata acumulo plasmatico do (-)-M1
em relacgao do (+)-M1 em ratos com diabetes experimental.

A formagdo do metabdlito M1 nos microssomas humanos hepaticos é
mediada pelo CYP2D6 e sua eliminacdo se da por excrecdo renal ou ainda por
reagcdes de conjugacdo com o acido glicurdénico e sulfonatos (LINTZ et al., 1981;
GROND; SABLOTZKI, 2004). Logo, as menores concentragdes plasmaticas dos
enantidbmeros do M1 nos pacientes portadores de DM tipo 1 e DM tipo 2 sugerem
que a doenca inibe o CYP2D6 ou induz a UDP-glicuronosil-transferase (UGT).

A conjugacéo do M1 com o acido glicurénico & enantiosseletiva, sendo que as
isoformas UGT 1A7, UGT 1A8, UGT 1A9 e UGT 1A10 sao responsaveis pela
glicuronidacao do (+)-M1, enquanto as isoformas UGT 2B15, e UGT 2B7 catalisam a
conjugagao de ambos enantibmeros do M1 (LEHTONEN et al.,, 2010). Estudos
experimentais demonstram que o conteudo hepatico 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 reducdo na sintese de conjugados do &cido glicurénico (MULLER-
OERLINGHAUSEN; HASSELBLATT; JAHNS, 1967). Por outro lado, um estudo
realizado em ratos espontaneamente diabéticos demonstrou que os niveis protéicos
da enzima UGT 1A1 encontram-se aumentados nos microssomas hepaticos
(BRAUN et al., 1998). A inducdo da atividade da UGT é mediada pelos corpos
cetbnicos, bem como pelas alteragdes hormonais do diabetes (LALANI; BURCHELL,
1979; LALANI et al.,, 1980). A insulina parece aumentar a atividade da UDP-
glicuronosil-desidrogenase envolvida na restauracdo dos niveis de UDP-acido
glicurdnico necessario as reagbes de conjugacdo em ratos diabéticos (MULLER-
OERLINGHAUSEN; HASSELBLATT; JAHNS, 1967). Assim, a indugao da atividade
da isoforma da UGT 2B7 em ratos com diabetes experimental (VEGA et al., 1986)
ou a indugao da atividade da UDP-glicuronosil-desidrogenase pelo tratamento com
insulina (MULLER-OERLINGHAUSEN; HASSELBLATT; JAHNS, 1967) parecem
explicar a reducdo nas concentracbes plasmaticas dos enantibmeros do M1 nos
pacientes dos Grupos DM tipo 1 e DM tipo 2.

Com relagcdo a formacdo do metabdlito M2, sua disposigcao cinética é
enantiosseletiva nos Grupos Controle (Capitulo 1), DM tipo 1 (Figura 8; Tabela 11) e
DM tipo 2 (Figura 9; Tabela 12) com razées AUC\. de 4,80, 5,68 e 4,71,
respectivamente. A enantiosseletividade na farmacocinética do M2, entretanto, nao
explica a eliminacao preferencial do (-)-tramadol nos Grupos Controle e DM tipo 1.
Os parametros farmacocinéticos AUC, Cpax, tmax, tuf € ty, do (+)-M2 e (-)-M2 foram
bastante similares entre os trés grupos investigados (Figura 14; Tabela 15) e
também similares aos observados por Garcia-Quetglas et al. (2007a) com razéo
AUC+y.) de 4,5 para o M2 apos administragdo oral de tramadol racémico a
voluntarios sadios. Godoy (2009) também n&o relata altera¢gdes na farmacocinética
de ambos enantiomeros do M2 em ratos com diabetes experimental tratados ou nao
com insulina.

Os pacientes do Grupo DM tipo 1 apresentam um aumento da fragao livre do
(-)-tramadol quando comparados ao Grupo Controle (Controle: 54,38 % vs DM tipo
1: 97,07 %). O Grupo DM tipo 2 apresenta fragao livre dos enantidmeros do tramadol
semelhantes as do Grupo Controle. A fragao livre dos enantidmeros do M1 nos

pacientes do Grupo Controle é baixa e ndo enantiosseletiva, sendo 16,49 % para o



Capitulo 2 | 103

(+)-M1 e 18,21 % para o (-)-M1 (Capitulo 1). Quando comparados ao Grupo
Controle, os pacientes do Grupo DM tipo 1 apresentam um aumento significativo da
fracéo livre de 3,6 vezes para o metabdlito ativo (+)-M1 e de 2 vezes para o (-)-M1.
Ja o Grupo DM tipo 2 apresentou aumento apenas na fragdo livre do (-)-M1 de
aproximadamente 2 vezes (Tabela 18).

Estudos clinicos demonstram que o DM reduz a ligagdo as proteinas
plasmaticas de varios farmacos, entre eles acido valproico (GATTI et al.; 1987;
DOUCET et al., 1993), fenitoina (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 alteracdo na ligacdo de farmacos
a proteinas plasmaticas em pacientes diabéticos, temos o aumento nos acidos
graxos livres no plasma que ligam-se as proteinas plasmaticas (GATTI et al., 1987;
RUIZ-CABELLO; ERILL, 1984), bem como a glicacdo dessas proteinas (RUIZ-
CABELLO; ERILL, 1984; KOYAMA et al., 1997).

A fracao livre dos enantibmeros do M2 nos Grupos Controle, DM tipo 1 e DM
tipo 2 varia de 20 a 40%, ndo é enantiosseletiva (Tabelas 16 e 17) e ndo existem
diferencas significativas entre os grupos (Tabela 18).

Em concluséao, o DM tipo 1 promove redugcédo nas concentragdes plasmaticas
dos metabdlitos (+)-M1 e (-)-M1 de aproximadamente 4 e 2 vezes, respectivamente.
Paralelamente, a fracédo livre do (+)-M1 aumenta cerca de 3,6 vezes e a do (-)-M1
cerca de 2 vezes, em relacdo ao Grupo Controle. O DM tipo 2 resulta em
concentragdes plasmaticas do (-)-M1 aproximadamente 2 vezes menores que 0O
Grupo Controle, e um aumento de cerca de 2 vezes na sua fragdo livre.
Considerando que a concentragdo plasmatica livre do metabdlito ativo (+)-M1
permanece praticamente inalterada, provavelmente os pacientes portadores de DM
tipo 1 e DM tipo 2 ndo apresentem prejuizo na atividade farmacolégica mediada
principalmente pelo M1 quando comparados aos pacientes do Grupo Controle. O
estudo da influéncia do DM tipo 1 e tipo 2 na farmacocinética e metabolismo dos
enantidbmeros do tramadol ressalta a importancia da analise da concentragao
plasmatica livre enantiosseletiva em estudos que correlacionam a farmacocinética

com a farmacodinamica.
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Capitulo 3

Influéncia da farmacogenética na disposicao cinética e
metabolismo dos enantiomeros do tramadol em pacientes
portadores de dor neuropatica
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1. INTRODUGAO

O tramadol é um farmaco eliminado principalmente por metabolismo oxidativo
dependente de diferentes isoformas polimorficas do CYP. O metabolismo do
tramadol dependente de NADPH resulta na formacdo dos metabdlitos primarios O-
desmetiltramadol (M1) e N-desmetiltramadol (M2) e dos metabdlitos secundarios
N,N-didesmetiltramadol  (M3), N,N,O-tridesmetiltramadol (M4) e N,O-
didesmetiltramadol (M5). Multiplas isoformas do CYP estdo envolvidas no
metabolismo do tramadol a M1 e M2, sendo o CYP2D6 o principal responsavel pela
formacgao do M1 e o CYP2B6 e CYP3A4 na formacao do M2. As isoformas CYP2B6
e CYP2C19 também participam, ainda que em menor extensao, da formagao do M1
enquanto as isoformas CYP2C9, CYP2C19 e CYP2D6 também participam da
formagao do M2 (SUBRAHMANYAM et al. 2001). A eliminagdo do M2 se da por O-
desmetilagdo, mediada pelo CYP2D6, formando os metabdlitos M4 e M5 (GARCIA-
QUETGLAS et al., 2007b). A conjugacédo dos metabdlitos O-desmetilados com acido
glicurénico e sulfonatos mediada pela enzima UDP-glicuronosil-transferase (UGT) é
outra importante via do metabolismo (Figura 1). A eliminagdo do tramadol e seus
metabdlitos se da via excregao renal (aproximadamente 90% da dose), sendo que
30% correspondem a excregdo do farmaco inalterado (LINTZ et al., 1981;
SUBRAHMANYAM et al., 2001).

O efeito analgésico do tramadol é dependente principalmente da sua
bioativagdo pelo CYP2D6 ao metabdlito M1, agonista do receptor p-opidide. Os
efeitos clinicos decorrentes do polimorfismo do CYP2D6 foram observados tanto em
voluntarios sadios como em pacientes tratados com tramadol racémico, sendo que
as concentragdes plasmaticas de ambos enantidbmeros do tramadol sao 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; GARCIA-QUETGLAS et al., 2007b;
KIRCHHEINER et al., 2008; LI et al., 2010). Voluntarios sadios tratados com
paroxetina, um inibidor da atividade do CYP2D6, mostram diminuicdo do efeito
analgésico do tramadol em modelos experimentais de dor em funcdo da
incapacidade de formagéo do metabdlito M1 (LAUGESEN et al., 2005).

O CYP2D6 esta envolvido com o metabolismo oxidativo de aproximadamente

25% dos farmacos comumente prescritos na clinica. E também a principal enzima
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responsavel pela variabilidade interinvidual na farmacocinética do tramadol
(GARCIA-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 esparteina e o0 metoprolol sao farmacos
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 eliminacdo da
debrisoquina no homem se da principalmente através da formacdo 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 paises como o Brasil onde a debrisoquina n&o é registrada nos 6rgaos
competentes para a sua comercializagcdo (MCGOURTY et al., 1985). Estudos
anteriores mostram forte correlacdo entre a a-hidroxilagdo do metoprolol e a 4-
hidroxilagdo da debrisoquina, e entre a razdo metoprolol/a-hidroximetoprolol e
debrisoquina/hidroxidebrisoquina na urina de 0-8h (r=0,81, p<0,001). Num estudo
populacional em 143 pacientes hipertensos, a razdo metabdlica metoprolol/a-
hidroximetoprolol na urina menor ou igual a 12,6 definiu os EM e a razdo 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
formacdo do M2. No entanto, a formacdo do metabdlito M2 também pode ser
mediada pelo CYP3A4, e em razdo de sua alta atividade no figado, o CYP3A4 passa
a contribuir substancialmente para a formagao do M2, principalmente em individuos
com niveis reduzidos ou ausentes de CYP2B6 (SUBRAHMANYAM et al., 2001).
Pacientes que expressam polimorfismo de base unica (SNP- Single Nucleotide
Polymorphism) presente no exon 4 do gene que codifica o CYP2B6, apresentam
alteragcdes no metabolismo de farmacos em relagdo aos portadores da variante
selvagem (*1) (XIE et al., 2005; SAITOH et al., 2007). Este polimorfismo de base
unica leva a substituicdo do aminoacido glicina pela histidina na posi¢ao 172 da
proteina e esta presente nas variantes alélicas *6, *7 e *9. Trata-se de uma das

mutagdes mais comuns do gene CYP2B6, com freqiéncia 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 farmaco marcador. O metabolismo hepatico € o predominante com formagao
principalmente do metabdlito 1-hidroximidazolam. Considerando que uma
quantidade significativa do CYP3A é encontrada nos enterdcitos do intestino delgado
e nos hepatocitos, na administragdo por via oral, o midazolam € hidroxilado pelo
CYP3A hepatico e intestinal. O clearance total do midazolam administrado por via
oral reflete a atividade do CYP3A4/5 hepatico e intestinal (STREETMAN; BERTINO;
NAFZIGER, 2000; LAMBA et al.,, 2002). O clearance do midazolam oral foi
investigado em 148 voluntarios, sendo que 84% deles apresentaram valores
compreendidos entre 10 e 40 mL/min/kg. A razdo de concentragbes plasmaticas 1-
hidroximidazolam/midazolam, determinada 30 min apds a administracdo IV de
midazolam apresenta boa correlagao (r=0,87, p<0,001) com o conteudo do CYP3A
hepatico (LIN et al., 2001; LAMBA et al., 2002).

Tendo em vista que o metabolismo oxidativo do tramadol é a sua principal via
de eliminagdo, o presente estudo tem por objetivo avaliar a correlagédo entre
biomarcadores da atividade enzimatica in vivo do CYP2D6, e CYP3A4, bem como
do gendtipo do CYP2B6, com a farmacocinética enantiosseletiva do tramadol em
pacientes portadores de dor neuropatica. Os fenétipos do CYP2D6 e do CYP3A4
foram avaliados empregando o metoprolol e o midazolam como farmacos

marcadores, respectivamente.
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OBJETIVO

Fenotipar o CYP2D6 em pacientes portadores de dor neuropatica
empregando o metoprolol como farmaco marcador.

Fenotipar o CYP3A em pacientes portadores de dor neuropatica
empregando o midazolam administrado por via oral como farmaco
marcador.

Genotipar o CYP2B6 em pacientes portadores de dor neuropatica.
Descrever a influéncia da farmacogenética na disposi¢cao cinética e
metabolismo dos enantidmeros do tramadol em pacientes portadores

de dor neuropatica.



Capitulo 3 | 110

3. CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica e protocolo clinico

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(Processo n° 1775/2008 — ANEXO A) e pela Direcao Académica de Ensino e
Pesquisa do Centro de Saude Escola - Sumarezinho da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (Protocolo N°.35/2009 — ANEXO B).
Foram investigados 30 pacientes portadores de dor neuropatica 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/mz. Os pacientes receberam explicacdo detalhada dos
procedimentos e foram incluidos no estudo apdés a obtengcdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C).

No primeiro dia da investigacdo propriamente dita, os pacientes foram
tratados apds jejum de 10 horas com dose unica de 100 mg de tramadol racémico,
conforme o protocolo clinico descrito no Capitulo 1.

No segundo dia da investigagao, logo apds a ultima amostra de sangue para
analise do tramadol, os pacientes receberam uma dose unica oral de 15 mg de
midazolam (Dormonid®, Roche, Rio de Janeiro, Brasil) e dose Unica oral de 100 mg
de metoprolol (Lopressor®, Novartis, Brasil) acompanhados de 200 mL de agua. O
café da manha foi servido 2 h apds a administragao dos medicamentos. Amostras de
sangue seriadas (6 mL) foram colhidas nos tempos 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5 e 6 horas
apos a administragdo, com seringas heparinizadas (Liquemine® 5000 UIl, Roche,
Brasil). As amostras de plasma foram obtidas através de centrifugagcdo do sangue
(1800 g x 10 min) e armazenadas a -70° C até o momento da analise. Para
investigacao do fendtipo oxidativo do CYP2D6, a urina dos pacientes foi coletada
durante 8 horas apds a administracdo do farmaco. O volume total de urina foi
medido e uma aliquota de 10 mL armazenada a -70° C até a andlise. Para a
investigacao do gendtipo do CYP2B6 foram coletados 10 mL de sangue, em tubos

contendo EDTA como anticoagulante.
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3.2 Analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina e plasma

A analise em plasma do metoprolol e a-hidroximetoprolol foi realizada com
base em um estudo anterior do grupo de pesquisa (SILVA, 2008). A analise em

urina foi desenvolvida com pequenas modificacbes em relagao a analise em plasma.

3.2.1 Solugoes padrao e reagentes

Para analise em urina, as solugdes estoque de metoprolol (tartarato de
metoprolol 97%, Sigma, St.Louis, MO, EUA) e a-hidroximetoprolol (Toronto
Research Chemicals, Inc, Toronto, Canada) foram preparadas em metanol nas
concentragbes de 1,0 mg/mL e 0,4 mg/mL, respectivamente. As solugbes de uso
foram preparadas nas concentragdes 0,4, 1, 2, 10, 16, 20 e 40 ug de metoprolol/mL
de metanol € 0,2, 0,4, 1, 2, 10, 16 e 20 pug de a-hidroximetoprolol/mL de metanol.
Para a analise em plasma, as solugdes estoque de metoprolol e a-hidroximetoprolol
foram preparadas na concentragcdo de 100 pg/mL. As solugbes de uso foram
preparadas a partir da solugao estoque nas concentracbes de 0,4, 0,8, 1, 2, 4 e 10
ug/mL tanto para o metoprolol como para o a-hidroximetoprolol. Todas as solugdes
foram armazenadas a -20° C.

O cloreto de sodio (Merck, Darmstad, Alemanha) e a solu¢do de hidroxido de
sédio 1M foram lavados duas vezes com éter diisopropilico:diclorometano 1:1 (v/v).
Os solventes empregados nos procedimentos de extragao e como fase mével foram
grau HPLC. O metanol foi obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A
acetonitrila, o diclorometano e o éter diisopropilico foram obtidos da Tedia (Fairfield,
OH, EUA).

O tampao fosfato 0,05 M pH 3,5 foi preparado a partir de solugcdes 0,05 M de
acido ortofosférico (grau P.A.; Merck, Darmstad, Alemanha) e fosfato de potassio

monobasico (grau P.A.; F.Maia, Cotia, Brasil).

3.2.2 Analise cromatografica

As analises do metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina e plasma foram

realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia empregando o cromatografo
Shimadzu (Kyoto, Japao) constituido por bomba LC-10 AD, auto-injetor SIL-10ADVP
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Shimadzu e detector de fluorescéncia RF-10AXL Shimadzu, operando nos
comprimentos de onda de 229 nm (excitagdo) e 298 nm (emissao).

O metoprolol e a-hidroximetoprolol foram separados em coluna de fase
reversa LiChrospher® 60 RP-select B (5 ym, 125 mm x 4 mm; Merck, Darmstad,
Alemanha) protegida por pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (Merck, Darmstad,
Alemanha) e fase movel constituida por mistura de tampéao fosfato 0,05 M pH

3,5:acetonitrila (1:1, v/v) em fluxo de 1 mL/min.
3.2.3 Preparo das amostras

Aliquotas de 100 pL de urina foram alcalinizadas com 25 yL de solugéo
aquosa de hidroxido de sodio 1 M, adicionadas de 10 mg de cloreto de sédio, e
extraidas com 2 mL da solugdo diclorometano:éter diisopropilico (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 organicas (1,5 mL) concentradas
em evaporador rotacional a vacuo (Christ, Osterode am Harz, Alemanha). Os
residuos foram retomados em 200 uL de fase moével e 20 yL foram submetidos a
analise cromatografica (Figura 17).

Amostras de plasma (1000 upL) foram adicionadas de 250 uL solugcdo de
hidroxido de sodio 1 M, 100 mg de cloreto de sodio e extraidas com 4 mL de
solugdo de diclorometano:éter diisopropilico (1:1, v/v) durante 30 min. Apds
centrifugacdo a 1800 g durante 10 min, as fases organicas (3,5 mL) foram
concentradas em evaporador rotacional a vacuo. Os residuos foram retomados em
150 uL de fase movel e 100 yL foram submetidos a analise cromatografica (Figura
17).
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3.2.4 Validagcao do método analitico

O método de analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina foi
desenvolvido e validado conforme as recomendagbes da ANVISA (Resolugéo n’
899, 2003; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

3.2.4.1 Curva de calibragaol/linearidade

As curvas de calibracdo foram construidas com aliquotas de 100 uL de
amostras de urina branco (obtidas de voluntarios sadios que nao faziam uso de
medicamentos) enriquecidas de 50 pL de solugdo padrdo. Foram construidas curvas
de calibracédo nos intervalos de 0,2-20,0 ug de metoprolol/mL e 0,1 — 10 ug de a-
hidroximetoprolol/mL, respectivamente.

Os coeficientes de correlagao linear foram obtidos a partir da altura dos picos

plotados contra as respectivas concentracdes plasmaticas.

3.2.4.2 Limite inferior de quantificagao

O limite inferior de quantificagcdo foi definido como a menor concentragdo do
metoprolol e a-hidroximetoprolol analisada com coeficiente de variacdo e
porcentagem de inexatiddo iguais ou inferiores a 20%. Foram analisadas aliquotas
de urina branco enriquecidas com metoprolol e a-hidroximetoprolol em
concentragbes decrescentes aquelas empregadas na construgdo das curvas de

calibracédo, em quintuplicatas.

3.2.4.3 Recuperagao

A eficiéncia do procedimento de extragdo foi avaliada através da razdo de
areas das amostras extraidas conforme o procedimento descrito no item 3.3.3 e as
areas obtidas de solugbes padrao nao submetidas ao processo de extragao.
Amostras de urina branco foram enriquecidas nas concentragdes de 0,6, 8 e 16 ug
de metoprolol/mL de urina e 0,2, 4 e 8 ug de a-hidroximetoprolol/mL de urina e

analisadas em quintuplicatas.
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3.2.4.4 Precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo do método foram estudadas através de avaliagdes
intra e inter-ensaios. Amostras de urina branco foram enriquecidas com metoprolol e
a-hidroximetoprolol nas concentragdes 0,6, 8 e 16 ug de metoprolol/mL de urina e
0,2, 4 e 8 ug de a-hidroximetoprolol/mL de urina. As solugdes foram aliquotadas e
armazenadas a -20°C.

Para a avaliacdo da precisdo e exatidao intra-ensaio foram analisadas 5
aliquotas de cada amostra através de uma unica corrida analitica, ou seja, através
de uma unica curva de calibragdo. A precisdao e a exatidao inter-ensaios foram
avaliadas através da analise em quintuplicata em 5 ensaios consecutivos.

Os ensaios de precisao intra e inter-ensaios foram avaliados através do
calculo do coeficiente de variagdo dos resultados obtidos. Um método é referido
preciso quando o coeficiente de variagado é igual ou inferior a 15%. A exatidao é
expressa pela relagdo entre a concentragdo determinada experimentalmente e a
concentracdo tedrica correspondente. A exatidao intra e inter-ensaios pode ser

expressa como porcentagem de inexatidao, conforme a equacgao:

Inexatidao (%) = concentragdo experimental — concentragéo tedrica x 100

concentracio teorica

3.2.4.5 Estabilidade

A estabilidade das amostras foi verificada nas modalidades: curta duracéo,
apo6s 3 ciclos de congelamento e descongelamento e longa duracdo. Amostras de
urina foram enriquecidas com solugdes padréo nas concentragdes de 0,6 € 16 ug de
metoprolol/mL urina e 0,2 e 8 yg de a-hidroximetoprolol/mL de urina e foram
avaliadas em quintuplicatas. Para verificar a estabilidade apo6s ciclo de
congelamento e descongelamento as amostras foram congeladas a -20° C e apos
24 horas foram descongeladas e congeladas novamente. Este ciclo foi repetido por
mais 2 vezes e as amostras foram analisadas apds o terceiro ciclo.

Para verificar a estabilidade de curta duracdo, as amostras foram mantidas

durante 12 h a temperatura ambiente (23° C) e foram posteriormente analisadas. A



Capitulo 3 | 116

avaliacao da estabilidade de longa duracgao foi realizada apés 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 Analise do midazolam em plasma

A analise do midazolam em plasma humano foi realizada por LC-MS/MS, de
acordo com o método descrito por Jabor et al., 2005. Aliquotas de 1000 pL de
plasma foram adicionadas de 25 yL da solu¢do de padrdo interno (clobazam 0,1
pMg/mL, em metanol) e alcalinizadas com 100 pyL de hidréxido de sédio 0,1 M. A
extragao foi realizada com 4 mL da mistura de tolueno-alcool isoamilico (100:1, v/v)
em agitador mecanico horizontal durante 30 min. Apds centrifugagao a 2000 x g, por
5 min, as fases organicas foram separadas e evaporadas até a secura. Os residuos
foram dissolvidos em 50 yL de uma solugao de acetonitrila-acetato de aménio 10
mmol/L (50:50, v/v).

A separagao do midazolam e do padrao interno foi realizada em coluna de
fase reversa Purospher® RP 18 (150 mm x 4,6 mm, tamanho de particula 5 ym), pré-
coluna LiChrospher® 100 RP 18-e (4 mm x 4 mm) e fase movel constituida por uma
mistura de acetonitrila:acetato de aménio 10 mmol/L (50:50 v/v) num fluxo de 0,7
mL/min. A detecc¢ao foi realizada no espectrdbmetro de massas Quattro Micro LC tripo
quadrupolo (Micromass, Manchester, UK), utilizando interface de eletronebulizagéo,
modo de ionizagao positivo. O fluxo proveniente do cromatdgrafo liquido foi dividido,
de forma que aproximadamente 200 uL/min foram direcionados ao espectrometro de
massas. A temperatura da fonte foi mantida em 120° C e a de dessolvatagdo em
275° C e a voltagem do capilar foi de 3 kV. O nitrogénio foi empregado como gas
nebulizador num fluxo de 415 L/h. O argbnio foi utilizado como gas de colisdo em
uma pressao de 2,7 x 10> mbar.

Foram monitoradas as transigdes 301>259 para o midazolam e 326>291 para
0 padrao interno. A aquisicdo de dados e quantificacdo das amostras foram
realizadas utilizando o programa MassLynx, versdo 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 variacdo obtidos no estudo da precisdo e a porcentagem de

inexatidao foram inferiores a 15%.

3.4 Analise das variantes alélicas do CYP2B6

O gendtipo do CYP2B6 foi realizado no Laboratério de Nefrologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. O DNA foi
extraido da camada leucocitaria do sangue através da técnica de salting out
(MILLER; DYKES, POLESKY, 1988).

O polimorfismo de base unica 516G>T presente no exon 4 do gene CYP2B6
(cromossomo 19) foi avaliado nos pacientes portadores de dor neuropatica (n=30).
Os gendtipos foram determinados através da técnica RFLP-PCR [Restriction
Fragment Lenght Polymorphism — Polimerase Chain Reaction (Reacdo da Cadeia
pela Polimerase — PCR)] seguida de digestdo por enzimas de restricdo. 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 reagéo de
PCR foi desenvolvida em um volume final de 25 uyL contendo 2 ng de DNA
genbmico, 0,4 uyM de cada primer, 2 mM de deoxinucleotideos 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 extensao final de 3 minutos a 72° C.

Os produtos amplificados foram digeridos com a enzima de restricao Bsrl
(Fermentas, Vilnius, Lituania), durante 16 h a 65° C, produzindo fragmentos de 267
bp, 236 bp e 176 bp no caso da presenga da variante polimérfica (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 apés a adicdo de brometo de
etidio, 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 analise das variantes alélicas do CYP2B6

3.5 Analise farmacocinética

3.5.1 Avaliacao da atividade in vivo do CYP2D6 empregando metoprolol

como marcador

A quantidade excretada (Ae) de metoprolol inalterado e de a-hidroximetoprolol
no intervalo de coleta de urina (0-8 h) foi obtida multiplicando-se a concentragao
urinaria (C,) pelo volume de urina no intervalo de coleta (V). A razdo metabdlica
urinaria (MRrina) foi calculada dividindo-se a Ae de metoprolol inalterado pela Ae de
a-hidroximetoprolol no intervalo de tempo de 0-8 h (MRyina = Ae metoprolol/Ae a-
hidroximetoprolol). Quando a MRina metoprolol/a-hidroximetoprolol na urina de 0-8h
€ menor ou igual a 12,6 consideramos o paciente como fenétipo de metabolizador
extensivo (EM) do metoprolol. E quando a MRyina € maior que 12,6 o paciente é
considerado portador de fendtipo de metabolizador lento (PM) do metoprolol
(MCGOURTY et al., 1985; HORAI et al., 1989, SOHN et al., 1991).

A avaliacdo de fendtipo oxidativo tipo metoprolol foi também investigada
utilizando uma amostra de plasma coletada 3 horas apds a administracdo de 100 mg
de metoprolol por via oral. Foi definida a razdo metabdlica no plasma (MRpiasma)

como o log1o da razdo de concentragdes plasmaticas metoprolol/a-hidroximetoprolol.
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A MRpiasma maior que 1,5 designa o fenétipo de PM enquanto a MRjasma Mmenor que
1,5 designa o fendtipo de EM do CYP2D6 (SOHN et al., 1992).

3.5.2 Avaliagao da atividade in vivo do CYP3A empregando midazolam

como marcador

A éarea sob a curva concentragdo plasmatica versus tempo do midazolam
(AUC°'°°) foi determinada pelo método linear trapezoidal do tempo zero até a ultima
amostra coletada (360 min) e extrapolada até o infinito dividindo-se a ultima
concentracdo quantificada (360 min) pela constante da velocidade de eliminagéo
(ke1), através do software WinNonlin, versdo 4.1 (Pharsight Corp. Mountain View,
Calif, EUA). O clearance total aparente (Clt/F) foi calculado com base na equacgao:
Clt/F=Dose/AUC" " (STREETMAN et al., 2000; LAMBA et al., 2002).

3.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando o software GraphPad Instat®
(GraphPad Software, CA, EUA) e o software Origin versdo 8.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EUA). Os dados foram apresentados através das
medianas (percentis 25 e 75) e médias. O teste de regressao ortogonal foi
empregado para avaliar a relagdo entre o Cl/F de cada enantidmero do tramadol e
os farmacos marcadores, com significancia fixada em p<0,05, de acordo com as
equacgdes descritas no estudo de Schellens et al., (1988). O teste de regresséao
ortogonal foi realizado com auxilio do programa Grafit versdao 6.0 (Erithacus
Software, London, UK). O teste de Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn foi

empregado para avaliar a diferenga entre gendtipos.



4. RESULTADOS

4.1 Analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina
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A Tabela 19 apresenta os limites de confianga e a Figura 19 mostra os

cromatogramas da andlise do metoprolol

e a-hidroximetoprolol em urina,

empregrando cromatografia liquida de alta eficiéncia e detecgao por fluorescéncia.

Tabela 19 - Limites de confianca do método de analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol

em urina
Metoprolol a-hidroximetoprolol
Recuperagao (%) 0,6 pg/mL 79,09 0,2 pg/mL 99,61
8 pug/mL 74,96 4 pug/mL 97,09
16 pg/mL 76,13 8 pg/mL 97,33
Linearidade (ug/mL) 0,2-20 0,1-10
R 0,9944 0,9988
Limite de quantificagao (ug/mL) 0,2 0,1
Precisdo (n = 5, CV%) 19,40 3,14
Exatidao (% inexatidao) 14,95 -10.18
Precisao Interensaios 0,6 pug/mL 14,61 0,2 ug/mL 13,03
(n=15, CV%) 8 pug/mL 13,13 4 ug/mL 12,88
16 pg/mL 14,51 8 ug/mL 13,14
Exatidao Interensaios 0,6 pug/mL -12,52 0,2 pg/mL -12,53
(n=15, % Inexatidao) 8 pug/mL -12,48 4 ug/mL 4,84
16 yg/mL -9,89 8 pg/mL 8,58
Precisao Intransaios 0,6 pug/mL 8,03 0,2 pug/mL 3,78
(n=5, CV%) 8 pg/mL 12,33 4 ug/mL 9,53
16 yg/mL 13,06 8 pug/mL 8,59
Exatidao Intraensaios 0,6 pug/mL -5,48 0,2 ug/mL -3,09
(% Inexatidao) 8 pg/mL -9,29 4 ug/mL 6,73
16 pg/mL -4,29 8 ug/mL 12,75
Estabilidade
Curta Duracao 0,6 pg/mL 2,96 0,2 pg/mL 0,35
(n=5, % Inexatidao) 16 pg/mL -7,68 8 ug/mL -13,46
Ciclos de congelamento 0,6 pg/mL 7,62 0,2 ug/mL 8,78
(n=5, % Inexatidao) 16 pg/mL 13,19 8 ug/mL 2,56
Longa duracéo 0,6 pug/mL -14,89 0,2 ug/mL -2,86
(n=5, % Inexatidao) 16 pg/mL -13,78 8 ug/mL -13,54

- — ————————— — — ——— — —— — —— ——
r = coeficiente de correlagéo linear; CV = coeficiente de variagdo [(desvio padrao/média)x100]; % Inexatidao =
[(concentragdo obtida — concentragéo real)/concentragao real] x 100
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10 20 10 20 10 20

Figura 19 - Cromatogramas referentes a analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em
urina. A) urina branco; B) urina enriquecida com metoprolol e a-
hidroximetoprolol C) urina colhida de 0-8h de um paciente tratado com
metoprolol 100 mg por via oral. 1 — a-hidroximetoprolol, 2 — metoprolol
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4.2 Fenétipo tipo metoprolol

O fendtipo oxidativo do metoprolol dos pacientes portadores de dor
neuropatica do Grupo Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) avaliado
através da MR;na metoprolol/a-hidroximetoprolol esta apresentado na Tabela 20. As
razdes metabdlicas urinarias metoprolol/a-hidroximetoprolol (MRyina) inferiores ou
iguais a 12,6 designam o fenétipo de metabolizador extensivo (EM) (MCGOURTY et
al. 1985; HORAI et al. 1989; SOHN et al., 1991).

Tabela 20 - Investigacao do fendtipo oxidativo tipo metoprolol através da razao metabdlica
de concentragdes urinarias metoprolol/a-hidroximetoprolol nos pacientes portadores de dor
neuropatica (n=30)

Controle metoprolol a-hidroximetoprolol

(n=12) (ng/mL) (ug/mL) MRurina Fenétipo
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 fendtipo oxidativo do metoprolol dos pacientes portadores de dor
neuropatica do Grupo Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9) avaliado
através da MRpasma metoprolol/a-hidroximetoprolol esta apresentado na Tabela 21.
As razbes de concentragbes plasmaticas logig metoprolol/a-hidroximetoprolol
(MRpiasma) inferiores a 1,5 designam o fenoétipo de metabolizador extensivo (EM)
(SOHN et al., 1992).

Tabela 21 — Investigagao do fendtipo oxidativo tipo metoprolol através da razdo metabdlica
de concentragdes plasmaticas logiy metoprolol/a-hidroximetoprolol (MRpasma) NOS pacientes
portadores de dor neuropatica (n=30)

Controle metoprolol a-hidroximetoprolol

(n=12) (ng/mL) (ng/mL) MReiasma Fendtipo
1 37,20 41,59 20,05 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 46,20 015 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 1718 0.78 EM

DM tipo 1

(n=9)
13 67,42 20,13 0,52 EM
14 22755 13.45 123 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 10,68 139 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 13.98 014 EM
30 116,84 19,69 0,77 EM

EM = metabolizador extensivo
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A Figura 20 mostra a comparacado das MRina metoprolol/a-hidroximetoprolol
entre os Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9).
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Figura 20 - Razdo metabdlica de concentragbes urinarias metoprolol/a-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 correlacao direta significativa entre as variaveis MRina €

MRpasma NOS pacientes portadores de dor neuropatica fenotipados como
metabolizadores extensivos do CYP2D6 (n=30)

MRgjasma Mmetoprolol/
o-hidroximetoprolol

1.6 1

14 A

12 - y =0,1678 + 0,1556x

r =0,6441
08 -
06 -

0.4 - p < 0,01

0.2 7

-0.2 2 4 6 8 10

-0.4
MRy/ins metoprolol/a-hidroximetoprolol

Figura

21 - Grafico e equagado de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de
correlagdo r entre a razdo metabdlica urinaria 0-8h metoprolol/a-
hidroximetoprolol (MR;ina) € @ razdo metabdlica de concentragbes plasmaticas
log1o metoprolol/a-hidroximetoprolol (MRpjasma)

y = a+bx, sendo a =y-bx,
b=Z(y-Ym)? Z(X-Xm)* + [(Z(Y-Ym)” = Z(X-Xm)?)*+4 Z((X-Xm)-(Y-Ym)’]*
2 3 (X-Xm)-(Y-Ym)

Onde Xm= (EX)/n e ym=(Zy)/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 avaliacdo 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 farmaco marcador. O
clearance total aparente do midazolam administrado por via oral foi calculado e

normalizado pelo peso.

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

Controle DM tipo 1 DM tipo 2
Grupos (n=12) (n=9) (n=9)
17,72 98,39 20,63
25,60 69,55 19,65
15,22 45,07 29,88
14,32 66,99 34,15
(ﬁ'li//':n:\:%) 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 pds-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 Genétipo do CYP2B6

A Tabela 23 mostra a frequéncia dos polimorfismos do gene do CYP2B6 nos
pacientes portadores de dor neuropatica dos Grupos Controle (n=10), DM tipo 1
(n=9) e DM tipo 2 (n=9).

Tabela 23 - Frequéncia do polimorfismo do gene CYP2B6 nos pacientes portadores de dor
neuropatica (n=30)

Pacientes Genétipo
Grupo Controle CYP2B6
(n=12)
1 T/T
2 -
3 G/IG
4 -
5 G/IG
6 GIT
7 GIT
8 T/T
9 G/IG
10 G/IG
11 G/IG
12 GIT
Grupo DM tipo 1
(n=9)
13 GIT
14 G/IG
15 GIT
16 T/T
17 GIT
18 GIT
19 T/T
20 G/IG
21 T/T
Grupo DM tipo 2
(n=9)
22 GIT
23 T/T
24 GIT
25 G/IG
26 G/IG
27 GIT
28 GIT
29 GIT
30 G/IG
G/G: 10 (35,7 %)
n=28 G/T: 12 (42,9 %)

TIT: 6 (21,4 %)

Alelo selvagem (G); alelo mutante (T)
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4.5 Correlagao entre a atividade in vivo do CYP2D6, atividade in vivo do
CYP3A4 e o gendtipo do CYP2B6 e a farmacocinética dos enantibmeros do

tramadol.

As Figuras 23 e 24 mostram a auséncia de correlagao (p>0,05) entre as
razdes metabodlicas urinarias (MRyina) Ou plasmaticas (MRpasma) metoprolol/a-
hidroximetoprolol e o clearance total aparente (Clt/F) dos enantidmeros do tramadol,

nos pacientes portadores de dor neuropatica (n=30).

140 -

120 - y =1,5268 - 0,0080x
S 00 (" r = -0,0983
E 801 o . 0> 0,05
T 60 —.'-n. . " ]

3 40 I:"-_\
201 'k L N
]
0 .
0 2 4 6 8 10
MRyina metoprolol/a-hidroximetoprolol

140 -

120 y = 1,6088 — 0,0087x
£ 100 - r=-0,1335
S et
Bosotel p>0,05
ET 60 - .. a "

T8 | ]
Sed.
20 - ] . a -
0
0 2 4 6 8 10

MRyina metoprolol/a-hidroximetoprolol

Figura 23 - Graficos e equagdes de regressao ortogonal e seus respectivos coeficientes de
correlagdo r entre a razdo metabdlica wurinaria 0-8h metoprolol/a-
hidroximetoprolol (MRy:na) € 0 clearance total aparente dos enantibmeros do
tramadol

y = a+bx, sendo a =y,-bxn,

b=Z(y-ym)* Z(XxXm)* + [(Z(Y-Ym)* - E(X-Xm)* Y +4Z((XXim)-(Y-Ym)*]"*
2 Z(X'Xm)-(y'ym)
Onde xn= (ZX)/n € yn=(Zy)/n (SCHELLENS et al., 1988)
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Figura 24 - Graficos e equacgdes de regressao ortogonal e seus respectivos coeficientes de
correlacdo r entre a razdo metabdlica plasmatica (MRyjasma) 10910 metoprolol/a-
hidroximetoprolol e o clearance total aparente dos enantidbmeros do tramadol

y = a+bx, sendo a =yn,-bxm
b=2(y-Yim)” Z(x-Xm)* + [(Z(y-Ym)? = (X)) 4Z((X-Xim)-(y-Ym)T*
2 Z(X-Xm)-(y-Ym)

Onde Xm= (Ex)/n e yn=(Zy)/n (SCHELLENS et al., 1988)
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As Figuras 25 e 26 mostram a correlacédo direta significativa entre a MRyina

(p<0,01) ou MRpiasma (p<0,05) metoprolol/a-hidroximetoprolol e a razdo de AUC (+)-

tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-M1, nos pacientes portadores de dor neuropatica

(n=30).
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Figura 25 - Graficos e equacbes de regressao ortogonal e seus respectivos coeficientes de

correlacdo r entre a razdao metabdlica urinaria 0-8h metoprolol/a-
hidroximetoprolol (MR,;na) € a razdo metabdlica (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-
tramadol/(-)-M1

y = a+bx, sendo a =yn,-bxn,

b=Z(y-Ym)? Z(X-Xm)? + [(Z(Y-Ym)” = Z(X-Xm) ) +4Z((X-Xm).(Y-Ym)*]*
2 Z(X'Xm)-(y'Ym)

Onde Xm= (Ex)/n e yn=(Zy)/n (SCHELLENS et al., 1988)
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Figura 26 - Graficos e equagdes de regressao ortogonal e seus respectivos coeficientes de

correlagdo r entre a razédo metabdlica plasmatica (MRpjasma) 10910 metoprolol/a-
hidroximetoprolol e a razdo metabdlica (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-
M1
y = a+bx, sendo a =y,-bxn
b= (Y-Ym)? Z(X-Xm)* + [(Z(Y-Ym)? - Z(X-Xm)?)*+4Z((X-Xm).(Y-Ym)*]"

2 Z(X-Xm)-(Y-Ym)

Onde xm= (Zx)/n e yn=(Zy)/n (SCHELLENS et al., 1988)
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A Figura 27 apresenta a auséncia de correlagcado (p>0,05) entre o clearance

total aparente do midazolam e o clearance total aparente (Cli/F) do tramadol como

enantidmeros individuais, nos pacientes portadores de dor neuropatica (n=30).
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Figura 27 - Graficos e equagdes de regressao ortogonal e seus respectivos coeficientes de

correlagéo r entre o clearance total aparente do midazolam e o clearance total
aparente (Cl+/F) do (+)-tramadol ou do (-)-tramadol

y = a+bx, sendo a =yn,-bxn,
b=2(y-Ym)? Z(X-Xm)? + [(Z(Y-Ym)? = Z(X-Xn)2PP+AZ((X-Xen).-(Y=Yim) 1"
2 Z(X-Xm)-(y-Ym)

Onde Xm= (Ex)/n e ym=(Zy)/n (SCHELLENS et al., 1988)




Capitulo 3 | 134

A Figura 28 apresenta a auséncia de correlagcado (p>0,05) entre o clearance

total aparente do midazolam e a razdo de AUC (+)-tramadol/(+)-M2 ou (-)-tramadol/

(-)-M2, nos pacientes portadores de dor neuropatica (n=30).
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Figura 28 - Graficos e equagdes de regressao ortogonal e seus respectivos coeficientes de

correlacdo r entre o clearance total aparente do midazolam e as razdes
metabdlicas (+)-tramadol/(+)-M2 ou (-)-tramadol/(-)-M2

y = a+bx, sendo a =yn,-bxn,
b=Z(y-Ym)? Z(X-Xm)? + [(Z(Y-Ym)? = Z(X-Xn)2PP+AZ((X-Xen)-(Y-Yim) 1"
2 Z(X-Xm)-(y-Ym)

Onde xm= (Zx)/n e y,=(Zy)/n (SCHELLENS et al., 1988)
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A Tabela 24 apresenta o clearance total aparente dos enantibmeros (+)-

tramadol e (-)-tramadol dos pacientes genotipados como G/G, G/T ou T/T.

Tabela 24 - Clearances dos enantidbmeros do tramadol nos pacientes genotipados como
G/G, G/T ou T/T para o CYP2B6. Dados expressos como mediana (percentil 25-75), média

Polimorfismos Cl (L/h)

CYP2B6 (+)-tramadol (-)-tramadol

G/G (n=10) 44,38 44,12
(35,13-54,81) (35,71-54,59)

43,67 47,56

GIT (n=12) 46,13 56,83
(22,84-55,48) (22,76-71,41)

46,29 53,05

T/T (n=6) 60,03 57,35
(43,38-61,11) (565,79-82,35)

56,64 64,09

*p<0,05 teste de Wilcoxon ((+)-tramadol vs (-)-tramadol)
**p<0,05 teste de Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de Dunn (G/G vs G/T vs T/T)
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5. DISCUSSAO

O estudo da farmacogenética em pacientes tratados com tramadol justifica-se
em funcado do farmaco ser eliminado por metabolismo dependente dos polimérficos
CYP2D6, CYP2B6 e CYP3A. A atividade in vivo do CYP2D6 e a do CYP3A foram
avaliadas empregando, respectivamente, o metoprolol e o midazolam como
farmacos marcadores, enquanto que para o CYP2B6 os pacientes foram avaliados
com base no gendtipo do polimorfismo 516G>T do gene CYP2B6.

O estudo exigiu o desenvolvimento e validagdo de um método de analise do
metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina para avaliar o fendtipo oxidativo do
CYP2D6. O método de analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em plasma
humano foi validado em um estudo anterior do grupo de pesquisa (SILVA, 2008). As
analises em plasma e urina foram realizadas por HPLC em coluna de fase reversa e
deteccdo por fluorescéncia. Os métodos cromatograficos com detecgao por
fluorescéncia tém sido amplamente empregados na analise do metoprolol e seus
metabdlitos em diferentes amostras biologicas (GENGO et al.,, 1984; LENNARD,
1985; MONCRIEFF; SIMPSON, 1989; CHIU et al., 1997; LI; WANG, 2006,
BARANOWSKA; WILCZEK, 2009).

O metoprolol e a-hidroximetoprolol foram extraidos da urina através de uma
particdo liquido-liquido em meio alcalino. A recuperagao do metoprolol foi de 75-
80%, enquanto que para o a-hidroximetoprolol foi de aproximadamente 100%.
Outros estudos reportam recuperagdes de aproximadamente 80% utilizando acetato
de etila (LI; WANG, 2006) e diclorometano (GENGO et al., 1984) como solventes
extratores. A extracdo em fase sélida com recuperacdo de aproximadamente 85%
(CHIU et al., 1997) e o uso de injecao direta (BARANOWSKA; WILCZEK, 2009;
MONCRIEFF; SIMPSON, 1989; GODBILLON; DUVAL, 1984) também sao
empregados na analise de metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina. A utilizagao de
aliquotas de 100 pL de urina permitiu a obtencao de limites de quantificacéo de 0,2
Mg/mL para o metoprolol e 0,1 ug/mL para o a-hidroximetoprolol e linearidade de 0,2
a 20 pg/mL para o metoprolol e 0,1 a 10 pg/mL para o a-hidroximetoprolol. O método
desenvolvido apresenta limites de confiangca compativeis com as concentracdes
urinarias do farmaco inalterado e seu metabdlito a-hidroximetoprolol observadas

apos a administragao de dose unica oral de 100 mg de metoprolol (Tabela 19).
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Todos os pacientes portadores de dor neuropatica apresentaram razdes
metabdlicas urinarias metoprolol/a-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 fendtipo oxidativo
tipo metoprolol também foi avaliado através da MRpasma, Obtida a partir do logio da
razao das concentragdes de metoprolol/a-hidroximetoprolol em amostra de plasma
colhida 3 horas apés a administracdo de 100 mg metoprolol por via oral (SOHN et
al., 1992). Outros autores relatam o uso da MRasma €m amostra de plasma colhida
no estado de equilibrio 4 horas apds a administracdo de doses multiplas de
metoprolol (ISMAIL; TEH, 2006). Da mesma forma que na avaliagdo do fendtipo
através da urina, todos os pacientes foram fenotipados como metabolizadores
extensivos do CYP2D6 (Tabela 21), pois as MRyasma de todos os pacientes foram
inferiores a 1,5 (SOHN et al., 1992).

O fendtipo oxidativo tipo debrisoquina em pacientes portadores de DM tipo 1 é
similar ao de voluntarios sadios, sugerindo que a atividade do CYP2D6 nao é
alterada pelo DM (BECHTEL et al., 1988). De forma similar, a atividade do CYP2D6
avaliada pelo fendétipo tipo metoprolol no presente estudo nio foi diferente entre os
grupos estudados (Tabelas 20 e 21, Figura 20). Portanto, o CYP2D6 parece néao
estar envolvido na redugao das concentragbes plasmaticas dos enantidmeros do M1
pelo DM tipo 1 e DM tipo 2 (dados apresentados no Capitulo 2).

Através da regressdo ortogonal, foi demonstrada correlagdo direta
estatisticamente significante (p < 0,0001) entre @ MRyjasma € MRurina Na populacdo
avaliada (Figura 21). Esses resultados sugerem que a MRpasma € também uma
ferramenta util na avaliagdo do fendtipo oxidativo tipo metoprolol. De forma
semelhante, Sohn et al. (1992) demonstraram correlagdes significativas (p<0,001)
entre as razdes plasmatica e urinaria metoprolol/a-hidroximetoprolol em populacdes
de koreanos e japoneses (rs=0,68 e 0,810, respectivamente).

Os dados apresentados nas Figuras 11 e 12 demonstram auséncia de
correlacdo entre o clearance dos enantidmeros do tramadol com a atividade in vivo
do CYP2D6 (demonstrada pela MRuina OU @ MRpasma). Vale ressaltar que a
populagdo investigada no presente estudo é constituida apenas de EMs do
CYP2D6. Considerando que o tramadol € um farmaco de alta razdo de extragao
hepatica (PARASRAMPURIA et al., 2007), pequenas variagdes no clearance

intrinseco do CYP2D6 (avaliados através da razado metabdlica metoprolol/a-
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hidroximetoprolol em urina ou plasma) em uma populagao consituida apenas de EM,
apresentam um pequeno efeito no clearance do tramadol. Para farmacos de alta
razdo de extracdo hepatica o clearance hepatico € limitado pelo fluxo sanguineo
hepatico. Assim, a auséncia de correlacdo pode estar ainda relacionada ao
clearance intrinseco dependente de transportadores que podem limitar a entrada do
tramadol do sangue para o hepatdcito (BENET et al., 2010). Entretanto, até a
presente data ndo ha dados da literatura relacionados a permeabilidade do tramadol
no hepatdcito limitada por transportadores.

Os dados obtidos no presente estudo mostram correlagéo direta (p<0,01)
entre as variaveis razao metabdlica de AUC (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-
M1 com a atividade in vivo do CYP2D6 avaliada através da MR;na metoprolol/a-
hidroximetoprolol. Correlagdo direta estatisticamente siginificante (p<0,05) também
foi obtida da relacdo entre AUC (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-M1 e a
MRpiasma metoprolol/a-hidroximetoprolol (Figuras 25 e 26). Ressalta-se no entanto,
que o metabolismo do tramadol a M1 em microssomos de figado humano depende
principalmente do CYP2D6, e em menor extensdao do CYP2C19 e do CYP2B6
(SUBRAHMANYAN et al., 2001). Levo et al. (2003) demonstraram a existéncia de
correlagdo significativa entre a razdo metabdlica tramadol/M1 como mistura
enantiomérica no sangue e o numero de alelos funcionais no gene do CYP2D6. A
razao enantiomérica (-)-M1/(+)-M1 na urina coletada até 8 horas apds a
administragao 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 criangas de 7 a 16 anos demonstrou apenas pouca correlagao (r=0,43-
0,56) entre a razdo metabdlica de AUCyp4n tramadol/M1 no plasma e a razao
metabdlica dextrometorfano/dextrorfano na urina do intervalo de 12 a 24 horas
(ABDEL-RAHMAN et al., 2002).

Em microssomos de figado humano, Subrahmanyan et al. (2001)
demonstraram que a N-desmetilacdo 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 hepaticos humanos. A
atividade in vivo do CYP3A4/5 hepatico e intestinal foi avaliada nos pacientes
incluidos na investigacdo através do uso do midazolam administrado por via oral
como farmaco marcador. Aproximadamente 83% dos pacientes incluidos 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 voluntarios 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 frequéncia de pacientes com clearance oral na faixa de 10 a 40 mL/min/kg
tenha sido menor nos grupos DM tipo 1 e 2, ndo foram observadas diferengas
significativas no clearance total do midazolam oral quando comparamos os Grupos
Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2 (Tabela 22, Figura 22). Paralelamente ndo foram
observadas diferencas significativas nas concentragdes plasmaticas do metabdlito
M2 entre os Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2 cuja formagao € mediada pelo
CYP3A4 e CYP2B6 (dados apresentados no Capitulo 2).

Os dados obtidos a partir de regressao ortogonal (Figura 27) indicam
auséncia de correlagao (p>0,05) entre o clearance total aparente do (+)-tramadol ou
(-)-tramadol e o clearance total aparente do midazolam. A razdo metabdlica (+)-
tramadol/(+)-M2 ou (-)-tramadol/(-)-M2 também n&o demonstrou estar correlacionada
(p<0,05) com o clearance total aparente do midazolam (Figura 28).

O gendtipo do CYP2B6 foi avaliado em 28 dos 30 pacientes portadores de dor
neuropatica 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 frequéncias 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 frequéncia do SNP
mutante (T) em causasianos € de 28,2% (JACOB et al., 2004) e a frequéncia do
alelo CYP2B6*6 ¢é de 15,9% em coreanos (KLEIN et al.,, 2005), 17,6% em
japoneses (GATANAGA et al.,, 2007), 21% na populacdo da Mongadlia
(DAVAALKHAM et al., 2009), 32,8% em afro-americanos e de 46,9% na populagéo
de Gana (KLEIN et al., 2005).

Nao foram encontradas diferengas significativas entre o clearance dos
enantidmeros do tramadol em termos do gendtipo do CYP2B6. Entretanto, observa-
se que ha uma tendéncia de aumento do clearance do (+)-tramadol e do (-)-tramadol
em virtude da presenca 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 relagdo aos pacientes homozigotos para

o alelo selvagem (GG) (Tabela 24).
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Os dados da literatura relativos a atividade enzimatica do CYP2B6 em fungao
da presenca do polimorfismo de base unica G516T (GIn172Hys) sao contraditorios.
Individuos homozigotos para o alelo mutante apresentam elevadas concentragdes
plasmaticas de efavirenz quando comparadas a individuos homozigotos para o alelo
selvagem, sugerindo que a presenga do SNP é relacionada a uma redugédo na
atividade do CYP2B6 (TSUCHIYA et al., 2004). Hofmann et al. (2008) demonstraram
que os niveis hepaticos do RNAm do CYP2B6 encontram-se reduzidos em
portadores do alelo mutante. Por outro lado, Ariyoshi et al. (2001) relatam que a
presenca do SNP em questio esta relacionada a um aumento da atividade catalitica
do CYP2B6 avaliada através da desalquilacdo da 7-etoxicumarina pelo CYP2B6
expresso em Escherichia coli. Jinno et al. (2003) avaliaram a desalquilagdo da 7-
etoxi-4-trifluorometilcumarina em microssomas de células COS-1 e verificaram o
aumento da atividade enzimatica na presenca do alelo mutante.

Em resumo, os dados do presente estudo ndo mostram diferengas entre os
Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2 quanto as razdes metabdlicas plasmaticas e
urinarias do metoprolol/a-hidroximetoprolol e quanto ao clearance do midazolam.
Foram observadas correlagdes significativas apenas entre as razdes metabdlicas de
AUC (+)-tramadol/(+)-M1 ou (-)-tramadol/(-)-M1 com a atividade in vivo do CYP2D6
avaliada em plasma ou urina empregando o metoprolol como farmaco marcador, um
indicativo da valia do tramadol como farmaco marcador do CYP2D6. Os dados
também mostram uma tendéncia de aumento do clearance do (+)-tramadol e do (-)-
tramadol em virtude da presencga do alelo mutante T no polimorfismo 516G>T do
CYP2B6.
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Capitulo 4

Farmacocinética-farmacodinamica do (+)-O-
desmetiltramadol em pacientes com dor neuropatica
portadores ou nao de diabetes
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1. INTRODUGAO

O tramadol é um analgésico de agédo central clinicamente efetivo contra
diversas condicbes dolorosas, entre elas a dor neuropatica diabética. Ambos
enantidmeros do tramadol, bem como o seu principal metabdlito M1 contribuem para
a atividade analgésica através de diferentes mecanismos. O metabdlito (+)-M1 é o
principal agonista p-opidide (Ki: 0,0034 uM) e apresenta afinidade pelo receptor
aproximadamente 300 vezes maior que os enantidmeros do farmaco inalterado (Kig).
tramadol: 1,33 € Ki().tramadoi: 24,8 UM). O (-)-tramadol apresenta atividade como inibidor
da recaptacao de noradrenalina, sendo as constantes de afinidade de 6,9, 0,59, 42 e
1,8 uM para o (+)-tramadol, (-)-tramadol, (+)-M1 e (-)-M1 respectivamente. Por outro
lado, o (+)-tramadol atua como inibidor da recaptacéo de serotonina, com constantes
de afinidade de 0,87, 4,8, 7,5 e 43 uM, respectivamente para o (+)-tramadol, (-)-
tramadol, (+)-M1 e (-)-M1 (RAFFA et al., 1993; FRINK et al., 1996; GILLEN et al.,
2000). Antagonistas az-adrenérgicos, como a ioimbina inibem parcialmente o efeito
analgésico do tramadol (RAFFA et al.,, 1992); o antagonista opidide 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 opidide e monoaminérgica, as quais atuam de forma
sinérgica e complementar.

O SNC é o sitio de acao para o tramadol e seu metabdlito ativo M1. Portanto,
a passagem para o SNC através da barreira hematoencefalica (BHE) por transporte
passivo, ativo ou facilitado é limitante para a agcdo analgésica do farmaco. 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 concentragdes do (+)-
tramadol e do (-)-M1 em relagdo ao seus respectivos enantidmeros (LIU et al.,
2001b; LIU et al., 2001c). Até a presente data, ndo séo conhecidos transportadores
responsaveis pelo uptake do tramadol e M1 através da BHE. Sabe-se apenas que
nao sao substratos da glicoproteina P (P-gp) e que o inibidor de P-gp, ciclosporina
A, ndo altera a permeabilidade do tramadol e do M1 (KANAAN, et al., 2009).

O wuso cronico do tramadol no tratamento da dor (200 mg/dia) e o
consequente acumulo de (+)-M1 gera dependéncia fisica opidide dose-dependente

que é decorrente de neuroadaptagdées no SNC tipicas dos agonistas p-opioides. Por
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outro lado, o tramadol apresenta efeitos opidides subjetivos considerados fracos em
doses terapéuticas, e portanto € considerado um farmaco de baixo potencial de
abuso (LANIER et al., 2010; DUKE et al., 2011).

Estudos PK-PD para o tramadol sdo considerados desafiadores, tendo em
vista: a interacdo farmacodinamica entre ambos enantidbmeros do tramadol e seu
metabdlito (+)-M1 e a coexisténcia de mecanismos opidides e nao opidides; o
desequilibrio enantiosseletivo entre o compartimento central (plasma) e o
compartimento de efeito (SNC); e a neuroadaptacdo no SNC decorrente do uso
crénico do tramadol. Assim, estudos experimentais envolvendo a administracdo dos
enantiomeros individuais do tramadol e do metabdlito ativo M1 tem colaborado na
elucidacdo dos mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva e na busca de
novos modelos para os estudos clinicos (VALLE et al., 2000; GARRIDO et al., 2000;
GARRIDO et al., 2003; BEIER et al., 2008).

Os estudos clinicos de PK-PD até entado disponiveis do tramadol limitam-se
apenas a um estudo populacional em criangas tratadas com tramadol ao final de
cirurgias. O estudo avaliou as concentragdes do tramadol e do metabdlito M1 como
misturas enantioméricas, e, como parametros de efeito, o movimento e o choro das
criangas. Os autores concluiram que ndo somente o efeito opidide, mas também o
efeito n&o-opidide s&o de relevancia nos estudos clinicos que relacionam
concentragdes plasmaticas com resposta do tramadol (GARRIDO et al., 2006).

O presente estudo visa estabelecer o modelo PK-PD que relaciona o efeito
opioide do tramadol, avaliado como atenuagdo da dor neuropatica empregando a
escala analdgica visual de dor, e ndo opibide, avaliado através da noradrenalina
plasmatica, com as concentragdes plasmaticas do enantidbmero ativo (+)-M1, em

pacientes com dor neuropatica portadores ou nao de diabetes tipo 1 ou tipo 2.
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. OBJETIVO

Avaliar as concentragcdes plasmaticas de noradrenalina em pacientes
portadores de dor neuropatica tratados com dose unica de tramadol.
Estabelecer o modelo PK-PD relacionando as concentracdes plasmaticas
do tramadol como enantibmeros individuais ou como mistura
enantiomérica com a atenuacao da intensidade da dor (escala analdgica
visual de dor) em pacientes com dor neuropatica.

Estabelecer o modelo PK-PD relacionando a concentragdo plasmatica
total ou livre do metabdlito ativo (+)-M1 com a atenuacado da intensidade
da dor (Escala Analégica Numérica de Dor) em pacientes com dor
neuropatica.

Avaliar a influéncia do DM tipo 1 e do DM tipo 2 no PK-PD do tramadol
envolvendo como parametro farmacodindmico a atenuacdo da dor

neuropatica.
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3. CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica e protocolo clinico

Foram incluidos os pacientes dos Grupos Controle (n=12), DM tipo 1 (n=9) e
DM tipo 2 (n=9) selecionados nos Ambulatérios de Dor e Endocrinologia do
HCFMRP-USP e no Ambulatério de Diabetes do Centro de Saude Escola —
Sumarezinho da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e investigados nos
Capitulos 1,2 e 3.

Durante a investigacdo, os pacientes permaneceram na Enfermaria da
Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP. Ap6s serem informados do estudo,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C).

Conforme descrito nos Capitulos 1, 2 e 3, os pacientes foram investigados
quanto a disposigao cinética do tramadol apds a administragdo de dose unica oral de
100 mg de tramadol racémico (Tramal®, Pfizer, Brasil). Os pacientes foram avaliados
quanto a intensidade de dor nos mesmo tempos de colheita de sangue realizados
para a investigacao da disposigao cinética do tramadol (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4;
6; 8; 10; 12; 16 e 24 horas apos a administracdo do medicamento). A dor foi avaliada
através da escala visual analdgica de dor de 10 cm, sendo o extremo “zero cm”
correspondente a “auséncia de dor” e o extremo “dez cm”, correspondente a “pior
dor imaginavel”’. Os efeitos adversos decorrentes da administragdo do tramadol
foram observados até 24 horas apds a administragao do farmaco.

Foram colhidas amostras de sangue seriadas para a analise de noradrenalina
em plasma. As colheitas foram realizadas com o pacientes na posicdo deitada, em
estado de relaxamento, 30 minutos apds a insercao de catéter heparinizado e nos
mesmos tempos de colheita de sangue realizados para a investigagao da disposi¢cao
cinética do tramadol (0 a 24 horas). As amostras de sangue (volumes aproximados
de 5 mL de sangue em seringas heparinizadas com Liquemine® 5000 Ul, Roche,
Brasil) foram transferidas para tubos mantidos em ambiente refrigerado contendo 50
puL de uma solugdo de EGTA [(acido N,N,N’,N’-tetraacético etileno glicol-bis (b-éter
amino etilico)] (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 agua 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 aliquotas de plasma foram
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armazenadas a -70° C até a analise.
3.2. Analise de noradrenalina em plasma

O método de analise 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. Solugées padrao e reagentes

A solugéo estoque de hidrogenotartarato de noradrenalina (Sigma, St Louis,
MO, EUA) foi preparada na concentragdo de 1 mM em acido acético 400 mM e
diluida para a obtengao de solugdes de uso nas concentragdes de 40, 100, 200, 400,
500 e 1000 nM. As solugdes sao estaveis durante duas semanas quando
armazenadas em temperaturas inferiores a 5° C.

Os reagentes glutationa reduzida, EGTA [(acido N,N,N’,N’-tetra acético etileno
glicol — bis (b-éter aminoetilico)], complexo acido difenilbdrico-etanolamina (DPBEA)
e brometo de tetraoctilaménio (ToABR) foram obtidos da Sigma (St Louis, MO,
EUA). Os reagentes EDTA (acido etilenodiaminotetracético) e SDS (dodecil sulfato
de sédio) 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 tampao amoénio foi preparado com solugao de cloreto de aménio (grau P.A.,
Merck, Darmstadt, Alemanha) 2,0 M ajustada a pH 8,8 com hidroxido de aménio
(grau P.A., 28-30%, Mallinckrodt Chemicals, Xalostoc, México) 2,0 M. O tampé&o foi

armazenado a 4° C e o pH verificado no momento do uso.
3.2.2 Analise cromatografica

Foi empregada uma coluna de fase reversa LiChrospher® RP Select B
(Merck, Darmstadt, Alemanha), particulas de 5 pm (125 x 4,0 mm) protegida por pré-
coluna RP-18 (Lichrospher® 100, Merck, Darmstadt, Alemanha), mantidas a 23° C. A
fase movel foi constituida de 4,51 g de acetato de sodio, 0,186 g de EDTA, 50 mg de
SDS e 150 mL de metanol por litro de agua. O pH foi ajustado com acido acético

glacial para 5,10. O sistema HPLC Shimadzu® foi constituido por bomba modelo LC-
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20 AD, auto-amostrador SIL-20AC HT, forno CTO-10A e detector eletroquimico com
eletrodo Ag/AgCIl modelo L-ECD-6A operando com potencial de +0,60 V.

3.2.3 Preparo de amostra

Aliquotas de 2000 uL de plasma foram adicionadas de 500 yL de tampao
amonio 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 pulsatil e centrifugados a 1200 g durante 10 minutos a 4° C. As
fases organicas (3,5 mL) foram transferidas para tubos cénicos e adicionadas de
800 pL de octanol e 150 pyL de acido acético 400 mM. Os tubos foram agitados
novamente durante 30 segundos e centrifugados a 1200 g durante 5 minutos. As
fases aquosas inferiores (100 pL) foram injetadas em sistema HPLC. Durante o
procedimento de extracdo até a analise, as amostras foram mantidas resfriadas em

gelo e protegidas da luz.

3.2.4 Curvas de calibragao

As curvas de calibragdo foram obtidas através da analise de aliquotas de
2000 pL de agua Milli Q, adicionadas de 500 pyL de tamp&o amdnio 2,0 M pH 8,8
enriquecidas com 25 pL de cada uma das solugdes padrao de noradrenalina,
correspondendo a 0,5, 1,25, 2,5, 5, 6,25 e 12,5 pmol/mL de plasma. As equacdes de
regressao linear e coeficientes de correlagdo foram obtidos através das razdes de

altura dos picos obtidos em fungédo das concentragdes plasmaticas.

3.3 . Analise farmacocinética-farmacodinamica (PK-PD)

3.3.1 Anadlise PK-PD relacionando as concentragdes plasmaticas do

tramadol com a atenuagao da dor neuropatica

A relacdo PK-PD relacionando as concentragdes plasmaticas do (-)-tramadol,
(+)-tramadol e/ou da mistura enantiomérica do tramadol com o efeito na atenuagao
da dor neuropatica foi realizada utilizando a regresséo néao linear pelo software

WinNonlin verséo 4.0 (Pharsight Corp. Moutain View, Calif, EUA). Foram testados
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diversos modelos de relacdo PK-PD, sendo que a relagdo entre o modelo
bicompartimental de primeira ordem, com microconstantes e inclusdo de lag time e
modelo sigmodide de efeito maximo (Emax) (Figura 29) foram utilizados por
apresentarem o melhor ajuste, baseado no critério de informacédo de Akaike
(GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000). O modelo sigmdide de efeito maximo é

definido pela equagao:

Emax . Cey
Cey + ECe50y

onde, Emax € 0 efeito maximo, C. € a concentracdo no sitio de efeito, ECe50 € a
concentracdo do farmaco no compartimento de efeito requerida para produzir 50%
do efeito maximo e y representa a inclinacdo da curva (coeficiente de Hill). No
modelo sigmdide de efeito maximo, o efeito € zero na concentragdo igual a zero, € 0
efeito maximo foi fixado em até 1 quando a concentragdo tende ao infinito
(GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000). O modelo foi empregado para descrever a
relagao entre as concentragdes plasmaticas dos enantidmeros do tramadol e o efeito
fracional analgésico avaliado através da atenuacao da intensidade de dor.

Os parametros estimados pela equagao acima descrita sao calculados com
base nas microconstantes obtidas a partir da modelagem farmacocinética
bicompartimental de cada enantidmero do tramadol: V4/F: volume de distribuigao
aparente do compartimento 1; kpi: constante da velocidade de absorcéo; Kkio:
constante da velocidade de eliminagao; ki; constante da velocidade de
transferéncia do compartimento 1 para o 2; kzi: constante da velocidade de
transferéncia do compartimento 2 para 1 e LT: lag time (GABRIELSSON; WEINER,
1999, 2000).
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Concentragéo

Figura 29 - Modelo de relagao entre o modelo bicompartimental de primeira ordem, com
microconstantes e inclusdo de lag time e modelo sigmdide de efeito maximo

(Emax) (GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000)

3.3.2 Analise PK-PD relacionando as concentragoes plasmaticas do (+)-

M1 total e livre com a atenuag¢ao da dor neuropatica.

A relagdo PK-PD relacionando a concentragao plasmatica total ou livre do (+)-

M1 com a atenuacgdo da dor neuropatica avaliada apela escala analdgica visual de

dor foi realizada utilizando a regressédo nao linear pelo software WinNonlin versao
4.0 (Pharsight Corp, Moutain View, Calif, EUA). Foram testados os diversos

modelos de efeito farmacodindmico sendo que o modelo sigmoide de efeito maximo

foi o escolhido com base no Critério de Informacdo de Akaike (GABRIELSSON;
WEINER, 1999, 2000) (Figura 30).

<

Emax

Efeito

Concentragao

=

Figura 30 - Modelo sigmoide de efeito maximo (GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000)
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No modelo sigmdéide de efeito maximo, o Enax foi fixado em até 1, e os

parametros ECso € gama (y) foram estimados pela equacgao:

Emax - C’

C"+ EC'5

onde, Enax corresponde ao efeito maximo, C corresponde a concentracio plasmatica
do farmaco, ECsg refere-se a concentragdo plasmatica do farmaco que produz 50%
do efeito maximo ey é a inclinagdo da curva (coeficiente de Hill).

As anadlises farmacodindmicas foram feitas através de metodologia
denominada Naive Pooled Analysis (NPA), onde todos os dados da populagdo em
estudo sdo modelados em conjunto, simulando assim o0 comportamento
populacional. Adicionalmente, os resultados de coeficiente de variacdo desse tipo de
analise fornecem uma estimativa da variabilidade populacional do parametro em

estudo.
3.4. Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com auxilio do software GraphPad
Instat® (GraphPad Software, CA, USA) e do Origin (versdo 8.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EUA).

A selecao dos modelos para as analises PK-PD foi feita com base no Critério
de Informacdo de Akaike (AIC), uma medida do ajuste baseado na maxima

verossimilhanca, descrito pela equacéo:

AIC = N x log (SPRQ) + 2P

onde, N é o numero de observagdes com peso positivo, SPRQ é a soma ponderada
dos residuos quadrados e P € o numero de pardmetros. O modelo escolhido foi
aquele que apresentou menor valor de AIC e corresponde aquele que apresentou
melhor ajuste estatistico (GABRIELSSON; WEINER, 1999, 2000).
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4. RESULTADOS

4.1 . Reagodes adversas

As reacdes adversas decorrentes da administracdo de dose unica oral de 100
mg de tramadol em pacientes com dor neuropatica, portadores ou ndo de DM foram
observadas em 7 dos 30 pacientes incluidos na investigagcdo, de acordo com os
dados da Tabela 25. Foram excluidos do estudo 8 pacientes que apresentaram
emese apds a administragdo do tramadol com prejuizo na avaliagdo da

farmacocinética.

Tabela 25 - Reagdes adversas apds administracdo de dose unica oral de 100 mg de
tramadol em pacientes com dor neuropatica, portadores ou nao de diabetes

Paciente Efeito adverso Tempo apo6s a administragao
Controle
1 sonoléncia 3—-4nh
2 nausea 0,5h
7 nausea; cefaléia;
0,5h; 0,75h—-1,5h; 1,5-3h
sonoléncia
DM tipo 1
13 nausea 1,5h
15 nausea 1,5heb6h
19 nausea, secura da
0,25h e 4h; 1,5 h;
boca
DM tipo 2

24 taquicardia 3h
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4.2 Avaliagcao das concentragoes plasmaticas de noradrenalina

As Figuras 31 e 32 mostram as concentragdes plasmaticas de noradrenalina
ap6s a administracdo de 100 mg de tramadol racémico. Os dados estédo
apresentados como valores individuais e mediana (n=25) dos pacientes diabéticos e
nao diabéticos portadores de dor neuropatica 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.
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Figura 31 - Concentracbes de noradrenalina plasmatica apds administracdo oral de
tramadol racémico a pacientes portadores de dor neuropatica fenotipados
como metabolizadores extensivos do CYP2D6 (n=25). Dados apresentados
como valores individuais e mediana. Teste de Mann-Whitney para
comparacgao com os valores basais (p<0,05)
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Figura 32 - Noradrenalina plasmatica apds administragcdo oral de tramadol racémico a
pacientes portadores de dor neuropatica 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
comparagao com os valores basais dentro de cada grupo (p<0,05)
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4.3 Anadlise PK-PD relacionando as concentragdoes plasmaticas do

tramadol como enantidmeros individuais com a atenuag¢ao da dor neuropatica.

A Tabela 26 apresenta os parametros de PK-PD obtidos da relacédo entre as
concentracdes plasmaticas totais do tramadol como enantidbmeros individuais com a
atenuacao da dor neuropatica para os pacientes dos Grupos Controle (n=10), DM
tipo 1 (n=9) e DM tipo 2 (n=9). Os pacientes que ndo apresentaram atenuacdo da
dor neuropatica ou que no dia da investigagdo apresentavam intensidade de dor

menor que 25 mm foram excluidos da analise PK-PD.

Tabela 26 - Relagdo PK-PD e pardmetros estatisticos das concentragdes totais dos
enantibmeros do tramadol e a atenuacido da dor neuropatica em pacientes portadores de
dor neuropatica do Grupo Controle (n=7), DM tipo 1 (n=5) e DM tipo 2 (n=6)

Grupo Controle Grupo DM tipo 1 Grupo DM tipo 2

(n=7) (n=5) (n=6)
(+)-tramadol
ECeso (ng/mL) 25,5 (7,4-97) 27,3 (7,4 - 28,2) 13,8 (5,3 — 62,6)
y 1,9 (0,9-8,8) 0,4 (0,003 - 1,6) 1,3(0,4-7,9)
KeO (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

ECeso (ng/mL) 25,5 (10,0-70,9) 12,3 (3,7 — 20,9) 9,9 (5,3-52,7)

v 1,4 (0,9-2,9) 3,3 (0,8-5,8) 1,3 (0,4-6,3)
KeO (1/h) 0,4(0,04-1,8) 6,7 (0,2-13,2) 1,0(0,2-1,9)
AlC 11,2 (-18,3--2,9) -254 (-45,1--57)  -6,6 (-15,4 —4,1)

Emax: efeito maximo, fixado em 1; ECesq: concentragdo do farmaco no compartimento de
efeito que produz 50% do efeito maximo; y: coeficiente de Hill; KeO: constante da velocidade
de transferéncia do compartimento central para o compartimento de efeito; AIC: critério de
informacao de Akaike. Dados apresentados como mediana (percentil 25-75)
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4.4 Anadlise PK-PD relacionando as concentragoes plasmaticas do (+)-M1

total ou livre com a atenuagao da dor neuropatica.
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Figura 33 - Analise PK-PD relacionando a concentracado plasmatica total ou livre do (+)-M1
com a atenuagao da dor neuropatica nos pacientes dos Grupos Controle (n=9),
DM tipo 1 (n=7) e DM tipo 2 (n=8). Os circulos vazios representam os dados
observados enquando a linha continua representa os dados estimados
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A Tabela 27 apresenta os parametros de PK-PD obtidos da relagédo entre a
concentracdo plasmatica livre ou total do (+)-M1 com a atenuagdo da dor
neuropatica 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 concentragdes plasmaticas do (+)-M1 total e
livre com a atenuacao da dor neuropatica em pacientes dos Grupos Controle (n=9), DM tipo

1 £n=72 e DM tiEO 2 £n=82

(+)-M1 total
Controle DM tipo 1 DM tipo 2
(n=9) (n=7) (n=8)
Emax 1,0 1,0 1,0
ECso (ng/mL) 68,2+ 131,5 18,9 + 65,9 37,17 £ 120,1
Y 1,0£0,7 1,0+£1,2 1,0+ 1,1
(+)-M1 livre
Controle DM tipo 1 DM tipo 2
(n=9) (n=7) (n=8)
Enmax 1,0 1,0 1,0
ECso (ng/mL) 14,7 + 30,8 12,8 + 49,7 9,06 £ 29,3
Y 1,0£0,7 1,0+ 1,3 1,0+ 1,1

Método naive pooled analysis (parametros estimados * erro padrao). Modelo E..x sigmoide,
sendo efeito fixado em 0 na concentracdo C=0; concentracido tendendo ao infinito no E..x; €
Eax fixo em 1.
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5. DISCUSSAO

Estudos clinicos demonstram que o tramadol na forma racemato mostra
vantagens em relagdo ao uso dos enantibmeros individuais se levados em
consideragao a eficacia e os efeitos adversos (GROND et al., 1995; WIEBALCK et
al., 1998). Portanto, € pouco provavel que o tramadol venha a ser empregado na
clinica médica como enantibmeros individuais.

A nausea e o vOmito sao os efeitos adversos mais frequentemente reportados
no uso do tramadol (GROND et al.,, 1995; WIEBALCK et al., 1998). No presente
estudo foram excluidos um total de 8 pacientes, ou seja, 21% por apresentarem
vomito. Estudos anteriores relatam menor frequéncia de vémito, com valores de
aproximadamente 1,7% (COSSMAN et al., 1997). Outros efeitos adversos comuns
sao secura da boca, tontura e sonoléncia. Menos frequentemente, sao reportados
efeitos adversos relacionados a fungao cardiovascular: palpitacdo, taquicardia e
sensagdao de colapso cardiovascular. S&o raras as incidéncias de cefaléias,
constipacao, irritagdo gastrintestinal e reagbes dermatologicas (COSSMAN et al.,
1997).

Varios parametros farmacodinamicos ja foram empregados como
biomarcadores de efeito do tramadol, entre eles a pupilometria em infravermelho,
através da avaliagdo do diametro da pupila (FLIEGERT et al., 2005; KIRCHHEINER
et al., 2008), catecolaminas plasmaticas (MILDH et al., 1999; GARCIA-QUETGLAS
et al., 2007b) e escalas de dor (GARRIDO et al., 2006). No presente estudo, foram
avaliados como parametros farmacodindmicos a noradrenalina plasmatica e a
atenuacdo da dor avaliada com base na escala analégica visual de dor.
Considerando que a atividade em receptores p-opidide € a principal determinante no
efeito analgésico do tramadol e considerando a baixa afinidade de ambos os
enantidbmeros do tramadol pelo receptor p-opidide, o efeito da atenuagéo da dor foi
avaliado em fungdo das concentragdes plasmaticas do metabdlito (+)-M1. A
avaliagdo das concentragbes plasmaticas de noradrenalina baseia-se no
conhecimento da atividade monoaminérgica do tramadol, sendo que os
enantibmeros (-)-tramadol e (-)-M1 mostram maior contribuicdo na inibicdo da
recaptacdo de noradrenalina quando comparados aos enantibmeros (+)-tramadol e
(+)-M1 (GARRIDO et al., 2003).
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O método de analise da noradrenalina plasmatica foi desenvolvido com base
no método descrito por Forster; Macdonald (1999). Os autores reportam que as
concentracdes plasmaticas basais de noradrenalina em voluntarios sadios variam
de 0,5 a 3,5 pmol/mL. Outros autores reportam concentragcées de 2,11 pmol/mL no
plasma de voluntarios sadios (HOLLENBACH et al., 1998). A curva de calibracéo da
noradrenalina plasmatica foi construida no intervalo 0,5 a 12,5 pmol/mL de plasma.
No presente estudo as concentragdes plasmaticas basais, apresentadas como
mediana (percentil 25-75) foram de 4,1 pmol/mL (2,6-6,1 pmol/mL) em pacientes
portadores de dor neuropatica ndo diabética, 2,2 pmol/mL (1,8-3,7 pmol/mL) para os
pacientes com dor neuropatica portadores de DM tipo 1 e 2,5 pmol/mL (1,6-4,0
pmol/mL) para os pacientes com dor neuropatica portadores de DM tipo 2 (Figura
32). As concentragbes basais de noradrenalina plasmatica ndo mostram diferengas
entre os grupos de pacientes investigados portadores ou ndo de DM. Os dados de
concentragdes plasmaticas de noradrenalina observados antes da administragdo do
tramadol aos pacientes investigados portadores de dor neuropatica estdo de acordo
com estudos anteriores que mostram valores de 2,2 pmol/mL para pacientes com
dor neuropatica diabética e 2,4 pmol/mL para pacientes nao diabéticos. De acordo
com os autores as concentragdes de noradrenalina em pacientes com neuropatia
diabética que nao apresentam dor estdo reduzidas para valores de 1,3 pmol/mL,
sugerindo que a presencga de dor neuropatica esta associada ao aumento relativo do
numero de fibras simpaticas funcionantes que contribuem para a dor (TSIGOS et al.,
1993).

As concentragdes plasmaticas de noradrenalina também foram avaliadas até
24 horas apds a administracdo de dose unica oral de 100 mg de tramadol em
pacientes com dor neuropatica portadores ou ndo de diabetes. Os dados
apresentados na Figura 32 mostram que as concentragds plasmaticas de
noradrenalina obtidas até 24 horas apos a administracido do tramadol ndo diferem
dos valores basais, ou seja, a administracdo de dose unica oral de 100 mg de
tramadol ndo altera as concentragdes plasmaticas de noradrenalina para todos os
grupos investigados. Resultados similares foram reportados por Mildh et al. (1999)
na investigacdo de voluntarios sadios tratados com 150 mg de tramadol i.v.
associado com 112,5 ou 250 mg de meperidina iv. James et al. (1996) também nao

observaram alteracdes nos nives plasmaticos de noradrenalina ou adrenalina 1 hora
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apds a administragao intravenosa bolus de 150 mg de tramadol em pacientes sob
tratamento analgésico pos-toracotomia.

As concentragbes plasmaticas de noradrenalina observadas até 24 horas
apds a administracdo do tramadol estdo apresentadas como dados individuais na
Figura 31 para os trés grupos investigados. Observa-se que as concentragdes
plasmaticas de noradrenalina expressas como mediana de todos os pacientes
investigados (n=25) encontram-se reduzidas ap6s o tempo de observagdo da
concentragédo plasmatica maxima do metabdlito ativo (+)-M1 e retorno aos valores
basais 24 horas ap6s a administracdo do tramadol. Entretanto, ndo foram
observadas diferengas estatisticas devido a grande variabilidade no parametro
estudado e ao pequeno numero de pacientes investigados. Os dados ainda
permitem observar menores valores de noradrenalina plasmatica durante o periodo
de sono dos pacientes, ou seja nos tempos entre 12 e 16 horas apos a
administragao do tramadol.

A administragdo de doses terapéuticas de tramadol em voluntarios sadios, ou
seja, na auséncia de dor, resultam em aumento na concentragdo de noradrenalina
no fluido cerebrospinal lombar resultante da atividade do (-)-tramadol e (-)-M1 como
inibidores da recaptagcao de noradrenalina. A presenga da noradrenalina no SNC
contribui para o aumento da antinocicepgdo promovida pelo (+)-M1 através de
estimulacdo indireta de receptores a-2 adrenérgicos (BOUAZIZ et al., 1996;
GARRIDO et al., 2000). Entretanto, a inibicdo da recaptagcao de noradrenalina no
SNC pelo tramadol e seus metabdlitos ndo é necessariamente refletida nos nives
plasmaticos do neurotransmissor (MILDH et al., 1999).

Garrido et al. (2006) reportam que as concentragées de tramadol e M1 no
sitio de efeito sdo os paradmetros que melhor refletem a resposta analgésica em
criangas que receberam administracdo intravenosa de tramadol racémico em
tratamento pos-operatorio. O estudo reporta que concentragdes de 15 ng/mL de M1
e 100 ng/mL de tramadol no sitio de efeito sdo associadas com o controle adequado
da dor. Tais concentragdes estao relacionadas a concentragdes plasmaticas de 20-
30 ng/mL de M1 e 200-300 ng/mL de tramadol. Os autores relatam ainda que os
valores de Cnax do tramadol e M1 no sitio de efeito sdo atingidos em 4-5h apés a
infusdo (GARRIDO et al., 2006).

A relacdo PK-PD entre as concentracdes plasmaticas dos enantidbmeros do

tramadol e o efeito fracional analgésico mostram alta variabilidade nos parametros
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estimados (Tabela 26) provavelmente porque o metabdlito (+)-M1, e, ndo o farmaco
inalterado, é o responsavel pelo efeito analgésico do tramadol (GILLEN et al., 2000).
No presente estudo, a concentragdo do tramadol no compartimento de efeito que
produz 50% do efeito maximo (ECesp) 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
relacdo ao (-)-tramadol, os valores de ECes, 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). Nao ha dados da ECesy do tramadol como
enantidmero individual ou mistura enantiomérica em pacientes adultos. Os dados
disponiveis referem-se apenas as concentracbes séricas efetivas. Um estudo
realizado em pacientes adultos em tratamento pds-operatério ortopédico ou
ginecoldgico com tramadol racémico empregando infusor controlado pelo paciente
reportou que a concentragao sérica efetiva minima foi de 287,7 ng/mL (20,2 — 986,3
ng/mL) de tramadol como mistura enantiomérica (LEHMAN et al., 1990).

O modelo farmacodinédmico sigmoide de efeito maximo foi empregado para
relacionar as concentragdes plasmaticas do (+)-M1 com a atenuacdo da dor
neuropatica dos pacientes dos Grupos Controle, DM tipo 1 e DM tipo 2. Tal modelo,
diferentemente do modelo PK-PD link empregado para os enantibmeros do
tramadol, ndo requer que o paramétro farmacocinético Vd seja empregado como
informacédo prévia e, portanto, pode ser empregado como modelo PK-PD do
metabdlito M1. Neste modelo, o efeito maximo de atenuagao fracional da dor
neuropatica foi fixado em 1,0. As concentragbes plasmaticas totais do (+)-M1
necessarias para alcancar 50% do efeito maximo 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 concentracdes plasmaticas livre do (+)-M1
necessarias para alcancar 50% do efeito maximo 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 concentracdo plasmatica livre € a mais
adequada para a aplicagao em estudos de PK-PD.

Beier et al. (2008) reportaram o uso do modelo de dor neuropatica de Bennett
usando alodinia a frio para avaliar a relagdo PK-PD em ratos tratados com tramadol
racémico ou com seus enantibmeros individuais ou ainda com os enantibmeros

individuais do M1. Os autores empregaram o modelo de compartimento de efeito
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para descrever o efeito p-opidide do (+)-M1. Os autores reportam que
concentragcdes plasmaticas no estado de equilibrio de 20,2 ng/mL do (+)-M1 e de
230 ng/mL do (-)-M1 sao necessarias para alcangar 50% do efeito maximo.

O unico estudo clinico que avalia a relagdo PK-PD do M1 emprega as
concentracdes plasmaticas do metabdlito como mistura enantiomérica e refere-se a
investigacao de criangas. Os autores estimam que concentragdes de (+)-M1 de 15
ng/mL de plasma estdo associadas com probabilidade de 95% de alivio da dor
(GARRIDO et al., 2006).

Os estudos PK-PD envolvendo os enantibmeros do tramadol, bem como do
metabdlito ativo (+)-M1 exigem o desenvolvimento de novos modelos que melhor
descrevam o0 mecanismo de agao opidide e nao-opidide do tramadol. O presente
estudo mostrou, pela primeira vez, a relacdo PK-PD do tramadol em pacientes com
dor neuropatica, relacionando as concentragdes plasmaticas do (+)-M1 com o efeito
fracional analgésico do tramadol. O presente estudo enfatiza ainda que métodos de
analise da concentracao livre, bem como métodos enantiosseletivos sdo os mais

adequados para os estudos PK-PD.
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CONCLUSOES

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

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

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

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

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

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

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

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

a aplicacao em estudos de farmacocinética-farmacodinamica.
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ANEXOS

ANEXO A - Oficio de aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCRP e da FMRP-USP

www.hcrp fmrpusp.br

USP - RIBEIRAD

Ribeirdao Preto, 27 de maio de 2008

Oficio n” 1775/2008
CEP/MGV

Prezadas Senhoras,

O trabalho intitulado “INFLUENCIA DO DIABETES
MELITO TIPO 1 NA FARMACOCINETICA E METABOLISMO
ESTEREOSSELETIVOS DO TRAMADOL. PK-PD EM PACIENTES COM
DOR NEUROPATICA”, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em
sua 267" Reunido Ordinaria realizada em 26/05/2008, ¢ enquadrado na
categoria: APROVADO, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, de acordo com a Processo HCRP n® 4342 /2008.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia
Internacional de Harmonizacdao de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCPJ, bem
como a Resolucdao n® 196/ 96 CNS/MS.
Relatorio Parcial e o Relatoric Final da pesquisa.

Atenciosamente.

¢ A
_Slaeosidouwese
R® MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

Vice-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

[lustrissimas Senhoras

NATALIA VALADARES DE MORAES

PROF®* DR* GABRIELA ROCHA LAURETTI (Orientadora)

Depto. de Biomecéanica, Medicina e Reabilitacdao do Aparelho Locomotor

Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP - Campus Universitario
FWA — D000 2733; IRB — 0000 2186 e Registro SISNEP/CONEP n° 4
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep@herp. fmrp.usp.br
Mente Alegre 14048-000 Ribeirfo Prete  SP
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ANEXO B - Oficio de aprovacgao do projeto pela Direcao Académica de
Ensino e Pesquisa do Centro de Saude Escola — Sumarezinho da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto - USP

FACULDADE DE MEDICINA DE g Rua Terezing, 690 — CEP. 14055-380
RIBEIRAOQ PRETO 7 e Ribeiro Preto - SP
UNIVERSIDADE DE SAO CSE
] LIS
PAULO A
elefone PABX (1 14

CENTRO DE SAUDE
ESCOLA

Ribeirdao Preto, 15 de outubro de 2009

DIRECAO ACADEMICA DE ENSINO E PESQUISA
LIBERACAO DE PESQUISA REFERENTE AO
PROTOCOLO N°.35/2009

Comunicamos que a pesquisadora, NATALIA
VALADARES DE MORAES, cumpriu as exigéncias operacionais e
legais, podendo dar inicio a coleta de dados no Ambulatorio de
Diabetes do Centro de Saude Escola —Sumarezinho da Faculdade
de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo, para
o trabalho “INFLUENCIA DO DIABETES MELITO TIPO 1 NA
FARMACOCINETICA E METABOLISMO ENANTIOSSELETIVOS
DO TRAMADOL. PK-PD EM PACIENTES COM DOR
NEUROPATICA ”.

Atenciosamente,

F, {-’ * 2
Prof®. Dra. Maria Célia Mendes

Diretora Académica de Ensino e Pesquisa do
CSE-FMRP-USP

/ 17 F
LR SEr A W ey

Ilma. Sra.

Prof”. Dra. Vera Lucia Lanchote (Orientadora)

Departamento de Analises Clinicas, Toxicologicas e Bromatologicas
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto- USP.
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
- UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Campus Universitario Monte Alegre — RIBEIRAO PRETO — SP

PESQUISA CIENTIFICA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO PACIENTE / IDADE:........co e Loiiiiianne.

NOME DA PESQUISA: “INFLUENCIA DO DIABETES MELITO TIPO 1 E TIPO 2 NA
FARMACOCINETICA E METABOLISMO
ENANTIOSSELETIVOS DO TRAMADOL. PK-PD EM
PACIENTES COM DOR NEUROPATICA”

RESPONSAVEL CLINICO: Prof®. Dr®. Gabriela Rocha Lauretti (FMRP-USP).

OBSERVAGOES: Projeto Integrado entre a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto - USP e a Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto - USP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O diabetes melito pode ter varias causas, e é caracterizado pelos altos niveis
de glicose no sangue, Um dos sintomas que o paciente diabético pode apresentar é
chamado de dor neuropatica, A dor neuropatica € um tipo de dor crénica que ocorre
principalmente nas pernas dos pacientes diabéticos, O tratamento da dor
neuropatica no diabético por ser feito pelo remédio tramadol, O nosso estudo tem
como objetivo entender como esse remédio € distribuido 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 duracao total de 1 dia e meio, Para que vocé possa
participar dela nés iremos colher, caso vocé concorde, 3 tubos de sangue de 5 mL
cada um (uma colher de sopa) da veia do seu brago para verificar se as fungdes do
seu figado e dos seus rins estdo normais e se seu organismo é capaz de eliminar o
remédio para tratar a dor neuropatica, No dia da internagdo, vocé devera
comparecer ao Hospital em jejum de 8 horas, Ao ser internado, vocé ira tomar 100
mg de tramadol por boca, Apds isso, nés vamos fazer alguns exames de sangue
para dosar o remédio durante a sua internagdo, Nos iremos coletar amostras de 5 ml
de sangue varias vezes (cerca de 15 vezes) com seringa da veia do seu brago, Um
tubinho de plastico sera colocado dentro da sua veia, assim nds iremos picar vocé
uma unica vez, A picada causa leve dor, de curta duragao, e o local da picada pode
ficar com a cor arroxeada, Pode acontecer de aparecerem efeitos ndo desejados
como nauseas, tontura, cansago, fadiga, vémito e boca seca, Se isso ocorrer, nos
iremos trata-lo aqui mesmo no hospital e iremos interromper a pesquisa,

Depois de 24 horas, o senhor(a) ira tomar os remédios midazolam e
metoprolol por boca, Esses dois remédios serdo 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 remeédios, Nessa fase também
necessitaremos da coleta da urina até 8 horas depois de tomar os remédios,

A sua colaboracao vai aumentar o nosso conhecimento de como os remédios
para tratar a dor neuropatica sao eliminados pelo corpo, Isto podera ajudar no
melhor tipo de tratamento para os pacientes diabéticos,

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa e o tratamento a que serei submetido (a);

2. Aliberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar no estudo sem que isso traga prejuizo a continuagédo do meu cuidado e
tratamento;

3. O compromisso de me proporcionar informacado atualizada durante o
estudo, ainda que esta possa afetar minha vontade de continuar participando;

4. Os pesquisadores se comprometem a manter sigilo da sua participacao e
de publicar os resultados da pesquisa para a comunidade médica e cientifica
pertinente;
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5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizagdo que legalmente
teria direito, por parte da Instituigdo a saude, em caso de danos que a justifiquem,
diretamente causados pela pesquisa,

Tenho ciéncia do exposto acima e desejo o produto como método terapéutico
recomendado pelo médico que subscreve este documento,

Ribeirdo Preto,......... (o [T de 20.....
Assinatura do voluntario ou de Prof®. Dr®. Gabriela Rocha
seu responsavel Lauretti
Pesquisador Responsavel
CRM 74.245

Telefones para contato: Natalia Valadares de Moraes (16) 3602 4195 e (16) 8149
3600
Dra. Gabriela R Lauretti (16) 9176 6266

TESTEMUNHAS NAO LIGADAS A PESQUISA:

assinatura identificacao

assinatura identificacao





