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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s Graduagdo em Medicina Animal: Equinos
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

USO DO TRAMADOL VIA NASOGASTRICA E SEUS EFEITOS EM EQUINOS
SUBMETIDOS A IVERMECTINA COMO INIBIDOR DA GP-P ENTERICA
AUTOR: FERNANDO SILVERIO FERREIRA DA CRUZ
ORIENTADOR: CLAUDIO CORREA NATALINI
Data e Local da Defesa: Porto Alegre, 08 de maio de 2015.

O cloridrato de tramadol é um analgésico de acao central, analogo sintético da codeina e
morfina, o qual vem sendo amplamente estudado em equinos, sendo avaliado sua
farmacocinética e farmacodinamica. Em humanos, héa relato de que o tramadol € substrato
para a Gp-P, 0 que pode ser fator limitante na absor¢éo do tramadol. A Gp-P funciona
como uma bomba de efluxo celular, de maneira que, transporta ativamente xenobi6ticos
do meio intracelular para o extracelular, atuando como um mecanismo de protecao contra
xenobioticos. O estudo teve como objetivo a deteccdo do Gene MDR1 a partir do cDNA,
e avaliar as alteracdes fisioldgicas e efeito analgésico do tramadol em equinos submetidos
a inibicdo da Gp-P entérica pela ivermectina. Seis equinos, machos e fémeas, pesando
448+68Kg, foram distribuidos em trés grupos autocontrole, recebendo tramadol por
sonda nasogastrica na dose 1 mg/kg (GT1), 4 mg/kg (GT4) e recebendo tramadol 1mg/kg
associada a ivermectina 0,2mg/kg VO. Foram avaliados FC, f, motilidade intestinal,
temperatura corpérea aos 30 min antes, imediatamente antes da administracdo de
qualquer substancia para determinagdo dos valores basais e aos 30min, 60 min, 90 min,
120 min e a cada 60 min até 360 min apds o tratamento. A claudicacao foi avaliada aos
30 min, 60 min e a cada 60 min até os 360 min. Os parametros hemogasométricos foram
avaliados no momento 0, 60 min e 120 min. Para as variaveis parametricas utilizou-se
analise de variancia (ANOVA) para amostras pareadas, com posterior teste de Dunnett.
Para comparacOes entre 0s grupos, realizou-se analise de variancia, seguido de teste de
Tukey. Para a variavel ndo-paramétrica, motilidade intestinal, utilizou-se teste de
Wilcoxon para amostras pareadas. As diferencas foram consideradas significantes quando
P<0,05. Nao foram observadas diferengcas na FC e na avaliagdo analgésica. Houve
hipomotilidade no GT1 e GT4 apenas ao final das avaliagfes e aumento da f em todos os
grupos. Houve aumento do HCO3" e reducdo do K* e Ca*™. Conclui-se que a inibicdo da
Gp-P entérica pela ivermectina néo alterou os efeitos do tramadol nas doses estudadas,

sugerindo que 0 mesmo nao é substrato para Gp-P, mas estudos futuros devem ser



realizados a fim de avaliar a interagdo da ivermectina como inibidor da Gp-P na

farmacocinética do tramadol.

Palavras-Chave: Tramadol; Ivermectina; Glicoproteina P; Equinos; Claudicacéo



ABSTRACT
Doctoral Tesis
Equine: Animal Medicine Post Graduate Program
Federal University of Rio Grande do Sul

TRAMADOL ADMINISTRATION BY NASOGASTRIC ROUTE AND ITS
EFFECTS IN HORSES SUBMITTED TO IVERMECTIN AS ENTERIC P-GP
INHIBITOR
AUTHOR: FERNANDO SILVERIO FERREIRA DA CRUZ
ADVISOR: CLAUDIO CORREA NATALINI
Porto Alegre, may 08" 2015.

Tramadol hydrochloride is a centrally acting analgesic, synthetic analogue of codeine and
morphine, which has been widely studied in horses, being evaluated its pharmacokinetics
and pharmacodynamics. In humans, there is a report that tramadol is a substrate for P-gp,
which can be a limiting factor in the absorption of tramadol. P-gp acts as an efflux pump
cell, that actively transports xenobiotics from the intracellular to the extracellular
environment, acting as a protective mechanism against xenobiotic. The study aimed the
detection of MDR1 Gene from cDNA, and the evaluation of physiological parameters
and analgesic effect of tramadol in horses submitted to inhibition of enteric P-gp by
ivermectin. Six horses, control of themselves, male and female, weighing 448 + 68Kkg,
were distributed into three groups, receiving tramadol by nasogastric tube in dose of 1
mg/kg (GT1), 4 mg/kg (GT4) and tramadol 1 mg/kg associated with ivermectin 0.2 mg/kg
orally. Were evaluated HR, RR, intestinal motility, body temperature 30 min before, and
immediately before the administration of any substance for determination of baseline and
posterior at 30 min, 60 min, 90 min, 120 min and every 60 min up to 360 min after
treatment. The analgesic evaluation occurred at 30 min, 60 min and every 60 min to 360
min. Blood gas parameters were evaluated at 0, 60 min and 120 min. For parametric
variables were used analysis of variance (ANOVA) for paired samples, followed by
Dunnett's test. For comparisons between groups, ANOVA followed by Tukey test were
used. The non-parametric variable, intestinal motility, we used the Wilcoxon test for
paired samples. Differences were considered significant when P <0.05. Differences in HR
and analgesic evaluation were not observed. Hypomotility occurs in GT1 and GT4 only
at the end of evaluation and RR increased in all groups. There was an increase of HCO3"
and reduction of K" and Ca*™. We conclude that inhibition of enteric P-gp by ivermectin

did not alter the effects of tramadol in the studied doses, suggesting that tramadol it is not



a substrate for P-gp, but future studies should be conducted to assess the interaction of
ivermectin as inhibitor of P-gp on the pharmacokinetics of tramadol.

Palavras-Chave: Tramadol; Ivermectin; P-Glycoptrotein; Horses; Lameness
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1. INTRODUCAO

A dor € um processo complexo gerado a partir da ativacdo de receptores
especificos, de alto limiar, 0s nociceptores. Estes receptores mandam sinais elétricos para
0 sistema nervoso e medula espinhal, produzindo assim respostas de protecdo (dor),
evitando dessa forma a lesdo tecidual, ajudando o organismo a manter sua integridade
(MUIR, 2010). Quando da estimulacdo excessiva dos nociceptores, 0S mesmos causam
sofrimento e efeitos deletérios ao organismo, sendo necessario o tratamento dessa
resposta, evitando o agravamento do quadro (BAMBERGER et al., 1994).

Os processos que envolvem dor ou nocicep¢do sdo tratadas basicamente com
farmacos de propriedades anti-inflamatorias, os quais ndo séo efetivos para o controle da
dor moderada a severa. Embora os opidides sejam considerados as substancias
analgésicas mais potentes para equinos, seu uso é limitado nesta espécie devido ao risco
de efeitos adversos como excitagdo quando administrados pela via intravenosa
(KAMERLING, 1998) e hipomotilidade (CARREGARO et al., 2006; CRUZ et al., 2011).

O cloridrato de tramadol (cloridrato (1RS, 2RS)-2-[(di-metilamino)-metil]-1-(3-
metoxifenil)-ciclohexanol) é um analgésico de agdo central (GIORGI et al., 2007),
analogo sintético da codeina e morfina (SHIPTON, 2000), sendo usado como analgésico
ha duas décadas em humanos (DE LEO, 2009; BASTAMI et al., 2014), e diversos estudos
vem sendo realizados em equinos, avaliando a sua farmacocinética e seu efeito analgésico
(GIORGI et al., 2007; SHILO et al., 2007; DE LEO et al., 2009; GUEDES et al., 2014;
FRANCO et al., 2014). O seu efeito analgeésico clinico esta estreitamente relacionado ao
seu metabolismo, devido a diferente atividade analgésica de seus metabolitos, sendo
citado o M1 como seu principal metabdlito e 300 vezes mais potente para o receptor OP3

do que o tramadol (GARCIA-QUETGLAS et al., 2007; GIORGI et al., 2007).
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A farmacocinética do tramadol tem sido investigado em diversas espécies animais
(WU et al., 2001; TAO et al., 2002; KUKANICH & PAPICH, 2004; GIORGI et al.,
2009a,b) e em humanos (WU et al., 2002), indicando diferencas interespécies na
biotransformacdo (GIORGI et a., 2006). Por via oral, a biodisponibilidade do tramadol
em equinos foi muito baixa, o que poderia excluir esta via de administracdo na espécie,
além de existirem dados conflitantes entre alguns estudos. Essas diferencas, sugerem um
outro mecanismo limitante da absorcdo do tramadol por essa via. Em humanos, héa relato
de que o tramadol € substrato paraa Gp-P (SLANAR, 2007), o que pode ser fator limitante
na absorc¢do do tramadol.

A glicoproteina-P (Gp-P) funciona como uma bomba de efluxo celular, de
maneira que, transporta ativamente xenobidticos do meio intracelular para o extracelular,
sendo a energia proveniente da hidrolise do ATP permitindo o transporte contra gradiente
de concentracdo (CORNWELL, 1991). A Gp-P possui ampla especificidade para
substratos e transporta uma gama de farmacos, incluindo anti-histaminicos, opidides,
imunossupressores e antimicrobianos, antiparasitarios e anti-neoplasicos (TYDEN et al.,
2008).

Normalmente, a Gp-P é expressa em varios tecidos dos mamiferos,
principalmente érgdos excretores, que inclui intestinos (LI et al., 1999), figado, rins e
barreira hematoencefalica, atuando como um mecanismo de protecdo contra xenobioticos
(CORDON-CARDO et al., 1989). Alterando assim, a farmacocinética dos farmacos pelo
aumento ou facilitacdo da excrecdo do farmaco ou na disponibilidade para a
biotransformacdo (FARDEL et al., 1996; ZHOU, 2008).

O interesse clinico nesta proteina tem aumentado devido aos mecanismos de
superexpressdo relacionados a resisténcia aos quimioterapicos, analgésicos e outras

substancias, influenciando a resposta terapéutica (XIE et al., 1999; SUN et al., 2004). A
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inibicdo farmacologica da Gp-P testada em camundongos, homens e cdes, demonstrou
melhora na biodisponibilidade oral de farmacos substratos da proteina (THOMPSON,

2000; MEALEY, 2004).

2. JUSTIFICATIVA

Justifica-se o estudo proposto uma vez que 0s equinos sofrem de desordens
musculo esqueléticas que cursam com perda da performance e tempo excessivo com
tratamentos, que ainda hoje sdo feitos na sua maioria com anti-inflamatorios, que nao sao

efetivos para dores severas, sendo indicado o uso de opidides.

O uso de opidides agonistas em equinos ainda € restrito devido aos efeitos
adversos observados como excitacdo (TOBIN, 1979a; TOBIN, 1979b, CARREGARO et
al., 2006). Existe a possibilidade de associagdo aos sedativos agonistas alfa2-
adrenérgicos, mas essa associacdo pode causar efeitos adversos duradouros como
hipomotilidade (CRUZ et al., 2011). A administracdo oral é outra alternativa ao uso dessa
classe farmacoldgica em humanos, e que pode ser uma vantajosa via para a terapia

antalgica nos equinos, sendo descrita por GUEDES et al. (2012; 2014).

A expressdo da Gp-P pelo gene de resisténcia a multiplas drogas (MDR1) pode
causar variabilidade na absorcdo oral de opidides. A expressao desta proteina no intestino
de equinos foi descrita como uma barreira para a absorcéo de opidides como a metadona
(LINARDI et al., 2012).

3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo demonstrar a presenca do gene MDR1,
através de cDNA, além de investigar as alteraces fisiologicas e o efeito analgésico do
cloridrato de tramadol administrado por via oral através de sonda nasogastrica em equinos
e ainterferéncia da Gp-P. Ademais, visou-se avaliar o efeito da ivermectina como inibidor

da Gp-P em equinos genotipicamente normais para o gene MDRL.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Introducao

A natureza de trabalho, anatomia, peso, tamanho e velocidade dos equinos
propiciam a inimeras patologias ortopédicas como tendinites, artrites e micro fraturas o
que, dependendo da situacao, incapacita-os a atividade requerida. Em muitos casos ndo
ha sinais clinicos evidentes de desconforto. Com isso, ha falha no tratamento e
consequente agravamento do quadro (RAEKALLIO et al., 1997; HELLEBREKERS,
2002). As desordens musculoesqueléticas sdo as maiores responsaveis pela perda de
performance nos equinos e pelos gastos significativos de dinheiro despendidos em
diagnostico e tentativas de tratamento. A inflamacgéo e a dor sdo as consequéncias mais
importantes relacionadas as injarias musculoesqueléticas (HELLYER et al., 2007).

A dor é uma experiéncia complexa, a qual € normalmente ativada pela ativacao
de nociceptores, 0s quais sdo responsaveis pelo envio da sinalizacdo periférica para a
medula espinhal e cérebro, produzindo dessa forma respostas que avisam e protegem o
organismo de lesdes tissulares, mantendo assim a integridade e sobrevivéncia (MUIR,
2010). Diversos fatores podem influenciar a expressdo e a experiéncia da dor, e dentre
eles podemos citar a espécie, raca e variacao individual, ambiente e farmacos empregados
(FLECKNELL, 2000). Reconhecer e tratar a resposta a dor, ndo é apenas desejavel para
aliviar o sofrimento, como para evitar as respostas deletérias da mesma sobre o organismo
(BAMBERGER et al., 1994).

As abordagens farmacol6gicas para o tratamento da dor em equinos, devem se
basear no mecanismo de agdo do farmaco e selecionadas o para objetivo especifico, como
inflamacdo ou les&o neural, para razGes especificas (central ou periférica), de acordo com

a severidade (leve, moderada ou severa) e tipo de dor (somatica ou visceral), e formulada
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para que se consiga 0 maior grau de sucesso possivel, empregando dessa forma a
analgesia multimodal, analgesia preventiva ou o resgate (MUIR, 2010).

Ainda hoje, a dor em equinos € tratada basicamente com farmacos de propriedades
anti-inflamatorias, os quais ndo sdo efetivos para o controle da dor moderada a severa.
Embora os opidides sejam considerados as substancias analgésicas mais potentes para
equinos, seu uso é limitado nesta espécie devido ao risco de efeitos adversos como
excitacdo quando administrados pela via intravenosa (KAMERLING, 1998) e
hipomotilidade (CARREGARO et al., 2006; CRUZ et al., 2011).

De acordo com Valverde & Gunkel (2005), a excitacdo é observada quando os
opioides sdo administrados isoladamente e em animais sem dor. Segundo Tobin et al.
(1979a, b) os opioides agonistas puros como, morfina, apomorfina e principalmente o
fentanil podem provocar excitacdo, comprovada pela intensa atividade locomotora. A
utilizacdo de agonistas puros mais recentes também demonstrou 0 mesmo efeito,
inviabilizando o uso isolado na maioria das situacbes (MAMA et al., 1993; PASCOE et
al., 1993; HARKINS et al., 1997).

Atualmente, o reconhecimento e o correto manejo da dor em equinos, permanece
um desafio apesar do grande nimero de estudos realizados nos ultimos anos (SANCHES
& ROBERTSON, 2014). Um dos pontos desfavordveis para essa expansao esta na
dificuldade de caracterizagdo do processo nociceptivo. A falta de familiaridade com a
especie em questdo também contribui para tal fato (FLECKNELL, 1994; OTTO &
SHORT, 1998; SHORT, 1998). Ademais, existem diversas particularidades entre as
especies em relacdo ao comportamento; diferencas essas que interferem diretamente na
maneira em como cada animal responde ao processo doloroso, assim como a abordagem

do clinico em cada situacdo (VALVERDE & GUNKEL, 2005).
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A administracdo epidural de opioides hiperbaricos em equinos, apresenta-se como
uma via segura e eficaz na terapia antalgica, ndo havendo aparecimento de efeitos
cardiovasculares, respiratorios ou na atividade locomotora significativos, observados na
administracao sisttmica (NATALINI et al., 2006). A administracdo oral de opidides vem
sendo pesquisada como uma possivel via de administracdo em equinos, embora mais
estudos sejam necessarios para a correta avaliacdo farmacocinética e farmacodinamica de
tais substancias na espécie (GIORGI et al., 2007; SHILO et al., 2007; LINARDI et al,
2009; GUEDES et al., 2014).

O uso de opidides em equinos pode ser justificado quando os beneficios de suas
caracteristicas analgésicas e sedativas prevalecerem sobre as desvantagens dos efeitos
colaterais (CLUTTON, 2010). Infelizmente, ainda ha restricdo de alguns agentes
analgeésicos atualmente disponiveis devido a eficcia limitada e risco de efeitos colaterais
indesejaveis, comprometendo dessa maneira uma analgesia eficaz para o tratamento da
dor aguda ou cronica em equinos (CLARKE & PATON, 1988; BENNETT & STEFFEY,

2002; KNYCH et al., 2013a).

4.2 Tramadol

O cloridrato de tramadol (cloridrato (1RS, 2RS)-2-[(di-metilamino)-metil]-1-(3-
metoxifenil)-ciclohexanol) é um analgésico de agdo central (GIORGI et al., 2007),
analogo sintético da codeina e morfina (SHIPTON, 2000), sendo usado como analgésico
ha duas décadas em humanos (DE LEO, 2009; BASTAM I et al., 2014), e diversos estudos
vem sendo realizados em equinos, avaliando a sua farmacocinética e seu efeito analgésico
(GIORGI et al., 2007; SHILO et al., 2007; DE LEO et al., 2009; GUEDES et al., 2014;
FRANCO et al., 2014).

Ao contrario de outros opidides agonistas, o tramadol ndo é revertido totalmente

pelo uso da naloxona, um antagonista opidide, fato que sugere outro mecanismo de agéo
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(LEE et al., 1993). O tramadol se liga a receptores opidides OP3 e delta (6 ou OP1), além
de possuir efeito pela interferéncia com a liberacdo e recaptacdo neuronal de

noradrenalina e serotonina nas vias inibitdrias descendentes (GIORGI et al., 2009a).

O cloridrato de tramadol é comercializado em uma mistura racémica, sendo
relatado que seus enantidmeros possuem atividades diferentes em humanos (SHILO et
al., 2007). O tramadol (-) parece ter 10 vezes a poténcia do tramadol (+) quanto a inibi¢do
da captacdo de noradrenalina, estimulando receptores a2 adrenérgicos, enquanto o
tramadol (+) possui maior afinidade pelo receptor OP3 e inibi a captacdo de serotonina
quatro vezes mais do que o tramadol (-), agindo de maneira sinérgica, aumentando o efeito
analgésico, mas sem aumentar os efeitos colaterais (PAAR et al., 1992; RAFFA et al.,

1993).

Assim como a codeina, o tramadol tem uma substituicdo metil na metade fenodlica
da estrutura da morfina, podendo explicar sua relativa baixa afinidade por receptores
opidides (RAFFA et al., 1992). O tramadol possui seletividade por receptores mu (OP3)
sendo que o seu principal metabdlito, O-desmetiltramadol (M1), possui maior afinidade

para receptores opidides do que o tramadol (VLASE et al., 2008).

Figura 1: Estrutura quimica da morfina (esquerda), codeina (centro), tramadol e O-
desmetiltramadol (direita).

Sua ligacdo com receptores opioides inibe a neurotransmissdo dos neur6nios

aferentes primarios (sensitivos), sendo mediados pela interacdo com os canais de potassio
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(K*) e célcio (Ca?") na membrana celular neuronal, prolongando a abertura dos canais de
K*, hiperpolarizando a membrana ou inibindo a abertura dos canais de Ca?*, impedindo

a liberagédo do neurotransmissor (WEBSTER, 2005).

O seu efeito analgeésico clinico esta estreitamente relacionado ao seu metabolismo,
devido a diferente atividade analgésica de seus metabdlitos, sendo citado 0 M1 como seu
principal metabdlito e 300 vezes mais potente para o receptor OP3 do que o tramadol
(GARCIA-QUETGLAS et al.,, 2007; GIORGI et al., 2009a). A farmacocinética do
tramadol tem sido investigado em diversas espécies animais (WU et al., 2001; TAO et
al., 2002; KUKANICH & PAPICH, 2004; GIORGI et al., 2009 a,b) e em humanos (WU
et al., 2002), indicando diferencas interespécies na biotransformacdo (GIORGI et al.,

2006).

Primeiramente, ocorrem as reacbes de fase | (O- e N-desmetilacdo)
principalmente, produzindo 11 metabdlitos e posteriormente as reacbes de fase Il
(conjugacao dos compostos O- e N-desmetilados), produzindo 12 metabdlitos (LINTZ et
al., 1981; WU et al., 2002; DICKMAN, 2007). Outros principais metabolitos com
caracteristicas analgésicas encontrados sdo o N-desmetiltramadol (M2), e em menor
propor¢do N, N-didesmetiltramadol (M3), N, N, O-tridesmetiltramadol (M4) e N, O-
desmetiltramadol (M5). Em estudo realizado com a administragdo intravenosa dos
metabolitos M1 e M5 do tramadol, notou-se que M1, mas ndo M5 produziu efeito
antinociceptivo intenso, indicando que M5 ndo penetra facilmente a barreira

hematoencefalica (KOGEL, 1999).

Em humanos, a principal via metabolica é a O-desmetilacdo (M1) catalisada pela

isoenzima citocromo P450 (CYP) 2D6 e N-desmetilagdo pela CYP 2B6, e 3A4 (M2)
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também primariamente envolvida na formacdo do M5 e M3, respectivamente (DE LEO

et al., 2009).
CYP2DE M. — glicuronideo (M,:)
O-desmetilag8o
N, N-didesmetiltramadol (M3) ———— O, N, N-tridesmetiltramadol (M.}
EYPaAL CYP3A4
e CYP2D6 cvpaBs
N-desmetilag3o O-desmetilacio N-desmetilagéo
N-desmetiltramadal (M) — O, N- didesmetiltramadol (M;)
CYP3A4 4- hidroxi-ciclohexil-tramadol (M) M- sulfato (M,,)
CYP2B6
N-desmetilagio Oxidagdo Ciclohexenol
TRAMADOL CYP3A4
CYP2B6
CYP2D6 N-desmetilacdo
CYP2B6
O-desmetilacdo
O-desmetiltramadol (M,)
Glicuronizagdo Sulfuracdo
M, — glicuronideo(M;;) Hidroxi—M; (M3,) M, sulfato (M)

Figura 2: Principais vias do metabolismo do cloridrato de tramadol e principais
compostos em humanos (Adaptado e Traduzido de Leppert, 2011).

Em equinos o metabolismo também é hepético (STEWART et al., 2011), e
também produzindo ao menos cinco metabdlitos (GIORGI et al., 2007; DE LEO et al.,
2009). Estudos recentes tém demonstrado que os equinos produzem mais M1, do que M2,

mas que M1 é substancialmente e rapidamente conjugado (KNYCH et al., 2013a, b).

Diversos farmacos empregados em equinos sdo substratos para as isoenzimas do
CYP 450. Em mamiferos, as familias 1-3 das enzimas do CYP450, constituem

aproximadamente 50% do total, sendo consideradas enzimas metabolizadoras de
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xenobidticos (NEBERT & RUSSELL, 2002). As CYPs sdo expressas principalmente no
figado, mas diversas enzimas sdo expressas em tecidos extra-hepaticos, como intestino e
trato respiratdrio, os quais, particularmente, estdo em contato direto com xenobidticos
(DING & KAMINSKY, 2003; TYDEN et al., 2014). Foram clonadas e funcionalmente
caracterizadas, trés familias do CYP450 em equinos, CYP2D50, CYP2C92 e CYP3A96,
sendo relatado diferencas na capacidade metabdlica dessas enzimas quando comparado
com as enzimas ortologas em humanos, CYP2D6, CYP2C9 e CYP3A4, de
aproximadamente 20 — 180 vezes menor (KNYCH & STANLEY, 2008; KNYCH et al.,

2009; KNYCH; McKEMIE & STANLEY, 2010).

De acordo com Tydén et al. (2014), a expressao das enzimas da CYP no intestino
delgado de equinos é maior que no intestino grosso, mas para a CYP2D; CYPZE, a
expressao genica foi menor, quando comparada as outras enzimas CYP1A; CYP2C e
praticamente ausente para CYP2A. E no figado, a isoenzima CYP2D, a qual é
considerada responsavel pela biotransformacdo do tramadol, tem baixa expressao genica

em equinos.

O modelo de dor empregado e a via de administracdo do tramadol também parece
ter influéncia nos efeitos analgésicos observados (FRANCO et al., 2014). Em um estudo
realizado por Mastrocinque & Fantoni (2003), foi realizado a comparacéo entre tramadol
(2mg/kg) e morfina (0,2mg/kg) por via intravenosa como analgésico pds operatorio em
cadelas submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH), e os autores concluiram que a
analgesia do tramadol foi equivalente a morfina. Quando empregado por via epidural em
equinos, o tramadol mostrou eficicia produzindo analgesia inferior e de menor duragéo
gue a morfina, mas com menor periodo de laténcia (NATALINI & ROBINSON, 2000).

Por outro lado, quando do emprego do tramadol por via intravenosa e na dose de 2mg/kg,
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0 mesmo nao produziu efeito analgésico em equinos submetidos a estimulo térmico

(DHANJAL et al., 2009).

Em outro estudo com equinos, a administracdo por via oral de altas doses de
tramadol (3, 6 e 9mg/kg), ndo produziu alteracbes no sistema respiratorio e
cardiovascular, e na atividade locomotora, atingindo concentracdo plasmatica de 107 —
343ng/ml com a maior dose (KNYCH et al., 2013a). Estudo recente de KNYCH et al.
(2013b) em equinos, os mesmos utilizaram doses de 0,5 a 3mg/kg por via intravenosa,
observando uma concentracdo plasmatica superior a aquela necessaria para analgesia em
humanos. De acordo com LEWIS & HAN (1997), a concentragdo plasmatica terapéutica

efetiva do tramadol esta entre 100 e 300ng/ml, em humanos.

Em humanos, o tramadol é rapidamente absorvido e quase por completo,
apresentando uma biodisponibilidade de 68% apds administracdo oral Unica, e de 90 -
100% apo6s mdaltiplas administracdes, com o pico de concentracdo plasmatica alcancada
em 2 horas (LEWIS & HAN, 1997; VLASE et al., 2008), e aproximadamente 10 a 30%
é excretada na forma inalterada pela urina (GROND et al., 1999). A biodisponibilidade
reduzida ap6s administracdo oral do tramadol, se deve ao efeito de primeira passagem
hepéatico (NOBILIS et al., 2002), o qual € de 20 — 30% em humanos (LINTZ et al., 1986).
Em outro estudo, notou-se que ap6s administragdo retal a extensdo da biodisponibilidade
aumentou para 77% e para 100% apds administracdo intramuscular (SCOTT & PERRY,

2000).

A biodisponibilidade do tramadol em equinos ap6s a administracdo oral, foi muito
baixa, o que poderia excluir esta via de administragéo na espécie, além de existirem dados
conflitantes entre alguns estudos. Existem alguns fatores, como a interacdo farmaco-

alimento, descrito para diversos farmacos (BOGAN et al., 1984; LEES et al., 1988), que
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poderiam afetar a biodisponibilidade do tramadol. Entretanto, quando foi realizado jejum
de 12 horas anterior a administracdo oral de 2 mg/kg de tramadol, com a finalidade de se
evitar a interacdo com alimento, a concentracdo plasmatica do tramadol foi muito baixa
(33+£21 ng/ml) apresentando uma biodisponibilidade de 3 + 2% (SHILO et al., 2007), ja
em outro estudo, a biodisponibilidade encontrada foi de 84,6%, quando empregada a dose

de 5mg/kg em equinos sem jejum (GIORGI et al., 2007).

A concentracdo plasmatica minima efetiva em humanos para o tramadol e O-
desmetiltramadol (M1), é de 298 (x171) — 590 (+410) e 39,6 (+29,5) — 84 (+ 34) ng/ml,
respectivamente no pds-operatério (LEHMANN et al., 1990). Em equinos, apés
administracdo oral, a concentracdo plasmatica nao ultrapassou 30 ng/ml (SHILO et al.,
2007), em asininos, a concentracdo plasmatica maxima do tramadol (2,5mg/kg) apos
administracdo oral foi de 2817 + 441 ng/ml e para 0 M2 foi de 571 + 298 ng/ml (GIORGI

et al, 2009b), demonstrando diferencas entre as espécies.

A eficacia do tramadol ndo é muito diferente de outros farmacos com mecanismo
de acdo similar, como a buprenorfina (BONO & CUFFARI, 1997), mas com menor
incidéncia de efeitos colaterais no sistema respiratorio (VALLE et al., 1999). Por possuir
atividade em receptores opidides my, o tramadol reduz a sensibilidade ao dioxido de
carbono (CO2) no tronco cerebral, mas ndo deprime a resposta ventilatoria a hipoxia e
acredita-se ndo causar depressdo respiratoria significante nas doses recomendadas

(NIEUWENHULUJS et al., 2001).

Esses achados, sugerem um outro mecanismo limitante da absorcéo do tramadol
por essa via. Em humanos, hé relato de que o tramadol é substrato para a Gp-P (SLANAR,

2007), o que pode ser fator limitante na absorcédo do tramadol.
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4.3. Gene de Resisténcia a Mdltiplas Drogas (MDR) e Glicoproteina P

A eficécia de diversos fa&rmacos depende da sua habilidade de atravessar a barreira
celular, e desta forma alcancar seu local de acdo. Farmacos lipofilicos podem cruzar as
barreiras bioldgicas na auséncia de sistemas de transportes especializados, ja que se
difundem livremente através da membrana plasmatica. De maneira inversa, cCompostos
hidrofilicos e carregados eletricamente geralmente necessitam de mecanismos de
transportes para facilitar a passagem transcelular e captacéo celular, entretanto, a extensao
da acumulacdo do farmaco no tecido ndo depende exclusivamente da sua habilidade de
entrar na célula e sim em sua tendéncia de sair (CHAN et al., 2004).

Diversos fatores podem alterar a farmacocinética de um farmaco, interferindo na
absorcéo, distribuicéo, biotransformacdo e excrecdo. Dentre os principais fatores que
alteram a absorcéo na luz intestinal ou a capacidade dos farmacos em atravessarem as
barreiras hematoencefalica e hematoplacentéria, estdo as propriedades fisico-quimicas do
medicamento (pKa, peso molecular, lipossolubilidade, solubilidade, ionizacdo) e fatores
bioldgicos (tempo de esvaziamento gastrico e intestinal, pH, perfusdo sanguinea das
mucosas, ligacao proteica) (LIN & YAMAZAKI, 2003). Outro fator limitante que possuli
um papel extremamente importante na absorcdo e na acumulacdo dos farmacos, séo as
bombas de efluxo, que podem conferir resisténcia a diversas substancias potencialmente
toxicas ao organismo (CHAN et al., 2004).

A disposigdo farmacoldgica em equinos, € muitas vezes imprevisivel devido aos
fatores que contribuem para o fato de xenobiéticos ndo serem bem caracterizados, tendo
como exemplo a absorcdo oral de diversos farmacos, como antimicrobianos e anti-
histaminicos, possuindo relatos de serem pobremente absorvidos em equinos quando
comparado a outras espécies (TORNEKE et al., 2003; DAVIS et al., 2006; OLSEN et al.,

2007).
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Além dos fatores ja descritos na literatura capazes de influenciar a variabilidade
interindividual relacionada a farmacocinética e farmacodindmica de determinados
farmacos (MIZUNO et al., 2003; SUN et al., 2004), o gene de resisténcia mdultipla a
drogas (MDR1), identificado em varias espécies animais e no homem, também participa
dos processos da absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo, alterando a
disponibilidade de farmacos. O MDR1 expressa uma proteina de membrana denominada
glicoproteina P (Gp-P), a qual é considerada um dos maiores determinantes de variacdo
da absorcéo oral e biodisponibilidade de diversos farmacos (CUMMINS et al., 2003). A
influéncia da presenca deste gene MDR1 e da expressdo da Gp-P, tem sido demonstrada
por diversos estudos in vitro e in vivo (XIE et al., 1999; WANG et al., 2004).

O gene de resisténcia a multiplas drogas, membro da superfamilia adenosina
trifosfato (ATP)- “binding cassete” (ALLER et al., 2009), também conhecido como gene
ABCBL, codifica uma bomba proteica de efluxo transmembrana de 170kDa, chamada
Gp-P (MEALEY, 2004), tendo aproximadamente 1280 aminoacidos (CORNWELL,
1991). Em 1976, Juliano e Ling conseguiram isolar uma glicoproteina de membrana em
células ovarianas de hamster chinés resistentes a colchicina, sendo a primeira descricao
da Gp-P.

A familia ABCB da superfamilia de transportadores ABC (ATP-binding cassete),
representam a maior familia de transportadores de membrana. Estas proteinas sao
expressas nos mais diversos organismos animais e vegetais (GUTMANN et al., 2009),
sendo que ja foram descritos cerca de 50 transportadores da superfamilia ABC em
humanos (DEAN et al., 2001). O transporte de substancias contra o gradiente de
concentracgéo realizado pelos transportadores ABC, € realizado com uso de energia pela

hidrolise de ATP, tendo como substratos diversas substancias, dentre elas ions,
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aminoéacidos, carboidratos, peptideos, proteinas e fosfolipidios. Dentre os transportadores
desta superfamilia, a Gp-P ¢ a principal transportadora (COUTURE et al., 2006).

A Gp-P funciona como uma bomba de efluxo celular, de maneira que, transporta
ativamente xenobidticos do meio intracelular para o extracelular, sendo a energia
proveniente da hidrolise do ATP permitindo o transporte contra gradiente de concentracdo
(CORNWELL, 1991). A Gp-P possui ampla especificidade para substratos e transporta
uma gama de farmacos, incluindo anti-histaminicos, opioides, imunossupressores e
antimicrobianos, antiparasitarios e anti-neoplésicos (TYDEN et al., 2008).

Internamente, a Gp-P possui uma grande cavidade que fica aberta para o
citoplasma e para a camada lipidica interna da membrana. Existem dois portais na
proteina, que sdo locais de ligacdo para os substratos serem transportados. A proteina
permite acesso de substratos hidrofobicos diretamente da membrana, durante sua difusédo
para o interior da célula (ALLER et al., 2009). De maneira similar, substancias anfipaticas
também sdo interceptadas durante sua passagem pela membrana celular, sendo removidas
da célula antes mesmo de atingirem o citoplasma. Esse mecanismo propicia um acumulo
das substancias transportadas na interface lipidio-agua da porcdo externa da membrana
(GUTMANN et al., 2009).

A Gp-P pode interagir com diversos compostos estruturalmente diferentes,
sugerindo multiplos sitios de ligacdo. De acordo com as interacdes, estes compostos
podem ser classificados de trés maneiras: substratos, inibidores e moduladores. Os
substratos, sdo aqueles ativamente transportados pela Gp-P, engquanto aqueles que
comprometem a fungéo de transporte sdo classificados como inibidores. Os substratos
moduladores ndo interagem com 0s mesmos sitios de ligacao dos substratos, mas reduzem
a afinidade dos substratos a proteina, sendo efeito biologico dos inibidores e moduladores

muito similar (CHEN et al., 2012).
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O verapamil é um substrato para o transportador e inibem a funcéo de transporte
de modo competitivo sem interromper o ciclo catalitico da Gp-P. Outros agentes
moduladores, como a ciclosporina A, inibem o transporte por interferirem com o
reconhecimento do substrato e a hidrolise de ATP. Pelo fato de alguns farmacos
inibidores serem substratos para a bomba, altas concentrac@es destes compostos podem
ser necessarias para permitir o acumulo de drogas citotoxicas em células que
“superexpressam” a Gp-P (MORINI et al., 2008).

Alguns protocolos quimioterdpicos fazem uso desse principio, utilizando
concomitantemente farmacos inibidores, como a ivermectina, aumentando a
concentracdo do farmaco na célula tumoral (POULIOT et al., 1997). A poténcia dos
inibidores normalmente depende da droga citotoxica para a qual a resisténcia esta sendo
sensibilizada (MORINI et al., 2008). Em um estudo realizado por Kukanich et al. (2005),
foi utilizado o cetoconazol como inibidor da Gp-P na administracdo de metadona, a qual
é substrato, e este mostrou-se fraco inibidor, elevando a absorc¢éo de metadona em apenas
um dos cées experimentais.

Existe uma diversa gama de substratos para a Gp-P, tdo pequenos quanto 330
daltons (Da) até 4000 Da, incluindo antiparasitéarios, antineoplasicos, glicocorticoides,
analgésicos e glicosideos cardiacos (BAARS et al., 2008). A maioria dos substratos para
a Gp-P séo hidrofdbicos, sendo que varios possuem anéis aromaticos (ALLER et al.,
2009). A relevancia da Gp-P na farmacocinética e disposicao de diversos farmacos, séo
demonstrados em estudos, pois sua expressdo limita o acesso das medicagfes ao tecido
alvo e interfere com a absorcdo intestinal quando administrados pela via oral (MEALEY,
2004; KUKANICH et al., 2005).

Normalmente, a Gp-P € expressa em varios tecidos dos mamiferos,

principalmente 6rgdos excretores, que inclui intestinos (LI et al., 1999), figado, rins e
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barreira hematoencefalica, atuando como um mecanismo de protecdo contra xenobioticos
(CORDON-CARDO et al., 1989). Alterando assim, a farmacocinética dos farmacos pelo
aumento ou facilitacdo da excrecdo do farmaco ou na disponibilidade para a
biotransformacdo (FARDEL et al., 1996; ZHOU, 2008).

Conforme a localizagdo anatdmica, a funcdo da Gp-P pode ocorrer em trés
estagios: 1 — a Gp-P limita a absorcdo de farmacos administrados por via oral, por sua
expressao nos enteracitos; 2 —apds absor¢do do farmaco, a Gp-P promove sua eliminagéo
pela bile ou rins, por sua expressdo nas membranas dos canaliculos biliares e na
membrana luminal do tabulo proximal dos néfrons; 3 — uma vez atingida a célula alvo, a
Gp-P limita a concentracdo do farmaco nas células (FROMM, 2004)

E conhecido que a Gp-P pode apresentar maior influéncia em todos os aspectos
da disposicdo dos farmacos, dependendo do farmaco envolvido (MEALEY, 2004). A
maioria dos farmacos envolvidos no MDR séo produtos naturais derivados de plantas ou
derivados sintéticos de compostos naturais e micro-organismos, com diversas estruturas
quimicas, mas que comumente apresentam uma regido hidrofébica e carga positiva em
pH fisioldgico (FARDEL et al., 1996).

Estudos demonstram que a maioria dos compostos que ndo séo substratos da Gp-
P possuem em sua estrutura até quatro aceptores de ligacGes de hidrogénio (N+0O), peso
molecular de até 400 KDa e possuem pKa menor que 8 (KERNS & DI, 2008). De acordo
com Takano et al. (2006) os compostos que apresentam duas de quatro das seguintes
caracteristicas tem pobre absorcéo intestinal: peso molecular maior que 500; numero de
doadores de hidrogénio maior que 5 (grupo O-H ou N-H); nimero de aceptores de
hidrogénio maior que 10 (O ou H) e pKa maior que 5. Devido as caracteristicas do
tramadol, 0 mesmo € substrato para a Gp-P afetando a sua farmacocinéetica em humanos

(SLANAR et al., 2007).
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Ademais, devido a sua alta expressao na mucosa intestinal, a Gp-P funciona como
uma barreira primaria para a absorcdo de farmacos no intestino delgado, limitando dessa
forma, a biodisponibilidade (BOUER et al., 1999; DEY et al., 2003; TAKANO et al.,
2006). Por estarem presentes na membrana apical dos enterdcitos, a Gp-P atua como uma
bomba de efluxo ATP-dependente, secretando ativamente diversos compostos das células
intestinais novamente para o limen (FARDEL et al., 1996; TAKANO et al., 2006).

O impacto clinico da Gp-P como proteina de transporte é amplamente reconhecido
em animais (ZHOU, 2008) e sua regulacdo in vivo sugere mecanismos espécies
especificos (FARDEL et al., 1996). Diferentes fatores podem alterar sua expressao e
funcdo, incluindo sinais fisiologicos, compostos enddgenos, condi¢Ges patologicas e
fatores externos (ZHOU, 2008).

O interesse clinico nesta proteina tem aumentado devido aos mecanismos de
superexpressdo relacionados a resisténcia aos quimioterapicos, analgésicos e outras
substancias, influenciando a resposta terapéutica (XIE et al., 1999; SUN et al., 2004). A
inibicdo farmacoldgica da Gp-P testada em camundongos, homens e cées, demonstrou
melhora na biodisponibilidade oral de farmacos substratos da proteina (THOMPSON,
2000; MEALEY, 2004).

Da mesma forma, a funcéo alterada do gene MDRL1 e da Gp-P também pode ser
negativa clinicamente. A funcédo alterada da Gp-P nédo esta associada a caracteristicas
fenotipicas, e sim a deficiéncia, polimorfismo ou na mutacdo do gene MDR1, podendo
aumentar as concentracdes plasmaticas de farmacos, causar intoxicacOes e
susceptibilidade a doencas (MEALEY, 2004). Mutacdes tem sido identificada em cées,
mas ainda nao se tem nenhum relato de altera¢Ges do gene MDR1 e Gp-P em equinos. O

gene MDR1 e a sua expressao, tem sido estudado no sistema digestério, buscando assim
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determinar o impacto da presenca da Gp-P na absorcdo, disponibilidade e efeitos de

alguns farmacos (LINARDI, 2012).

5. Artigo

Administracao do tramadol via nasogastrica e seus efeitos em equinos submetidos

a ivermectina como inibidor da Gp-p entérica
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Tramadol administration by nasogastric route and its effects in horses submitted to

ivermectin as enteric P-gp inhibitor

Fernando Silvério Ferreira da Cruz'; Claudio Correa Natalini''; Bruna Favieiro
Pellin de Molnar'"; Priscila Beatriz da Silva Serpa'''; Tainor de Mesquita

Tissoti'''; Monica Midon""; Flavio Desessards de La Corte'V

RESUMO

O estudo teve como objetivo detectar o gene MDR1 a partir do cDNA, e avaliar
as alteracdes fisioldgicas e o grau de claudicacdo em equinos recebendo tramadol e
submetidos a inibicdo da Gp-P entérica pela ivermectina. Seis equinos foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos, os quais receberam duas doses diferentes de tramadol por
sonda nasogastrica 1 mg/kg (GT1), 4 mg/kg (GT4) e recebendo tramadol 1mg/kg
associado a ivermectina 0,2mg/kg VO (GT1+lve), com intervalo de 1 semana entre eles.
Avaliou-se FC, f, motilidade intestinal, temperatura corp6rea e o grau de claudicagdo por
360 min. Os parametros hemogasométricos foram avaliados no momento 0, 60 min e 120
min. Nao foram observadas diferencas na FC e no grau de claudicacdo. Houve
hipomotilidade no GT1 e GT4 apenas ao final das avaliacGes e aumento da f em todos os
grupos. Conclui-se que a inibicdo da Gp-P entérica pela ivermectina ndo alterou os efeitos
do tramadol nas doses estudadas, sugerindo que 0 mesmo ndo é substrato para Gp-P, mas
estudos futuros devem ser realizados a fim de avaliar a interagdo da ivermectina como
inibidor da Gp-P na farmacocinética do tramadol.

Palavras-Chave: Tramadol; lvermectina; Glicoproteina P; Equinos; Claudicagdo
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This study aimed to detect the MDR1 gene from cDNA, evaluate the physiological effects
and the degree of lameness in horses produced by tramadol and submitted to inhibition
of P-Gp enteric by ivermectin. Six horses were randomly distributed into three groups,
which received two diferente doses of tramadol by nasogastric tube 1 mg/kg (GT1), 4
mg/kg (GT4) and receiving tramadol 1mg/kg associated with ivermectin 0.2 mg/kg PO
(GT1 + Ilve), with one week interval between. HR, RR, intestinal motility, body
temperature and the degree of lameness were evaluated for 360 min. The blood gas
parameters were evaluated at 0, 60 min and 120 min. There were no differences in HR
and degree of lameness. Hypomotility occurred in GT1 and GT4 only at the end of
evaluation period and RR increased in all groups. We conclude that inhibition of enteric
P-Gp by ivermectin did not alter the effects of tramadol, suggesting that it is not a
substrate for P-Gp, but future studies should be conducted to assess the interaction of
ivermectin as inhibitor of P-Gp on the pharmacokinetics of tramadol.

Key-Words: Tramadol; Ivermectin; P-Glycoptrotein; Horses; Lameness

INTRODUCAO
O cloridrato de tramadol (cloridrato (1RS, 2RS)-2-[(di-metilamino)-metil]-1-(3-

metoxifenil)-ciclohexanol) é um analgésico de acdo central (GIORGI et al., 2007),
analogo sintético da codeina e morfina (SHIPTON, 2000), sendo usado como analgésico
ha duas décadas em humanos (DE LEO, 2009). O seu efeito analgésico clinico esta
estreitamente relacionado ao seu metabolismo, devido a diferente atividade analgésica de
seus metabdlitos, sendo citado o O-desmetiltramadol (M1) como seu principal metabdlito
e 300 vezes mais potente para o receptor OP3 do que o tramadol (GIORGI et al., 2007).
A farmacocinética do tramadol tem sido investigado em diversas espécies animais (WU
etal., 2001; TAO et al., 2002; KUKANICH & PAPICH, 2004; GIORGI et al., 2009b) e
em humanos (WU et al., 2002), indicando diferencas interespécies na biotransformacéo
(GIORGI et al., 2007). Estudos recentes demonstraram que 0s equinos produzem mais
M1, do que M2, mas que M1 é substancialmente e rapidamente conjugado (KNYCH et

al., 2013a,b). Ademais, a biodisponibilidade do tramadol apds a administracdo oral em
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equinos, tem demonstrado resultados discrepantes, o que poderia excluir esta via de
administracdo na espécie. Essa diferenca, sugere um outro mecanismo limitante da
absorcédo do tramadol por essa via. Em humanos, ha relato de que o tramadol é substrato
para a Gp-P (SLANAR, 2007), o que pode ser fator limitante na absor¢é@o do tramadol. O
gene MDR1 expressa uma proteina de membrana denominada glicoproteina P (Gp-P), a
qual é considerada um dos maiores determinantes de variacdo da absorcdo oral e
biodisponibilidade de diversos farmacos (CUMMINS et al., 2003). A Gp-P funciona
como uma bomba de efluxo celular, de maneira que, transporta ativamente xenobidticos
do meio intracelular para o extracelular, sendo a energia proveniente da hidrélise do ATP
permitindo o transporte contra gradiente de concentracdo (CORNWELL, 1991). A Gp-P
possui ampla especificidade para substratos e transporta uma gama de farmacos,
incluindo  anti-histaminicos,  opidides,  imunossupressores,  antimicrobianos,
antiparasitarios e anti-neoplasicos (TYDEN et al., 2008). Alguns farmacos substratos
podem atuar como inibidores da Gp-P, por atuarem comprometendo a funcdo de
transporte, como a ivermectina (POULIOT et al., 1997). Normalmente, a Gp-P é expressa
em varios tecidos dos mamiferos, principalmente 6rgdos excretores, que inclui intestinos
(L1 et al., 1999), figado, rins e barreira hematoencefélica, atuando como um mecanismo
de protecdo contra xenobi6ticos (CORDON-CARDO et al., 1989), alterando assim, a
farmacocinética dos farmacos pelo aumento ou facilitacdo da excrecdo do farmaco ou na
disponibilidade para a biotransformagédo (ZHOU, 2008). Devido a sua alta expressdo na
mucosa intestinal, a Gp-P funciona como uma barreira primaria para a absorcao de
farmacos no intestino delgado, limitando dessa forma, a biodisponibilidade, secretando
ativamente diversos compostos das células intestinais novamente para o limen

(TAKANO et al., 2006). O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
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cloridrato de tramadol administrado por sonda nasogastrica em equinos submetidos a

inibicdo da Gp-P entérica.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em duas partes, o estudo in vitro e in vivo. O estudo in vitro
foi desenvolvido no Laboratério de Farmacogenética Animal do Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre-RS e o estudo
in vivo na Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre-RS. O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais

(CEUA) sob o protocolo de nimero 006/2013.

Animais - Seis equinos adultos (3 fémeas e 3 machos), sem raca definida, considerados
clinicamente sadios ap6s exame clinico e hemograma, pesando 447,5 + 68,3 foram
utilizados. Os animais ndo receberam nenhum tipo de medicacdo por um periodo de trés
semanas anterior ao experimento, sendo mantidos a pasto com capim ‘“coast-cross”
(Cynodon dactylon) e &gua ad libitum e, adicionalmente, fornecida ragdo comercial e
aveia, duas vezes ao dia, e feno de alfafa (Medicago Sativa) a noite. N&o foi realizado
jejum anterior ao experimento, mas durante a realizacdo do experimento os animais
permaneceram em jejum por duas horas. Os animais eram pesados no dia do experimento

a fim de se evitar alteracdes nas doses administradas.

Estudo In vitro

Extracdo RNAm e Deteccdo do Gene MDR1 (ABCBL1) - Para a extragdo de RNAm,

foram colhidos 5 ml de sangue da veia jugular esquerda ap6s antissepsia com alcool 70%,
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em tubo de ensaio vacutainer® com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) com
auxilio de agulha vacutainer® para coleta multipla 25x8 e posteriormente centrifugados
por 10 minutos a 4.000 rotacGes por minuto para separacdo da capa leucocitaria, a qual
foi aspirada em volume aproximado de 200ul. Apds a centrifugacdo, a amostra foi
processada de acordo com Kit®¥' comercial. Realizada a extragio de RNAm, as amostras
foram entdo convertidas em cDNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase — Transcriptase
Reversa (RT - PCR) utilizando kit"" de conversdo comercial e congeladas a -22°C para

posterior realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Reacdo em Cadeia da Polimerase - Para realizacdo do PCR foi preparado uma solugéo,
em volume total de 25 pl, onde foram adicionados 5 pl de DNA (=200ng), tampéo 1x
(20mM Tris-HCL ph 8,4, 50 mM KCI), 3 mM MgCI2, 0,4 mM dNTP, 0,4 ul de cada
primer e 1 U Taq DNA polimeraseY". Os primers utilizados foram desenvolvidos a partir
do cDNA descrito para equinos (NATALINI & LINARDI, 2005) onde: 5°- GGG ACA
AAA GGA GCG AGG GCA -3 (forward) e 5°- GAG CCC GGC GAG AGT AAG GC
-3" (reverse). A amostra foi entdo processada no termociclador® para amplificacdo do
DNA onde iniciava-se com um ciclo de desnaturacdo inicial de 94°C por 4 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, posterior anelamento a
58°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. A especificidade da amplificacédo foi
determinada por eletroforese em gel agarose 1% para confirmacéo da presenca do gene

MDRL1.

Estudo In vivo

V' Bencton & Dickison Diagnostics. S3o Paulo, SP, Brasil.

VI Promega Biotecnologia do Brasil. S30 Paulo, SP, Brasil.

VI'Invitrogen Life Technologies. Sdo Paulo, SP, Brasil.

Vi Tag DNA polymerase. Invitrogen — Thermo Fisher Scientific. Carlsbad, CA, USA.
X vVeriti® - Applied Biosystems — Life Technologies Corporation. Carlsbad, CA, USA.
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Delineamento Experimental — Os animais foram distribuidos em trés grupos
autocontroles, eliminando assim a variacdo individual. Desse modo, foram dispostos em
tratamento tramadol* 1 (GT1), onde os animais receberam 1 mg/kg de cloridrato de
tramadol e tratamento tramadol 4 (GT4) recebendo 4 mg/kg de cloridrato de tramadol e
tratamento tramadol mais ivermectina®' (GT1+lve), os quais receberam a dose de 1
mg/kg de cloridrato de tramadol acrescido da ivermectina na dose de 0,2 mg/kg
administrada via oral na forma de pasta, 24 horas antes a realizacdo do experimento. O
tramadol foi administrado em céapsulas por sonda nasogastrica, sendo posteriormente
realizada a administracdo de 500 ml de agua para lavagem da sonda. Os animais foram
dispostos nos grupos de modo aleatério e por sorteio, em um modelo “crossover”. O

intervalo entre tratamentos ndo foi inferior a sete dias.

Na manh& do experimento, 0s animais eram conduzidos ao tronco de contencéo e
monitorados, mensurando-se os parametros 30 minutos (-30) e imediatamente antes
(tempo 0) da administracdo de tramadol para determinacdo dos valores basais e aos
30min, 60min, 90min, 120min e a cada 60 min até 360 min. Os animais foram submetidos
a monitoracdo cardiorrespiratoria, onde a frequéncia (FC), em batimentos por minuto
(bpm), foi avaliada por estetoscopia entre 3° e 5° espaco intercostal. A frequéncia
respiratdria ( f) foi mensurada por visualizacdo do gradil costal, em movimentos por
minuto (mpm). Ademais, analisou-se 0s parametros hemogasométricos por meio de
coleta de sangue da artéria facial transversa. Para isso, foi realizada anestesia local com
lidocaina a 2% sem vasoconstritor*!" subcutanea e posteriormente aspirada uma amostra

de 1 ml de sangue, acondicionado em seringa de 1 ml previamente heparinizada.

X Tramal 50mg Capsulas — Searle Pakistan Ltda. Karachi, Pakistan.

X Eqvalan® pasta - Merial Satide Animal, Campinas, SP, Brasil.

X Xylestesin® 2% com vasoconstritor. Cristdlia Produtos Quimicos e Farmaceuticos LTDA. Itapira, SP,
Brasil.
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Imediatamente apos a colheita, as amostras foram analisadas e os valores obtidos por
meio de leitor hemogasométricoX", nos momentos 0, 60 e 120 minutos. Determinou-se
pH, tensdo arterial de CO. (PaCO.), tensdo arterial de O, (PaO.), saturacdo de
hemoglobina (Sa0O2) e concentraces de sédio (Na*), potassio (K*), calcio (Ca*™) e
bicarbonato (HCOz3). A avaliagdo da motilidade intestinal foi obtida por estetoscopia
abdominal. Para isso, o flanco lateral direito foi dividido em duas porc¢des, avaliando-se
a abertura da valvula ileo-cecal, na fossa paralombar (porcdo dorsal) e o colon ventral
direito, préximo ao rebordo das Ultimas trés costelas. No lado esquerdo, avaliou-se a
motilidade do célon dorsal, na por¢do caudal da fossa paralombar e o colon ventral, na

porcdo ventral do abdome.

Cada quadrante foi auscultado por no minimo um minuto, com um intervalo de
poucos segundos entre eles, sendo dada uma pontuacdo subjetiva para cada quadrante,
onde: (0 - auséncia de som; 1 - sons tipo crepitacdo, pouco audiveis e abafados, com
frequéncia de uma vez por minuto; 2 - sons tipo crepitacdo, pouco audiveis e abafados,
com frequéncia de duas vezes por minuto; 3 - sons tipo borborigmos, bem audiveis, com
frequéncia de uma vez por minuto; 4 - sons tipo borborigmos, bem audiveis, com
frequéncia maior que duas vezes por minuto). As auscultacdes foram realizadas por
apenas um individuo. Apds isso, as pontuac¢bes eram somadas, recebendo valores entre 0,

ou seja, parada completa dos movimentos intestinais, e 16, atestando motilidade normal.

A temperatura corporea foi mensurada através de termémetro digital®"V inserido
no reto, em graus Celsius (°C). O efeito analgésico do cloridrato de tramadol foi

mensurado através do modelo de dor solar, onde os animais foram ferrados em um

Xl STAT® - Abbott Point of Care Inc. Princeton, NJ, USA.
XV Bencton & Dickison Diagnostics. S3o Paulo, SP, Brasil.
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membro com ferradura modificada (Figura 16), de acordo com Schumacher et al. (2001),
e no outro com ferradura normal. A ferradura modificada continha uma barra soldada ao
bordo interno, ficando dessa maneira sobreposta a regido da ranilha, onde foram
realizados dois orificios com rosca para parafuso de 10 milimetros (mm) de diametro. Os
parafusos eram colocados na ferradura apenas no momento da avaliacdo, e entdo
aparafusados até encostarem a sola para avaliacdo do grau de claudica¢do nos momentos
0 min, 30min, 60min, 90min, 120min e a cada 60 min até 360 min, sendo apds removidos

apos cada avaliacéo.

O grau de claudicagdo foi avaliado com escala numérica de acordo com a
American Association of Equine Practioners (AAEP, 2006), onde: Grau 0: claudicacao
imperceptivel sob qualquer circunstancia; Grau 1: claudicacdo ndo observada ao passo,
dificilmente reconhecida ao trote; Grau 2: claudicacéo dificilmente reconhecida ao passo,
evidente ao trote em algumas situacgdes (circulos, inclinacdo, superficie duras); Grau 3:
claudicacdo 6bvia ao passo e ao trote em todas as situaces; Grau 4: claudicacdo grave,
acentuada inclinagdo cabega, passada presa eou encurtada; Grau 5: claudicacdo grave,

minima sustentacdo peso, inabilidade de locomocao.

Os animais eram filmados ao passo e ao trote sem a colocacao dos parafusos, para
posteriormente inducdo de claudicacdo, nivel 3, e novamente filmados para posterior
determinacéo do grau de claudicacdo por um observador com conhecimento na area, cego
ao estudo. Ao término dos momentos de avaliagdo, os animais eram inspecionados quanto
a sinais de claudicacdo e lesdes que poderiam ter sido causadas e prontamente tratadas,
alem da remogdo das ferraduras. O animal era ferrado somente no dia anterior ao

experimento.
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A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 4*'. Para
as variaveis paramétricas FC, f e pardmetros hemogasométricos empregou-se analise de
variancia (ANOVA) para amostras repetidas, com posterior teste de Dunnet para
comparagGes de médias dentro de cada grupo em relagdo ao tempo O minuto. Para
comparagdes entre 0s grupos, em cada momento, realizou-se ANOVA, seguido de teste
de Tukey. Para as varidveis ndo paramétricas foi utilizado ANOVA de duas vias para
mensuragdes repetidas e posterior teste de Wilcoxon e Bonferroni para amostras pareadas.
As diferencas foram consideradas significantes quando P<0,05. Todos os resultados
paramétricos estdo expressos em média + desvio padrdo. As pontuagdes correspondentes
a motilidade intestinal e ao grau de claudicacdo estdo expressas em mediana + intervalo

interquartil.

RESULTADOS

Em todos os animais, a presenga do gene MDR1 foi confirmada pela analise de

cDNA.

Né&o foram observados efeitos colaterais, como excitacdo, seda¢do ou aumento da
atividade locomotora, produzidos pela administracdo do tramadol. A frequéncia cardiaca
permaneceu inalterada por todo o periodo de avaliacdo, ndo apresentando diferencas. Para
frequéncia respiratoria foram observadas diferencas estatisticas em todos os grupos,
ocorrendo um leve aumento nos valores, quando comparados ao basal. Na comparacéo
entre os grupos, GT1 e GT4 n&o diferiram entre si em nenhum momento, enquanto

GT1+Ive diferiu de GT1 e GT4 entre 0 min e 240 min, como observado na tabela 1.

*V GraphPad Prism, GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA.
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Os sons gastrointestinais reduziram caracterizando hipomotilidade em GT1 e
GT4, sendo observado em GT1 dos 180 aos 360 min e em GT1+lve aos 240 e 360min,
quando comparados ao basal. Na avaliacdo intergrupos, 