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RESUMO

RESUMO

A P-glicoproteina (P-gp) é uma transportadora transmembrana de multiplos farmacos,
produto do gene MDR1 (ABCB1). A P-gp contribui para a funcao de barreira de varios tecidos
e orgaos, funcionando como uma bomba de efluxo para muitos substratos. Diminuicdo na
expressdo desta proteina é associada a sensibilidade a farmacos. Cées da linhagem dos Collies
possuem uma alta incidéncia de uma mutacdo no gene MDR1, denominada nt230(del4).
Animais homozigotos para a mutagdo apresentam a supressao total de uma P-gp funcional e um
animal heterozigoto apresenta uma maior sensibilidade para substratos da P-gp, devido a uma
diminuicdo na expressdo da mesma. Alguns farmacos opioides, como a morfina e a metadona,
foram identificados como substratos da P-gp. O tramadol € um dos analgésicos opioides mais
utilizados em cdes. No presente trabalho, a mutagdo MDR1 nt230(del4) foi analisada em vinte
cdes Collie, utilizando reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A identificacao foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida de alta resolucdo, sendo o resultado confirmado por
analise de sequénciamento de DNA. Como resultado, seis caes apresentaram normalidade nos
dois alelos e 14 apresentaram heterozigose para a mutacdo. Estes animais foram submetidos a
segunda fase do experimento, quando se administrou uma dose Unica de 100 mg de tramadol
oral de liberacdo prolongada (SR), objetivando investigar o tramadol como sendo substrato da
P-gp. Outro objetivo foi avaliar a farmacocinética deste tipo de formulacéo, pois ainda nao foi
estabelecida para cdes. A analise farmacocinética do tramadol foi realizada utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo por espectrometria de massas
para a determinacdo e quantificacdo de tramadol no soro canino. O analito e o padréao interno
foram extraidos do soro por método liquido-liquido. A separacdo cromatogréafica foi obtida a
partir de uma coluna analitica C18, mantida a 30°C, sob condicdes isocraticas de uma fase
moével constituida por uma mistura de acetonitrila e &cido formico a 0,1% (80:20). A
concentracdo de tramadol no soro foi maior do que o limite de quantificacdo (LOQ), em 17
caes. Os cées foram divididos em dois grupos, cdes normais (MDR1 +/+) e heterozigotos
(MDRL1 +/-). Os calculos farmacocinéticos para o tramadol oral SR obtiveram valores médios
de concentragcdo maxima no soro (Cmax) de 63,12 ng/mL + 33,35 para o grupo normal e 58,00
ng/mL £ 27,29 para o grupo heterozigoto. Tmax (tempo de concentracdo plasméatica maxima)
foi de 4 h para ambos os grupos e t %2 (meia-vida) foram 2,85 h + 1,61 e 2,81 + 1,46 h para 0s
cdes normais e heterozigotos, respectivamente. A area sob a curva (AUC) média para o
tramadol oral SR para o grupo normal e heterozigoto foram 350,20 + 216,61 e 312,15 £+ 155,43
ng.h/mL, respectivamente. A biodisponibilidade foi de 22% e 23% para 0S cdes normais e
heterozigotos, respectivamente. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em todos 0s
parametros farmacocinéticos. Os resultados sugerem que o tramadol ndo é um substrato da P-
gp. A quantidade de dados farmacocinéticos do tramadol oral na formulacdo de liberagdo
prolongada (SR) em cédes é escassa, sendo necessarios mais estudos farmacocinéticos e
farmacodindmicos para o tramadol oral de liberacdo prolongada em cdes para estabelecer
adequada dose e frequéncia de administracdo em caes.

Palavras-chave: MDR1, P-glicoproteina; mutacdo genatica; cdes; tramadol de liberacdo
sustentada.



ABSTRACT

ABSTRACT

The P-glycoprotein (P-gp) is a transmembrane multidrug transporter, product of the
MDR1 (ABCB1) gene. P-gp contributes to the barrier function of several tissues and organs,
acting as an efflux pump for many substrates. Decreased expression of this protein is associated
with sensitivity to drugs. Collie dogs have a high incidence of a mutation in MDR1 gene,
denominated MDR1 nt230 (del4). In homozygosis, this mutation results in the total absence of
a functional P-gp and a heterozygote animal presents a greater sensibility to P-gp substrates,
probably due to a decrease in the expression thereof. Some opioid drugs such as morphine and
methadone were identified as P-gp substrates. Tramadol is one of the most commonly opioid
used in dogs. In the present work MDR1nt230 (del4) mutation was analyzed in 20 healthy
Collie dogs using allele-specific polymerase chain reaction (PCR) method. Thereby, 6
homozygous intact and 14 heterozygous mutated MDR1 genotypes can be differentiated by
high resolution polyacrylamide gel electrophoresis, confirmed by DNA sequence analysis.
These animals underwent the second phase of the experiment, when a single oral administration
of 100 mg of sustained release (SR) tramadol was administrated to investigate the tramadol as
P-gp substrate. In addition, another aim was evaluate the pharmacokinetics of sustained release
formulation, which has not been established for dogs. Pharmacokinetic analysis of tramadol
was evaluated using high performance liquid chromatography (HPLC) with tandem mass
spectrometry for determination and quantification of tramadol in canine serum. The analyte and
internal standard (1S) were extracted from serum using liquid-liquid method. Chromatographic
separation was achieved on a C18 analytical column, kept at 30°C, under isocratic conditions
of a mobile phase consisted by a mixture of acetonitrile and water contained 0,1% formic acid
(80:20). Serum tramadol concentration was greater than the limit of quantification (LOQ) in 17
dogs. The dogs were divided into two groups, normal dogs (MDR1 +/+) and heterozygous
(MDR1 +/-) according to the MDR1 genotype. The median values of maximum serum
concentration (Cmax) were 63.13 ng/mL £ 33.35 for the normal group and 58.01 ng/mL £ 27.29
for the heterozygous group. Tmax (time to maximum serum concentration) was 4 h for both
groups and t % (half-life) were 2,85h = 1,61 e 2,81h + 1,46 for normal and heterozygous dogs,
respectively. The mean area-under-the-curve (AUC) values for the sustained release tramadol
compounds for the normal and heterozygous group were 350,20 £216,61 and 312,15 + 155,43
ng.h/mL, respectively. The bioavailability was 22% and 23% for normal and heterozygous dogs
respectively. There was no statistic difference between groups in all pharmacokinetics
parameters. The findings suggest that tramadol is not a P-gp substrate. The amount of
pharmacokinetics data of SR formulation of tramadol in dogs is sparse. Therefore, more studies
of oral SR tramadol in dogs are needed to establish appropriate dose and frequency of
administration in dogs.

Keywords: MDR1; P-glycoprotein; genetic mutation, dogs, sustained release tramadol.
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INTRODUCAO GERAL

A resposta de um individuo a determinado farmaco ird depender de diversos fatores
ambientais e genéticos, gerando variabilidade de resposta terapéutica. Tanto a resisténcia
quanto a sensibilidade a farmacos sdo problemas importantes na escolha do tratamento.
Individuos com maior resisténcia aos farmacos irdo responder menos ou até mesmo nao
responder ao tratamento, enquanto individuos com maior sensibilidade estardo mais sujeitos a
efeitos adversos e propensos a intoxicacdo. Enzimas metabolizadoras de farmacos, como
aquelas pertencentes ao complexo enzimatico P450, sdo muito estudadas devido a
polimorfismos identificados, que resultam em variagbes de diversas intensidades na
funcionalidade destas enzimas. Porém, nas Ultimas décadas, também tem recebido merecida
atencdo as proteinas de transporte de farmacos, em especial, a P- glicoproteina (P-gp)
(SHASTRY, 2006).

A P-gp é codificada pelo gene MDR1 e funciona como uma bomba de efluxo celular a
diferentes substancias em vérias espécies animais (DOIGE e AMES, 1993), possuindo um
amplo espectro de substratos (BAARS et al., 2008). Vérios estudos demonstram a relevancia
da P-gp na farmacocinética e disposi¢do de muitos farmacos, pois sua expressao limita o acesso
de medicagGes ao tecido alvo e interfere com a absorgéo intestinal, quando administrados pela
via oral (MEALEY, 2004; KUKANICH et al., 2005).

Mealey et al. (2001) identificaram uma mutacdo no gene MDR1 canino, denominada
MDR1 nt230 (del4). Cées da raga Collie possuem cerca de 80% da populagdo com pelo menos
um alelo mutante parao MDR1 (MEALEY, 2007). Os individuos homozigotos para a mutacao
ndo expressam a P-gp, e 0s heterozigotos apresentam baixa expresséo para a proteina. Este fato
justifica a utilizagdo de céaes Collie para o estudo da atividade da P-gp. A utilizacdo de caes
como modelo animal apresenta vantagens sobre camundongos e ratos por sua maior massa
corporal, facilitando a coleta de materiais sem a necessidade de morte dos animais. A maior
proximidade da espécie canina a espécie humana com relacdo a domesticacdo facilita a

manipulacéo e as observagdes clinicas (SAMPAOLESI et al., 2006).
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Slanar (2007) propds que o tramadol seria um possivel substrato da P-gp, sendo assim,
0 gene MDR1 influenciaria na sua absorcéo intestinal e biodisponibilidade. O tramadol é um
dos farmacos analgésicos mais utilizados no pos operatério em cdes (KUKANICH e PAPICH,
2004). Com o reconhecimento do processo doloroso em animais e a preocupagao com bem estar

animal, cresceu a preocupagdo com uma adequada avaliacdo da dor e promocdo de uma

analgesia eficaz nesses individuos (HANSEN, 2003).

Dor ¢ uma experiéncia subjetiva, caracterizada por uma percepgao fisica desagradavel
(LIVINGSTON, 2010). A dor sinaliza dano tecidual real ou potencial, que provoca a retirada
ou comportamento de recuperagdo. A dor ¢ fundamental e protetora, porém dependendo da
intensidade e duracdo, torna-se inadequada, levando a alteragdes fisioldgicas, alto grau de

sofrimento e ao possivel surgimento da dor cronica (La CROIX-FRALISH e MOGIL, 2009).

O conceito de dor em animais tem sido uma fonte de discussdes e debates. Os animais
apresentam respostas aversivas a estimulos nocivos. Para a maioria dos veterinarios e das
pessoas que convivem de maneira proxima aos animais é claramente percebido que os animais
demonstram sofrimento de maneira muito semelhante a experiéncia humana da dor. A partir de
perspectivas anatdmicas e fisioldgicas, todos 0s animais tém o0s receptores necessarios, nervos,
neurotransmissores e anatomia comparativa do sistema nervoso central para ser capaz de

experimentar o que os seres humanos descrevem como dor (LIVINGSTON, 2010).

Muitos analgésicos sdo considerados efetivos para o controle da dor em cées.
Anestésicos locais, opioides, anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), assim como outros
analgeésicos utilizados em humanos sdo efetivos para o uso em animais (MATHEWS, 2000),
porém existem varias razfes para a limitacdo de uso, como seus importantes efeitos colaterais,

principalmente quando utilizados cronicamente (McMILLAN et al., 2008).

O tramadol é um analgésico sintético de acdo central, andlogo & morfina, tendo como
vantagem ndo apresentar a mesma gama de efeitos adversos. E utilizado na medicina humana
desde 1977 e foi introduzido como analgésico na medicina veterinaria na década de 1990
(GIORGI et al., 2009c; KUKANICH e PAPICH, 2004; McMILLAN et al., 2008).

O presente estudo avalia a influéncia da P-gp na absor¢do do tramadol apds
administracdo oral em cdes com e sem a mutacdo MDR1 nt230 (del4), investigando a
possibilidade de o tramadol ser um substrato desta proteina de transporte. O estudo também
avalia o comportamento cinético do tramadol oral na apresentacdo farmacéutica de

comprimidos de liberacédo prolongada (SR) em cées.
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No primeiro capitulo da presente tese, além de revisédo bibliogréafica sobre o gene MDR1
e a P-glicoproteina, produto de sua expressao, sera apresentada a metodologia utilizada para a
deteccdo da mutacdo MDR1 nt230(del4) em cées.

No capitulo Il, serdo descritos os aspectos quimicos e farmacoldgicos do tramadol,
tendo como objetivo a detecgéo do cloridrato de tramadol em soro de cdes normais e cdes com
a mutacdo MDR1 nt230 (del4), administrado por via oral, na apresentacéo de comprimidos de
liberacdo prolongada, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), acoplado a

um detector de espectrometria de massas (LC-MS) para a deteccdo e quantificacdo do farmaco.
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CAPITULO I - P- GLICOPROTEINA

1 INTRODUCAO

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) foi inicialmente observada em células tumorais
na década de 60. Na década de 70, foi demonstrado que o acimulo de xenobioticos em tecidos
ndo depende somente de sua capacidade de penetrar nas células, mas também da sua capacidade
de sair delas. Dano (1973) realizou um estudo em uma cultura de células tumorais resistentes a
daunorrubicina e observou que ocorria uma acentuada diminuicdo da concentracdo do farmaco
no interior das células tumorais, mas também havia diminuicao nas células normais (wild type),
em uma intensidade menor, sugerindo uma extrusao ativa da medicacao nos dois tipos celulares

de modo diferenciado.

Correlacionando a resisténcia a farmacos, Juliano e Ling (1976) conseguiram isolar uma
glicoproteina de membrana a partir de uma cultura de células ovarianas de hamster chinés
resistentes a colchicina (CHR). Essa proteina de grande massa atémica, com cerca de 170 kDa
foi entdo denominada P-glicoproteina (P-gp), sendo a letra “P” referente a sua interferéncia na

permeabilidade da célula

O gene responsavel pela expressdo da P-gp foi identificado a partir de duas linhagens
de células tumorais, resistentes a colchicina e doxorrubicina, das quais se amplificou uma regido
comum de DNA contendo uma unidade transcricional, designada MDR. O genoma humano
contém pelo menos dois genes da familia MDR, o MDR1 e o MDR2, mas apenas a expressao
do MDR1 esté correlacionada a resisténcia a multiplos farmacos (RONINSON et al., 1986).
Em humanos, o gene MDR1, também conhecido como ABCBL € responsavel pela expressao
da P-gp. Em roedores, a P-gp é codificada por dois genes, o mdrla (também chamado de mdr3)
e mdrlb (também chamado de mdrl). As duas isoformas de P-gp dos camundongos possuem a
mesma funcédo que a P-gp humana (SCHINKEL et al., 1994; SCHINKEL, 1997).

A P-gp é uma importante proteina de transporte, sendo identificada em diversos tecidos
da espécie humana e em outros mamiferos, como camundongos, ratos, cdes, equinos, bovinos,
macacos (LINARDI e NATALINI, 2006), cobaios (SAITO et al., 1997), ovelhas (BOUGOIN
et al., 2008), gatos (VAN DER HADEN et al., 2009) dentre outras espécies. A estrutura da P-
gp apresenta alto grau de semelhanga entre as espécies, nos camundongos ha 87% de homologia

com a proteina da espécie humana (ALLER et al., 2009).

Existem proteinas de transporte de multiplos farmacos analogas a P-gp em bactérias. A

LmrA da bactéria Lactococcus lactis e a MsbA da Escherichia coli possuem um alto grau de
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similaridade a P-gp, além de compartilhar a especificidade dos substratos (GUTMANN et al.,
2009; SIARHEYEVA, 2006). Doige e Ames (1993) ja haviam revisado as proteinas de
transporte do tipo ATPases, de espécies procariotas, utilizando as estruturas das permeases da
Salmonella typhimurium e Escherichia coli, espécies mais extensivamente estudadas e
compararam com as permeases de espécies eucariotas. Aparentemente, as numerosas
semelhangas entre as proteinas de transporte do tipo ATPases de procariotas e eucariotas
justifica considera-los como parentes proximos, demonstrando a existéncia de uma grande
conservacao filogenética destas estruturas (CHEN et al., 1986; GROS et al., 1986). O efluxo
celular a diferentes medicacdes que ocorre pela presenca destas proteinas de transporte é
responsavel pela resisténcia a farmacos de diversos microrganismos (JOHNSON et al., 2004).

1.1 CLASSIFICACAO E ESTRUTURA DA P-GLICOPROTEINA

A P-gp pertence a familia ABCB da superfamilia de transportadores ABC (ATP-
binding cassette). As proteinas de transporte ABC representam a maior familia de
transportadores de membrana. Estas proteinas sdo 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). Os transportadores
ABC utilizam a energia da hidrdlise de ATP para transportar substancias contra o gradiente de
concentracdo, dentre os substratos se encontram diversas substancias como ions, aminoacidos,
carboidratos, peptideos, proteinas e fosfolipidios. Dentre os transportadores desta superfamilia,
14 tem evidéncias de terem atividade transportadora de xenobidticos, sendo a P-gp a principal
transportadora (COUTURE et al., 2006).

Transportadores ABC possuem sitios de ligacdo para ATP, também conhecidos como
NBD (nucleotide binding domain) ou ainda NBF (nucleotide binding folds) e dominios
transmembrana, os TMDs (transmembrane domains). A P-gp, assim como algumas proteinas
de transporte vinculadas a transportes de farmacos (ex..BSEP, MRP4, MRP5, MRP8 e MRP9),
possui dois TMDs. Cada TMD ¢ formado por seis regides hidrofdbicas ligadas por alfa-hélices,
com um sitio de ligacdo para nucleotideos (NBD) localizado no citoplasma (Figura 1). Os
TMDs séo correlacionados aos sitios de ligacdes aos diferentes substratos (CHEN et al., 2012;
FROMM, 2004).
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T™MD1 TMD2
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Figura 1. Representacéo estrutural linear da P-gp, contendo 12 regifes transmembrana, organizadas em
duas porcBes homélogas, formando os dominios transmembrana (TMD- transmembrane
domain), cada um com um sitio para ligacdo de ATP (NBD- nucleotide binding domain).

Fonte: COUTURE et al, 2006.

As proteinas de transporte sao classificadas conforme a organizacdo de seus NBDs, além
da similaridade estrutural do seu gene (COUTURE et al., 2006). O NBD contém 3 dominios:
Walker A e Walker B (encontrados em todas as proteinas com ligacdo para ATP), e o dominio
C (sendo este a assinatura dos transportadores ABC) (DEAN, 2001).

Os dois NBDs ficam afastados cerca de 30 A. Perpendicular & membrana, a
glicoproteina possui um tamanho de 136 A e 70 A no plano da membrana. A porcéo interna da
proteina resulta em uma grande cavidade interna aberta ao citoplasma (Figura 2) (ALLER et
al., 2009).

O gene MDR1, em humanos, esta localizado no cromossomo 7, possui 28 exons e
codifica os 1280 aminoacidos da P-glicoproteina. Nos cdes, 0 gene esta localizado no
cromossomo 14, composto de 28 exons (CALLEN et al., 1987; ROULET et al, 2003).

1.2 MECANISMO DE TRANSPORTE DA P-GP

A P-gp funciona como uma bomba de efluxo celular, de maneira que, a partir da
hidrolise de ATP, transporta para fora da celula uma série de substratos dos seus dominios
intracelulares para os extracelulares (DEAN et al., 2001; FROMM, 2004; UEDA et al., 1987).

A P-gp possui uma grande cavidade interna que fica aberta para o citoplasma e para a
camada lipidica interna da membrana. A proteina possui dois portais, locais de ligacdo dos
substratos para o seu transporte. A partir de estudos utilizando marcadores moleculares,

evidenciou-se que a proteina permite o acesso de substratos hidrofébicos diretamente da
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membrana, durante sua difusdo para o interior da célula (ALLER et al., 2009). Da mesma
maneira, substancias anfipaticas também sdo interceptadas durante a sua passagem pela
membrana celular. Estas substancias sdo removidas da célula antes mesmo de atingirem o
citoplasma. Esse mecanismo propicia um acumulo das substancias transportadas na interface

lipidio-a4gua da porgdo externa da membrana (GUTMANN et al., 2009).

Foi proposto que o mecanismo de transporte inicie com a ligacdo do substrato a face
interna da proteina, o que desencadeia a ligacdo do ATP ao NBD, levando a dimerizacdo dos
NBDs, que causa uma grande alteracdo estrutural, onde a abertura da proteina que ficava
voltada para a face interna da membrana passa a ficar para a parte externa. A afinidade da
proteina ao substrato diminui, sendo este liberado para o fluido extracelular. O ATP é
hidrolizado, a dimerizacdo dos NBDs é desfeita e 0 sistema € restabelecido, voltando a ter a
abertura voltada para o interior da célula, podendo reiniciar o ciclo de transporte (Figura 2)
(ALLER et al., 2009; CHEN et al., 2012).

(b)

A 4

Figura 2. (a) Ciclo de transporte do efluxo de substratos pela P-gp. O substrato € representado na cor
vermelha e o ATP na cor roxa. (b) Proteina vista de cima, com suas 12 porcles
transmembrana (TM) e a porg¢éo central demonstrando o local de ligagdo com o substrato ou
inibidor. A P-gp possui tamanho de cerca de 70 A de didmetro (no plano da membrana) por
136 A altura (perpendicular 8 membrana)

Fonte: Chen et al., 2012 (modificado).

1.3 SUBSTRATOS E INIBIDORES DA P-GLICOPROTEINA

A P-gp pode interagir com um grande nimero de compostos estruturalmente diversos,
sugerindo multiplos sitios de ligacdo. De acordo com as interacOes, estes compostos podem ser
classificados em trés categorias: substratos, inibidores e moduladores. Substratos sdo aqueles
ativamente transportados pela P-gp, enquanto que aqueles que comprometem a funcdo de

transporte séo classificados como inibidores. Os moduladores ndo interagem com 0s mesmos
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sitios de ligacdo dos substratos, mas reduzem a afinidade dos substratos & proteina, sendo o
efeito bioldgico dos inibidores e moduladores muito semelhante. Técnicas atuais de
computacdo tém sido utilizadas para predizer inibidores e substratos da P-gp utilizando
informacdes estruturais da proteina, porém este recurso é limitado devido a complexidade das
possiveis interacbes com a proteina e a variedade de compostos com afinidade de ligacdo
relativamente fraca (CHEN et al., 2012).

Alguns ligantes interagem com o transportador como molécula simples, mas alguns
interagem em pares. A ligacdo do substrato com um sitio de ligacdo aumenta a interacdo no
outro sitio (GUTMANN et al., 2009).

Inibidores como o verapamil sdo substratos para o transportador e inibem a funcéo de
transporte de um modo competitivo sem interromper o ciclo catalitico da P-gp. Outros agentes
moduladores, como a ciclosporina-A, inibem o transporte por interferirem com o
reconhecimento do substrato e a hidrdlise de ATP. Devido a alguns dos farmacos inibidores
serem substratos para a bomba, altas concentracdes destes compostos podem ser necessarias
para permitir o acimulo de drogas citotoxicas em células que “superexpressam” a P-gp
(MORON!I et al., 2008). Alguns protocolos quimioterapicos utilizados em neoplasias fazem uso
deste principio, utilizando concomitantemente farmacos inibidores, como a ivermectina,
aumentando entdo a concentracdo do farmaco antineoplasico na célula tumoral (POULIOT et
al., 1997). A poténcia dos inibidores normalmente depende da droga citotdxica para a qual a
resisténcia estd sendo sensibilizada, por exemplo, o verapamil é um potente inibidor da
resisténcia de daunorrubicina, paclitaxel, e vinblastina, enquanto a ciclosporina-A é um melhor
inibidor de resisténcia a colchicina (MORONI et al., 2008). Kukanich et.al (2005) realizaram
estudo com 6 caes, utilizando o cetoconazol como inibidor da P-gp na administracdo de
metadona e este mostrou-se fraco inibidor, aumentando a absor¢do da metadona (substrato da

P-gp) em apenas um dos cées do experimento.

A P-gp possui um amplo espectro de substratos, tdo pequeno quanto 330 daltons até
4000 daltons, incluindo antiparasitarios, antineoplasicos, glicocorticoides, analgésicos e
glicosideos cardiacos (BAARS et al., 2008). A maioria dos substratos da P-gp sao hidrofébicos,
sendo que varios possuem anéis aromaticos (ALLER et al.,2009). Estudos demonstram a
relevancia da P-gp na farmacocinética e disposicdo de muitos farmacos, pois sua expressdo
limita o acesso de medicagdes ao tecido alvo e interfere com a absorcdo intestinal quando
administrados pela via oral (MEALEY, 2004; KUKANICH, et al., 2005).
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Varios substratos da P-gp séo identificados a cada ano. Na Tabela 1 séo citados alguns

substratos e inibidores da P-gp.

Tabela 1- Farmacos substratos e inibidores da P-gp

Substratos da P-gp

Antagonista f adrenérgico:

Antinflamatorio:

Bloqueadores de canal de

Inibidores das

Bunitrolol Colchicina Ca?*: proteases do
Carvedilol Diltiazen HIV:
Celiprolol Antifangico Mibefradil Amprenavir
Talinolol Itraconazol Nicardipina Indinavir
Reserpina Verapamil Nelfinavir
Antineoplasicos: Ritonavir
Antiécidos: Actinomicina Bloguedores Saquinavir
Cimetidina Daunorrubicina Neuromusculares:
Ranitidina Docetaxel Vecuronio Opioides:
Doxorrubicina Azimalodina
Antialérgicos: Etoposide Cardiotonicos Fentanil
Fexofenadina Imatinib Digitoxina Loperamida
Terfenadine Irinotecan Digoxina Metadona
Mitomicina C Morfina
Antiarritmicos: Paclitaxel Esteroides: Pentazicina
Amiodarona Tamoxifen Aldosterona
Quinidina Tapotectan Corticosterona Psicotropicos:
Propafenona Teniposida Cortisol Amitriptilina
Vinblastina Dexametazona Carbamezepina
Antibacterianos: Vincristina Hidrocortisona Felbamato
Cefazolina Vindesina Metilprednisolona Fenitoina
Cefoperazon Progesterona Fenobarbital
Eritromicina Antieméticos: Flufenazina
Esparfloxacina Domperidona Imunossupressores: Gabapentina
Fenoxazina Ondansetrona Ciclosporina A Lamotrigina
Gramicidina Sirolimus Perfenazina
Levofloxacina Antiparasitario Tacrolimus Topiramato
Rifampicina Ivermectina
Tetraciclina
Valinomicina
Inibidores da P-gp
Alcaloides Neurolépticos Outros
Colchicina Fenotiazinas Cetoconazol
Reserpina Flufopentixol Ciclosporina
Staurosporina Tioxanteno Cloroquina
Ivermectina
Estruturas com anéis triciclicos  Peptideos Quinidina
Acetato de resurfina Prenilcisteinas Primaquina
Acridina Valspodar
Fenantrolina Verapamil
Fenotiazina
Fenoxazina
Quinacrina
Xantene

Lista baseada em revisdo bibliografica (BRINKMANN e EICHELBAUM, 2001; GONZALEZ, 2006;

GOTTESMAN e PASTAN, 1988 MEALEY, 2004)
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1.4 EXPRESSAO TECIDUAL DO MDR1

A P-gp foi primeiramente descrita por possuir uma expressao aumentada em varios tipos
de tecidos neoplésicos, os tornando resistentes a diversos quimioterapicos. Apesar da correlacdo
a tumores, a P-gp foi identificada em diversos tecidos normais, sendo fisiologicamente

correlacionada com protecao celular a xenobioticos (THIEBAULT et al, 1987).

Fojo et al. (1987) identificaram a expressdo do gene MDR1 em uma grande escala nos
rins e glandulas adrenais, em uma média escala nos pulmdes, figado, jejuno, colon e reto e em
escalas menores em outros tecidos como coracdo, subcutaneo, pele, baco, medula dssea, e
medula espinhal. Couture et al. (2006) atravées de ampla revisdo da expressdo da P-gp no tecido
cardiaco demonstraram a importancia desta proteina como barreira de defesa para o miocéardio,
semelhante a hematoencefalica. O uso concomitante de medicacdes utilizadas para a
insuficiéncia cardiaca com outros substratos da P-gp pode causar interacdes medicamentosas

importantes.

A P-gp esta presente em tecidos excretores, como figado e rim, promovendo a
eliminacdo de farmacos na bile e urina; em tecidos que funcionam como barreiras, como
intestino, endotélio vascular cerebral, testicular, ovariano e placenta. A P-gp age protegendo os
tecidos as medicacOes possivelmente toxicas e prevenindo o acimulo de farmacos em 6rgaos
mais sensiveis (FROMM, 2004; KUDZI et al., 2010; TANABE et al., 2001).

Células sanguineas mononucleadas também expressam a P-gp, permitindo a pesquisa
de sua expressao a partir de sangue periférico (ROBEY et al., 2006; TURRIZIANI et al., 2008).
A presenca da P-gp em linfocitos T e B, mondcitos, macrdéfagos e células NK (natural killer)
tem como provavel funcéo fisioldgica a liberacéo de citocinas. Células tronco da medula éssea
tambeém expressam a P-gp, tendo nestas a provavel funcdo de protecdo celular contra agentes
toxicos (GUPTA e GOLLAPUDI, 1993).

Recentemente foi realizado um estudo em caes, nos quais identificaram uma expresséo

elevada de P-gp na conjuntiva ocular, e em niveis menores na cérnea (HARITOVA et al., 2013).

Conforme a localizagdo anatdmica, a funcéo de protecdo da P-gp pode ocorrer em trés
estagios: 1- a P-gp limita a absor¢do de farmacos administrados por via oral, por sua expressao
nos enterdcitos; 2- apos absorcdo do farmaco, a P-gp promove sua eliminacgéo pela bile ou renal
por sua expressdo nas membranas dos canaliculos hepéaticos e na membrana luminal do tubulo
proximal nos néfrons; 3- uma vez atingido a célula alvo, a P-gp limita a concentra¢do do

farmaco nas células (FROMM, 2004).
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A exposicdo a farmacos substratos da P-gp aumenta a expressao celular da mesma.
Couture et al. (2006) constataram, ap6s revisao de diversas publicagdes, que este mecanismo
de up-regulation pode ser correlacionado a um aumento da expressdo génica ou a um aumento

do tempo de meia vida da proteina.

1.5 POLIMORFISMOS E MUTACOES DO GENE MDR1

Os genes consistem em uma sequéncia ordenada de nucleotideos que ird determinar sua
expressao proteica. Mutacdes sdo alteracdes hereditarias na sequéncia base do DNA, podendo
levar a alteragBes da sequéncia de aminodcidos. Polimorfismo é quando a alteracdo na
sequéncia de DNA é presente em uma frequéncia alélica igual ou superior a 1% em determinada
populacdo (EVANS e JOHNSON, 2001).

1.5.1 Polimorfismos do gene MDR1

Os polimorfismos mais comuns sdo os moleculares, especialmente os SNPs (single
nucleotide polymorphism, polimorfismos de um Unico nucleotideo). Todos os polimorfismos
para 0 MDR1 humano identificados sdo SNPs (IEIRI et al., 2004). Referente ao gene MDR1,
48 SNPs ja foram detectadas, sendo que algumas das delecGes sdo silentes, mas algumas tém
sido associadas a uma baixa expressdo da P-gp em individuos homozigotos (CHEN et al.,
2009).

Dos polimorfismos identificados, trés tém sido especialmente estudados, C1236T,
G2677T/A e C3435T. Apenas o SNP na posicdo 3435 (exon 26), onde ocorre a variacdo alélica
entre os nucleotideos C e T, ambas codificando o aminoacido isoleucina, apresentou correlacao
com niveis menores de expressao da P-gp. Apesar do polimorfismo C3435T ser detectado em
todas as populagdes étnicas ja estudadas, na populacdo afrodescendente esta aparece com uma
maior frequéncia (GONZALES, 2006), sendo correlacionada diretamente a uma importante
variagdo na biodisponibilidade de farmacos administrado pela via oral (IEIRI et al., 2004).
Individuos com baixa expressdo da P-gp, devido ao polimorfismo C3435T, apresentaram
concentragfes plasmaticas mais elevadas de digoxina administrada pela via oral, quando

comparado a individuos sem a variagéo génica (IEIRI et al., 2004).
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1.5.2 Mutacao no gene MDR1 nt230(del4) em cées

Algumas linhagens animais possuem uma maior sensibilidade a determinadas
medicacdes. Nos cées, algumas racas especificas possuem uma maior incidéncia de intoxicacéo
por ivermectinas (BAARS et al., 2008).

A mutacdo no gene MDR1 em cées foi primeiramente correlacionada a uma
sensibilidade a ivermectina, ectoparasiticida utilizado amplamente na medicina veterinaria,
sendo utilizada também na medicina humana. Em 1983 iniciaram descricOes de relatos de cées
da linhagem do Collie com intoxicacdes graves com ivermectina (PRESTON, 1983; SEWARD,
1983). Alguns anos depois, foi evidenciado um aumento do fa&rmaco no SNC, sendo percebido
que a sensibilidade devia-se a uma falha na barreira hematoencefalica. Em 1994 houve relato
de uma intoxicacdo grave com ivermectina em camundongos knockout para o gene Abcbla,
referéncia murina ao gene MDR1 canino (SCHINKEL et al., 1994).

A ivermectinas leva a uma paralisia tonica da musculatura dos invertebrados. As
avermectinas ativam os canais de cloreto controlados por ligantes, como o glutamato, que estdo
presentes no sistema nervoso periférico dos invertebrados. O aumento da condutancia ao cloreto
leva a uma hiperpolarizacdo de membrana das células nervosas e musculares dos nematédeos
e outros parasitas, levando a paralisia e morte (ROULET et al., 2003). A ivermectina ndo causa
paralisia nos vertebrados, pois nestes, a P-gp presente na barreira hematoencefalica impede sua
acao nos canais de cloreto controlados pelo glutamato presentes apenas no SNC (NEFF et al.,
2004).

Mealey et al. (2001) fez um mapeamento génico do MDR1 em cdes que apresentavam
sensibilidade a ivermectina, revelando uma delecao de 4 pares de base no exon 4, denominando
a mutacdo como MDR1 nt230 (del4), também conhecida como MDR1-1A ou ABCBI1-1A
(NEFF et al., 2004). Sendo assim, a diminuicdo ou auséncia da P-gp que ocorre em cées com a
mutacdo deixa estes animais suscetiveis a intoxicacdes graves por ivermectina. Essa delecao
resulta em codons stop prematuros, a sequéncia de aminoacidos traduzida equivale a menos de
10% da P-gp. Sendo assim, homozigotos para a mutagdo ndo expressam a P-gp, mostrando alta
sensibilidade a varios substratos deste transportador, tais como moxidectina, milbemicina,

acepromazina, butorfanol, digoxina, vincristina e loperamida (GRAMER et al., 2010).

Neff et al. (2004) realizaram um estudo filogenético baseado em relatos de ragas que
apresentaram intoxicagc0es a medicagdes e em linhagens Collie descendentes. Neste estudo,

apos a anélise genética de mais de 4000 cdes, 7 racas da linhagem dos Collies e duas racas da
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linhagem dos galgos apresentaram pelo menos um alelo mutante. Ap6s anélise da origem de
cada raca que apresentava a mutacao, os pesquisadores chegaram a conclusdo que esta teria
iniciado a partir de um ancestral comum que vivia na Gra-Bretanha anteriormente ao ano de

1873, ano em que iniciou o isolamento genético das ragas.
A Tabela 2 lista as racas de cdes que apresentaram a mutacdo MDR1 nt230 (del4) em trés

estudos de diferentes paises. A Figura 3 ilustra as diferentes ragas citadas.

Tabela 2- Racas de cdes que apresentaram a mutagdo MDR1 nt230 (del4) comprovada por analise
génica, frequéncia encontrada de alelos mutantes em trés estudos em diferentes paises.

Frequéncia do alelo mutante (%)

RACA Neff et al., 2004 Gramer et al.,, 2010 Kawabata et al., 2005
EUA Alemanha Japéao
n = 4000 n= 6544 n=193
Australian Shepherd 16,6 22 33,3
Australian Shepherd miniatura 25,9 24 -
Border Collie - 1 -
Collie 54,6 59 58,3
English Shepherd 7,1 - -
Longhaired Whippet 41,6 45 -
McNab 17,1 - -
Old English Sheepdog 3,6 4 -
Pastor de Shetland 8,4 30 1,2
Pastor Branco Suico - 14 -
Silken Windhound 17,9 - -
Waéller - 17 -
Mestico Collie - 8 -
SRD - 2 -
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Pastor Branco Suigo °

Waller 11

Figura 3. Ragas de cées que apresentam relatos da mutacao nt230 (del4) no gene MDR1.

Fontes:

http://legacyaussie.com/;

www.isdogs.net/4702/Mini-Australian-Shepherd-dog;
http://commons.wikimedia.org/File:Shetland_Sheepdog_and_Rough_Collie.jpg;
http://onpuppies.com/border-collie-wallpaper-4;
http://runjumpweave.com/justEmma.html;
http://cinoclubebivar.files.wordpress.com/2010/10/longhairedwhippet.jpg;
http://www.alanimaltalent.com/mcnab.mHanklt35P20H22L. 16 C26G.jpg;
http://wakpaper.com/id77253/old-english-sheepdog-wallpaper-3-herding-dogs-900-662-900x662-pixel.html;
. http://www.whiteswissshepherds.co.uk/asha.html;

10. http://www.silkenwindhounds.org/gallery/sf07-crystal/rio2;

11. http://waellerclub-regionalgruppe-sued.connys-dogs.de/

CENDUAWNE
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Na Universidade Estadual de Washington, nos Estados Unidos, o0 grupo de pesquisa que
identificou a mutacdo MDR1nt230(del4) em cées oferece o servico de genotipagem de cées
para a referida mutacdo a partir de swab bucal. Este exame tem um custo de U$70,00 mais

custos de envio dos kits para coleta de amostra.

Né&o existem estudos no Brasil avaliando a mutacdo MDR1 em cées. A genotipagem para
a mutacdo do MDR1 em ragas descendentes de Collie, assim como SRDs fenotipicamente
semelhantes a estas racas, € importante para avaliar o maior risco de intoxicagdes por farmacos

comumentes utilizados na prética terapéutica da medicina veterinaria.

Neste capitulo, sera descrito a metodologia empregada para a genotipagem de cées da raca
Collie, sendo que a partir desta, o Laborat6rio de Farmacogenética Animal da UFRGS (LAFA)

iniciou a genotipagem da mutacdo do MDRL1 de cées, a partir de amostras de sangue.
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2 OBJETIVO

Genotipar, a partir de amostra sanguinea, 20 cdes da raca Collie quanto a mutagdo
MDR1 nt230 (del4), classificando os cdes como homozigotos normais (auséncia da mutacao);
heterozigotos ou homozigotos mutantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

Acido acético glacial

Acrilamida

AgNOs

Agua destilada

Agua Milli —-Q ® Millipore

Agarose

APS (perssulfato de aménio- Promega ®
Azul de bromofenol

Brometo de etideo

Cateter periférico 18 e 20 G BD®
dNTPs - Sigma® Chemical Company
EDTA

Etanol 70 e 100%

Formaldeido

Low DNA Mass™

MgCl;

NaCl

NaOH

PEG 8000

Primers

Pure Link™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen).

Sybr Gold™.
Taq polimerase
TRIS

TBE

Temed (Invitrogen)
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3.2 EQUIPAMENTOS

e Agitador magnético

e Balanga de precisdo

e Banho-maria

e Capela de fluxo de exaustdo

e Centrifuga

e Cuba horizontal para eletroforese
e Cuba vertical para eletroforese
o Freezer-20°C

e Forno micro-ondas

e Pipetas 1000, 100 e 20uL

e Refrigerador 4°C

e Termociclador

e Transiluminador

o \ortex

3.3 ANIMAIS E AMOSTRAS

Participaram do estudo 20 cdes da raga Collie, saudaveis, de propriedades particulares.
Os cdes tinham entre 1 e 12 anos de idade, sendo 11 fémeas e 9 machos. Os animais ndo

possuiam historico clinico de intoxicaces ou sensibilidade medicamentosa.

Para extracdo do DNA dos cées, foi coletado 2 mL de sangue da veia cefélica e colocado
em um frasco de coleta com EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). Imediatamente, 0

sangue foi colocado em refrigeracédo a 4° C para posterior extragdo de DNA.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo Cientifica e pela Comissdo de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA) do Grupo de Pesquisa e P0s-Graduacdo do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre em seus aspectos éticos e metodoldgicos de acordo com as diretrizes e normas
nacionais e internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08/10/2008 que estabelece o uso de

animais em experimentos cientificos (Anexo A).
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3.4 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido a partir de sangue total utilizando Pure Link™ Genomic DNA Mini

Kit da Invitrogen.

Protocolo de extracéo do kit:

Blood Lysate

200 pL sangue refrigerado

20 pL proteinase K (mantida refrigerada)

20 pL RNAse A (refrigerada)

Vortex 2 minutos a temperatura ambiente

200 pL Pure Link™ Genomic Lysis/ Binding Buffer
Vortex

Incubagdo em banho maria a 55° C por 10 minutos
200 pL de etanol 100%

Vortex

Binding DNA

Colocar o material preparado (~640 pL) na coluna de silica
Centrifugacdo a 10000 g, 1 minuto a temperatura ambiente

Descarte do tubo coletor, coluna em novo tubo coletor

Lavagem do DNA

Adicionado 500 uL Buffer de lavagem 1
Centrifugacdo 10000 g, por 1 minuto

Descarte do tubo coletor, coluna em novo tubo coletor
500 pL Buffer lavagem 2

Centrifuga a 13000 g por 3 minutos

Eluicdo

No tubo de armazenamento (Ependorf)
Adicionar 100uL Buffer de Eluicéo
Incubado a temperatura ambiente por 1 minuto

Centrifugagédo a 13000 g por 1 minuto.
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Uma pequena amostra do material contendo DNA purificado era utilizada para
identificar a sua concentracdo a partir de espectrofotometria. O restante do material era

congelado a -20° C.

3.5 AMPLIFICACAO

Para a identificacdo dos alelos e classificacdo como mutantes ou normais foi amplificado
por Polymerase Chain Reaction (PCR) a regido alélica do gene MDRL1 incluindo o exon 4,
regido onde ocorre a delecdo de nucleotideos, nt230 (del4). Optou-se pelos primers utilizados
por Hugnet et al.(2004) e Fecht et al.(2007). O anelamento dos primers foi confirmado
utilizando-se a sequéncia génica do MDR1 canino presente no GenBank de registro AF
045016.1 para cdes sem a mutacdo (cCDNA Beagle dog) e registro AJ 419568.1 para cdes
mutantes (Collie). A sequéncia dos primers utilizados foi: primer forward-5"- GGC TTG ATA
GGT TGT ATA TGT TGG TG-3", primer reverse — 5- ATT ATA ACT GGA AAA GTT
TTG TTT-3". Estes primers selecionam um fragmento para a amplificacdo de 144pb para os

alelos mutantes e 148pb para os alelos ndo mutantes, conforme a Figura 4.

Alelo ndo mutante — 148 pb

...GGCTTGATAGGTTGTATATGTTGGTGGGGACAATGGCTGCCATCATCCATGGAGCTGC
ACTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAGATAGCTTTGCAAATGCAGGAAT
TTCAAGAAACAAAACTTTTCCAGTTATAAT...

Alelo mutante — 144 pb

...GGCTTGATAGGTTGTATATGTTGGTGGGGACAATGGCTGCCATCATCCATGGAGCTGC
ACTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAG CTTTGCAAATGCAGGAAT
TTCAAGAAACAAAACTTTTCCAGTTATAAT...

Figura 4. Sequéncia de nucleotideos do gene MDR1 amplificadas por PCR. Destacado no texto em
amarelo a regido de anelamento do primer forward e em cinza o anelamento do primer reverse.
Em negrito e sublinhado estd em destaque a regido onde cdes mutantes possuem a delecdo
génica.

A pipetagem para o PCR foi realizada para um volume final de 25 pL, sendo realizada
em uma sequéncia que aperfeicoasse a técnica, evitando anelamentos inespecificos e acao
precoce da TAQ polimerase. Para realizacdo do PCR foram pipetados primeiramente um
primeiro, “MIX 17, contendo 16,4 uL de agua Milli-Q; 2 pL de buffer; e 0,6 uL de MgCl; e

adicionado 1 puL de DNA resultando num volume de 20 pL. A mistura foi colocada no
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termociclador a 94° C, durante 4 minutos. Enquanto isso, foi pipetado 0 “MIX 2”, contendo 2,7
uL de agua Milli-Q®, 0,5uL de buffer, 0,15uL de MgCls, 0,5 uL de DNTPs, 0,5 pL de cada
primer, em uma concentracdo de 10 UM e a Taq Polimerase 0,15uL. Apo6s o hotstart do “MIX

1”” contendo DNA, foi adicionado o “MIX 2” e entdo foi colocado no termociclador.

O termociclador foi programado para 40 ciclos de 94° C por 40 seg. (desnaturacdo do
DNA), 55° C durante 30 seg. (anelamento dos primers), 72° C por 30 seg. (extensdo). Apds 0s

40 ciclos, 4 minutos a uma temperatura de 72° C (extensdo final).

Apds o término o produto de PCR foi congelado numa temperatura de — 20° C, sendo
descongelado apenas para a purificacdo e sequenciamento. O protocolo de PCR sera

esquematizado nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3- Protocolo de pipetagem do PCR utilizado no estudo.

MIX 1 MIX2
Agua Milli-Q 16,4 pL x (n.amostras +2) 2,7 L x (n.amostras +2)
Buffer 2,0 pL x (n.amostras +2) 0,5 puL x (n.amostras +2)
MgCl: 0,6 pL x (n.amostras +2) 0,15 pL x (n.amostras +2)
Dntp 0,5 puL x (n.amostras +2)
Primer 1 0,5 pL (10uM) x (n.amostras +2)
Primer 2 0,5 pL (10pM) x (n.amostras +2)
DNA 1,0 uL
TAQ 0,15 pL x (n.amostras +2)
VOLUME FINAL 20 pL SuL
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Tabela 4- Protocolo utilizado para a programacéo do termociclador para o PCR

Temperatura Tempo Numero de ciclos
Hot Start 94°C 4 minutos 1
Desnaturacéao 94° C 40 segundos h
Anelamento 55°C 30 segundos = 40 ciclos
Extenséo 72°C 30 segundos
Extenséo Final 72°C 4 minutos 1

Parte do produto foi interpretada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e parte

foi purificada e sequenciada.

3.6 ELETROFORESE EM POLIACRILAMIDA

Para o preparo do gel foi utilizado 45,5 mL de TBE 1X; 24,5 mL de acrilamida 30%;
920uL de APS 5%; 100 puL de Temed®. Depois de preparado, o gel era vertido em uma cuba
de eletroforese de vidro previamente limpa e montada. Posteriormente, era colocado o pente
que formaria os pocos para as pipetagens. A polimerizacdo do gel ocorria em cerca de 30

minutos.

A placa contendo o gel era colocada em uma cuba vertical de eletroforese, esta contendo
TBE 1x para condugéo elétrica.

Em um ependorf, contendo 10 pL do produto de PCR, era adicionado 1 uL de corante
azul de bromofenol. As amostras eram pipetadas nos pocos do gel, assim como um controle

negativo (produto de PCR sem o DNA) e um marcador de peso molecular de 25 pb.
A eletroforese era realizada em uma voltagem de 70V durante 6 horas.

Apbs a eletroforese, o gel era retirado cuidadosamente da cuba de vidro e era corado. Para
a coloracdo utilizava-se uma solugéo fixadora de &cido acético por 5 minutos; posteriormente
era corado com nitrato de prata (AgNOgz) por 5 minutos; era feito uma lavagem com agua
destilada; apos era revelado com formaldeido e hidroxido de sédio (NaOH) e fixado com a

solucdo de &cido acetico.
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3.7 PURIFICACAO DO MATERIAL AMPLIFICADO

Parte do produto de PCR foi purificada com protocolo baseado no uso de PEG 8000
(polietilenoglicol-8000M), descrito por Dunn e Blattner (1987). Para o preparo da solugéo de
PEG, adicionou-se 2,92g NaCl (2,5M); 10g PEG (8000M), 20mL HO para injecdo. A solucéo

foi solubilizada em agitador eletromagnético até ficar homogénea.

Pipetou-se 15 pL do produto de PCR e foram adicionados 15 pL da solucdo PEG
previamente preparada. Este material foi colocado em banho seco a 37° C durante 30 minutos.
Posteriormente, foi feito centrifugagdo a 13000 rpm durante 20 minutos. Retirou-se
delicadamente toda a solucdo de PEG pela parede inversa ao pellet. Adicionou-se 125 pL de
etanol 80% gelado, deixado a temperatura ambiente por 2 minutos seguido de centrifugacao a
13000 rpm durante 1 minuto. Apos, retirou-se o etanol, adicionando-se 125 uL de etanol 100%
com retirada imediata e posterior secagem por evaporagdo em bancada. O material seco foi
ressuspendido em 10 uL de &gua para injecdo e incubado novamente a 37° C em banho seco

por 1 hora.

O produto purificado foi quantificado em gel de agarose a 1,5%. O volume colocado no
gel de agarose para realizacdo da eletroforese foi de 2 uL do produto de PCR, adicionado como
marcador fluorescente Sybr Gold™. Utilizou-se como marcador o Low DNA Mass™., A
eletroforese foi realizada em uma cuba horizontal, com o gel submerso em tampédo TBE 1X,
com uma tensdo de 95 V e uma corrente de 300 mA por 30 minutos. Depois de feita a
quantificacéo, realizou-se o ajuste da concentracdo do produto de PCR para 1-3 ng, diluindo-se

0 DNA em agua Milli-Q® quando necessario.

As amostras foram enviadas para o sequenciamento em um volume de 5 pL do PCR
purificado, numa concentracdo entre 1- 3 ng, adicionado de 3,2 pmol do primer forward

utilizado na realizagéo do PCR.

3.8 SEQUENCIAMENTO GENICO

O sequenciamento das amostras foi realizado na Unidade de Analises Moleculares e de
Proteinas (Centro de Pesquisa Experimental, HCPA) utilizando o equipamento ABI 3500
Genetic Analyzer com capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems). Os produtos
de PCR foram marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer 5°- GGC TTG ATAGGT TGT ATA
TGT TGG TG-3" e 1 uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied

Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reagdes de marcagdo foram realizadas em
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termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) com uma etapa de
desnaturacdo inicial a 96°C por 1 min seguida de 35 ciclos de 96°C por 15 seg., 50°C por 15
seg. e 60°C por 4 min. Apds marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitacdo com

BigDye XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems) e eletroinjetadas no sequenciador

automatico.
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4 RESULTADOS

4.1 EXTRACAO DE DNA
As amostras dos 20 cdes foram identificadas como C1 — C20.

A quantificacdo de DNA das extragOes foi realizada por fluorometria, os resultados

estdo listados na Tabela 5.

Tabela 5. Concentracdo final de DNA extraido das amostras de sangue realizada com Genomic DNA
Mini Kit ® da Invitrogen.

Caées DNA Caées DNA

pg/mL pug/mL
C1 19,9 Cl11 22,8
C2 23,2 C12 15,8
C3 19,4 C13 14,7
C4 17,5 Cl14 22,4
C5 14,0 C15 20,4
C6 19,9 C16 18,2
C7 14,2 C17 26,6
C8 15,8 C18 35,8
C9 13,1 C19 20,2
C10 25,0 C20 24,8

As concentracOes de DNA extraido a partir de sangue total, com Genomic DNA Mini

Kit ® da Invitrogen, foram satisfatérias.
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4.2 ANALISE GENICA POR ELETROFORESE EM POLIACRILAMIDA

Foram genotipados 20 cées Collie para a mutagdo MDR1 nt230 (del4). A analise génica
foi feita a partir de segmento do MDR1 na regido onde se localiza a mutagédo canina nt230
(del4), exon 4, amplificado por PCR.

Com base nos resultados obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida, evidenciou
que dos 20 cées analisados, 6 ndo apresentaram a mutacdo, estes apresentaram fragmento
amplificado com 148 pb; e 14 apresentaram um alelo normal e um alelo mutante, apresentando
dois fragmentos amplificados, um com 144 e outro com 148 pb, sendo estes heterozigotos para
a mutacéo (Tabela 6), nenhum dos cdes era homozigoto para a mutagdo. A Figura 5 ilustra um

dos géis de poliacrilamida utilizado para a analise do PCR.

Tabela 6. Resultados da analise génica de 20 cées Collies referente ao gene MDRL.

CAES Tamanho do fragmento CAES Tamanho do fragmento

-Status génico Status génico

C1 144/148 - heterozigoto Cl1 144/148 - heterozigoto

C2 144/148 - heterozigoto C12 148 — normal

C3 144/148 - heterozigoto C13 144/148 — heterozigoto

C4 148 - normal C14 144/148 — heterozigoto

C5 148 - normal C15 144/148 — heterozigoto

C6 144/148 - heterozigoto C16 148 — normal

C7 144/148 - heterozigoto C17 148 — normal

C8 144/148 - heterozigoto C18 144/148 — heterozigoto

C9 144/148 - heterozigoto C19 144/148 — heterozigoto

C10 144/148 - heterozigoto C20 148 — normal
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Figura 5. Gel de poliacrilamida a 10% corado com nitrato de prata e
fotografado no transiluminador. Amostras com bandas de
148 pb (MDR1+/+), normais homozigotos e bandas de
144/148 pb (MDR1-/+), heterozigotos para a mutagao.

A Figura 6 mostra os géis de poliacrilamida utilizados para a anélise do PCR dos 20

caes do experimento.

Algumas analises precisaram ser feitas mais de uma vez pela dificuldade de visualizacéo
das bandas de algumas amostras.
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C1 C6 c7 c9 C10 C11 C12 C13
Het Het Het Het Het Het Het Het

C14 C15 Cle C17 C18 C19 C20
Het Het Nor Nor Het Het Nc_>r

Cc8 Cc2 C3 cC4 (65)
Het Het Het Nor Nor

Figura 6. Gel de poliacrilamida a 10% corado com nitrato de prata. Amostras de vinte cées Collies, 6
com bandas de 148 pb (MDR1+/+), normais homozigotos (nor) e 14 com bandas de 144/148
pb (MDR1-/+), heterozigotos para a mutacdo (het.). Marcador molecular utilizado de 25 pb.

4.3 ANALISE GENICA POR SEQUENCIAMENTO

Os diagnosticos da mutacdo MDR1 nt 230 (del4) realizadas por PCR e eletroforese em
gel de poliacrilamida foram confirmados no sequenciamento, 0s cdes tiveram 0 mesmo
diagndstico quanto ao status génico. Seis cdes ndo apresentaram a mutacdo e 14 cdes foram
heterozigotos para a mutagdo, nenhum homozigoto mutante foi diagnosticado no estudo.

A analise dos resultados do sequenciamento foi realizada utilizado o programa Chromas

Lite™ para possibilitar o acesso aos eletroferogramas gerados, auxiliando nas leituras dos
mesmos. Em seguida, as sequéncias foram submetidas & consulta de similaridade de
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nucleotideos por meio do programa Blast (“Basic Local Alignment Search Tool”), para
comparagdo com sequéncias homologas depositadas no banco de dados publico mundial
GenBank NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando como referéncia a sequéncia de registro AY582533.

(National Center  for  Biotechnology Information

Os cées heterozigotos apresentaram duas sequéncias de nucleotideos diferentes a partir
do local da mutagdo, uma sequéncia referente ao alelo ndo mutante e uma sequéncia conforme
descrito no GenBank para Collies com sensibilidade a ivermectina sob registro AJ419568.1,

indicando dois alelos distintos.

As sequéncias de nucleotideos do GenBank e as encontradas no sequenciamento dos
cdes do presente estudo estdo listadas na Figura 7, sendo que todos 0s animais normais

apresentaram sequéncias idénticas entre si, assim como 0s heterozigotos.

mRNA gen bank registro AY582533
Canis familiaris multidrug resistance protein 1
complete cds

(MDR1) mRNA,

1
61
121
181
241
301
361

1
61
121
181
241
301
361

atggatcctg
aaaagtaaaa
cgctattcaa
catggagctg
aatgcaggaa
aatacacaac
agtgggatcg

Resultado do

++:CATGGAGCTGCACTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAGATAGCTTTGCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAACTTTTCCAGTTATAATA

gtgacgatgg
ggcaaaaaaa
atgtttcgct
atcatccatg
caaatgcagg
acaatacaca
acagtgggat

aaggaggccg
aaaatgagaa
attggcttga
cactccctct
tttcaagaaa
atttcatcaa

gtgctggcgt

taaggggagt
gaaagaaaag

taggttgtat
catgatgctg
caaaactttt
ccatctggag
gctggtggcet

gcagagaaga
aaaccaactg
atgttggtgg
gtttttggaa
ccagttataa
gaggaaatga
gcttacatcc

acttctggaa
tcagcacgtt
ggacaatggc
acatgacaga
ttaatgaaag
ccacgtatgc
aggtttcatt

aatgggcaaa
tgcaatgttt
tgccatcatc
tagctttgca
tattacgaac
ctattattac
ctggtgcctg

sequenciamento de DNA dos 6 cdes sem a mutacgéo:

atcctgaagg
gtaaaaaaaa
attcaaattg
gagctgcact
aatttcaaga
acatttcatc

cggtgctggce

mRNA gen bank registro AJ536758

Canis familiaris mRNA for abortive P-glycoprotein

aggccgtagg
tgagaagaaa
gcttgatagg
ccctctcatg
aacaaaactt
aaccatctgg

gtgctggtgg

Resultado do sequenciamento de
para a mutagdo230 (deld):

++:CATGGAGCTGCACTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAGATAGCTTTGCGAATGCAGGAATTTCAAGAAACATATCTTTTCCAGTTTTAATA

gggagtgcag
ggaaagaaac
ttgtatatgt
atgctggttt
ttccagttat
aggaggaaat
ctgcttacat

(P-gp gene)

agaagaactt
caactgtcag
tggtggggac
ttggaaacat
aattaatgaa
gaccacgtat
ccaggtttca

ctggaagatg
cacgtttgceca
aatggctgcc
gaca_gctttg
agtattacga
gcctattatt
ttctggtgcece

DNA dos 14 cdes heterozigotos

++.CATGGAGCTGCACTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAG CTTTGCGAATGCAGGAATTTCAAGAAACATATCTTTTCCAGTTTTAATA

Figura 7. Registros de sequéncia de nucleotideos do MDR1 do GenBank para cdes normais e mutantes.
Resultado da andlise génica de 20 Collies, quanto & mutagdo canina MDR1 nt230 (del4)
realizada por sequenciamento de DNA. Sublinhado na sequéncia encontra-se em destaque a

regido da mutacao, onde ocorre delecdo de quatro nucleotideos.
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A Figura 8 ilustra dois eletroferogramas resultantes do sequenciamento génico dos cées

do experimento, um de c&o normal e um de heterozigoto. Para os cées heterozigotos (Figura

8b) percebe-se sobreposicao de dois nucleotideos a partir da regido da mutacao, indicando dois

alelos distintos. Os eletroferogramas do sequenciamento dos vinte cdes do experimento podem

ser visualizados no Anexo B.

| I WA W TN R WS -

) - i
== e e R

Figura 8. Eletroferograma parcial de duas sequéncias de DNA obtida de dois cdes Collies, com
amplificacdo da largura das ondas para melhor visualizagdo. Enquadrado em destaque a
regido de delegdo génica da mutacdo MDR1 nt230 (del4). A: Céo sem a mutacdo. B: Céo

heterozigoto para a mutacéo.
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5 DISCUSSAO

A sequéncia de nucleotideos do gene MDRL1 canino estd descrita por completo no
GenBank. O gene esta localizado no cromossomo 14, possui 28 exons, num total de 3846 pb
transcritas pelo RNAm (GenBank). Algumas racas caninas, como Collie, Pastor de Shetland,
dentre outras, possuem uma maior sensibilidade a determinadas medicagdes, tendo uma maior
incidéncia de intoxicagéo por ivermectinas (BAARS et al., 2008; GRAMER et al., 2010; NEFF
et al., 2004). A mutacdo do gene MDRL1 foi denominada MDR1 nt230 (del4), por se referir a
uma delecédo de 4 nucleotideos que ocorre na posicdo 230, primeiramente descrita por Mealey
(2001). Como protocolo, 0 nome da mutacgdo leva o nimero da posicéo 1° nucleotideo do cDNA
mutado e, em caso de delec¢do, a indicacdo do nimero de delecdes. Basicamente, existem trés
diferentes tipos de mutacao: substituicdo, delecao ou insercdo, sendo mais comum a ocorréncia
em um Unico nucleotideo (REGATEIRO, 2003). Esta delecdo no gene MDR1 modifica a
sequéncia de bases do gene, conduzindo a uma modificacdo de sua leitura, iSso provoca o
aparecimento de cédon stop prematuros, resultando em uma proteina com menos de 10% de
sua estrutura e afuncional (FECHT et al., 2007; MEALEY et al., 2001).

Os cées que possuem os dois alelos normais, sem a mutacdo, sdo classificados como
MDR1+/+, também chamados de wild type (selvagens). Dos 20 Collies testados neste estudo,
seis (30%) foram classificados com auséncia de mutacdo, MDR1+/+, estes apresentaram
sequéncia de nucleotideos idéntica ao referenciado no GenBank no sequenciamento génico, ndo
possuindo uma susceptibilidade maior a intoxicacGes que cdes de outras racas. Nestes cdes,
terapias utilizando ivermectinas, por exemplo, ndo precisariam ser evitadas. Quatorze cdes
deste estudo (70%) apresentaram um alelo mutante e um normal (MDR1+/-). O alelo mutante
destes cées apresentaram uma delecédo de 4 bases na posicdo 230 do mRNA correspondente ao
exon 4, conforme mutacdo descrita por Mealey et al (2001) e registrada no GenBank
(AJ536758). Os cées heterozigotos sao portadores da mutacdo, tendo uma sensibilidade aos
substratos intermediaria, podendo apresentar diferentes intensidades de intoxicacdo
(BISSONNETTE et al., 2009).

Animais homozigotos mutantes (MDR1-/-) apresentam uma extrema sensibilidade a
determinados farmacos substratos da P-gp, principalmente as lactonas macrociclicas sistémicas,
como as avermectinas (BISSONNETTE et al., 2009; MEALEY, 2004). Cées homozigotos para
a mutacdo apresentam efeitos adversos neurologicos ap6s dose unica de ivermectina (0,1

mg/kg). Heterozigotos e cdes normais ndo sdo sensiveis a essa dose, porém, heterozigotos
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podem apresentar neurotoxicidade com doses um pouco mais elevadas, principalmente em
casos de doses repetidas diariamente, como utilizado no tratamento de demodicose (MEALEY,
2004).

A eletroforese em gel de poliacrilamida nem sempre evidenciou a amplificacdo na
primeira tentativa diagndstica, algumas vezes se fez necessario a repeticdo da técnica para a
confirmacéo diagndstica. Como vantagem, a eletroforese fornece um diagndstico que depende
de poucos equipamentos, sendo sua realizacdo possivel em um laboratorio que possua uma
estrutura pequena, porém adequada para a confeccdo do gel de poliacrilamida e coloracéo e

uma cuba vertical para a eletroforese.

O sequenciamento realizado na Unidade de Analises Moleculares e de Proteinas (Centro
de Pesquisa Experimental, HCPA) utilizando o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer
mostrou-se de boa qualidade por apresentar picos altos, agudos e distintos no eletroferograma.
Segundo Prosdocimi (2006), a producdo de moléculas de DNA est4 atrelada a trés fatores
principais: (1) arealizacédo da reacédo de amplificacdo; (2) a eletroforese capilar e (3) anomeagao
das bases, onde se conclui que as maquinas sequenciadoras de DNA atuam apenas em parte do
processo de obtencdo da sequéncia de uma molécula desejada. Sendo assim, analisamos o
processo de sequenciamento como um todo. Como o produto final, denominacao da sequéncia
de nucleotideos, corroborou com dados referenciados no GenBank, podemos afirmar que a
qualidade da amplificacdo da regido desejada do gene MDR1 por PCR, tanto no sentido
“forward” como no “reverse”, foi adequada e produziu sequéncias de 144 e 148 pb. Essa
afirmacdo baseia-se na boa qualidade dos eletroferogramas resultantes do sequenciamento, seus
picos foram bem definidos, indicando a amplificacdo apenas do fragmento desejado. A anélise
do produto de PCR por sequenciamento mostrou ser um método confiavel, rapido e sensivel,

ndo havendo necessidade de repeti¢do da técnica.

A deteccdo de DNA ap06s reacdo de PCR é rotineiramente realizada por gel de
eletroforese, porém este € regularmente pouco sensivel e requer longo tempo para separacéo o
que impde limitacbes para uma total eficiéncia das técnicas de PCR para anélise rapida,
especifica e automatizada (DIAS et al., 2006).

Em todos os géis do estudo, bandas inespecificas com fragmentos maiores foram
detectadas, pelo fato do sequenciamento do mesmo produto de PCR resultar de uma
amplificacdo limpa, deduz-se que estes fragmentos sao resultantes de anelamentos ocorridos

durante o processamento da eletroforese.
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Dos 20 cées Collies analisados, 70% apresentaram a mutagdo canina MDR1 nt230
(del4). Esse dado corrobora com estudo realizado por Geyer et al. (2005a), onde o grupo
realizou a analise génica de diversas racas caninas na Alemanha, dentre ela 578 cées da raca
Collie, destes, 76,1% apresentou pelo menos um alelo mutante. Porém, 33% dos céaes deste
experimento foram classificados como homozigotos para a mutacdo, sendo que nenhum dos 20

caes deste experimento apresentou este status génico.

Se considerarmos o percentual dos alelos mutantes, o presente estudo teve um menor
indice, 35% de alelos mutantes, quando comparados com estudos realizados nos EUA (NEFF
et al., 2004), Alemanha (GRAMER et al., 2010) e Japdo (KAWABATA et al., 2005), que
apresentaram um percentual de 54,6%, 59% e 58,3% respectivamente. O principal fato a ser
destacado para um menor indice de alelos mutantes é a auséncia de cdes homozigotos para a
mutacdo no presente estudo. Este fato deve-se, provavelmente ao pequeno nimero de animais
analisados, sendo necessario um nimero maior de analises para uma melhor representacdo dos

Collies do Brasil.

Cées homozigotos para a mutacdo MDR1 nt230 (del4) revelam uma perigosa
sensibilidade a diversas medicaces. A sensibilidade a ivermectina tem sido amplamente
relatada ao longo dos anos e correlacionada aos Collies. A intoxicagdo por ivermectina leva a
graves sintomas neuroldgicos, com depressdo nervosa central, podendo levar facilmente o
paciente a obito (HOPPER et al., 2002; PAUL et al., 1987; PULLIAM et al., 1985;
TRANQUILLI et al., 1989). Também foram descritos efeitos neurotdxicos graves apds 0 uso
de doses terapéuticas Unicas de moxidectina (GEYER et al., 2005b) e doramectina (YAS-
NATAN et al., 2003), farmacos antiparasitarios da classe das avermectinas; assim como
loperamida, um opioide utilizado como antidiarreico; e dexametasona, anti-inflamatério

corticoide amplamente utilizado na veterinaria (MEALEY et al., 2007).

Individuos heterozigotos para a mutacdo possuem uma sensibilidade maior que
individuos sem a mutacao. Substratos da P-gp como a vincristina, vimblastina e doxorrubicina
provocaram efeitos adversos neurotoxicos em cdes com um alelo mutante e um normal para o
gene MDR1 (MEALEY et al., 2003). Farmacos como a vincristina e vimblastina sdo
amplamente utilizados como terapia antineoplasica em cdes. Recentemente, Krugman et al.
(2011) foi relatado o caso de um Collie realizando tratamento quimioterapico com vincristina
que apresentou graves sinais neurologicos, tais como automutilacdo, ataxia, déficit
proprioceptivo e dor ortopédica grave, além de vémito, diarreia e inapeténcia. Apds varios

exames de sangue e de imagem descartarem as principais doengas de maior incidéncia para
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estes sintomas, realizou-se o teste génico para a mutacdo MDR1 nt 230 (del4), demonstrando
que o paciente era homozigoto mutante. A partir do diagnostico o tratamento quimioterapico

foi alterado, utilizando farmacos nédo substratos da P-gp.

A sensibilidade de cdes a farmacos substratos da P-gp néo fica restrita apenas a raca
Collie, tampouco ao substrato ivermectina, desta maneira a determinacdo de um status génico
frente & mutacdo canina do gene MDRL1 torna-se uma ferramenta indispensavel para a
individualizacdo terapéutica dos pacientes, evitando possiveis intoxicagdes e reacdes adversas
medicamentosas, além de auxiliar na monitoracdo da mutacdo frente aos criadores das racas

predispostas.
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1 INTRODUCAO

O tramadol é um analgésico opioide, porém sua acdo analgésica ndo é restrita aos
mecanismos opioides, sendo assim classificado como um opioide atipico. Além da ativacéo de
receptores opioides, o tramadol atua na inibicdo da recaptacdo de noradrenalina e serotonina
(LEPPERT, 2009; RAFFA et al., 1992). A ampla margem de seguranca e os limitados efeitos
colaterais levam a uma grande utilizacdo do farmaco no controle de dores moderadas a graves,
particularmente para o controle da dor pos-operatoria em cées e gatos (FLOR et al., 2013;
LIVINGSTON, 2010).

Os opioides apresentam propriedades sedativa e hipndtica, além de serem analgésicos
potentes. Sendo utilizados no tratamento de dores agudas e cronicas, sozinhos ou em associacéo
a outros farmacos, como AINEs. Na medicina veterinaria, os opioides mais utilizados pela via
oral sdo o tramadol e a codeina (LIVINGSTON, 2010).

O termo opioide refere-se a0 mecanismo de agdo do Opio, retirado das sementes da
papoula, Papaver somniferum, usado na medicina desde os primordios da histdria. Evidéncias
arqueoldgicas demonstraram vestigios de semente de papoula e capsulas no periodo neolitico
na Suica (CHOUVY, 2010). Os escritos de Theophrastus (Séc.Ill a.C.) sdo os primeiros a
referenciar o 6pio. Os médicos arabes utilizavam na terapéutica e ajudaram a divulgar o uso
para o extremo oriente. No inicio do século XVI, os portugueses iniciaram o habito de fumar
Opio. Nesta época, o dpio foi reintroduzido na literatura médica europeia por Paracelsus como
laudano: um composto de Gpio, sucos citricos e quintesséncia de ouro, denominadas de pilulas
pretas ou “Pedras da Imortalidade”, sendo receitadas como analgésicos. No século seguinte,
moradores da Pérsia e da india comecam a comer e beber misturas de 6pio com finalidade
recreativa (MARTINS et al., 2012). O médico inglés Sydenham, em 1680, considerou o Opio
como sendo a substancia mais eficaz e universal para aliviar todos os sofrimentos do homem
(BERRIDGE e EDWARDS, 1981).

Farmacologicamente, os constituintes ativos do opio sdo alcaloides. A morfina foi o
primeiro alcaloide a ser isolado, sendo o sulfato de morfina seu principal sal. Com a
modificacdo molecular da morfina foram produzidos os derivados semissintéticos (MARTINS
et al., 2012). Denomina-se opiaceo todas as substancias de origem natural originadas do 6pio,
tais como morfina, tebaina, codeina, papaverina e noscapina. Apds o inicio da producdo de
compostos totalmente sintéticos semelhantes a morfina em sua agédo, designou-se o termo

opioide para todas as substancias naturais ou sintéticas que tenham agdo nos receptores
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opioides. Os opioides tém propriedades e acdo muito semelhantes ao 6pio ou a morfina, sendo
estes utilizados primariamente como analgésicos. A morfina continua sendo o modelo
comparativo para os demais, por sua superior capacidade analgésica. Etorfina, meperidina,
levorfanol, metadona, fentanil, hidromorfona, hidrocodona, butorfanol e tramadol sdo alguns

exemplos de analgésicos opioides (MARTINS, 2012).

A empresa farmacéutica Grunenthal GmbH, fundada em 1946 na Alemanha, sintetizou
amolécula de tramadol em 1962 (PEDERSEN et al., 2006), sendo comercializado na Alemanha
em 1977 sob 0 nome comercial de Tramal® na forma injetavel, sendo a forma oral inicialmente
comercializada em meados de 1980 (ALMEIDA, 2009; McMILLAN et al., 2008). Nesta altura,
a descoberta da molécula veio revolucionar o mercado farmacéutico de analgésicos.
Posteriormente, outras indudstrias farmacéuticas introduziram esta molécula com outros nomes
comerciais e também com diferentes formas farmacéuticas. As diferentes formas farmacéuticas
desenvolvidas ao longo dos tempos tém permitido que o tramadol continuasse a ser uma
molécula muito utilizada na terapéutica da dor, melhorando a qualidade de vida a milhdes de
pessoas em todo o0 mundo (ALMEIDA, 2009). Inicialmente, o tramadol oral foi comercializado
na formulacdo de capsulas de liberacdo imediata (IR) e gotas. Comprimidos de tramadol de
liberagdo prolongada (SR) foram comercialmente disponiveis na Europa desde meados dos
anos 1990, permitindo mais conveniente de dosagem de duas vezes por dia (LIKAR et al.,2006).

No Brasil, o tramadol € comercializado sob a forma de cloridrato de tramadol como
componente Unico e em associacdes. Nas farmacias humanas, esta disponivel na forma de
solucdo injetavel de ampolas com 50 mg em 1 mL e ampolas com 100 mg em 2 mL; na forma
oral como gotas (50 mg/1 mL), capsulas com 50 mg e comprimidos de liberacdo prolongada de
50 e 100 mg. A Unica associagdo disponivel do tramadol é com paracetamol, em comprimidos
revestidos com 37,5 e 325 mg respectivamente (DEF, 2011/12). Nas farmécias veterinarias, o
tramadol é comercializado como cloridrato de tramadol na apresentacdo de comprimido
palatavel de 12 mg (DIARIO NACIONAL - DOU — ANVISA, 2013).

O tramadol € um medicamento de uso hospitalar e ambulatorial na medicina humana e
veterinaria, sendo necesséria a apresentacdo de uma prescricdo médica valida para que possa
ser adquirido. De acordo com a portaria n° 344, de 12 de maio de 1998, o tramadol é listado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na Lista A2- lista de substancias
entorpecentes de uso permitido somente em concentracdes especiais, sujeitas a Notificacao de
Receita “A” (ANVISA, 1998).
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1.1 ESTRUTURA E PROPRIEDADES FisICO-QUIMICAS

O tramadol é um opioide sintético do grupo amino-ciclohexano (MALANA e ZOHRA,
2013). A denominagdo quimica do tramadol é () -cis-2- [(dimethylamino)methyl]-1- (3-
methoxyphenyl)-cyclohexanol, apresentando a férmula molecular CiHosNO2 e um peso
molecular de 263,4 (ECDD, 2006).

O tramadol apresenta dois estereoisdmeros e quatro enantedmeros, que sdo o (+/—) Cis-
2- dimethylaminomethyl- 1- (3- methoxyphenyl)- cyclohexanol ¢ o (+/-) trans- 2-
dimethylaminomethyl- 1- (3- methoxyphenyl)- cyclohexanol.

O tramadol é comercializado sob a forma de uma mistura racémica da sua estrutura cis
(ECDD, 2006), apresentando-se sob a forma de um sal, o cloridrato de tramadol, com um peso
molecular de 299,84 (Figura 9). O cloridrato de tramadol € um pé branco, cristalino, amargo,
inodoro, sendo facilmente soltivel em &gua, em etanol e metanol, porém muito pouco soltvel
em acetona. O pH de uma solugdo aquosa a 1% (1 g/ 100 mL de &gua) é de 5,4. Apresenta um
pKa béasico de 9,41 (DAILY MED, 2007; DRUG BANK, 2012; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

OCHs

« HCI

/CH3
CH2—N\
CHs

Figura 9: Férmula estrutural do cloridrato de tramadol.
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1.2 FARMACOCINETICA

Para minimizar a possibilidade de efeitos colaterais e toxicidade de um farmaco é
importante que se conhega a farmacocinética da molécula. Farmacocinética é o estudo da
absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo (biotransformacdo) e excrecdo de um farmaco. A
farmacocinética é a medida e interpretacdo das variacbes das concentragdes do farmaco no

organismo ao longo do tempo em relacdo a dose administrada (BAUER, 2008).

1.2.1 Absorc¢ao

Absorcdo é definida como a passagem do farmaco do local de administragdo para a
corrente sanguinea. Quando uma medicacdo é administrada extravascular, a absorcdo é
necessaria para que as moléculas alcancem o sistema circulatorio. A absorcdo do tramadol,
assim como dos demais farmacos, depende da via de administracdo, assim como a apresentacao
do farmaco (BAUER, 2008; ALMEIDA, 2009).

Um farmaco administrado pela via oral para ser absorvido, além de atravessar a mucosa
intestinal, deve ficar intacto, sem sofrer a acdo de enzimas metabolizadoras intestinais e
hepaticas, referido como metabolizagdo de primeira passagem. A fragcdo do farmaco integro que
chega a circulacdo sistémica é denominada biodisponibilidade (BAUER, 2008). Vérios fatores
poderdo interferir na biodisponibilidade de um farmaco administrado oralmente, tais como suas
propriedades fisico-quimicas, a velocidade de transito gastrico e intestinal, o pH luminal, o
fluxo sanguineo local. Proteinas transportadoras de farmacos e enzimas metabolizadoras
presentes no trato gastrointestinal também poderdo interferir na absor¢cdo. A P-glicoproteina é
uma importante proteina de transporte de farmacos presente na membrana apical do epitélio
intestinal que limita a absor¢do de seus substratos, sendo uma bomba de efluxo celular
(HUNTER e HIRST, 1997). Caso a molécula permaneca nos enterocitos intestinais por tempo
suficiente, pode ser metabolizada por enzimas do complexo citocromo P450 que € altamente
expresso nestas células. Os metabdlitos serdo absorvidos, aumentando sua concentragdo no
sangue e entdo no figado. Os metabdlitos podem ser inativos ou ativos. Em algumas situacGes

0s metabolitos podem ter uma acdo mais potente que o proprio farmaco (BRESOLIN, 2005).

Segundo Martin (1984), os opioides, de uma maneira geral, possuem uma boa absorcéo
administrados pela via subcutanea (SC), intramuscular (IM) ou oral. O metabolismo de primeira
passagem diminui a biodisponibilidade dos opioides, portanto, a dose oral muitas vezes deve

ser maior que a parenteral para produzir o mesmo grau de analgesia.
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O cloridrato de tramadol, apds administracdo intramuscular, apresenta uma
biodisponibilidade absoluta de 100% em cées (GIORGI et al, 2009c), semelhante ao encontrado
em humanos (ALMEIDA, 2009).

Um estudo, realizado por Georgi et al. (2009c), demonstrou uma biodisponibilidade em
caes de cerca de 10% do cloridrato de tramadol retal na apresentacdo de supositérios. Sendo
que em humanos, a biodisponibilidade dos supositorios é de cerca de 80% (GRUNENTHAL,
2008).

Em humanos, a absorcéo oral de tramadol é rapida, tanto na formulacéo de capsulas de
liberagdo imediata (IR) como em gotas. A biodisponibilidade de tramadol oral em humanos é
cerca de 70%, podendo chegar em 100% quando administrado em doses multiplas (ECDD,
2006). Em cées, a absorcao oral de comprimidos e capsulas de liberacdo imediata é rapida, entre
25 e 45 minutos (KUKANICH e PAPICH 2004; GIORGI, 2009a). Poucos estudos foram
realizados com tramadol oral em cdes, sendo os dados de biodisponibilidade um pouco
controversos. Kukanich e Papich (2004) realizaram o primeiro estudo do tramadol administrado
oralmente para cdes, neste a biodisponibilidade do tramadol foi de 70%, semelhante ao
encontrado em humanos. Porém, um estudo mais recente, utilizando técnicas de deteccdo mais
precisas, demonstram que a biodisponibilidade de tramadol oral é mais baixa em caes, cerca de
30%, quando administrado na apresentacao de capsulas de liberacdo imediata (GIORGI et al.,
2009c).

O tramadol na formulacédo de liberacdo prolongada foi desenvolvido para melhorar a
adesdo do paciente e reduzir a frequéncia de administracdo em humanos. Para modular a
liberagdo de um farmaco, o método mais comumente utilizado € o de inclui-lo em um sistema
de matriz. Sistemas de matriz de polimero hidrofilico provaram ser flexiveis para se obter um
perfil de liberacdo desejavel do farmaco, estes sendo amplamente utilizados na entrega
controlada de drogas por via oral, promovendo uma liberacdo prolongada, especialmente para
medicamentos hidrossoliveis como o tramadol (MALANA e ZOHRA, 2013). Existe apenas
um estudo realizado por Giorgi et al. (2009b) com a administracdo de comprimidos de liberacédo
prolongada de tramadol em cées que demonstrou uma baixa biodisponibilidade, cerca de 10%
(GIORGI et al., 2009Db).

1.2.2 Distribuicéo

Apds chegar a corrente sanguinea, o farmaco é distribuido para os liquidos intersticiais

e intracelulares. A distribuicdo depende de caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, assim
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como de fatores fisioldgicos, tais como débito cardiaco, fluxo sanguineo tecidual,
permeabilidade capilar e volume tecidual (GIBALDI e PERRIER, 2007).

A ligacdo a proteinas plasmaticas do cloridrato de tramadol € baixa, aproximadamente
20% (MALONNE et al, 2003; ALMEIDA, 2009). A saturacéo das proteinas plasmaticas ocorre
apenas quando sdo atingidas concentracOes superiores ao limite considerado terapéutico
(DAILY MED, 2007).

O tramadol apresenta uma elevada afinidade para os tecidos (Vq, = 203+40 L), tendo a
capacidade de passar as barreiras hematoencefalica e placentaria. Apenas uma pequena fracdo
da dose de tramadol administrado é encontrada no leite materno (0,1%) e 0 mesmo se passa
com o seu metabdlito M1 (0,02%) (GRUNENTHAL, 2008).

1.2.3 Metabolizagdo

Os organismos vivos desenvolveram sistemas complexos para detoxicar xenobi6ticos.
O metabolismo dos farmacos envolve dois tipos de reacdo, conhecidos como fase 1 e fase 2,
ocorrendo normalmente no figado. Podendo ocorrer ou ndo de modo sequencial. A
metabolizacdo tem a finalidade de tornar o farmaco mais hidrofilico, facilitando sua excrecao
renal (BAUER, 2008).

As reacOes de fase 1 sdo catabdlicas, como oxidacdo, reducdo ou hidrélise, sendo seus
produtos normalmente mais reativos, podendo ter mais acdo que o farmaco original.
Normalmente € introduzido na molécula um grupo reativo, como uma hidroxila, servindo como
ponto de ataque para conjugacédo (fase 2). As reacdes de fase 2 sdo anabdlicas e envolvem a
conjugacéo, geralmente formando produtos inativos. Na conjugacgédo ocorre a ligacdo de um
grupamentos como glicuronil, sulfato, metil ou acetil. A maior parte da metabolizacéo de fase

2 ocorre no figado, mas pode ocorrer também nos pulmdes e rins (BAUER, 2008).

A metabolizac¢do do tramadol é hepatica. O tramadol possui pelo menos 11 metabdlitos
que ja foram identificados, porém apenas um € importante por sua atividade farmacologica, o
O-desmetiltramadol (M1) (MALONNE et al, 2003). Alem do M1, os principais metabolitos
encontrados no plasma sdo: N-desmetiltramadol (M2), e em menor propor¢do N,N-
didesmetiltramadol (M3) e N,N,O-tridesmetiltramadol (M4), e N,O-desmetiltramadol (M5),
conforme esquematizado na Figura 10 (LINTZ et al, 1981).
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Figura 10: Principais vias metabolicas do tramadol. (Fonte: Lintz et al., 1981)

Ao sofrer metabolizacdo de fase 1 o tramadol pode seguir duas vias metabdlicas

distintas, pode sofrer O-desmetilacdo, através da acdo da enzima citocromo P450 2D6

(CYP2D6), formando o principal metabdlito ativo M1, ou N-desmetilacdo, catalisada pelas

enzimas CYP 2B6 e 3A4, formando o M2 (inativo). A propor¢do da formacdo de cada um

destes dois metabolitos ira depender das concentragdes das respectivas enzimas. Ainda através

das reacdes de fase 1, a partir do M1 e M2, podem ainda surgir trés metabdlitos secundarios
adicionais, N,N-didesmetiltramadol (M3), o N,N,O-desmetiltramadol (M4) e o N,O-
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didesmetiltramadol (M5) (Figura 10). O M5 é fracamente ativo, além de ter baixa penetracao
cerebral. Os metabolitos O-desmetilados podem ainda sofrer metabolizacéo de fase 2, com
reacOes de conjugacdo (acido glucorénico) e de sulfatacdo (&cido sulflrico), antes de serem
eliminados pela urina (GIORGI et al., 2009a).

O metabolito ativo O-desmetiltramadol (M1) tem uma afinidade pelo receptor L opioide
cerca de 200 vezes maior que o proprio tramadol (QUETGLAS et al., 2007; RAFFA et al.,
1992). Um estudo recente em cdes demonstrou que apds 5 minutos da administracéo
endovenosa de cloridrato de tramadol é possivel a detec¢do de O-desmetiltramadol (M1), tendo
um pico de concentracdo em 2 horas, estando presente por até 8 horas (VETTORATO et.al.,
2010).

O metabolismo do cloridrato de tramadol pode ser afetado por fatores variados, tais
como a funcionalidade hepatica, associacdo com outras medicacbes metabolizadas pelas
mesmas rotas metabdlicas ou ainda fatores genéticos do individuo, principalmente relacionados
a enzima de metabolizacdo CYP2D6 (ALMEIDA, 2009).

1.2.4 Eliminacgéo

Os farmacos sdo eliminados, pelo processo de excrecdo, inalterados ou como
metabdlitos. Os rins sdo 0s 6rgdos mais importantes para a excre¢do. A excrecao fecal ocorre
predominantemente para farmacos administrados oralmente que ndo foram absorvidos, ou
metabolitos excretados na bile ou secretados no trato gastrintestinal (GIBALDI e PERRIER,
2007).

Aproximadamente 90% do tramadol absorvido é eliminado na urina, tanto na forma
inalterada (30%) quanto na forma de metabdlito (60%) o restante sendo eliminado nas fezes
(MALONNE et al., 2003; GRUNENTHAL, 2008).

A eliminacdo do tramadol pode ser descrita por um modelo farmacocinético
bicompartimental. Na espécie humana o tempo de meia vida de eliminacéo relatado fica entre
5e 6 h. A meiavida do metabolito M1 é mais longa, cerca de 9 horas (MALONNE et al., 2003).
Pacientes idosos, com idade acima de 75 anos pode ter um acréscimo de 1,4 h. Pacientes com
cirrose hepatica ou com insuficiéncia renal apresentaram um tempo de meia vida bastante
prolongado tanto do tramadol como do M1 (GRUNENTHAL, 2008).

A meia vida de eliminacéo é acentuadamente mais curta nos cdes quando comparado a

humanos. Kukanich e Papich (2004) observaram um tempo de meia vida de eliminacéo de 0,80
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+ 0,12 h quando o farmaco era administrado por via intravenosa e de 1,71 + 0,12 ap0s
administracao oral. Neste mesmo estudo, 0 M1 teve um tempo de meia vida de eliminagéo de
1.69 + 0.45 e 2.18 = 0.55 h apo6s administracdo intravenosa e oral respectivamente. Estudos
posteriores também observaram um tempo de meia vida de eliminacdo do tramadol
acentuadamente mais curto nos cdes comparado aos humanos, assim uma administracdo mais
frequente seria necessaria para manter a concentracdo plasmatica do farmaco em niveis
terapéuticos (GIORGI et al., 2009a).

1.3 FARMACODINAMICA
1.3.1 Mecanismos de a¢ao

O tramadol produz acédo antinociceptiva através de um duplo mecanismo: 1- acéo sobre
0s receptores opioides e 2- inibicdo da recaptacdo da noradrenalina e serotonina e estimulo de
liberacdo de serotonina (Figura 11). Sendo que os dois mecanismos de acdo agem
sinergicamente, produzindo analgesia. O efeito clinico do tramadol estd diretamente
correlacionado com seu metabolismo, sendo que tanto a droga mde quanto um de seus
metabdlitos tem atividade analgésica (RAFFA et al., 1992; RAFFA et al., 1993).

| Serotonergic effect (=20%) of (+)-tramadol

M Noradrenergic effect (=40%) of (-)-tramadol

To the !
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Figura 11. Demonstracdo esquematica dos mecanismos de a¢do do tramadol no corno dorsal da
medula (Fonte: Schug, 2007).
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O tramadol possui afinidade moderada pelos receptores opioides p (mu), tendo uma
fraca afinidade pelos receptores opioides 6 e k (delta e kappa), cerca de 20 vezes menor
(RAFFA et al., 1992). Quando o farmaco liga-se aos receptores opioides, principalmente ,

inibe a percepc¢éo da nocicepgdo (ALMEIDA, 2009).

A transmisséo da dor € inibida pelo tramadol pelo seu efeito na inibi¢do da recaptacéo
da serotonina, por interacdo nos receptores serotoninérgicos e, inibicdo da recaptacdo da
noradrenalina, por interagdo com os receptores o2 adrenérgicos. O aumento destes dois
neurotransmissores na fenda sinaptica inibe a transmissdo ascendente do estimulo nociceptivo.
Outros farmacos com este mesmo mecanismo de acdo de inibi¢do ou blogueio da recaptacao
dos neurotransmissores monoaminas (ex. amitriptilina) quando utilizados em conjunto com os
opioides podem ser considerados adjuvantes importantes na terapéutica da dor, uma vez que
potencializam o seu efeito, atraves de mecanismo complementar e sinérgico (ALMEIDA,
2009).

O tramadol é uma mistura racémica (1:1) de seus dois enantibmeros (%), cada
enantibmero possui um mecanismo de acdo, sendo ambos farmacologicamente ativos como
analgeésicos. A desmetilacdo hepatica do tramadol produz um importante metabdlito ativo, O-
desmetiltramadol (M1), que também esta presente como uma mistura racémica. (+) Tramadol
interage com receptores opioides (U, 6, k), serotoninérgicos e a2 adrenérgicos. (-) Tramadol
interage nos receptores a2 adrenérgicos. (+) M1 interage com receptor p opioide, tendo uma
ligacdo muito mais potente com o receptor, 2 a 200 vezes maior que o (+) Tramadol. (-) M1
interage com os receptores a2 adrenérgicos (Tabela 7) (KUKANICH e PAPICH, 2004).

Tabela 7- Mecanismos de acdo especificos dos enantibmeros do tramadol e do O-desmetiltramadol

(M1).
ENANTIOMERO RECEPTOR ATIVADO
(+) Tramadol Opioides (p,0,k)- fraca afinidade
Serotoninérgicos
02 adrenérgicos
(-) Tramadol a2 adrenérgicos
(+) M1 L opioide (afinidade 200x maior que tramadol)
(-) M1 02 adrenérgicos
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1.3.1.1 Receptores Opioides

Os receptores opioides tém como ligantes endogenos as encefalinas: B-endorfinas e
dinorfinas (HOWLETT e REES, 1986). As encefalinas sdo dois dos membros de uma grande
familia de peptideos opioides enddgenos, as endorfinas, todas com residuo de tirosina no N-
terminal. Parte da estrutura quimica da morfina assemelha-se a uma porcao da tirosina, um

grupamento amina separado do anel fendlico por dois &tomos de carbono (SAWYNOK, 2003).

Os receptores opioides foram identificados a partir de estudo realizado em 1976 com
preparados de ileo de roedores (Martin et al., 1976 apud MARTINS, 2012). Foram identificados
a principio trés receptores, sendo estes nomeados por letras gregas, pu (mu), k (kappa) e o
(sigma), correspondentes as substancias utilizadas para estimula-los, morfina, cetociclazocina
e SKF 10047 (N-alilnormetazocina), respectivamente. Estudos comprovaram que o receptor ¢
ndo era bloqueado pelos antagonistas opioides classicos, como a naloxona e a naltrexona.
Atualmente o receptor ¢ ndo é mais classificado como receptor opioide. Os efeitos de farmacos,
como a fenciclidina, primeiramente relacionados a ativacao deste receptor, ocorriam devido ao
bloqueio dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. No inicio da década de 1980, foi
determinado um novo tipo de receptor opioide, denominado o (delta), perfazendo novamente
trés receptores opioides (MARTINS, 2012). Posteriormente identificou-se um quarto receptor
opioide o ORL: que apesar da homologia com os demais receptores, ndo é antagonizado pela
naloxona (WALDHOER et al., 2004).

A terminologia dos quatro receptores sofreram algumas revisdes, sendo proposto pelos
biologistas moleculares a nomenclatura de MOPr (1 = mu de morfina), DOPr (- delta de
deferente, por ter sido primeiramente identificado na vas deferens no rato), KOPr (k — kappa de
cetociclazocina) e NOPr (ORL: de nociceptina/orfanina) (WALDHOER et al., 2004). A
International Union of Pharmacology (IUPHAR) estabeleceu uma nova denominagéo
conforme a sequéncia cronologica de clonagem dos receptores, sendo utilizadas as letras OP
seguidas pelo nimero referente, sendo assim, OP; 0 delta (5), OP2 0 kappa (k), OPs 0 mu (p) e
OP40 ORL1 (MARTINS, 2012) (Tabela 8).
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Tabela 8 — Nomenclatura dos receptores opioides.

Nomenclatura Recomendacéo da Nomenclatura da
farmacoldgica IUPHAR biologia molecular
u OP3 MOPr
) OP1 DOPr
K OP2 KOPr

ORL, OP4 NOPr

Os receptores opioides sao ligados a proteina G. Quando ativados pelo ligante, ocorre
inibicdo da enzima adenilato ciclase, reduzindo o AMPc (adenosil monofosfato ciclico), além
da ativacdo na MAP quinase (proteina quinase ativada por mitdgenos). A reducdo de AMPc
causa um fechamento dos canais de Ca** voltagem dependentes nas terminacGes nervosas pré
sinapticas, reduzindo a liberacéo de neurotransmissor, e abertura de um tipo de canal de potassio
— canal de potéssio retificador interno, este tltimo causando hiperpolariza¢cdo de membrana nas
membranas pés sinapticas (WEBSTER, 2005).

Os receptores estdo localizados em diferentes regides cerebrais, medulares e periféricas,
esta Gltima tanto nos plexos mioentéricos, como nas terminacGes dos neurbnios aferentes
nociceptores (ALMEIDA, 2009). Perifericamente, os opioides inibem a descarga de
terminacOes aferentes nociceptivas, ficando mais evidenciado seus efeitos sob condicoes
inflamatdrias. A infiltracdo de morfina, apos cirurgia articular no joelho, em cirurgias dentérias,
em pacientes com osteoartrite, demonstrou efetiva analgesia (SAWYNOK, 2003). Ao nivel
espinal, os opioides inibem a transmissdo sinaptica dos neurénios aferentes nociceptivos no
corno dorsal da medula, tanto via membrana pré-sinaptica, inibindo a liberagdo de
neurotransmissor, quanto na pds-sinaptica, hiperpolarizando a membrana. Além disso, ocorre
liberacdo de serotonina nas fibras inibitdrias descendentes. A analgesia supraespinal envolve,
além do mecanismo de acdo ja mencionado, a liberacdo de peptideos opioides enddgenos
(WALDHOER et al., 2004).

Os receptores do tipo u ja foram localizados nas laminas 111 e V do cortex, no talamo,
substancia cinzenta periaquedutal, substancia gelatinosa e trato gastrintestinal. Os receptores k
foram identificados nos neurdnios sensitivos periféricos, substancia gelatinosa na medula

espinal, hipotalamo ¢ substancia cinzenta periaquedutal. Os receptores 6 sao localizados nos
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ndcleos pontinhos, amigdalas, bulbo olfatorio, cortex cerebral profundo e neurénios sensitivos
periféricos (MARTINS et al., 2012). Os receptores ORL estdo localizados em diversas areas
corticais, areas olfatorias, estruturas limbicas, tdlamo, substancia cinzenta periaquedutal,
substancia negra, cornos dorsal e ventral da medula, na musculatura lisa, em ganglios
periféricos e no sistema imune (MOLLEREAU e MOULEDOUS, 2000).

1.3.1.2 Recaptacdo de neurotransmissores monoaminas

A noradrenalina e a serotonina sao neurotransmissores de baixo peso molecular de acao
répida da classe das aminas. As vesiculas sinapticas destes neurotransmissores sdo reciclaveis,
sendo utilizadas inimeras vezes, isso é possivel por existirem transportadores que realizam a

recaptacao destes para os neurdnios pré-sinapticos (FIELDS et al., 1991).

A transmissdo de processos da dor pode ser diminuida acentuadamente por um sistema
fisiologico de analgesia do SNC (sistema nervoso central). Neste sistema de analgesia estdo
envolvidos trés sistemas principais: (1) area periaquedutal cinzenta do mesencéfalo e parte
superior da ponte; (2) nucleo magno da rafe na parte inferior da ponte e superior do bulbo, que
recebe sinais da area periaquedutal cinzenta; estes sinais sdo transmitidos para a medula; (3)
complexo para a inibigdo da dor no corno dorsal da medula. Outras areas cerebrais que
estimulem alguma das regifes de analgesia podem também modular a dor (BASBAUM e
FIELD, 1984).

A modulacdo da transmissdo dor ocorre por vias descendentes provenientes do
mesencéfalo e do tronco encefalico, exercendo importante efeito inibitorio sobre a transmissdo
no corno posterior. Varias substancias estdo envolvidas no sistema de analgesia, dentre elas a
encefalina, a 5-HT (serotonina), a noradrenalina e adenosina. As fibras originadas do ndcleo
central da rafe secretam serotonina e noradrenalina nas suas terminagdes nervosas, atuando nos
interneurdnios inibitorios da dor. A inibicdo da recaptagdo da serotonina e noradrenalina irdo
aumentar suas concentragdes na fenda sinaptica, aumentando o efeito analgesico das mesmas
(GEBHART, 2004; LEPPERT, 2009).

1.3.2 Efeitos farmacoldgicos

Em humanos, a acdo analgésica do tramadol estd relacionada parcialmente a sua
interacdo e de seu metabolito ativo M1, molécula com uma afinidade 200 vezes maior pelo
receptor y opioide que o tramadol (RAFFA et al, 1992). Os receptores | opioides estdo

presentes principalmente no cortex cerebral, tdlamo e substéncia cinzenta periaquedutal
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(ALMEIDA, 2009). A analgesia deve-se também a inibicdo da recaptagdo de serotonina e
noradrenalina a nivel medular (RAFFA et al, 1992). Um estudo realizado por Collart et al.
(1993) demonstrou que apenas 30% da atividade analgésica do farmaco em humanos era

bloqueada pela naloxona, sendo 70% da atividade ndo relacionada ao receptor (i opioide.

Estudos em cédes demonstraram que o efeito nociceptivo da administracdo de tramadol
independe das concentracdes plasméaticas de M1, sugerindo que o proprio tramadol seja o
principal responsavel pelo efeito analgésico em cées (GIORGI et al., 2009c; KUKANICH e
PAPICH, 2011).

A concentracdo plasmatica entre 100-300 ng/mL apresenta analgesia efetiva em
humanos. Existe uma correlagdo direta entre concentracdo plasmatica e efeito analgésico, mas
também ha bastante variacdo individual (GRUNENTHAL, 2008).

Os efeitos dos opioides estdo correlacionados diretamente com o tipo de receptor ao
qual se liga, assim como o tipo de ligacdo, como o grau de afinidade e especificidade Os
receptores opioides tem uma ampla distribuicdo no cérebro e nas estruturas periféricas. Apesar
do principal efeito dos opioides ser a analgesia, estes farmacos produzem muitos outros efeitos
(YAKSH e WALLACE, 2012).

Os opioides representam a base para o tratamento da dor, porém, dependendo da causa
da dor, o uso isolado ou a combinacao de analgésicos de diferentes classes pode ser necessario,
tais como anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs), anticonvulsivantes e antidepressivos
(YAKSH e WALLACE, 2012). O tramadol, quando utilizado em doses adequadas, nédo
desencadeia os efeitos colaterais tipicos dos opioides, tampouco os efeitos indesejaveis dos
AINEs. Esse fato torna o tramadol uma excelente escolha para o tratamento analgésico
prolongado em animais (GIORGI et al., 2009a). Alem da acéo analgésica, o tramadol mostrou
ser efetivo como antitussigeno, atuando na inibicdo direta no centro da tosse (KUKANICH e
PAPICH, 2004; GRUNENTHAL, 2008).

O tramadol demonstra ser efetivo como a morfina para dores moderadas, mas menos
efetiva para dor aguda severa. E indicado para analgesia apds cirurgias, inclusive ortopédicas,
tanto em humanos como em animais. Combinado a morfina produz uma maior analgesia
guando comparado a morfina sozinha (Webb et.al., 2002 apud KUKANICH e PAPICH, 2004).

Sua administracdo neuraxial (espinal ou extradural) nas anestesias ou analgesias locais
é efetiva no controle da dor transoperatdria em humanos, podendo ser utilizado também em

criangas. Em cées, sua utilizagdo extradural e endovenosa mostrou-se eficaz no controle de dor
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trans e pos-operatoria em cirurgias ortopédicas com alto grau algico (GUEDES et al., 2002;
VETTORATO et.al., 2010).

O tramadol tem um baixo potencial para causar dependéncia, ndo tendo relevante efeito
depressivo cardiovascular ou respiratério. Tem um pequeno efeito sobre o peristaltismo
intestinal, tendo uma baixa incidéncia de efeitos colaterais em humanos e animais
(KUKANICH e PAPICH, 2004; McMILLAN et al., 2008; GIORGI et al., 2009a).

Takaharu et al. (2011) realizaram um estudo em cées anestesiados com sevoflurano que
receberam tramadol 1V, na dose de 4 mg/kg, no qual concluiram que o farmaco produz uma
prolongada vasoconstricdo periférica, efeito provavel de sua inibicdo na recaptacdo de
noradrenalina e serotonina. O efeito no aumento da resisténcia vascular levou a um aumento
transitério e moderado na pressao arterial dos animais, contrabalangcando os efeitos depressores

cardiovasculares do sevoflurano.

A auséncia de efeitos colaterais é dose dependente. Apesar da ligacdo com os receptores
opioides ser mais fraca quando comparado a morfina, com o aumento da dose, ou conforme a
via de administracdo, podem ser observado efeitos como: euforia, nausea, depressdo
cardiorrespiratdria, tremores, convulsdes, hipotermia, miose, inducdo de coma, apneia,
dependéncia, tolerancia e constipacdo. O tramadol ndo deve ser associado a farmacos que atuem
na monoaminoxidase (MAO), para ndo potencializar seus efeitos depressores (ALMEIDA,
2009).

Administracdes repetidas de tramadol oral e parenteral por 6-26 semanas em ratos e
cdes, assim como em administracdes orais por 12 meses em cédes ndo desencadeou alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas nos animais. Alteracfes neuroldgicas como sedacéo, salivacéo,
convulsdo e reducédo de ganho de massa corporal foram observadas apenas em doses superiores
as terapéuticas. Ratos toleraram doses de 20 mg/kg e cdes toleraram doses de 10 mg/kg sem
qualquer reacdo adversa. Em estudos in vitro houve evidéncia de efeitos mutagénicos, os quais
ndo se repetiram em estudos in vivo, podendo ser classificado como ndo mutagénico
(GRUNENTHAL, 2008).
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1.4 DETERMINACAO DE TRAMADOL EM PLASMA

Métodos analiticos para a identificacdo e quantificacdo de substancias devem garantir
resultados reprodutiveis. A escolha do método depende de varios fatores, tais como:
caracteristicas quimicas da substancia a ser analisada, concentracdo na amostra, matriz em que
ela se encontra (ALMEIDA, 2009).

Véarios métodos de deteccdo de tramadol em plasma humano tém sido relatados.
Métodos analiticos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), podendo ser
acoplado a detectores diversos (VLASE et al., 2008). A CLAE utiliza instrumentos que podem
ser totalmente automatizados. A separacdo é feita através de uma coluna recheada com
materiais especialmente preparados e uma fase movel, eluida sob altas pressdes. As separacoes
podem ser feitas a partir de amostras de varios tipos com diversos compostos (JARDIM et al.,
2006).

O detector é o componente mais caro e sofisticado do sistema cromatogréfico,
delimitando muitas vezes a sensibilidade da analise (JARDIM et al., 2006). Os detectores
utilizados para a analise do tramadol variam entre detectores dpticos por absorbancia no
ultravioleta (GAN et al., 2002; KUCUK et al., 2005; KUCUK e KADIOGLU, 2005; SOUSA
et al., 2008); detectores por fluorescéncia (GIORGI et al., 2009b; KUKANICH e PAPICH,
2004; KUKANICH et al., 2005; QUETGLAS et al., 2007; ROUINI, 2006; VETTORATO et
al., 2010); e espectrébmetro de massas (GERGOV et al., 2009; SACCOMANNI et al., 2010;
SHILO et al., 2007; VLASE et al., 2008).

A espectrometria de massas € uma das técnicas mais importantes de analise molecular
devido a sua especificidade e sensibilidade de analise. ApOs a injecdo da amostra no
espectrometro de massas, ocorre a producdo de ions por uma fonte de ioniza¢do. Depois de
formados os ions, estes sdo analisados pelo analisador de massas de acordo com a sua razéo
massa/carga (JARDIM et al., 2006).

O método de deteccdo de uma substancia deve ser validado segundo critérios pré-
estabelecidos, para que os dados sejam confiaveis, com uma boa reprodutibilidade e qualidade
(FDA, 2001).
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1.5 FARMACOGENETICA

A farmacogenética e a farmacogenémica estudam as influéncias genéticas sobre as
respostas a medicamentos, estando a farmacogenética focada em efeitos de genes isolados,
enquanto que a farmacogenémica estuda simultaneamente varios genes e suas interagdes.
Pacientes tratados com diversos medicamentos apresentam grande variabilidade de resposta,
podendo ndo responder, responder parcialmente ou demonstrar reagdes adversas ou até mesmo
intoxicacdo medicamentosa. Estas variacfes de resposta podem levar a hospitalizacdo ou até
mesmo a morte um grande ndmero de individuos em todo o mundo. A variabilidade ao
tratamento pode ser decorrente de vérios fatores, tais como doencas, diferencas na
farmacocinética e farmacodindmica dos medicamentos, fatores ambientais e fatores genéticos.
Os genes influenciam alterando a expressdo de proteinas envolvidas tanto na cinética quanto na
dindmica dos farmacos. Os genes que podem causar variagdes nas respostas terapéuticas podem
ser divididos em trés grupos: farmacocinéticos, receptor/alvo e modificadores da doenca. Os
genes gue influenciam na farmacocinética sao principalmente os correlacionados a codificacdo

de enzimas metabolizadoras ou proteinas transportadoras (SHASTRY, 2006).

Algumas isoformas das enzimas metabolizadoras possuem polimorfismos importantes,
taiscomo a CYP2C9 e a CYP2D6. Além das enzimas citocromo P450, altera¢cdes na expressao
de outras enzimas metabolizadoras, como a tiopurina metiltransferase (TPMP) também
influenciam em alguns tratamentos farmacoldgicos (LU e MA, 2012). Estas variacdes
genéticas determinam variacfes na velocidade/intensidade da biotransformacédo de farmacos.
Os metabolizadores lentos sdo aqueles que possuem auséncia ou diminuicdo de uma
determinada enzima metabolizadora, 0 que expde o0 paciente a quadros toxicos.
Metabolizadores rapidos possuem um aumento na producéo da enzima, podendo levar a uma
eliminacdo muito rapida do farmaco, ou a intoxicacdo devido a uma répida elevacdo na

concentracdo plasmatica de um metabolito ativo (METZGER et al., 2006).

VariacOes genéticas de proteinas de transporte de farmacos sdo importantes por
influenciar sua absorcao, distribui¢do e eliminacdo. Polimorfismos genéticos podem alterar a
expressdo ou a conformacdo desses transportadores, afetando a afinidade do mesmo pelo
substrato (METZGER et al., 2006). A P-glicoproteina (P-gp), produto do gene MDR1, tem sido
bastante estudada por ser um transportador de varios medicamentos. A P-gp é uma bomba de
efluxo que evita que farmacos substratos se acumulem no interior celular. A alteracdo na

expressao ou funcdo da P-glicoproteina tem sido associada a uma maior susceptibilidade a
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diversas intoxicagdes em humanos e animais. Estudos adicionais relacionados a expressao e a
funcdo da P-gp espécie-especifica tém implicacdo clinica importante em termos de eficiéncia
de diversos tratamentos (LINARDI e NATALINI, 2006).

Algumas linhagens de cdes possuem uma mutagdo no gene MDR1, denominada nt230
(del 4). Individuos homozigotos mutantes (MDR1-/-) ndo expressam a P-gp, e individuos
heterozigotos (MDR1 +/-) a expressam em menor quantidade. Cées da raca Collie possuem
uma alta incidéncia da mutacao, podendo tornar-se modelos experimentais para testes de novos
substratos (GEYER et al., 2005a).

Conforme evidenciado na revisdo bibliogréfica do presente capitulo, o tramadol é
amplamente utilizado na medicina veterinaria no tratamento de dores agudas e cronicas, sendo
prescrito tanto em formulacBes parenterais quanto orais. Porém, existem poucos estudos
farmacocinéticos do farmaco na espécie canina, principalmente na apresentacdo oral. A
variabilidade individual na cinética do tramadol, assim como sua baixa biodisponibilidade
quando administrado por via oral pode ser justificado por sua possivel interacdo com a P-gp.

Sendo assim, é importante que o tramadol seja testado como possivel substrato da P-gp.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a farmacocinética do cloridrato de tramadol administrado por via oral, na
formulacéo de liberacdo prolongada, comparando cdes normais com o0s portadores da mutacéo
MDR1 nt230 (del4).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adaptar a metodologia analitica da deteccao do cloridrato de tramadol em soro de cées,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a um detector de
espectrometria de massa (LC-MS/MS);

e Estabelecer se o status génico da mutagdo MDR1 nt230 (del4) influencia na absorcéo
oral do tramadol, utilizando dados de concentracdo plasmatica versus tempo de

administracao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FARMACOS

e Cloridrato de tramadol padréo — cedido pela Unido Quimica (Brasil)

e Cloridrato de tramadol comprimidos de liberacdo prolongada 100mg — Tramal
Retard® (Grunenthal) — adquirido da industria farmacéutica

e Propranolol — cedido pelo Centro Bioanalitico de Medicamentos (CBIM) da Faculdade
de Farmécia da UFRGS

3.2 REAGENTES

e Acetonitrila para cromatografia liquida: LiChrosolv® (Merck)

e Acetato de etila para cromatografia liquida: LiChrosolv® (Merck)
e Acido formico (HCOOH)

e Agua deionizada Milli-Q® - Millipore Corporation

¢ Hidroxido de s6dio (NaOH) 0,1M

3.3 EQUIPAMENTOS

e Agitador de tubos: Finemixer SH 2000 (Digger)
e Banho Ultrassom
e Bomba de vacuo (Edwards)
e Centrifuga a vacuo com liofilizador acoplado: RC 10.10 — RCT 90 (Jouan)
e Centrifuga refrigerada: MR 23i (Jouan)
e Coluna HPLC Luna C18 5um 150x4,6mm (Phenomenex) (Figura 12)
e Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia: LC 10 AD (Shimadzu) (Figura 13)
= Controlador: SCL 10A (Shimadzu)
= Degasificador: DGU 14A (Shimadzu)
= Forno para coluna: CTO 10A (Shimadzu)
» Injetor automatico: SIL 10AD (Shimadzu)
e Espectrometro de massas: Quatro LC (Micromass)
o Freezer—80°C
e Freezer -20°C

e Holder Universal Security Guard (Phenomenex)
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e Pipetas 1000, 100 e 20uL
e Pré-coluna HPLC C18 4 x 3,0mm (Phenomenex)

o Refrigerador

o Vortex

Figura 12. Coluna cromatografica Luna® C18, acoplada a pré-coluna C18- Phenomenex.

Figura 13. Vista da sala de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao espectrofotémetro de
massas.
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3.4 ANIMAIS

Neste experimento foram utilizados 20 cées da raca Collie, 11 fémeas e 9 machos, com
idade entre 1 e 12 anos, com peso corporal entre 19 e 31 kg. Todos os animais estavam
clinicamente higidos durante o estudo, sendo provenientes de propriedades particulares. Os

proprietarios autorizaram previamente a utilizacdo de seus cdes no experimento.

Parte do estudo foi realizada no Hospital Veterinario da ULBRA. Os cédes foram
agrupados em um nimero de 2 a 5, conforme a data da experimentacdo. Eram mantidos juntos
em uma sala ampla e ficavam com supervisao constante. Entre as coletas sanguineas, os animais
passeavam nas dependéncias do campus universitario. Os caes permaneceram nas dependéncias
do hospital durante as 26 horas de experimento, sendo alimentados com ragdo seca e Umida

para a espécie e receberam agua ad libitum.

Nove cdes do estudo eram provenientes de uma mesma propriedade agropecuéria.
Tendo em vista a distancia entre esta e a universidade, realizou-se o experimento na propria
fazenda, onde foi montada uma estrutura adequada para 0 mesmo. Estes receberam 0s mesmos

cuidados citados acima.

Este projeto foi aprovado pela Comissdo Cientifica e pela Comissdo de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA) do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre em seus aspectos éticos e metodoldgicos de acordo com as diretrizes e normas
nacionais e internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08/10/2008 que estabelece o uso de

animais em experimentos cientificos (Anexo A).

3.5 PROCEDIMENTOS PREVIOS AO EXPERIMENTO

Os cées foram vermifugados e vacinados previamente ao estudo. Uma semana antes do
experimento os cées foram examinados clinicamente. Neste momento foi coletado 5 mL de
sangue, sendo distribuido em frascos com e sem anticoagulante, para posterior exames
complementares e tipificacdo genética para 0 MDR1. Os materiais coletados permaneceram em
refrigeracéo e foram encaminhados para o Laboratorio de Anéalises Clinicas e de Parasitologia
do Hospital Veterinario da ULBRA para realizagdo de hemograma e bioquimicos e para o
Laboratério de Farmacogenética Animal da UFRGS para extracdo de DNA e posterior
congelamento. A metodologia para analise genética dos animais foi descrita no Capitulo | do
presente estudo. A andlise génica foi realizada posteriormente a fase experimental com os cées,

sendo assim, os avaliadores ndo sabiam o status génico dos animais.
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Os exames realizados foram hemograma, contagem de proteinas plasmaticas e
plaquetas, creatinina e fosfatase alcalina. Todos os animais apresentaram normalidade nos
exames. Os animais foram nomeados por numeros de 1 a 20 para identificacdo do material

bioldgico e posterior analise.

3.6 ADMINISTRACAO DO CLORIDRATO DE TRAMADOL E COLETA DE
AMOSTRAS

Os cées foram submetidos a um jejum sélido de 12 horas previamente a administragdo
do medicamento, ficando com livre acesso a agua. Duas horas ap6s a administracdo do
comprimido de cloridrato de tramadol, foi oferecido racdo comercial para cdes. Na espécie
humana, a administragdo oral do cloridrato de tramadol com alimentos néo afeta a velocidade
ou a quantidade absorvida, ndo havendo, assim, restricdes a sua administracéo a refeicdo ou em
jejum (MALONNE et al., 2003; DAILY MED, 2007). Apesar disto, no presente estudo
realizou-se jejum alimentar devido ao fato de ndo ter sido investigado a interferéncia da

absorcéo oral juntamente com alimentos em caes.

Previamente a administracdo da medicacdo, foram realizados pesagem e exame clinico
geral dos animais. Tricotomizou-se a porcdo cranial do antebraco direito, onde foi realizada
antissepsia da regido com alcool 70% e posterior vendclise a partir de um cateter periférico 20G
colocado na veia cefalica. Imediatamente ap6s a colocacdo do cateter, coletou-se a amostra de
tempo zero (0), seguindo-se a irrigacdo do cateter com solugdo fisiologica heparinizada

(1Ul/mL), procedimento padrao realizado apds a coleta de todas as amostras.

Foi administrado oralmente 1 comprimido de 100 mg de cloridrato de tramadol de
liberacdo prolongada (Tramal Retard®) juntamente com uma pequena por¢ao de racao pastosa
para cées, facilitando a degluticdo do comprimido. Segundo o laboratorio fabricante, o
comprimido contém como excipiente: celulose microcristalina, lactose, estearato de magnésio,
hidroxipropilmetilcelulose, polietilenoglicol, propilenoglicol, silica coloidal anidra, talco e
dioxido de titanio (GRUNENTHAL, 2008).

Amostras sanguineas de 2 mL foram coletadas antes da administragdo do farmaco, 30
minutos, assim como 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 e 24 horas. O sangue coletado foi acondicionado em

frascos para coleta sanguinea sem anticoagulante (tampa vermelha).

Para a manutencdo da via, foi colocada uma solucdo heparinizada ap6s cada coleta

sanguinea, conforme citado anteriormente. Para cada coleta das amostras sanguineas,
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utilizavam-se duas seringas, na primeira era coletado 1 mL de sangue para remogdo de
resquicios da solucdo heparinizada, posteriormente, na segunda seringa, era realizada a coleta
de 2 mL de sangue que era transferido para o tubo de coleta. Em seguido era injetado no cateter
solucdo heparinizada, o cateter era fechado e protegido com bandagem elastica adesiva. Os
tubos foram identificados com a letra C (canino), seguida do nimero referente ao animal, a letra
T (tempo), seguida do tempo de coleta. Os animais foram identificados de C1 a C20, e os

tempos identificados de TO a T9.

Os cées permaneceram com 0s cateteres durante as primeiras 12 horas do experimento.
Né&o foi necessaria colocacdo de colar elisabetano ou mordagas nos animais durante todo o
experimento. O cateter foi removido apds a penultima coleta, para ndo haver necessidade de
colocacdo de colar elisabetano durante a noite, periodo entre a coleta das 12 e 24 horas. A Ultima

coleta foi realizada por punc¢éo venosa com seringa e agulha.

Apos a coleta de cada amostra, os tubos ficavam na bancada a temperatura ambiente
entre 30 e 40 minutos, até a retracdo do coagulo. Posteriormente, as amostra eram centrifugadas
a uma velocidade de 3000 g durante 10 minutos. O soro era colocado em um criotubo

identificado e congelado a -20°C.

3.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS FISIOLOGICOS

Os cées foram avaliados por dois veterinarios anteriormente a cada coleta sanguinea,
nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 e 24 horas ap0os a administracdo do tramadol. Os parametros
avaliados foram pulso, frequéncia respiratdria e grau de sedacdo. A escala de sedacdo utilizada
foi de 0 a 4 (Tabela 9), baseada em estudo realizado por McMillan et al. (2008). Quando havia
duvida referente ao sono fisiolégico dos animais, estes eram levemente estimulados para
posterior avaliagcdo. N&o foram realizados testes nociceptivos nos cdes deste experimento, 0S
parametros fisiologicos acima referenciados foram observados com o objetivo de avaliar

possiveis sinais de sensibilidade ao farmaco.
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Tabela 9- Escala de sedacdo utilizada para avaliar caes submetidos a administracéo de tramadol

oral. (McMillan et al., 2008 modificado)
ESCALA DE SEDACAO DESCRICAO DE COMPORTAMENTO
0 Nenhum grau de sedagéo
1 Levemente sedado
2 Animal sedado, mais calmo, atividade diminuida.
3 Sedado, muito mais calmo, deitado, ainda respondendo a estimulos
externos.
4 Muito sedado, animal dormindo.

3.8 TECNICA CROMATOGRAFICA

Os soros dos cdes foram processados e analisados no Centro Bioanalitico de
Medicamentos (CBIM) pertencente a Faculdade de Farmacia da UFRGS.

Para a identificacdo e quantificacdo do tramadol no soro dos cdes utilizou-se
cromatografia liquida acoplada a um detector de massas (LC-MS), com a metodologia analitica
baseada em estudo realizado por Patel et al. (2009), utilizando o propranolol como padréo
interno (PI). Foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) LC 10 AD
Shimadztu®, com injetor automatico SIL 10AD, degasificador DGU-14A, e forno para a
coluna CTO 10A, acoplado a um detector de espectrédmetro de massas Quatro LC Micromass®
(Figura 13).

A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa Luna® C18
S5um 150 x 4,6mm da marca Phenomenex (Figura 12). Utilizou-se uma pré-coluna C18 4 x
3,0mm da mesma marca. O controle e armazenamento dos dados foram feitos por um

computador equipado com o software MassLynx® (Waters Coorporation).

3.8.1 Caracterizagdo da metodologia analitica usada para a deteccdo, identificacédo e
quantificacéo do cloridrato de tramadol

A metodologia analitica por LC-MS requer algumas etapas como a preparacdo da

amostra, a separacao cromatografica e a detec¢do por espectrometria de massa.

Foram preparadas solugdes estoque de cloridrato de tramadol e de propranolol (PI)
mensalmente, estocadas em um baldo volumétrico &mbar em refrigeracdo. A partir do padréo

do cloridrato de tramadol base, preparou-se uma solucdo de estoque, diluida em uma solucéo
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de acetonitrila — agua Milli-Q® (50:50) em uma concentracéo de 200 pg/mL; o propranolol foi

preparado na mesma concentrag&o.

Inicialmente, fez-se a injecdo direta no detector de massas do padrdo analitico do
cloridrato de tramadol em uma concentracdo de 2 pg/mL, realizado com o auxilio de uma
bomba de infusdo de seringa. Essa infusdo prévia foi realizada sem que a solucdo de analise
passasse pela coluna cromatografica. Com esta injecdo direta, ficaram definidas as condi¢des
do tipo de electrospray a aplicar as substancias, bem como a voltagem ideal para a fragmentagéo
do tramadol, determinando-se as condi¢des do espectrometro de cone, lente, voltagem e energia

de colisio.

Tanto para o tramadol quanto para o padréo interno propranolol, foram determinados
dois ions, sendo um correspondente ao ion principal e o outro correspondente ao ion de
confirmacdo (resultantes da fragmentacdo das moléculas), denominado ion filho. Para
quantificacdo dos niveis de tramadol monitorou-se a transicdo do ion formado a partir do
tramadol de 263,95 m/z para o fragmento filho de 58 m/z. O propranolol fragmenta-se em varios
fragmentos filhos, porém sua quantificacao foi feita monitorando a transicdo do ion principal
de 260,14 m/z para o de 115,65 m/z (Figura 14).

Foram entdo definidas as condicOes de eletrospray positivo, bem como a voltagem de
colisdo de 15 V para a fragmentacao do tramadol e do PI, voltagem do cone 20 V para tramadol
e 30 V para o Pl. Foi definida a temperatura da fonte como 120°C e a temperatura de

dessolvatacdo foi de 350°C.

As substancias foram identificadas com base no seu cromatograma (pico e tempo de
retencdo) e o respectivo espectro, confirmando a massa definida para a sua deteccdo,
identificacdo e confirmagéo. O tempo de retengdo do tramadol e do PI foi de 2,55 min.
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Figura 14. Espectro dos produtos i6nicos do (a) tramadol (263,95—58 m/z), (b) propranolol
(P1, 260,14—115,65 m/z)
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3.8.2 Deteccao e quantificacdo do tramadol em solucéo

Ap0s as definicdes da deteccao, procedeu-se o estudo da separacdo cromatografica do
tramadol em fase movel. Muitos parametros foram variados até que as condicdes de analise

fossem adequadas, para uma boa separagao cromatografica com suficiente sensibilidade.

A partir da solugéo estoque de tramadol, preparou-se diferentes diluicdes em acetonitrila
e dgua (50:50) para estabelecer a metodologia da LC. As concentracfes de tramadol preparadas
foram: 1000, 500, 250, 100, 50, 25 e 10 ng/mL.

Varias combinagdes de fase movel foram testadas, assim como taxa de fluxo. A fase
movel de escolha para a utilizacdo durante o experimento foi de acetonitrila e acido formico
0,1% (80:20 (v/v)), no modo isocratico, com uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min. A coluna foi
mantida a uma temperatura de 30°C. O volume de injecédo foi de 10 pL para cada analise. As
condigdes de detecgéo, assim como os parametros da cromatografia estdo resumidas na Tabela
10.

Tabela 10- Parametros analiticos da CLAE acoplada ao detector de massas (LC —MS) para a deteccdo
do cloridrato de tramadol em soro canino.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA (LC)

Fase estacionéaria: coluna C18

Fase mdvel: acetonitrila — acido férmico 0, 1%
(80:20)

Fluxo: 0,4 mL/min.
Temperatura da coluna: 30°C

Volume de injecdo: 10 pL

3.8.3 Preparo das amostras

DETECTOR DE MASSAS (MS)

lonizacdo: eletrospray positivo

Voltagens do cone: 20V (tramadol) e 30V
(propranolol)

Voltagem do capilar: 3,5 kV
Energia de colisdo: 15V
Temperatura da fonte: 120°C

Temperatura de dessolvatac¢do: 350°C

Para a quantificacdo de uma substancia em uma amostra biolégica como o plasma ou

soro, existe a necessidade de realizar a extracdo do analito. Uma matriz bioldgica tem, na sua
constituicdo, diversos elementos que vao desde grandes moléculas proteicas a simples sais
organicos, podendo, cada uma delas, ser um potencial interferente na analise. O método de

extracdo é baseado nas caracteristicas do analito.

No presente estudo foi realizado extracdo do tipo liquido-liquido, conforme protocolo

proposto por Kiglk et al. (2005) modificado. Este processo extrativo se baseia na diferente
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solubilidade dos compostos em diferentes solventes. Estdo envolvidas neste processo duas fases

imisciveis, uma aquosa e uma organica.

O volume da amostra de soro analisado foi de 100uL. Para a validacdo do método foi
utilizado soro de cdo sem tramadol e sem padrao interno, propranolol. O soro branco, livre dos
farmacos, foi obtido a partir de coleta sanguinea de varios cdes que ndo haviam recebido as
medicagdes. Os diversos soros brancos foram misturados em um falcon e aliquotados em

eppendorfs de 2 mL, com posterior congelamento.

Protocolo de extracdo liquido-liquido:

e Descongelamento do soro em bancada;

e \ortex do soro

e 100 pL de soro

e 10 pL de PI (propranolol, 5 pg/mL)

e Vortex por 10 segundos

e 10 pL de NaOH 0,1M

e Vortex por 10 segundos

e 500 pL acetato de etila

e Shaker por 5 minutos

e Centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos

e Congelamento em freezer — 80°C (cerca de 5 minutos)

e Transferéncia da porgdo ndo congelada (fase organica) para um tubo de evaporagao
e Evaporacdo em centrifuga a vacuo com liofilizador acoplado (cerca de 40 minutos)
e Ressuspensdo em 100 pL de acetonitrila-agua (50:50)

e Vortex vigoroso por 30 segundos.

3.8.4 Validagéo parcial do método analitico

A metodologia analitica foi adaptada do estudo realizado por Patel et al. (2009), onde
foi analisado tramadol em plasma humano. Foi realizada uma validagdo parcial, conforme
preconizado pela Food and Drug Administration (FDA), avaliando-se seletividade, exatidao,

preciséo intradia e interdia e limite inferior de quantificagdo (LOQ).

Os métodos analiticos selecionados para a identificacdo e quantificacao de substancias,

em qualquer tipo de matriz em que elas se encontrem, devem garantir resultados reprodutiveis
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e confidveis. A escolha do método depende, ndo s das caracteristicas especificas da substancia
em analise (caracteristicas fisico-quimicas e concentracdo), como da matriz em que ela se
encontra (caracteristicas fisico-quimicas e presenca de outras substancias interferentes). Para
que se possa garantir a qualidade, a seguranca e a reprodutibilidade dos resultados obtidos, o

método selecionado deve ser validado segundo critérios pré-estabelecidos (ALMEIDA, 2009).

A validacdo tem como objetivo garantir que o método seja reproduzido com
especificidade, recuperacdo, exatiddo e precisdo, assegurando a credibilidade para a sua
utilizacdo (FDA, 2001).

A especificidade é definida como a capacidade do método em distinguir a substancia
analisada de todas as outras presentes na amostra. A recuperacdo indica a eficiéncia do
procedimento de purificacdo das amostras, indicando a quantidade do farmaco obtida apés a
extracdo do plasma, comparada a solugdes de tramadol, ambos com concentragfes conhecidas
de tramadol. Assim, a recuperagdo corresponde a uma porcentagem do analito recuperada apos
a extracdo (CAUSON, 1997).

O processo de validacdo foi realizado utilizando-se soro branco, livre dos analitos,
adicionado de tramadol em concentracGes diferentes pré-estabelecidas. Os pontos da curva de
analise foram nas concentrac¢des de 1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10, 5 e 1 ng/mL, com controles
de qualidade (CQ) alto, médio e baixo a partir de solugdes padrdo de tramadol nas
concentracdes 800, 200 e 3 ng/mL respectivamente. Nestas solugdes foi pipetado o padréo
interno (PI) propranolol em uma concentracao de 500 ng/mL. Para a validacdo do método trés
curvas com as diluicdes citadas foram injetadas consecutivamente no LC-MS, assim como seis
injecOes de cada CQ. O procedimento foi repetido no dia seguinte, avaliando-se a linearidade e
o limite inferior de quantificacdo (LOQ). A linearidade foi obtida por meio de construcéo da
curva de calibragéo que representa a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentragao
conhecida do analito (BRASIL, 2003).

3.8.5 Andlise das amostras

A analise das amostras dos cées que receberam tramadol de liberag&o lenta era realizada
posteriormente a passagem de uma curva de calibragdo com o0s pontos nas mesmas
concentracdes utilizadas na validacdo. Apos confirmacdo da linearidade e sensibilidade eram

processadas as amostras dos cées.
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As amostras eram descongeladas em bancada e homogeneizadas. Colocava-se 100pL
da amostra, 10 pL do PI, para entdo proceder-se a extracdo. Apds ressuspensdo, as amostras

eram colocadas em vials de vidro com insert para serem injetadas no cromatografo.

O perfil sérico do tramadol de liberacdo prolongada foi avaliado a partir de dados
farmacocinéticos calculados pelo método ndo compartimental. Métodos ndo compartimentais
sdo usados para estimar valores de biodisponibilidade, clearance, volume de distribuigcdo
baseado nos dados da concentracdo detectada pelo tempo apds a administracdo do farmaco.
Métodos ndo compartimentais ndo exigem um pressuposto modelo compartimental especifico
para um farmaco, podendo ser aplicados a qualquer modelo compartimentado, desde que se
possa assumir uma farmacocinética linear (GIBALDI e PERRIER, 2007).

Foram determinados os parametros de biodisponibilidade, tempo de meia vida,
depuracéo, volume de distribuicdo, utilizando equacgdes que serdo listadas a seguir, conforme
descrito por Gibaldi e Perrier (2007).

Para a avaliagdo do perfil farmacocinético das concentragcdes de tramadol em soro

canino, foi utilizado o programa Microsoft Excel® 2010.

A constante de velocidade de eliminagdo (A) foi calculada pela inclinagdo da porcao
terminal da curva log-linear dos perfis de concentracao por tempo de cada um dos cées, levando
em consideracdo os ultimos trés pontos do perfil.

A partir do valor de A, determinou-Se 0 tempo de meia vida do farmaco (t12), conforme
equacdo 1. O tempo de meia vida é o tempo necessario para a concentracao do farmaco no
plasma chegar a metade, ou seja, o tempo de meia vida de eliminacdo do farmaco (GIBALDI e
PERRIER, 2007).

— 0,693 (1)
t12 0

A area sob a curva (ASC) foi calculada pelo método trapezoidal dos tempos 0 at (ASCo-
t), em que t € o ultimo tempo de coleta, equacédo 2. Foi calculada a area sob a curva extrapolada,

conforme equagdo 3. A ASCo.tfoi somada a ASC extrapolada (ASCext), resultando na ASC o,

equacéo 4.

(Co+C1) (C1+C2)

ASCO t_ X(tl_t0)+ X(tz_t1)+

Ce_1+C
% X (b —te-1)  (2)
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ASCeq= &

~
—_
w

ASCy_oo = ASCy—y + ASCpyt (4)

Segundo Shargel et al. (2005), o célculo da area sob a curva esta relacionado ao volume

da medicacéo absorvido sistemicamente.

A &rea sob a curva de primeiro momento (ASMC ¢-.,) também foi calculada pelo método
trapezoidal. Calculando primeiramente ASMC o+ € ASMC extr, € posteriormente somando 0s

dois resultados, equacdes 5, 6 e 7.

ASMC 0t = ((Co X to)"z' (C1 x t1)) X (tl— tO) + o+ <(Ct—1 X tt—21)+ (Ce x t)) (5)
Cex C

ASMCexr= () + (55) (6)

ASMCy_o, = ASMCy_; + ASMC,y, 7)

A concentragdo plasmatica maxima (Cmax) € 0 tempo de concentracdo maxima (tmax)

foram obtidos diretamente do grafico das concentracdes plasmaticas pelo tempo de coleta.

O tempo de residéncia médio (MRT) foi calculado a partir dos valores de ASC ¢. &

ASMCo-», conforme equagéo 8.

ASMCy—
MRTnS — 0—o0 (oral) (8)
ASCo—-oo (oral)

Para a complementacdo dos parametros farmacocinéticos do tramadol oral de liberagao
prolongada foi realizado a analise do tramadol IV em 4 cdes de mesmo porte, com peso entre

23 e 35 kg, sendo administrado 3 mg/kg de cloridrato de tramadol solucéo injetavel (100 mg/
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2mL). Foi colocado um cateter periférico 20G na veia cefélica para a realizacdo das coletas
sanguineas. A administragdo do tramadol foi realizada in bolus na veia cefalica contralateral a
de vendclise. Foram realizadas coletas de sangue seriadas previamente a administracdo do
tramadol e nos tempos 5, 15, 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas. O soro foi analisado com a

mesma metodologia descrita para o tramadol oral.

Para o célculo de biodisponibilidade, utilizou-se dados da farmacocinética do tramadol
administrado na dose de 3 mg/kg intravenoso (IV) a partir de um grupo de 4 cées (equacao 9).
A biodisponibilidade (F) refere a fracdo de uma dose oral administrada que atingiu a circulacédo

sistémica.

- ASCO—OO(OTal) X Dose(i.,,_)

ASCo_oo(iv) X DOSE(orar) ®)
A depuracdo ou clearance (Cl) é o termo utilizado para descrever a eliminagdo corporal
do medicamento sem identificar o mecanismo do processo. A depuracdo € descrita em termos
de volume de liquido corporal livre do farmaco por unidade de tempo (exemplo, mL/min)
(Shargel et al., 2005). A depuracdo foi estimada a partir da dose oral administrada (D), sua

biodisponibilidade (F) e a ASC 0-x (oral), €quacao 10.

Cl = FxDoran (10)
ASCO—oo(oral)

O volume de distribuicdo (Vd) é de um volume hipotético que se relaciona com as
concentragdes séricas do farmaco para a quantidade deste no corpo, refletindo a extensdo em
que ele esta presente nos tecidos extravasculares. O volume de distribuicdo (Vd) é um
pardmetro farmacocinético importante uma vez que determina a dose necessaria para alcangar
uma concentragdo uniforme do farmaco nos tecidos determinado imediatamente apés a dose
administrada. Assim, VVd é o volume requerido para contabilizar todo o farmaco no organismo,
se as concentracdes de todos os tecidos fossem as mesmas que a concentragdo plasmatica. A
maioria dos pacientes ndo ird realmente atingir o estado estacionario. O volume de distribuicéo

é em unidades de volume, tais como L ou mL (BAUER, 2008).

O volume de distribuigéo foi calculado a partir da depuracdo e do tempo de residéncia

medio, conforme descrito na equagdo 11.

(11) 6
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Vd = Cl x MRT

3.8.6 Analise estatistica

A anélise estatistica do presente estudo teve o auxilio da Unidade de Bioestatistica do
GPPG do HCPA. Os animais foram agrupados como normais (homozigotos sem a mutacédo) e

heterozigotos. Os dados também foram analisados entre os individuos do grupo.

Para analise estatistica os dados foram plotados em uma planilha no software SPSS,
versdo 18.0.0., conforme orientacdo de Guimarées e Hirataka (2012).

Os dados das concentrac6es plasmaticas de tramadol pelo tempo de administracéo foram
analisados utilizando a andlise de GEE (Generalized Estimating Equations) que se baseia na
metodologia dos Modelos Lineares Generalizados. O método de anélise de dados longitudinais
pelo GEE possibilita a analise de desfechos continuos, mesmo quando a varidvel ndo apresenta
distribuicdo normal ou esfericidade, sendo mais confidvel que a utilizacdo de ANOVA-MR
guando utilizamos dados de pacientes onde podem ocorrer variagdes entre individuos, podendo
ser ajustadas (GUIMARAES e HIRAKATA, 2012). Estes dados serdo apresentados na forma
de média e seu respectivo desvio-padrdo. O nivel de significancia estabelecido foi de 0,05.

Os parametros farmacocinéticos, por serem amostras independentes, foram analisados
utilizando o teste Mann-Whitney. Os dados serdo apresentados como média e desvio padrdo

dos grupos. O nivel de significancia estabelecido foi de 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS FISIOLOGICOS

Dos vinte cdes do experimento, dezessete apresentaram uma baixa frequéncia cardiaca
de repouso, média de 65 bpm. O fato de que 85% dos Collies apresentaram uma frequéncia
cardiaca de repouso abaixo dos parametros médios para a espécie levanta a hipotese de ser uma
caracteristica da raca em estudo. Para a comprovacao desta hipétese, estudos hemodinamicos

seriam necessarios para avaliacdo cardiaca dos cées.

A dose média de cloridrato de tramadol de liberacdo prolongada foi de 4,16 + 0,67
mg/kg (média + DP), sendo administrada como comprimido inteiro de 100 mg. Os cées ndo
apresentaram alteracdes nas frequéncias cardiaca e respiratdria de repouso entre o tempo zero
e vinte e quatro horas apds a administracdo do tramadol oral. O ritmo de pulso também néo se
alterou. Um leve grau de sedacao foi observado duas horas ap6s a administracdo do tramadol,
com uma variagdo entre o score 1 e 2 da escala, sendo o aumento gradual até as quatro horas,
diminuindo gradualmente apds 6 horas da administracdo. Os cdes 2, 8 e 20 apresentaram um
maior grau de sedacdo, classificada como grau 3 na escala utilizada, nos tempos correlacionados
a concentracdo plasméatica maxima, porém nao teve correlagdo ao gen6tipo do MDRL, pois dois
destes cédes eram heterozigotos e um normal. Nenhum outro efeito colateral foi observado nos

20 cées do experimento.

4.2 VVALIDACAO PARCIAL DA METODOLOGIA ANALITICA POR LC- MsS PARA
A QUANTIFICACAO DE TRAMADOL EM SORO DE CAES

Os métodos desenvolvidos demonstraram especificidade para os analitos do estudo, ndo
ocorrendo interferéncia nos picos de identificagdo do tramadol e do propranolol. Os
cromatogramas obtidos por LC- MS do tramadol e do propranolol (PI) em soro canino podem

ser observados nas Figuras 15, 16, 17 e 18.

O tempo de retencdo tanto do tramadol quanto do padrdo interno foi de
aproximadamente 2,6 min. O critério de aceitacdo da especificidade foi de ndo surgir picos de
nenhum contaminante no mesmo tempo de retencao para 0 mesmo peso molecular dos analitos,
sendo que nas andlises do tramadol e do PI, a presenca do farmaco filho, resultado da
fragmentacdo da molécula do tramadol aumentou a especificidade atingida quando utilizamos

a espectrofotometria de massas.
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Figura 15. Cromatogramas para (a) tramadol (263,7 —57,4) e (b) propranolol (P1259,06—115,65)

e para a soma dos dois (c) em soro duplo branco.
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Figura 16. Cromatogramas obtidos por LC-MS para (a) tramadol (263,7 —57,4) e (b)

propranolol (PI259,06—115,65) e para a soma dos dois (c) em soro branco com
PI.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos por LC-MS para (a) tramadol (263,7 —57,4) ¢ (b)

propranolol (PI 259,06—115,65) ¢ para a soma dos dois (c) em soro com 50
mg de tramadol (ponto da curva) com PI.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos por LC-MS para (a) tramadol (263,7 —57.4) e (b)

propranolol (PI 259,06—115,65) e para a soma dos dois (c) em amostra de
soro de cao do experimento no tempo de 4 horas ap6s a aplicagdo do tramadol
com PI.

90



CAPITULO Il - TRAMADOL

A partir dos valores médios obtidos das trés injecGes de cada um dos pontos de analise
com as concentragdes de 1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10, 5 e 1 ng/mL, foi construida a reta de
calibracdo, com controles de qualidade (CQ) 800, 200 e 3 ng/mL.

Os resultados obtidos demonstram que o método cromatografico desenvolvido
apresenta um bom limite de deteccédo para o tramadol, tendo-se atingido uma boa linearidade.
Estes resultados permitiram concluir que o método estava apto para ser aplicado para anélise

das amostras de soro dos cdes do experimento.

4.3 AVALIACAO FARMACOCINETICA DO TRAMADOL

O tramadol foi avaliado quanto a sua farmacocinetica utilizando-se uma administragao
oral em uma dose Unica de 100 mg, na apresentacdo de liberacdo prolongada. Primeiramente
foram realizadas as andlises por LC-MS de todas as amostras dos 20 cdes Collies do
experimento. Posteriormente, foi administrado tramadol na dose de 3 mg/kg, 1V, em 4 cées e
feita a analise farmacocinética utilizando a mesma metodologia. O grupo 1V foi realizado para
o célculo de biodisponibilidade do grupo oral. Os dados analiticos da farmacocinética IV serdo

apresentados primeiramente para possibilitar as analises do grupo oral.

4.3.1 Farmacocinética do tramadol ap6s administracéo intravenosa

O perfil sérico do tramadol ap6s administracdo intravenosa na dose de 3 mg/kg é

apresentado na Figura 19. As concentracfes plasmaticas médias encontram-se no Anexo C.

2500

2000

1500

1000 1

Tramadol (ng/mL)

500

Tempo (h)

Figura 19. Perfil da concentracdo plasméatica média (+x DP) do tramadol apos
administracéo intravenosa de 3 mg/kg em 4 cées Collie.
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A Tabela 11 demonstra os parametros farmacocinéticos médios obtidos por abordagem

ndo compartimental para administracéo IV.

Tabela 11- Pardmetros farmacocinéticos médios de 4 caes Collies ap6s administracdo de uma dose de
3 mg/kg de tramadol IV.

Parametros

Farmacocinéticos Média DP
A (h?) 0,40 0,13
t (h) 1,89 0,67
ASC o0 (ng*h/mL) 1141,82 314,86
Cl (L/h/kg) 2,78 0,73
MRTiv (h) 1,99 0,82
Vd (L/kg) 5,46 2,29

DP= desvio padrao

4.3.2 Farmacocinética do tramadol ap6s administracdo oral de comprimidos de
liberacéo prolongada

Os cées foram divididos em dois grupos, cdes normais (MDR1+/+) e heterozigotos
(MDR1+/-), conforme o genétipo para o MDR1. Dos vinte cdes do estudo, seis ndo possuiam
mutacdo para o MDR1 (MDR1+/+) e 14 eram heterozigotos para a mutacdo (MDR1-/+).

Nenhum dos cées do experimento apresentou dois alelos mutantes.

Dos vinte cées do estudo, trés apresentaram concentracdes plasmaticas de tramadol
muito baixas (< 6 ng/kg), sendo detectadas apenas no tmax, estes cdes nao foram analisados
estatisticamente com o grupo. Foram analisados estatisticamente 6 cdes do grupo normal e 11

do grupo heterozigoto.

A concentracdo plasmatica maxima (Cmax) (media +DP) foi de 63,12 + 33,35 ng/mL
para o grupo normal e 58,00 £ 27,29 ng/mL para o grupo heterozigoto. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos. Os valores de concentragdo plasméatica médios de tramadol dos dois
grupos ao longo dos 10 tempos de observacéo estéo representados na Figura 20 e listados no
Anexo D.
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Figura 20. Média + DP das concentragdes plasméticas de tramadol em 6 cdes da raca Collie sem a
mutacdo MDR1 nt230 (del4) e 11 cdes heterozigotos, apds administracéo de 4,16 mg/kg +
0,67 mg/kg (média £ DP) de tramadol oral de liberacdo prolongada (SR).

Os dados do perfil farmacocinético sdo demonstrados na Tabela 11, utilizando média e
desvio padréo. O tempo de concentragdo maxima (Tmax) (média +DP) foi de 4 + 1,2h e 4,7 + 1h

para 0s normais e heterozigotos respectivamente.

Na anélise ndo compartimental do perfil farmacocinético do tramadol, obteve-se dados
de constante de velocidade de eliminagdo (1), tempo de meia vida (t12), € ASCo-» para 0s dois

grupos (Tabela 12). Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos.

A biodisponibilidade média do tramadol foi de 21,94% para o grupo normal e 23,31%
para o grupo heterozigoto. O tempo de meia vida de eliminacéo (t12) (média = DP) foi de 2,85
+ 1,61 h para os normais e 2,81 + 1,46 h para os heterozigotos. Nao havendo diferenga estatistica

significativa entre 0s grupos.
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Tabela 12- Parametros farmacocinéticos para 6 cdes Collies sem a mutacéo e 11 Collies heterozigotos
para a mutacdo MDR1 nt230 (del 4) apds uma dose de 4,16 £ 0,67 mg/kg (média £ DP) de
cloridrato de tramadol de liberagéo prolongada administrado por via oral.

Parametros Grupo Normal Grupo Heterozigoto
Farmacocinéticos (MDRL1 +/+) (MDR1 -/+)

Média DP Média DP
Cmax (ng/mL) 63,12 33,35 58,00 27,29
t max (h) 4 1,26 4,72 1
A (h?) 0,31 0,10 0,30 0,12
tw2 (h) 2,68 1,61 2,81 1,46
ASC o (ng.h/mL) 362,08 191,54 325,14 158,24
Cl (L/h) 86,33 61,33 100,33 87,34
MRThs (h) 6,36 2,18 6,78 1,77
F (%) 21,94 23,31

DP= desvio padrao
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5 DISCUSSAO

As etapas de desenvolvimento e validacdo de um método analitico para a quantificacéo
de tramadol em amostras plasmaticas de cdes sdo desafios. E necessario especificidade na
analise a partir de soro, uma matriz extremamente diversificada, além de sensibilidade com
baixos limites de quantificacéo para poder mensurar quantidades infimas do farmaco no sangue.
Diversos artigos descrevem metodos para a quantificagdo de tramadol em fluidos bioldgicos.
Alguns métodos utilizam a cromatografia gasosa para a separa¢do do tramadol no plasma
(McMILLAN et al., 2008). Porém o método de separacdo mais amplamente utilizado € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Vérios tipos de detectores podem ser
acoplados no HPLC para anélise do tramadol. Estudos com detectores UV utilizam uma faixa
de absorbancia entre 200- 400 nm para a detecgdo do tramadol (GAN et al., 2002; KUCUK et
al., 2005; KUCUK e KADIOGLU, 2005; SOUSA et al., 2008). Alguns autores utilizam CLAE
com deteccdo por fluorescéncia, com ondas de excitagdo e emisséo de 200nm e 301nm,
respectivamente (ROUINI et al., 2006; VETTORATO et al., 2010), 202nm de excitagéo e
296nm de emissdo (KUKANICH e PAPICH, 2004), ou ainda 275 nm e 308nm de excitacédo e
emissdo (KANAAM et al., 2009). Entretanto, neste trabalho optou-se pela deteccdo com
espectrofotdbmetro de massas, por apresentar melhor seletividade e sensibilidade para o
tramadol. Estudos utilizando espectrofotdmetro de massas apresentaram um limite de detecgéo
menor que os demais métodos, sendo mais sensivel que os demais (SACCOMANNI et al.,
2010; SHILO et al., 2007; VLASE et al., 2008). Os métodos de deteccao do tramadol utilizados
foram embasados em trabalho publicado por Patel et al. (2009), onde os pesquisadores
conseguiram uma Otima sensibilidade para 0 método comparado estudos prévios. Da mesma
maneira, os resultados obtidos no presente estudo para a quantificacdo do tramadol por
espectrometria de massas foram precisos, exatos e lineares, com um bom limite inferior de
quantificacdo do farmaco, sendo este de 1 ng/mL. O acoplamento de um detector de massas a
um sistema de separacdo cromatografica como o HPLC permitiu a resolug@o dos problemas de
identificacdo e quantificacdo do tramadol.

As analises cromatograficas dos soros caninos foram desenvolvidas para a identificacéo
e quantificacdo do tramadol, ndo sendo analisado nenhum metabdlito. O mecanismo de agdo
analgesica do tramadol na espécie humana, assim como Vvarias outras espécies animais tém sido
relacionadas a agédo tanto do tramadol, e de seu metabdlito ativo M1, sendo dependente das

concentragOes plasméticas de ambos componentes. Contudo, as concentragdes plasmaticas do
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M1 sdo descritas como sendo menos de 25% da concentragdo da droga mae, sendo a acéo
analgésica primaria é relacionada a presencga do proprio tramadol (MALONNE et al., 2003;
PAYNE et al., 2002). Estudos em cdes demonstraram gue o efeito nociceptivo da administracao
de tramadol independe das concentracdes plasmaticas de M1, sugerindo que o proprio tramadol
seja responsavel pelo efeito analgésico em cédes (GIORGI et al., 2009c; KUKANICH e
PAPICH, 2011).

O presente estudo avaliou a farmacocinética do tramadol oral, na apresentacdo de
comprimidos de liberacdo prolongada (SR) em 20 cées Collie saudaveis. O tramadol SR, em
uma dose média de 4,16 mg/kg, foi bem tolerado pelos cées. O Unico efeito adverso observado
foi uma leve sedacdo na maioria dos animais do estudo apds duas a seis horas da administracdo
do farmaco, coincidindo com as concentragdes maximas plasmaticas de tramadol encontradas
nas analises cromatograficas. O tramadol é um farmaco amplamente utilizado em cées, assim
como na espécie humana. Varios estudos realizados em cdes demonstram que o tramadol
desencadeia minimos efeitos colaterais, administrado tanto pela via oral quanto injetavel
(GIORGI et al., 2009a; KUKANICH e PAPICH, 2004; McMILLAN et al., 2008). Até mesmo
estudos utilizando doses elevadas da medicacdo pela via oral, 9,9 mg/kg, indicaram auséncia
de efeitos colaterais comuns de outros opioides em doses elevadas, tais como nausea, vomitos,
depressdo cardiorrespiratdria, sedacdo intensa ou agitacdo (KUKANICH e PAPICH, 2011). O
efeito colateral de sedacéo leve € esperado, estudos utilizando tramadol injetavel (IV e IM)
demonstraram que o grau de sedacdo é dose dependente e que decaem rapidamente apds duas
horas da administracdo parenteral, ndo sendo mais observada ap6s quatro horas da
administracdo (McMILLAN et al., 2008).

A prevencéo e tratamento da dor sdo valiosas ferramentas extremamente necessarias
para a manutencao da integridade fisica e psicoldgica dos pacientes. A dor compromete diversas
funcgdes e pode levar a incapacidade ou 6bito do paciente (ROWLINGSON e MURPHY, 2000).
O emprego de técnicas analgésicas diminui 0 estresse e consequentemente as respostas
neuroendocrinas em pacientes com dor aguda, prevenindo o fenémeno de neuroplasticidade,
responsavel pela dor crénica e intensa (LIVINGSTON e CHAMBERS, 2000). O cloridrato de
tramadol é um analgésico amplamente utilizado na medicina veterinaria, sendo um dos mais
prescritos. O numero de prescri¢cdes de tramadol na alta do paciente apos procedimento
cirurgico supera outros analgésicos, sendo a apresentacdo oral de escolha. O primeiro estudo
farmacocinético do tramadol oral em cdes foi realizado por Kukanich e Papich (2004), neste, a

biodisponibilidade do farmaco foi semelhante ao encontrado em humanos, cerca de 70%, tendo
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uma concentracdo plasmatica maxima (C max) média de 1040 ng/mL em uma dose administrada
de cerca de 11 mg/kg. Giorgi et al. (2009a), administrando uma dose oral de 4 mg/ kg, teve um
Cmax. de 314,62 ng/mL, sendo concentragdo méxima plasmatica proporcional a dose quando
comparada ao estudo prévio. Apesar de a dose maxima ter sido proporcional nos dois estudos
citados, a ASC calculada a partir das concentracfes médias nos variados tempos, demonstrou
uma biodisponibilidade de apenas 30% do cloridrato de tramadol em cépsulas de liberacéo
imediata. Kukanich e Papich (2011) realizaram um novo estudo utilizando administracéo oral
de tramadol de liberacdo imediata, na dose média de 9,9 mg/kg em 6 cdes Greyhounds, sendo
a deteccéo realizada com espectrofotdmetro de massas (MS), 0 que permitiria uma detecgéo
mais apurada e sensivel. Neste estudo constatou-se um Cmax € ASC mais baixo, 215,7 ng/mL e
592 h.ng/mL, respectivamente, em comparacdo ao estudo anterior do mesmo grupo em Beagles,

semelhante a valores publicados por Giorgi et al., 2009a.

Observou-se certa variabilidade individual da absor¢do do tramadol oral, ap6s a
administracdo de 100 mg de tramadol de liberag&o prolongada, trés cées do estudo néo tiveram
absorcéo detectavel de tramadol, e a variacdo de concentracdo plasmatica maxima detectada
dos demais individuos foi de 13,38 ng/mL a 118,19 ng/mL, com uma média de 56,59 ng/mL.
Esses dados corroboram com as discussdes publicadas por outros grupos de estudo, nos quais
também se percebe uma ampla variacdo de absorcao de tramadol oral entre os cdes (GIORGI
etal., 2009a; GIORGI et al., 2009b; KUKANICH e PAPICH, 2011). Essa variacdo de absor¢édo
oral também ocorre na espécie humana (PEDERSEN et al., 2006). Existe apenas um estudo
piloto da administracdo oral de cloridrato de tramadol de liberacdo prolongada em caes
realizado por Giorgi et al. (2009b). Este estudo foi realizado em 6 cées sem raca definida com
peso corporal semelhante. O cloridrato de tramadol na apresentacdo de comprimidos de
liberacdo prolongada foi detectado em apenas trés cdes do experimento, tendo uma baixa
biodisponibilidade, cerca de 10%, ap6s administragdo em cées. Em uma administracdo de cerca
de 4 mg/kg, a Cmax média atingida foi de 40 ng/mL, tendo uma elevada variacdo entre os
animais. A biodisponibilidade média no presente estudo foi de 22,4%, sendo superior ao

experimento supracitado.

A taxa de absor¢do de um farmaco administrado em uma preparacdo solida, como
comprimido, depende de sua dissolucdo nos liquidos gastrintestinais (GI). Com isto
desenvolveu-se preparacGes farmacéuticas de liberacdo controlada, ampliada, continuada e

prolongada, que produzem absor¢éo lenta e uniforme de um farmaco ao longo de 8 ou mais
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horas. A principal vantagem é a diminuigdo da frequéncia de administracdo do farmaco, em
comparagdo com as preparacdes de liberacdo imediata, além da diminuicdo da ocorréncia ou
intensidade de efeitos indesejados do farmaco (HOFFMAN, 1998). No Brasil, a apresentacéo
do cloridrato de tramadol de liberacdo prolongada é na forma de comprimidos revestidos,
diferenciando-se da apresentacdo de liberacdo imediata que é na forma de cpsulas. O cloridrato
de tramadol de liberagdo prolongada € encontrado nas farmécias humanas na forma de
comprimidos de 50 ou 100 mg. Os produtos comerciais encontrados sdo: Sensitram® 50 e
100mg, Sinedol ®100 mg, Tramadon® 100 mg e Tramal retard ® 100 mg (DEF, 2011/12).

O Tmaxdo tramadol IR em humanos € de cerca de 2 h, sendo o ti»de 6 h (LIKAR et al.,
2006; MALONNE et al., 2003). Em cdes, o tramadol oral tem uma absorcdo rapida,
apresentando um Tmax na apresentacdo de liberagdo rapida (IR) entre 1h (KUKANICH e
PAPICH, 2004) e 1,5h (GIORGI et al., 2009a). O tramadol de liberacdo prolongada em caes
deste estudo evidenciou um Tmax. de 4,47 £ 1,12 h, sendo que no estudo de Giorgi et al.(2009b)

utilizando a mesma apresentacdo do farmaco, teve um Tmax. de 3 horas.

O t12 na espécie humana é de 6 h (LIKAR et al., 2006; MALONNE et al., 2003). Em
caes, existem relatos de um ty2 de 1,1h (KUKANICH e PAPICH, 2011) a 2,2h (GIORGI et al.,
2009a). A eliminacdo mais rapida do tramadol em cdes também foi observada neste estudo,
sendo o tempo de meia vida de eliminagao (t12) médio de 2,68 e 2,81h, para 0s cées sem e com
a mutacéo no gene MDRL.

Os efeitos analgésicos do tramadol nas diversas apresentacdes tém se mostrado bastante
satisfatorios para a espécie humana, sendo amplamente utilizado na analgesia pds-cirdrgica e
também em pacientes oncolégicos (DUTHIE, 1998; SUDHEER et al., 2007). O inicio da a¢do
analgesica do tramadol oral de libertacdo imediata (IR) no homen ocorre dentro de 30 minutos;
seus efeitos analgésicos duram de 4 a 6 horas. O inicio de a¢do do bioequivalente na formulagéo
de libertacdo sustentada (SR) ocorre dentro de 5 horas, sendo a duracéo do efeito analgésico de
12 horas (LIKAR et al., 2006; MALONNE et al., 2003). Existem poucos estudos na acéo
analgésica do tramadol em cdes. Estudo em cdes com tramadol IV, na dose de 2 mg/kg,
demonstrou resultados analgésicos satisfatérios no pés cirdrgico de OVH, sendo semelhante a
analgesia realizada com morfina, na dose de 0,2 mg/kg (MASTROCINQUE e FANTONI,
2003). Vettorato et al. (2010) relataram uma analgesia efetiva durante as primeiras 8 horas de
avaliacdo ap0s cirurgia ortopedica de TPLO em cées, utilizando tramadol 2mg/kg IV, com

baixos escores de dor nos animais avaliados.
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Existe apenas um estudo do efeito antinociceptivo do tramadol oral em cées associados
a um estudo farmacocinético. Kukanich e Papich (2011) demonstraram a partir de teste de von
Frey modificado que o efeito analgésico do tramadol oral (IR) em uma dose média de 10 mg/kg,
perdurou por até 6 horas. Nenhum estudo da acdo nociceptiva foi realizado até o presente
momento com o tramadol de liberagéo prolongada (SR) em cées. Devido ao fato dos cées
eliminarem o tramadol mais rapidamente, comparado as demais espécies, estudos especificos
do efeito analgésico do tramadol de liberacdo prolongada poderiam elucidar uma nova

alternativa analgésica para a espécie, com uma menor frequéncia de administracdo do farmaco.

A Organizagdo Mundial da Saude indica a via oral como a via de administragdo
preferida de medicamentos, devido a seguranca, ndo invasividade, custo, praticidade e
efetividade (REISFIND e WILSON, 2007). Porém, a administracdo oral pode conferir uma
importante variacdo entre espécies diferentes e até entre individuos da mesma espécie, sendo
importantes estudos espécie especificos das diferentes apresentacdes dos farmacos. Os
veterinarios tém tradicionalmente preferido utilizar a via de administragdo parenteral, vias
intramuscular, intravenosa e subcutanea sdo usadas. Esta abordagem esta mais associado com
a garantia da dose e do tempo em comparag¢ao com a conveniéncia, mas potencialmente maior
variabilidade, de administracdo oral, o que é geralmente preferido na medicina humana. Além
disso, a administracdo oral de medicamentos em alimentos ou a agua pode ser associada com
taxas muito variaveis de absorcdo. No entanto, a administracdo oral de farmacos analgésicos
tornou-se comum nas espécies animais de companhia, como cdes, gatos e cavalos
(LIVINGSTON, 2010). A variabilidade individual na absor¢do do tramadol ndo ocorre de
maneira significativa quando a administracdo é pela via intramuscular (IM). O tramadol é
rapidamente e quase completamente absorvido ap6s administracdo IM, sendo sua
biodisponibilidade sistémica equivalente a administracdo IV, sendo a via IM uma boa
alternativa a IV em cées (GIORGI et al., 2010).

A variabilidade individual na absor¢do de farmacos pode estar correlacionada a
expressao intestinal da P-gp. A P-gp desempenha um importante papel na absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo de farmacos substratos da mesma (MEALEY, 2004). A
inibicdo farmacologica da funcéo da P-gp testada em camundongos, homem e cées, demonstrou
uma melhora da biodisponibilidade oral de farmacos substratos desta proteina (MEALEY,
2004; KUKANICH 2005). Pesquisas compararam a biodisponibilidade pela via oral de

substratos da P-gp em camundongos knockout para o MDR1 (-/-). Os resultados demonstraram
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uma maior absorcdo nos ratos com a mutagdo, dentre os farmacos testados estdo alguns
opioides, tais como morfina e metadona (SCHINKEL et al., 1997). Cées da raga Collie possuem
sensibilidade a ivermectina, sendo contraindicado o uso desta medicacdo nesta raca. Foi
demonstrado por Mealey et al. (2001) que a sensibilidade a ivermectina ocorre devido a uma
mutacdo no gene MDRL1, animais homozigotos (MDR1-/-) ndo expressam a P-gp e
heterozigotos expressam em uma quantidade mais baixa que individuos normais. A
sensibilidade dos cdes Collie foi relatada para outros farmacos, tais como milbemicina,
selamectina, moxidectina, lorapamida (MEALEY, 2004), vincristina (KRUGMAN et al.,
2011), digoxina, mexiletina (HENIK et al., 2006).

Os dados do presente estudo indicam que ndo houve variagdo nos parametros
farmacocinéticos do tramadol oral de liberacdo prolongada nos cées Collie heterozigotos para
a mutacdo MDR1 nt230(del4), quando comparados aos Collies sem a mutacdo (wild type),
sugerindo que o tramadol ndo seja substrato da P-gp. A Cmaxe AUC do grupo normal foi de
63,12 ng/mL e 340,15 ng.h/mL, respectivamente, comparado a 58,00 ng/mL e 315,11 ng.h/mL

para 0s animais do grupo heterozigoto.

Um estudo clinico teve resultados contrarios, Slanar et al. (2007) realizaram um estudo
do tramadol administrado oral na apresentacdo de liberagdo prolongada em 21 pessoas com
diferentes gendtipos para a CYP2D6, sendo 7 metabolizadores rapidos (EM), 7 heterozigotos
metabolizadores répidos (EM) e 7 metabolizadores lentos (PM). Foi demonstrado que nédo
houve variacdo dos parametros cinéticos do tramadol entre os grupos. Porém, observou-se uma
variacdo no Cmax € ASCo-24 nos individuos do grupo de metabolizadores lentos (PM) que
apresentavam homozigose para o polimorfismo para o gene MDR1 C3435T quando
comparados a individuos heterozigotos e wild-type. A partir deste resultado os autores
propuseram que o tramadol seria um substrato para a P-gp. Os resultados contrarios deste estudo
se devem provavelmente ao pequeno nimero de individuos com o polimorfismo (n=2), nédo

sendo os dados representativos.

A utilizagdo de um modelo in vitro com cultura celular Caco 2 é bastante util para a
determinacdo da permeabilidade dos farmacos atraves de membranas do trato gastrintestinal
(TGI) para prever sua biodisponibilidade. As células Caco-2 sdo extraidas de adenocarcinoma
de colon humano. Durante sua cultura em filtros permeaveis e porosos, elas se diferenciam
espontaneamente em enterécitos, formando uma membrana composta de celulas em

monocamada aderidas por juncfes e apresentam como vantagem a rapida multiplicacdo celular
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(SOUZA et al.,, 2007). Kanaan et al. (2009) realizaram um experimento investigando o
envolvimento da P-gp no transporte transepitelial de tramadol e O-desmetiltramadol (M1) em
cultura celular da linhagem Caco 2 (clones TC7). Os autores concluem neste estudo que o
tramadol e seu metabdlito ativo M1 ndo sdo substratos da P-gp, estando em concordancia com
os resultados do presente estudo. O modelo de cultura celular Caco 2 é recomendado pela FDA
para identificacdo de substratos da P-gp. Neste estudo utilizaram os inibidores da P-gp
ciclosporina A (ndo especifico) e GF120918 (inibidor especifico). Segundo estes
pesquisadores, os resultados demonstraram um aumento do efluxo quando utilizado ambos os
inibidores. Este efeito paradoxal dos inibidores da P-gp sugere o envolvimento de outras
proteinas transportadoras de efluxo, tais como proteinas trocadoras de cations organicos/H™.
Porém, estudos especificos para as outras bombas de efluxo ainda ndo foram realizados para
comprovar a hipétese do envolvimento destes transportadores na limitacdo da absorcao

gastrointestinal do tramadol.
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CONCLUSOES

O método utilizado no presente estudo para a deteccdo e quantificacdo do tramadol em
soro de cées por LC-MS é sensivel e especifico, com alta precisdo e exatiddo, com um étimo
limite de deteccdo e quantificacdo (1 ng/mL), tendo também a vantagem do reduzido tempo de
anélise.

A administracdo de dose Unica de 100mg de tramadol oral de liberagdo prolongada
resulta em niveis séricos quantificaveis em concentracGes analgésicas, sendo uma possivel
alternativa terapéutica na analgesia de cdes. Estudos complementares farmacocinéticos
combinados aos efeitos antinociceptivos sdo necessarios para estabelecer um critério de dose e

frequéncia de administracao.

O tramadol oral de liberacéo prolongada ndo tem caracteristicas farmacocinéticas para
administracdo Unica diaria, conforme preconizado para a espécie humana. Estudos
farmacocinéticos e farmacodinamicos sdo necessarios para se estabelecer a dose e frequéncia

de administracdo do tramadol SR em cées.

N&o existe variacdo na absorcdo gastrintestinal ou na eliminacdo do tramadol
administrado por via oral em cdes portadores heterozigotos da mutacdo MDR1 nt230(del4),
guando comparado a cdes sem a mutagdo, sendo improvavel que o tramadol seja substrato da
P-gp. Levando em consideragdo caracteristicas farmacocinéticas, ndo existiriam restricdes de
uso do tramadol em cées portadores da mutacdo MDR1 nt230 (del4) nas doses e via utilizadas

no presente estudo.



REFERENCIAS

REFERENCIAS

ANVISA. Portaria n° 344, de 12 de maio de 1998. Disponivel em
<http://www.anvisa.gov.br/legis/portarias/344 98.htm> Acesso em 02 de janeiro de 2013.

ALLER, S.G.; YU, J,; WARD, A.; WENG, Y.; CHITTABOINA, S.; ZHUO, R.; HARRELL,
P.M.; TRINH, Y.T.; ZHANG, Q.; URBATSCH, I.L.; CHANG, G. Structure of P-Glycoprotein
Reveals a Molecular Basis for Poly-Specific Drug Binding. Science, v.323, p.1718-1722, 2009.

ALMEIDA, F.P.P.C.P. Determinacao de Tramadol e Amitriptilina em Saliva por LC-MS, Sua
Aplicacdo em Amostras de Condutores no Ambito de um Projecto de Investigacdo Europeu.
2009. 192p. Dissertagdo de Candidatura ao Grau de Mestre em Medicina Legal e Ciéncias
Forenses, Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra, Coimbra, 2009.

BAARS, C. LEEB, T.; VON KLOPMANN, T.; TIPOLD, A.; POTSCHKA, H. Allele-specific
polymerase chain reaction diagnostic test for the functional MDR1 polymorphism in dogs. The
Veterinary Journal, v.177, p.394-397, 2008.

BASBAUM, A.l; FIELDS, H.L. Endogenous pain control systems: Brainstem Spinal
Pathways and Endorphin Circuitry. Annual Review Neuroscience, v.7, p.309-338, 1984.

BAUER, L.A. Applied Clinical Pharmacokinetics. 2ed. New York: McGraw Hill, 2008.
BERRIDGE,V.; EDWARDS, G. Opium and the people. Allan Lane: London, 1981.

BISSONNETTE, S.; PARADIS, M.; DANEAU, 1|.; SILVERSIDES, D.W. The ABCB1-1A
mutation is not responsible for subchronic neurotoxicity seen in dogs of non-collie breeds
following macrocyclic lactone treatment for generalized demodicosis. Veterinary
Dermatology, v. 20, n. 1, p.60-66, 2009.

BOUGOIN, S.; LOMET, D.; KERBOEUF, D.; LE VERNE, Y.; MALPAUX, B; THIERY, J.C.
Evidence that the choroids plexus in female sheep express P-glycoprotein. Neuro
Endocrinology Letters, v.29, n.4, p.438-442, 2008.

BRASIL. Resolugdo RDC n.899, de 29 de maio de 2003. Guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos. (A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria aprova o regulamento
técnico para medicamentos geneéricos).
<http://www.interfarma.org.br/site2/images/Site%20Interfarma/Informacoesdosetor/RE/Reqis
tro/2003/RE%20899-03-guia%?20validacao.pdf> Acesso em 14 de abril de 2013.

BRESOLIN, T. Expressédo dos genes Receptor Pregnano X (PXR), Citocromo P4503A
(CYP3A) e Resisténcia a Multidrogas 1 (MDR1) em figado de peixe-zebra (Danio rerio).
Dissertacdo de mestrado. Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2005.


http://www.anvisa.gov.br/legis/portarias/344_98.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19152588
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19152588
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18766153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18766153

REFERENCIAS

BRINKMANN, U.; EICHELBAUM, M. Polymorphisms in the ABC drug transporter gene
MDRL1. The Pharmacogenomics Journal, v.1, p. 59-64, 2001.

CALLEN, D.F.; BAKER, D.F.; SIMMERS, R.N.; SESHADRI, R.; RONINSON, I.B.
Localization of the human multiple drug resistance gene, MDRL1, to 7g21.1. Human Genetics.
V.77, p.142-144, 1987.

CAUSON, R. Validation of chromatographic methods in biomedical analysis: viewpoint and
discussion. Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, v.689, n.3,
p.269-272, 1997.

CHEN, B.; FANG, J.; ZHANG, W.; JIN, Z.; YU, Z.; CAI,W. Detection of C1236T, G2677T/A,
and C3435T Polymorphism of MDR1 by Amplification Refractory Mutation System PCR.
Journal of Clinical Laboratory Analysis, v.23, p.110-116, 2009.

CHEN, L.; LI, Y.; YU, H.; ZHANG,L.; HOU, T. Computational models for predicting
substrates or inhibitors of P-glycoprotein. Drug Discovery Today , v.17, n.7/8, 2012.

CHEN C.J.; CHIN J.E.; UEDA K.; CLARK D.P.; PASTAN I.; GOTTESMAN, M.M.;
RONINSON, I.B. Internal duplication and homology with bacterial transport proteins in the
mdr1 (P-glycoprotein) gene from multidrug-resistant human cells. Cell, v. 47, p. 381-389, 1986.

CHOUVY, P.A. Opium: a Drug in Motion Through Time and Space. In: Opium-
Uncovering the Politics of the Poppy. Cambridge:Harvard University Press, p. 1-12, 2010.

COLLART L, LUTHY C, DAYER P. Partial inhibition of tramadol antinociceptive effect by
naloxone in man. British Journal of Clinical Pharmacology, v.35, p.73, 1993.

COUTURE,L.; NASH,J.A.; TURGEON,J. The ATP-Binding Cassette Transporters and Their
Implication in Drug Disposition: A Special Look at the Heart. Pharmacological Reviews. v.58,
n.2, p.244-258, 2006.

DAILY MED, <http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed /druglnfo.cfm?id=3788, 2007> Acesso
em 10 de dezembro de 2012.

DANO, K. Active outward transport of daunomycin in resistant Ehrlich ascites tumor cells.
Biochimica et Biophysica Acta, v.323, p.466-483, 1973.

DEAN, M.; HAMON, Y.; CHIMINI, G. The human ATP-binding cassette (ABC) transporter
superfamily. Journal of Lipid Research. v. 42, p. 1007-1017, 2001.

DEF 2011/12 —Dicionério de Especialidades Farmacéuticas. EPUC — Editora de Publicacdes
Cientificas Ltda. Disponivel em: <http://www.def.com.br> Acesso em: 03 jan. 2012.

DIARIO NACIONAL — DOU — ANVISA, <http://www.radaroficial.com.br/d/163148> Acesso
em 10 de fevereiro de 2013.

DIAS, F. E. F.,; AOKI, S. M.; MESQUITA, L.G.; NUNES, C.M.; GARCIA, J. F. Detecgéo de
Leptospira pomona em sémen bovino por eletroforese capilar fluorescente. Brazilian Journal
of Veterinary Research and Animal. Science, Séo Paulo, v. 43, n. 3, p. 394-399, 2006.

104


http://www.def.com.br/

REFERENCIAS

DOIGE, C. A.; AMES, G. F.L. ATP-Dependent Transport Systems in Bacteria and Humans:
Relevance to Cystic Fibrosis and Multidrug Resistance. Annual Review of Microbiology, v.47,
p.291-319, 1993.

DRUG BANK, <http://www.drugbank.ca/drugs/DB00193, 2012> Acesso em 5 de dezembro
de 2012.

DUNN, I.S.; BLATTNER, F.R. Charon-36 to 40 multi enzyme, high-capacity, recombination
deficient replacement vectors with polylinkers and polystuffers. Nucleic Acids Research, v.
15, p. 2677-2698, 1987.

DUTHIE, D.J.R. Remifentanil and Tramadol. British Journal of Anesthesia. v.81, p.51-57,
1998.

ECDD. Expert Committee on Drug Dependence. 34 th ECDD 2006/4.5.

EVANS, W.E.; JOHNSON, J.A. Pharmacogenomics: The inherited basis for interindividual
diferences in drug response. Annual Review of Genomics Human Genetics, v.2, p. 9-39, 2001.

FARMACOPEIA BRASILEIRA. 5.ed. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, Brasilia,
v.2, 2010.

FDA. Guidance for Industry. Bioanalytical Method Validation. May 2001. Disponivel em
<http://www.fda.gov/downloads/Drugs/Guidances/ucm070107.pdf> Acesso em 10 de outubro
de 2012.

FECHT, S.; WOHLKE, A.; HAMANN, H.; DISTL, O. Analysis of the Canine mdrl-1A
Mutation in the Dog Breed Elo. Journal of Veterinary Medicine Series A, v. 54, p.401-405,
2007.

FIELDS, H.L., HEINRICHER, M.M.; MASON, P. Neurotransmitters in nociceptive
modulatory circuits. Annual Review of. Neuroscience, v. 14, p.219-245, 1991.

FLOR, P.B.; YAZBEK, K.V.B.; IDA, K.K.l.; FANTONI, D.T. Tramadol plus metamizole
combined or not with anti-inflammatory drugs is clinically effective for moderate to severe
chronic pain treatment in cancer patients. Veterinary Anaesthesia and Analgesia, 2013.
doi:10.1111/vaa.12023

FOJO, A.T.,UEDA, K.; SLAMON, D.J.; POPLACK, D.G.; GOTTESMAN, M. M.; PASTAN,
I. Expression of a multidrug-resistance gene in human tumors and tissues(cancer
chemotherapy/doxorubicin/vinblastine) Proceeding of the National Academy of Science of
United States of America, v. 84, p. 265-269, 1987.

FROMM, M.F. Importance of P-glycoprotein at blood-tissue barriers. TRENDS in
Pharmacological Sciences. v.25, n.8, p.423-429, 2004.

GAN, S.H.; ISMAIL, R.; WAN ADNAN, W.A; WAN, Z. Method development and validation

of a high-performance liquid chromatographic method for tramadol in human plasma using
liquid—liquid extraction. Journal of Chromatography B, v.772, p.123-129, 2002.

105


http://www.fda.gov/downloads/Drugs/Guidances/ucm070107.pdf

REFERENCIAS

GEBHART, G.F. Descending modulation of pain. Neuroscience & Biobehavioral Reviews,
V.27, p.729-737, 2004.

GENBANK, National Center for  Biotechnology Information -  NCBI,
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov > Acesso em 20 de outubro de 2012.

GERGOV, M. et al. Simultaneous screening and quantification of 25 opioid drugs in post-
mortem blood and urine by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Forensic
Science International, v.186, p. 36-43, 2009.

GEYER, J.; DORING, B.; GODOY, J.R.; LEIDOLF, R.; MORITZ, A.; PETZINGER, E.
Frequency of the nt230 (del4) MDR1 mutation in Collies and related dog breeds in Germany.
Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics, v. 28, 545-551, 2005a.

GEYER, J.; DORING, B.; GODOY, J.R.; MORITZ, A.; PETZINGER, E. Development of a
PCR-based diagnostic test detecting a nt230(del4) MDR1 mutation in dogs: verification in a
moxidectin-sensitive Australian Shepherd. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, v.28, p.95-99, 2005b:

GIBALDI, M.; PERRIER, D. Pharmacokinetics. 2 ed. New York: Informa Helthcare, 2007.

GIORGI, M. ; DEL CARLO, S.; SACCOMANNI, G.; LEBKOWSKA-WIERUSZEWSKA,
B.; KOWALSKI, C.J. Pharmacokinetic and urine profile of tramadol and its major metabolites
following oral immediate release capsules administration in dogs. Veterinary Research
Communications, v.33, p.875-885, 2009a.

GIORGI, M.; SACCOMANNI, G.; LEBKOWSKA-WIERUSZEWSKA, L.; KOWALSKIET,
C. Pharmacocinetic evaluation of tramadol and its major metabolites after single oral sustained
tablet administration in the dog: a pilot study. The Veterinary Journal. v. 180, p.253-255,
2009b.

GIORGI, M.; DEL CARLO, S.; SACCOMANNI, G.; LEBKOWSKA-WIERUSZEWSKA, B.;
TURINI, V.; KOWALSKI, C.J. Biopharmaceutical profile of tramadol in the dog. Veterinary
Research Communications, v.33, (suppl 1), p.189-192, 2009c.

GIORGI, M.; DEL-CARLDO, S.; LEBKOWSKA-WIERUSZEWSKA, B.; KOWALSKI, C.J,;
SACCOMANNI, G. Pharmacokinetics of tramadol and metabolites after injective
administrations in dogs. Polish Journal of Veterinary Sciences, v. 13, n.4, p.639-644, 2010.

GONZALEZ, T.P. Polimorfismos Moleculares do Gene MDR1/ABCB1 em Pacientes com
Lupus Eritematoso Sistémico. Dissertacdo (Mestrado). Programa de pds-graduacdo em
genética e biologia molecular, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, 2006.

GOTTESMAN, M.M.; PASTAN, I. Resistance to multiple chemotherapeutic agents in human
cancer cells. TIPS. v.91, p. 54-58, 1988.

GRAMER, I.; LEIDOLF R.; DORING, B., KLINTZSCH, S.; KRAMER, E.M.; YALCIN, E;

PETZINGER E.; GEYER, J. Breed distribution of the nt230(del4) MDR1 mutation in dogs.
The Veterinary Journal (2010), doi:10.1016/j.tvjl.2010.06.012

106


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21370741

REFERENCIAS

GROS, F.; CROOP, J.; HOUSMANT, D. Mammalian multidrug resistance gene: complete
cdna sequence indicates strong homology to bacterial transport proteins. Cell, v. 47, p. 371-
380, 1986.

GRUNENTHAL. Company Core Product Profile — Tramadol. March, 2008.
<www.grunenthal.com> Acesso em 20 de dezembro de 2012.

GUEDES, A.G.P.; NATALINI, C.C.; ALVES, S.D.L; OLIVEIRA, S.T. Tramadol via epidural
em cées submetidos a substituicdo do ligamento cruzado cranial. Ciéncia Rural, v.32, n.2,
p.345-46, 2002.

GUIMARAES, L.S.P; HIRATAKA, V.N. Uso do Modelo de Equacdes de Estimativas
Generalizadas na analise de dados longitudinais. Revista HCPA. v. 32, n.4, p.503-511, 2012.

GUPTA, S.; GOLLAPUDI, S. P-Glycoprotein (MDR 1 Gene Product) in cells of the immune
system: its possible physiologic role and alteration in aging and human immunodeficiency
virus-1 (HIV-1) infection. Journal of Clinical Immunology. v. 13, n. 5, p.289-301, 1993.

GUTMANN, D.A.P. et al. Understanding polyspecificity of multidrug ABC transporters:
closing in on the gaps in ABCBL1. Trends in Biochemical Sciences. v.35, n.1, p.36-42, 20009.

HANSEN, B.D. Assessment of Pain in Dogs: Veterinary Clinical Studies. ILAR Journal. v.44,
n.3, p.197-205, 2003.

HARITOVA, A.M. ABC Transporters in the Eyes of Dogs and Implications in Drug Therapy.
Current Eye Research, v.38, n.2, p.271-277, 2013.

HENIK, R.A.; KELLUM, H.B.; BENTJEN, S.A.; MEALEY, K.L. Digoxin and mexiletine
sensivity in a Collie with the MDR1 mutation. Journal of Veterinary Internal Medicine, v.20,
n.2, p.415-417, 2006.

HOFFMAN, A. Pharmacodynamic aspects of sustained release preparations. Advanced Drug
Delivery Reviews. v.33, p.185-199, 1998.

HOPPER, K.; ALDRICH, J.; HASKINS, S.C. Ivermectin toxicity in 17 collies. Journal of
Veterinary Internal Medicine. v.16, p.89-94, 2002.

HOWLETT, T.A.; REES, L.H. Endogenous opioid peptides and hypothalamo pituitary
function. Annual Review of Physiology, v.48, p.527-536, 1986.

HUGNET, C.; BENTJEN, S. A.; MEALEY K. L., 2004. Frequency of the mutant MDR1 allele
associated with multidrug sensitivity in a sample of collies from France. Journal of Veterinary
Pharmacology and Therapeutics, v.27, n.4, p. 227-229, 2004.

HUNTER, J.; HIRST, B. H. Intestinal secretion of drugs- The role of P-glycoprotein and related
drug efflux systems in limiting oral drug absorption. Advanced Drug Delivery Reviews. v. 25,
p. 129-57, 1997.

IEIRI, I.; TAKANE, H.; OTSUBO, K. The MDR1 (ABCB1) Gene Polymorphism and its
Clinical Implications. Clinical Pharmacokinetics. v. 43, n.9, p.553- p.576, 2004.

107


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23373631

REFERENCIAS

JARDIM, I.C.S.F.; COLLINS, C.H.; GUIMARAES, L.F.L. Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. In: COLLINS, C.H.; BRAGA, G.L., BONATO, P.S. Fundamentos de
Cromatografia. Campinas: Editora Unicamp, p.273-398, 2006.

JOHNSON, J.R.; KUSKOWSKI, M. A.; GAJEWSKI, A.; SAHM, D.F.; KARLOWSKY, J.A.
Virulence Characteristics and Phylogenetic Background of Multidrug-Resistant and
Antimicrobial-Susceptible Clinical Isolates of Escherichia coli from across the United States,
2000-2001. The Journal of Infection Diseases. v.190, p. 1739-1744, 2004.

JULIANO, R.L.; LING, V. A Surface Glycoprotein Modulating Drug in Chinese Hamster
Ovary Cell Mutants Permeability. Biochimica et Biophysica Acta, v.455, p.152-162, 1976.

KANAAN, M.; DAALI, Y.; DAYER, P.; DESMEULES, J. Uptake/Efflux Transport of
Tramadol Enantiomers and O-Desmethyl-Tramadol: Focus on P-Glycoprotein. Basic &
Clinical Pharmacology & Toxicology, v.105, p.199-206, 2009.

KAWABATA, A.; MOMOI, Y.; INOUE-MURAYAMA, M.; IWASAKI, T. Canine mdrl gene
mutation in Japan. Journal of Veterinary Medical Science, v.67, n.11, p.1103-1107, 2005.

KRUGMAN, L.; BRYAN, J.N.; MEALEY, K.L.; CHEN, A. Vincristine-induced central
neurotoxicity in a collie homozygous for the ABCB1 A mutation. Journal of Small Animal
Practice, v.53, n.3, p.185-187, 2011.

KUCUK, A.; KADIOGLU, Y. Determination of tramadol hydrochloride in ampoule dosage
forms by using UV spectrophotometric and HPLC-DAD methods in methanol and water media.
Il Farmaco. v 60, p.163-169, 2005.

KUCUK, A.; KADIOGLU, A.; CELEBI, F. Investigation of the pharmacokinetics and
determination of tramadol in rabbit plasma by a high-performance liquid chromatography—
diode array detector method using liquid—liquid extraction. Journal of Chromatography B,
v.816, p. 203-208, 2005.

KUDZI,W.; DODOO, A.; MILLS, J.J. Genetic polymorphisms in MDR1, CYP3A4 and
CYP3A5 genes in a Ghanaian population: a plausible explanation for altered metabolism of
ivermectin in humans? BMC Medical Genetics. 2010. doi:10.1186/1471-2350-11-111

KUKANICH, B.; LASCELLES, B.D.X.; AMAN, A. M.; MEALEY, K. L.; PAPICH M. G. The
effects of inhibiting cytochrome P450 3A, P-glycoprotein, and gastric acid secretion on their
oral bioavailability of methadone in dogs. Journal of Veterinary Pharmacology and
Therapeutics, v.28, p.461-466, 2005.

KUKANICH B.; PAPICH, M.G. Pharmacokinetics of Tramadol and the Metabolite O-
desmethyltramadol in Dogs. Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics, v.27,
p.239-246, 2004.

KUKANICH B.; PAPICH, M.G. Pharmacokinetics and antinociceptive effects of oral tramadol

hydrochloride administration in Greyhounds. American Journal of Veterinary Research, v.
72,n.2,p.256 — 262, 2011.

108



REFERENCIAS

LaCROIX-FRALISH, M.L.; MOGIL, J.S. Progress in Genetic Studies of Pain and Analgesia.
Annual Review of Pharmacology and Toxicology, v. 49, p.97-121, 20009.

LEPPERT, W. Tramadol as an analgesic for mild to moderate cancer pain. Pharmacological
Reports, v.61, p. 978-992, 2009.

LIKAR, R.; WITTELS, M.; MOLNAR, M.; KAGER, I.; ZIERVOGEL, G.; SITTL, R.
Pharmacokinetic and Pharmacodynamic Properties of Tramadol IR and SR in Elderly Patients:
A Prospective, Age-Group-Controlled Study. Clinical Therapeutics, v.28, n.12, p. 2022-2039,
2006

LINARDI, R.L.; NATALINI, C.C. Influéncia do gene de resisténcia maltipla (MDR1) e
da P-glicoproteina na farmacocinética e farmacodindmica de drogas terapéuticas. Ciéncia
Rural, v.36, n.1, p.336-41, 2006.

LINTZ W et al. Biotransformation of tramadol in man and animal. Arzneimittel-Forschun,
v.31, p.1932-1943, 1981.

LIVINGSTON, A.; CHAMBERS, P. The Physiology of Pain. In: FLECKNELL, P.A;;
WATTERMAN-PEARSON, A. Pain Management in Animals, London: W.B.Saunders, p. 9-
20, 2000.

LIVINGSTON, A. Pain and Analgesia in Domestic Animals. In. CUNNINGHAM et al.
Comparative and Veterinary Pharmacology, Handbook of Experimental Pharmacology.
Berlin: Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2010. doi: 10.1007/978-3-642-10324-7 7.

LU, AYY.H.; MA, Q. Pharmacogenomics and individualized medicine. In. ZHANG, D.;
SURAPANENI, S. ADME - Enabling Tecnologies in Drug Design and Development. New
Jersey: John Wiley & Sons, p.95-107, 2012.

MALANA, M.A.; ZOHRA, R. The release behavior and kinetic evaluation of tramadol HCI
from chemically cross linked Ter polymeric hydrogels. DARU Journal of Pharmaceutical
Sciences, v.21, n.10, p. 2013.

MALONNE, H.; SONET, B.; STREEL, B.; LEBRUN, S.; DE NIET, S.; SERENO, A;
VANDERBIST, F. Pharmacokinetic evaluation of a new oral sustained release dosage form of
tramadol. British Journal of Clinical Pharmacology. v.57, n.3, p.270-278, 2003.

MARTIN, W.R. Pharmacology of opioids. Pharmacological Reviews. v.35, n.4, p. 285-323,
1984,

MARTINS, R.T. ALMEIDA, D.B.; MONTEIRO, F.M.R.; KOWACS, P.A.; RAMINAR.
Receptores opioides até o contexto atual. Revista Dor, v. 13, n.1, p.75-79, 2012.

MASTROCINQUE, S.; FANTONI, D.T. A comparison of preoperative tramadol and morphine

for the control of early postoperative pain in canine ovariohysterectomy. Veterinary
Anaesthesia and Analgesia, v.30, p.220-228, 2003.

109



REFERENCIAS

MATHEWS, K.A. Pain assessment and general approach to management. Veterinary Clinics
of North America: Small Animal Practice. v.30, n.4, p.729-755, 2000.

McMILLAN, C.J.; LIVINGSTON, A.; CLARK, C.R.;DOWLING, P.M.; TAYLOR, S.M;
DUKE, T.; TERLINDEN, R. Pharmacokinetics of intravenous tramadol in dogs. The Canadian
Journal of Veterinary Research, v.72, p.325-331, 2008

MEALEY, K.L.; BENTJEN, S.A.; GAY, J.M.; CANTOR, G.H. lvermectin sensitivity in
collies is associated with a deletion mutation of the mdrl gene. Pharmacogenetics. v.11, n.8,
p.727-733, 2001.

MEALEY, K. L.; NORTHRUP, N.C.; BENTJEN, S.A.: Increased toxicity of P-glycoprotein-
substrate chemotherapeutic agents in a dog with the MDR1 deletion mutation associated with
ivermectin sensitivity. Journal of the American Veterinary Medical Association, v.223,
p.1453-1455, 2003

MEALEY, K.L. Therapeutic Implications of the MDR-1 Gene. Journal of Veterinary
Pharmacology & Therapeutics, v.27, p.257-264, 2004.

MEALEY, K. L.; GAY, J. M; MARTIN, L. G.; WAITING, D.K. Comparison of the
hypothalamic—pituitary—adrenal axis in MDR1-1D and MDR1 wildtype dogs. Journal of
Veterinary Emergency and Critical Care, v.17, p.61-66, 2007.

METZGER, IF.; SOUZA-COSTA, D.C.; TANUS-SANTOS, J.E. Farmacogenética:
principios, aplicacOes e perspectivas. Medicina, Ribeirdo Preto, v.39, n.4, p.515-521, 2006.

MOLLEREAU, C; MOULEDOUS, L. Tissue distribution of the opioid receptor-like (ORL1)
receptor. Peptides, v.21, n.7, p.907-917, 2000.

MORONI, A.C. et al. Efeitos da ciclosporina a sobre a fungéo renal de cées da raca Golden
Retriever normais ou afetados pela distrofia muscular. Brazilian Journal of Veterinary
Research and Animal Science, v. 45, n. 5, p. 371-78, 2008.

NEFF, M.W.; ROBERTSON, K.R.; WONG, A.K.; SAFRA, N. ; BROMAN, KW,
SLATKIN, M.; MEALEY ,K.L.; PEDERSEN, N.C. Breed distribution and history of canine
mdrl-1A, a pharmacogenetic mutation that marks the emergence of breeds from the collie
lineage. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 101, n. 32, p.11725-11730,
2004.

PATEL, B. N.; SHARMA, N.; SANYAL, M.; SHRIVASTAV, P.S. An accurate, rapid and
sensitive determination of tramadol and its active metabolite O-desmethyltramadol in human
plasma by LC-MS/MS. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v.49, p.354-
366, 2009.

PAUL, A. J.; TRANQUILLI, W.J.; SEWARD, R.L. Clinical observations in Collies given
ivermectin orally. American Journal of Veterinary Research, v.48, p.684-685, 1987.

PAYNE, K. A.; ROELOFSE, J. A.; SHIPTON, E. A. Pharmacokinetics of Oral Tramadol Drops
for Postoperative Pain Relief in Chidren Aged 4 to 7 Years- A Pilot Study. Anesthesia
Progress, v.49, p.109-112, 2002.

110


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11692082
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978100002278
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978100002278

REFERENCIAS

PEDERSEN, R.S.; DAMKIER,P.; BROSEN,K et al. Enantioselective pharmacokinetics of
tramadol in CYP2D6 extensive and poor metabolizers. European Journal of Clinical
Pharmacology, v.62, p.513-521, 2006.

POULIOT, J.F.; ’HEUREUX, F.; LIU, Z.; PRICHARD, R.K.; GEORGES, E. Reversal of P-
Glycoprotein-Associated Multidrug Resistance by Ivermectin. Biochemical Pharmacology, v.
53, p. 17-25, 1997.

PRESTON, J.M. Adverse reactions to unapproved applications. Veterinary Record, v.112,
n.12, p.286, 1983.

PROSDOCIMI, F. Racionalizando a utiliza¢do do algoritmo PHRED para a andlise de 111
sequéncias de DNA. 2006. Tese (Doutorado em Bioinformatica), Programa de Pds-Graduacgéo
em Bioinformaética, Universidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonte, 2006.

PULLIAM, J.D.; SEWARD, R.L.; HENRY, R. T.; STEINBERG, S.A. Investigating ivermectin
toxicity in Collies. Veterinary Medicine, v.80, p. 36-40, 1985:

QUETGLAS, E.G., et al. Pharmacokinetics of tramadol enantiomers and their respective phase
I metabolites in relation to CYP2D6 phenotype. Pharmacological Research, v.55, p.122-30,
2007.

RAFFA, R.B.; FRIDERICHS, E.; REIMANN, W., SHANK, R. P., CODD, E. E.; VAUGHT,
J. L. Opioid and Nonopioid Components Independently Contribute to the Mechanism of Action
of Tramadol, an ‘Atypical’ Opioid Analgesic. The Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, v.260, n.1, p. 275-285, 1992.

RAFFA, R.B.; FRIDERICHS, E.; REIMANN, W., SHANK, R. P., CODD, E. E.; VAUGHT;
JACOBY, H.; SELVE, N. Complementary and Synergistic Antinociceptive Interaction
between the Enantiomers of Tramadol. The Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, v.267, n.1, p. 331-340, 1993.

REGATEIRO, F. Manual de Genética Médica. Coimbra: Imprensa da Universidade de
Coimbra, 2003.

REISFIELD, G.M.; WILSON, G.R. Rational use of sublingual opioids in palliative medicine.
Journal of Palliative Medicine, v.10, n.2, p.465-474, 2007.

ROBEY, R.W.; ZHAN, Z.; PIEKARZ, R.L., KAYASTHA, G.L.; FOJO, T.; BATES, S.E.
Increased MDR1expression in normal and malignant peripheral blood mononuclear cells
obtained from patients receiving depsipeptide (FR901228, FK228, NSC630176). Clinical
Cancer Research, v.12, n.5, p. 1547-1555, 2006.

RONINSON, 1.B.; CHIN, J.E.; CHOI, K.; GROS, P.; HOUSMAN, D.E.; FOJO A., SHEN,
D.W.; GOTTESMAN, M.M; PASTAN, I. Isolation of human mdr DNA sequences amplified
in multidrug-resistant KB carcinoma cells. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, v.83, p.4538-4542, 1986.

111



REFERENCIAS

ROUINI, M. R.; ARDAKANI, Y.H.; SOLTANI, F.; ABOUL-ENEIN, H.Y.,
FOROUMADI, A. Development and validation of a rapid HPLC method for simultaneous
determination of tramadol, and its two main metabolites in human plasma. Journal of
Chromatography B, v.830, p.207-211, 2006.

ROULET, A.; PUEL, O.; GESTA, S.; LEPAGE, J.F.; DRAG, M; SOLL, M.; ALVINERIE,
M.; PINEAU, T. MDR1-deficient genotype in Collie dogs hypersensitive to the P-glycoprotein
substrate ivermectin. Europian Journal of Pharmacology. v.460, p.85-91, 2003.

ROWLINGSON, J.C.; MURPHY, T.M. Chronic pain. In: MILLER, R.D. Anesthesia. 5 ed.
Philadelphia: Churchill Livingstone, 2000. p.2351-79.

SACCOMANNI, G.; DEL CARLO, S.; GIORGI, M.; MANERA, C.; SABA, A.; MACCHIA,
M. Determination of tramadol and metabolites by HPLC-FL and HPLC-MS/MS in urine of
dogs. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis v.53, p. 194-199, 2010.

SAITO, T.; ZHANG Z.J.; TSUZUKI, H.; OHTSUBO, T.; YAMADA, T.; YAMAMOTO, T,;
SAITO, H. Expression of P-glycoprotein in inner ear capillary endothelial cells of the guinea
pig with special reference to blood—inner ear barrier. Brain Research, v.767, p. 388-392, 1997.

SAMPAOLESI, M.; BLOT, S.; D’ANTONA, G.; GRANGER, N.; TONLORENZI, R.;
INNOCENZI, A.; MOGNOL, P.; THIBAUD, J.L.; GALVEZ, B.G.; BARTHELEMY, |,
PERANI, L.; MANTERO, S.; GUTTINGER, M.; PANSARASA, O.; RINALDI, C,;
ANGELIS, M.G.C.; TORRENTE, Y.; BORDIGNON, C.; BOTTINELLI, R.; COSSU, G.
Mesoangioblast stem cells ameliorate -Muscle function in dystrophic dogs. Nature, v.444, n.30,
p.574-579, 2006.

SAWYNOK, J. Topical and peripherally acting analgesics. Pharmacology Reviews, v.55, p.1-
20, 2003.

SCHINKEL, A.H. The physiological function of drug-transporting P-glycoproteins. Seminars
in Cancer Biology, v.8, p.161-170, 1997.

SCHINKEL, A.H.; SMIT, JJ.; VAN TELLINGEN, O.; BEIUNEN, J.H.; WAGENAAR, E;
VAN DEEMTER, L.; MOL, C.A.; VAN DER VALK, M.A.; ROBANUS-MAANDAG, E.C;;
RIELE, H.P. et al. Disruption of the mouse mdrla P-glycoprotein gene leads to a deficiency in
the blood-brain barrier and to increased sensitivity to drugs. Cell, v.77, n. 4, p.491-502, 1994.

SCHINKEL, A.H.; MAYER, U.; WAGENAAR, E.; MOL, C. A AM.; DEEMTER, L.V,
SMIT, J. J. M.; VAN DER VALK, M.A.; VOORDOUW, A.C.; SPITS, H.; TELLINGEN,
O.V.; ZULMANS, JM.J.M.; FIBBE, W.E.; BORST, P. Normal viability and altered
pharmacokinetics in mice lacking mdrl-type (drug-transporting) P-glycoproteins. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 94, p. 4028-4033,
1997.

SCHUG, S.A. The role of tramadol in current treatment strategies for musculoskeletal pain.
Therapeutics and Clinical Risk Management.v.3, n.5, p.717-723, 2007.

SEWARD, R.L. Reactions in dogs given ivermectin. Journal of the American Veterinary
Medical Association, v. 183, n. 5, p.493, 1983.

112



REFERENCIAS

SHARGEL, L.; WU-PONG, S.; YU, A.B.C. Applied Biopharmaceutics & Pharmacokinetics.
5 ed. New York: McGraw Hill Professional, 2005.

SHASTRY, B.S. Pharmacogenetics and the concept of individualized medicine. The
Pharmacogenomics Journal. v.6, n.1, p.16-21, 2006.

SHILO, Y.; BRITZI,M.; EYTAN,B.; LIFSHITZT.; SOBACK,S.; STEINMAN, A.
Pharmacokinetics of tramadol in horses after intravenous, intramuscular and oral
administration. Jounal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics, v.31, p.60-65, 2007.

SIARHEYEVA, A.; LOPEZ, J.J.; GLAUBITZ, C. Localization of multidrug transporter
substrates within model membranes. Biochemistry, v.45, p. 6203-6211, 2006.

SLANAR, O.; NOBILIS, M.; KVETINA, J.; MATOUSKOVA, O.; IDLE, J.; PERLIK, F.
Pharmacokinetics of Tramadol is Affected by MDR1Polymorphism C3435T. European
Journal of Clinical Pharmacology, v.63, p.419-421, 2007.

SOUSA, AB.; SANTOS, A.C.D.; FLORIO, J.C.; SPINOSA, H.S. Pharmacocinetics of
tramadol administered by intravenous and intramuscular routes to female dogs submitted to
ovariohysterectomy. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal. Science, v.45,
n.3, p.239-247, 2008.

SOUZA, J.; FREITAS, Z.M.F.; STORPIRTIS, S. Modelos in vitro para determinacdo da
absorcdo de farmacos e previsdo da relacdo dissolucdo/absorcdo. Revista Brasileira de
Ciéncias Farmacéuticas — Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v.43, n.4, out./dez.,
2007.

SUDHEER, P.S.; LOGAN, S.\W.; TERBLANCHE, C.; ATELEANU, B.; HALL, J.E.
Comparison of the analgesic efficacy and respiratory effects of morphine, tramadol and codeine
after craniotomy. Anaesthesia, v.62, p.555-560, 2007.

TAKAHARU, I. ; NAOMICHI, T.; KODAI, K.; TOMOHITO, I.; JUN, T.; KENJIROU, M ;
MOHAMMED, A. U.; HIROKI, I.; KAZUTO, Y. Cardiovascular effects of tramadol in dogs
anesthetized with sevoflurane. Jounal of Veterinary Medicine and Sciences, v.73, n.12,
p.1603-1609, 2011.

TANABE, M.; IEIRI, I.; NAGATA, N.; INOUE, K; ITO, S.; KANAMORI, Y.; TAKAHASH]I,
M.; KURATA, Y.; KIGAWA, J.; HIGUCHI, S.; TERAKAWA, N.; OTSUBO, K. Expression
of P-glycoprotein in Human Placenta: Relation to Genetic Polymorphism of the Multidrug
Resistance (MDR)-1 Gene. The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics.
v. 297, n.3, p. 1137-1143, 2001.

THIEBAUT, F.; TSURUO, T.; HAMADA, H.; GOTTESMAN, M.M.; PASTAN, I;
WILLINGHAM, M.C. Cellular localization of the multidrug-resistance gene product P-
glycoprotein. In normal human tissues. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, v.84, p. 7735-7738, 1987.

TRANQUILLI, W. J.; PAUL, AJ.; SEWARD, R.L. Ivermectin plasma concentrations in
Collies sensitive to ivermectin-induced toxicosis. American Journal of Veterinary Research,
v. 50, p.769-770, 19809.

113



REFERENCIAS

TURRIZIANI, O.; GIANOTTI, N.; FALASCA, F.; BONI, A.; VESTRI, A.R.; ZOCCOLI, A,
LAZZARIN, A.; ANTONELLI, G. Expression levels of MDR1, MRP1, MRP4, and MRP5 in
peripheral blood mononuclear cells from HIV infected patients failing antiretroviral therapy.
Journal of Medical Virology. v.80, p.766—771, 2008.

UEDA, K.; CARDARELLI C.; GOTTESMAN, M.M.; PASTAN, I. Expression of a full-length
Cdna for the human “MDR1” gene confers resistance to colchicine, doxorubicin, and
vinblastine. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v.84, p. 3004-3008, May 1987.

VAN DER HADEN, S.; CHIERS, K.; DUCATELLE, R. Tissue distribution of p-glycoprotein
in cats. Anatomia Histologia Embryologia, v. 38, n.6, p.455-460, 2009.

VETTORATO, E.; ZONCA, A.; ISOLA, M. VILLA, R.; GALLO, M.; RAVASIO, G,
BECCAGLIA, M.; MONTESISSA, C.; CAGNARDI, P. Pharmacokinetics and efficacy of
intravenous and extradural tramadol in dogs. The Veterinary Journal, v.183, p.310-315, 2010.

VLASE, L.; LEUCUTA, S.; IMRE, S. Determination of tramadol and O-desmethyltramadol in
human plasma by high-performance liquid chromatography with mass spectrometry detection.
Talanta, v.75, p.1104-1109, 2008.

WALDHOER, M.; BARTLETT, S.E.; WHISTLER, J.L. Opioid Receptor. Annual Review of
Biochemistry, v.73, p.953-990, 2004.

WEBSTER, C.R.L. Farmacologia Clinica em Medicina Veterinaria. Sdo Paulo: Roca, 2005.
YAKSH, T.L.; WALLACE, M.S. Opioides, analgesia e tratamento da dor. In: BRUNTON,
L.L. et al. As bases farmacolodgicas da terapéutica de Goodman & Gilman. 12 ed. Porto

Alegre: AMGH, p.481-525, 2012.

YAS-NATAN, E.; SHAMIR, M.; KLEINBART, S.; AROCH, I. Doramectin toxicity in a
collie. Veterinary Record, v.153, p.718-720, 2003

114


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19860748

APENDICE



APENDICE

APENDICE — Confirmagao da submissdo do artigo “Pharmacokinetic of tramadol in MDR1
mutated Collie dogs” a revista The Veterinary Journal e artigo enviado para publicagdo. A
revista possui fator de impacto 2,424.

ﬁj Apagar - @ - EImover - ) spam - LFAgoes - * §

~ Submission Confirmation for The Veterinary Journal Qua, 19 Jun 2013 as 22:42

De TVIL +

Para Kkarinegehlen@yahoo.com.br

Title: Pharmacokinetic of tramadol in MDR1 mutated Collie dogs
Dear Mrs. Baja,

Your submission has been received by the journal
The Veterinary Journal.

You will be able to check on the progress of your paper by logging onto the Elsevier Editorial Systems as an Author using the following information

ht; es.elsevier.comiyvvill
Usemame: Your username is: karine
If you can't remember your password please click the "Send Password” link on the Login page.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards

Editorial Office Staff
The Veterinary Journal

For further assistance, please visit our customer support site at hitp:fhelp elsevier com/app/answersilistip/7923
Here you can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked gquestions and learn more about EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7
support contact details should you need any further assistance from one of our customer support representatives.

116



O 0O NOOUL D WN B

NP PR RRRPRRRR R
O wLVWooO~NOYTULLPE WNELO

NN
N =

N
w

APENDICE

Pharmacokinetic of tramadol in MDR1 mutated Collie dogs

Karine Gehlen Baja®? *, Teresa Dalla Costa®, Bruna Torres®, Vanderlei Biolchi%, 1lma Simoni
Brum da Silva®, Claudio Correa Natalini®.

2 nstitute of Basic Health Sciences, Department of Physiology, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

b Department of Small Animal Medicine and Surgery, Faculty of Veterinary Medicine,
Universidade Luterana do Brasil (ULBRA), Canoas, Brazil

¢ Centro Bioanalitico de Medicamentos, Faculty of Pharmacy, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil

d Laboratory of Molecular Biology and Endocrine Tumor, Department of Physiology, Institute
of Basic Health Sciences, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

¢ Department of Pharmacology, Institute of Basic Health Sciences, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

“ Corresponding author. Tel.: 55 51 91028402

E-mail address: karinegehlen@yahoo.com.br (K.G. Baja)

117


mailto:karinegehlen@yahoo.com.br

24

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

APENDICE

ABSTRACT

P-glycoprotein (P-gp) is a drug efflux pump, which mediate multidrug resistance and limit the
efficacy of many drugs. A mutation in the canine multidrug resistance gene, MDR1 nt230
(del4), has previously been associated with drug sensitivities in breeds from the collie lineage.
Dogs carrying mutant allele show increased sensitivity of many drugs. This study evaluated
serum tramadol concentration following a single oral administration of sustained release (SR)
100 mg tablets to 20 Collie dogs which were previously MDR1 genotyping by a PCR-based
method with subsequent automatic sequencing for detection of this nt230(del4) MDR1
mutation, using a small amount of genomic DNA from blood cells. The purpose of this study
was to evaluate tramadol as P-gp substrate using Collie dogs as an animal model. Six
homozygous wild type and fourteen heterozygous mutated MDR1 genotyped was identify,
there was no homozygous mutated dog. Serum concentrations of tramadol were analysed by
high performance liquid chromatography (HPLC) with mass spectrometry (MS). Tramadol was
well tolerated in all 20 Collies. The median maximum plasma concentration, time to maximum
plasma concentration and area under the curve for MDR1 wild type dogs were 73,2 ng/mL, 4h
and 412,66 ng.h/mL respectively; and 56,41 ng/mL, 4 h and 315,11 ng.h/mL to heterozygous
MDR1 nt230(del4) mutated dogs. The findings suggest that tramadol is not a P-gp substrate.
Besides, tramadol SR formulation does not have characteristics to be an effective analgesic
administrated once a day. More studies must be established to predicted therapeutic dose and
frequency of tramadol SR in dogs.

Keywords: MDR1; P-glycoprotein; sustained release; LC-MS; MDR1nt230 (del4)
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INTRODUCTION

Pain is a fundamental experience characterized by an unpleasant physical perception
and corresponding emotional state, that it signals actual or potential tissue damage, which
evokes withdrawal and/or recuperative behaviors (LaCroix-Fralish and Mogil, 2009). An
effective control of pain helps the healing process and improved the general well-being of any
animal or person (Hansen, 2003; Mathews, 2000). Many of the human available analgesics are
considered effective for painful conditions in dogs; however, their uses are limited by the
unwanted side effects, particularly in chronic use (McMillan et al., 2008).

Tramadol, (1RS, 2RS)-2-[(dimethylamino)-methyl1]-1-(3-methoxyphenil)-
cyclohexanol is a centrally acting synthetic opioid first synthesized in 1962 by Griinenthal in
an attempt to reduce common opioid adverse effects such as respiratory depression. It is
marketed as a racemic mixture of its cis structure, in the form of a salt, tramadol hydrochloride,
readily soluble in water and ethanol, and has a pKa of 9.41 (ECDD, 2006). Tramadol produces
effective clinical analgesia by a dual interactive mechanism of action: it is a non-selective pure
agonist at u, & and x opioid receptors with a higher affinity for the p receptor; and inhibits
neuronal re-uptake of serotonin and norepinephrine and enhances presynaptic release of
serotonin (Raffa et al., 1992).

Hepatic metabolism of tramadol in humans is by the CYP2D6 isoenzyme and produces
the O-desmethyltramadol active metabolite, known as M1 (Kukanich and Papich, 2011). This
metabolite has 2 to 4 times the analgesic potency of the parent compound and 4 to 200 times
greater affinity for the p opioid receptor (Raffa et al., 1992). This metabolite also exists as a
racemic mixture of two enantiomer, having p opioid and adrenergic receptors activity

(McMillan, 2008).
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Tramadol is used widely in human, the absence of cardiorespiratory relevant effect, the
low abuse potential and little effect on gastrointestinal motility of this drug increases its
prescription to relieve mild to moderate pain, recommended even for children (Bressolle et al.,
2009). Two separate studies in dogs shown evidence of effective analgesia using 2 mg/kg
intravenous (IV) for the control of post-operative pain following ovariohysterectomia and tibial
plateau leveling osteotomy (TPLO) (Mastrocinque and Fantoni, 2003; Vettorato et al., 2010).

Drug transporters are recognized to be very relevant to drug disposition and response

(leiri et al., 2004). P-glycoprotein (P-gp) is the most important transport protein, being
identified in several mammalian species (mice, rats, bovines, monkeys, rodents, guinea pigs,
sheep, cats and humans) (Saito et al., 1997; Van der Haden, 2009). P-gp is an ATP-dependent
efflux transporter, which was first described in 1976 in a Chinese hamster ovary tissue culture
cells colchicine resistance (CHR) (Juliano and Ling, 1976), associated with an acquired cross-
resistance to multiple cytotoxic anticancer agents (Fojo et al., 1987). Studies proved that P-gp
is also expressed in many normal tissues, including canalicular surface of hepatocytes, the
apical surface of proximal tubular cells in kidneys, the brush border surface of the intestine,
pancreas, on the apical membranes of cells facing an excretory compartment, it was also
identify in adrenal glands (Thiebaut et al., 1987), endothelial cells at blood—brain barrier, lungs,
prostate (Fojo et al., 1987), heart (Couture et al., 2006), blood-testis, blood-ovarian, placenta
(Kudzi et al, 2010), blood mononuclear cells (Robey et al, 2006), ocular conjunctiva and cornea
(Haritova, 2013), always being involved in protecting cells from toxic agents.
P-gp, encoded by the multidrug resistance gene (MDR1/ABCBL1), has unusually broad poly-
specificity, recognizing different compound types, most P-gp substrates are hydrophobic (Aller
et al., 2009).

A canine mutation in MDR1 gene causes drug sensitivity with neurotoxic signs in

several dog breeds from the Collie lineage. This phenomenon is also called ivermectin

120



96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

APENDICE

sensitivity because it was first described for the drug ivermectin in Collies in 1983 (Preston,
1983; Seward, 1983). Ivermectin causes neurologic toxicity in some Collies, at doses that are a
fraction of the dose required to cause toxicity in other dogs. Mealey et al. (2001) identified a 4-
bp gene deletion in the fourth exon in the canine MDR1 gene and was referred to as MDR1-
1A, ABCBI1-1A, or MDRI1 nt230(del4). This mutation was discovered correlating an incident
in MDR1 knockout mice that accidentally suffered ivermectin intoxication (Schinkel et al.,
1994). A phylogenetic study based on reports of the breeds that showed poisoning medications
and Collie bloodlines descendants concluded that MDR1 mutation have started from a common
ancestor that lived in Great Britain before 1873, the genetic isolation of breeds by registry year
(Neff et al.,2004).

Dogs carrying two MDR1 nt230(del4) mutant alleles display the ivermectin-sensitive
phenotype and are susceptible to toxicity caused by other P-glycoprotein substrates as well
(Mealey et al., 2004) . Dogs with homozygous MDR1 nt230(del4) do not express a functionally
intact P-glycoprotein and (in addition to ivermectin) show increased sensitivity to many P-
glycoprotein transported drugs (Gramer et al., 2010). The allele mutation causes a frameshift
accompanied by multiple premature stop codons, presumably resulting in a severely truncated
P-glycoprotein composed of 10% of the wild-type aminoacid sequence (Roulet et al., 2003).
The potential transport of tramadol by P-gp was suggest in humans (Slanar et al., 2007), but not
elucidated in in vitro Caco-2 monolayer model (Kanaan et al., 2009). The present study has the
purpose of observe the tramadol pharmacokinetics profile in Collie dogs, as an animal model,

to investigate tramadol as a P-gp substrate.

MATERIAL AND METHODS

Animals
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The study involved 20 Collie dogs from private owners, adults, 9 males and 11 females,
body weight between 19 and 31 kg. The dogs were healthy based on physical examination,
hemogram, total plasma proteins and serum biochemistry before initiation of the study.
Venous blood sample from 20 Collies were collected for genomic DNA extraction. The study

was approved by the local Research and Ethics Committee on Animal Use.

Genotyping

Genomic DNA was isolated from anticoagulated blood using Pure Link™ Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen). Approximately 15-30 pg/mL DNA were isolated.
For amplification were used published primer sequences (Hugnet et al., 2004). The primer
sequences were: forward primer 5°- GGC TTG ATA GGT TGT ATATGT TGG TG - 3" and
reverse primer 5 - ATT ATA ACT GGA AAA GTT TTG TTT - 3". These primers select an
amplified fragment spanned the mutation area of the canine MDR1 gene (GenBank AF045016),
generating 148 and 144 bp amplicons for the wildtype and mutant alleles, respectively. PCR
reaction was performed in 25 pL using Tag DNA polymerase (Invitrogen). Firstly were pipetted
mix 1 containing 16.4 uL Milli-Q water; 2 pL of buffer; 0.6 pL MgCl, and 1 pL of DNA,
resulting in a volume of 20 pL. Mix 1 was placed in thermocycler at 94°C for 4 minutes.
Meanwhile, was pipetted the mix 2 contained 2,7 pL of Milli-Q water, 0,5 pL buffer, 0,15 pL
MgCly, 0,5 pL of dNTPs, 0,5 pL of each primer at 10 uM concentration and Taqg Polymerase
0,15 pL. After mix 1 hotstart was added mix 2 and then placed in thermocycler programmed in
the following conditions: 40 cycles of denaturation at 94° C for 40 s, annealing at 55° C for 30
s and extension at 72° C for 30 s; and final extension of 72°C for 4 min. After amplification
sample were frozen at — 20°C until analysis.

PCR products were purified using polyethylene glycol 8000M (PEG 8000) precipitation

of DNA previously described by Dunn and Blattner (1987). Samples were sequenced at the
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Unidade de Analises Moleculares e de Proteinas (Centro de Pesquisa Experimental, HCPA)
using ABI 3500 Genetic Analyzer with 50 cm capillaries and POP7 polymer (Applied
Biosystems). PCR products were labeled with 3.2 pmol of the primer 5°- GGC TTG ATA GGT
TGT ATA TGT TGG TG -3’ and 1 uL of BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) in a final volume of 10 uL. Labeling reactions were performed in a
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) termocycler with an initial denaturing
step of 96°C for 1 min followed by 35 cycles of 96°C for 15 sec, 50°C for 15 sec and 60°C for
4 min. Labeled samples were purified using BigDye XTerminator Purification Kit (Applied

Biosystems) and electroinjected in the automatic sequencer.

Tramadol administration

All 20 Collie dogs received tramadol sustained release (SR) 100 mg tablet per dog
(Tramal® Retard- Griinenthal) orally (4,16 + 0,67 mg/kg tramadol HCI), food was withheld
for 12 h before and 2 h after following dosing. The tablets were administered inserted into a

piece of soft bread for an easy swallowing.

Sample collection

A 20-gauge cephalic catheter was insert prior the drug administration and used for blood
collection. Blood was collected into evacuated glass tubes with clot activator (BD Vacutainer®)
and placed on bench 30 min until centrifugation. The samples were centrifuged for 10 min at
5000 g, serum separated and stored frozen at — 20°C prior to analysis. Blood samples were

collected prior to and at 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12 and 24 h after oral tramadol administration.

Serum analysis
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Reference standard material of tramadol was a gift from Unido Quimica (Brazil). The
internal standard (IS) used was propranolol (Patel et al., 2009).

Serum concentration of tramadol (m/z, 264 —58; qualifying ion and product ion) was
quantified using high performance liquid chromatography (HPLC) with mass spectrometer
(MS) detection. The liquid chromatography system from Shimadzu consisted of a LC-10AD
pump with autosampler (SIL-10AD) and a degasser (DGU-14A) Cromatografic separation was
performed on a Luna ® C18 analytical column (150 x 4,6 mm; 5um; Phenomenex) maintained
at 30°C. The mobile phase consisted of acetonitrile (Merck) and water containing 0,1% formic
acid (80:20(v/v)). Separation of analyte and IS was performed under isocratic condition at a
flow rate of 0,4 mL/min, the injection volume was 10 pL.

Detection of analytes and IS was performed on a triple quadrupole mass spectrometer,
Quatro LC Micromass® operating in the positive ion mode. Quantitation was done using
multiple reaction monitoring (MRM) mode to monitor protonated precursor— product ion
transition of m/z 263,95 —58 for tramadol, and 260,14— 115,65 for IS. All the parameters of
LC and MS were controlled by software MassLynx® (Waters Coorporation). The detection
parameters were: collision activation dissociation (CAD):15 V; cone voltage: 20V for tramadol
and 30V for IS; source temperature: 120°C; desolvation temperature: 350° C.

Tramadol and IS were extracted from serum using liquid-liquid method (Kuguk et al.,
2005). Drug from extracted serum was reconstituted with 100 pL of acetonitrile- water (50:50
v/v). The lower limit of quantification (LLOQ) of tramadol was 1 ng/mL. The pharmacokinetic
parameters analyzed were mean serum concentration/time profile, Tmax and Cmax for the

different groups according MDR1 genotype.

Statistical analysis
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The data of plasma concentrations of tramadol by administration time were analyzed
using analysis of GEE (Generalized Estimating Equations) which is based on the methodology
of the Generalized Linear Models. The Mann-Whitney U test was used to compare independent
pharmacokinetics parameters. These data are presented as median and range (minimum and

maximum). The significance level was set at 0.05.

RESULTS
Genotyping

We genotyped the MDR1 gene for the MDR1 nt230(del4) mutation in 20 Collies. The
predicted 144 and 148 bp amplicons were detected. The deletion mutation associated with
ivermectin sensitivity in Collie lineage dogs, with a four nucleotide deletion in 230 position
(exon 4), was identified in 14 Collies (MDR1+/-), these dogs were heterozygous for the
mutation, carrying one mutant allele and other wild-type allele. Sample from 6 dogs were
homozygous wild type (MDR1+/+). Figure 1 shows the sequencing DNA from 1 homozygous

wild type and one heterozygous mutation dog.

Animals

Tramadol SR was well tolerated after oral administration to 20 Collies, 14 MDR1 +/-
and 6 MDR1+/+. No vomiting, diarrhea, excitation signs or changes on cardiac rate were
detected. Slight sedation was observed in 15 dogs and moderate sedation in three dogs; between

4 and 6 hours of observation. Genotyping was not correlated to these results (data not shown).

Serum concentration of tramadol
The dose of tramadol SR was 4,16 + 0,67 mg/kg (mean £ SD), administrated as one

whole 100 mg tablet per dog. Tramadol serum concentration was less than the limit of
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quantification in three heterozygous dogs. The tramadol serum concentration was separate in
two groups, homozygous wild type (MDR1+/+) (n=6) and heterozygous mutant (MDR1+/-)
(n=11). The mean tramadol serum concentration per time of administration was not statistical
different between groups (Figure 2).

As shown in Table 1 were not statistically significant differences in pharmacokinetic
parameters between groups of MDR1 wild type and heterozygous MDR1 nt230(del4) (Mann-

Whitney U test; a= 0,05).

DISCUSSION

Oral administration of drugs requires absorption across the intestinal epithelium barrier.
The gastrointestinal tract is the organ that digests and absorbs nutrients and water from food
and drinks. At the same time, this organ is exposed to harmful exogenous substances and
functions as a host defense/detoxification barrier equipped with metabolic enzymes and efflux
transporters. Many substances absorption occur by passive diffusion, but also by influx
transporters (Takano et al., 2006). In addition to influx transporters, ATP-dependent efflux
transporters such as P-glycoprotein are also expressed on the apical membrane of intestinal
epithelia in humans others mammalian animals, such as dogs (FROMM 2004). P-gp limits oral
bioavailability of its substrates (Hunter and Hirst, 1997). P-gp recognizes a variety of
structurally and pharmacologically unrelated neutral and positively charged hydrophobic
compounds (Aller et al., 2009).

To study physiological roles of P-gp was generated mice genetically deficient in the
MDR1 gene, MDR1 knockout mice, which provide a useful animal model to further test the
pharmacological roles of the drug-transporting P-gps and to analyze the specificity and
effectively of P-gp-blocking drugs. It was shown that MDR1 knock-out mice have a 90-fold

increased brain penetration of ivermectin associated with a 100-fold higher sensitivity to
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centrally neurotoxic effects after either IV or oral administration compared with mice with
intact P-gp function (Schinkel et al., 1994).

In 2001, Mealey et al. (2001) identified a 4-bp deletion in the MDR1 gene of an
ivermectin-sensitive Collie. This nt230(del4) MDRL1 deletion involves a frame shift at amino
acid position 75 followed by a premature stop codon at amino acid position 91. This severely
truncated protein is nonfunctional and was not detectable by Western blot analysis in
ivermectin-sensitive Collies (Roulet et al., 2003). The MDR1 mutation in collies appears to be
widely distributed in the population (Mealey, 2004). Studies involving a large number of collies
shown a very high incidence of MDR1 nt230(del4) mutation in this breed: in USA 31% were
homozygous for the mutant allele and 47% were heterozygous (n=263) (Neff et al.,2004); in
Germany 36% were homozygous mutant and 45% were heterozygous (n=2227) (Gramer et al.,
2010). Collie breed, in addition to MDR1 knockout mouse, shows a valuable animal model to
test P-gp substrates (Geyer et al, 2005a; Roulet et al., 2003). In our study in Brazilian Coolie
dogs (n=20) 70% were heterozygous and 30% MDR1 wild type, no homozygous mutant was
detected. In order to establish a proportion of mutations in Collies and descendant lineage, a
larger number of dogs must be genotyped.

The presence of MDR1 mutation in herding dog breeds has broad clinical implications
with respect to canine veterinary care. In addition to ivermectin, the most known substrate in
veterinary area, a large number of other drugs are well-known substrates of the MDR1 efflux
pump. Homozygous and heterozygous mutant dogs show neurotoxic adverse effects to usually
veterinary therapeutic drugs P-gp substrates, such as vincristine, vinblastine, doxorubicin,
loperamide (Mealey, 2003), moxidectin (Geyer et al., 2005b) and doramectin (Yas-Natan et al.,
2003). Individualized pharmacological therapy may be worth considering for other P-gp
substrate drugs as well. Veterinarians may now screen animals of affected breeds for the MDR1

genotype prior to administering drugs that are substrates for P-gp.
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Our in vivo data suggest that tramadol is not P-gp substrate, and could be used in MDR1
mutant dogs to promote analgesia in therapeutic doses for this specie. Our experimental results
are in accordance with a study using Caco-2 cell monolayer model (in vitro). No effect on
tramadol or M1 transport was observed using P-gp inhibitors cyclosporine A (non-specific P-
gp inhibitor) or GF120918 (specific P-gp inhibitor). It was used P-gp positive control
rhodamine 123, which showed a polarized transport across the Caco-2 monolayers in the way
of a net active secretion as well as a 80% decrease of its secretory transport and 38% increase
of the absorptive one in the presence of the P-gp inhibitor cyclosporine A. This in vitro stydy
has concluded that tramadol and M1 are not P-gp substrates (Kanaan et al., 2009).

Contradictory results, suggesting tramadol as a P-gp substrate was published recently.
This study had a small clinical trial and involved selected CYP2D6 polymorphism and MDR1
C3435T polymorphism (Slanar et al., 2007). The MDR1 C3435T polymorphism is a SNP
which results in lower P-gp expression levels (Chen et al., 2009). A significant difference in
pharmacokinetics of tramadol influence by MDR1 polymorphism was found only in Cmax
parameter in CYP2D6 poor metabolizers (Slanar et al, 2007).

Although tramadol does not represent high plasma concentration in MDR1 mutant dogs,
it is important to note that P-gp is not the only determinant of sensitivity to drugs. Other genetic
factors, such as the activity of drug metabolizing enzymes, as well as environmental factors
determine variations in pharmacokinetics and pharmacodynamics (Pedersen et al., 2006).

Several sustained release formulations have been development to a possible once daily
administration. In humans, the tramadol sustained release (SR) formulation can simplified the
dosing regimen by an oral once a day administration, besides has advantages over immediate
release presentation since it decreases peak plasma concentrations, thus minimizing acute side
effects. In humans, the SR tramadol present higher ti> (9,9 h) and longer lasting plasma

concentrations (35 h) (Malonne et al., 2003), compared with dogs. Dogs have faster tramadol
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elimination than humans in both SR (Giorgi et al., 2009a) and IR (Kukanich and Papich, 2004)
oral formulation. In the present study SR tramadol exhibited lower Cmax, 73,2 and 56,4 ng/mL;
and longer Tmax, 4 hours, in both groups, MDR1+/+ and MDR1+/-, respectively, compared to
immediate release (IR) tramadol study in dogs (Kukanich and Papich, 2011). In their study
median Cmax and Tmax Were 237,5 ng/mL and 1.1 h, respectively. A pilot study in dogs (mean
dose 4,32 mg/kg) with oral tramadol SR demonstrated similar AUC (median 357 ng.h/mL) and

tu2 (1,88 h) results compared to our study (Giorgi et al., 2009b).

CONCLUSIONS

The data of this study suggest that tramadol is not a P-gp substrate. Collie and descendent
lineage can use tramadol in therapeutic doses for specie. More studies of pharmacokinetics and
pharmacodynamics oral SR tramadol are needed to provide ideal dose and frequency of this

formulation in dogs.
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TABLE

Tabela 1. Median (range) pharmacokinetic values in groups of MDR1 homozygous wild type (MDR1+/+) (n=6)
and heterozygous carriers of MDR1 nt230(del4) mutation (MDR1+/-) (n=11) following single oral administration
of 100 mg tramadol (TR) sustained release.

Genotype MDR1 +/+ MDR1 +/-

Median Max-min Median Max-min
TR parameter
Cmax (ng/mL) 73,20 94,41 - 18,28 56,41 118,19 - 13,38
Tmax (h) 4 6-2 4 6-4
AUCo-» (ng.h/mL) 412,66 559,80 -118,53 — 315,11 676,03 - 66,17
ty (h) 2,05 5,95 - 1,82 2,09 5,81-1,44
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. DNA sequence in an affected and an unaffected individual. A: DNA sequence
electropherogram of an unaffected individual showing MDR1 wild type gene. B: DNA
sequence electropherogram showing the heterozygous MDR1 nt230(del4) deletion of 4
nucleotides, ATAG in the mutation allele, and one allele wild type. The positions of mutated 4
nucleotides deletion (ATAG) are indicated in the box.

Fig. 2 Mean £ SD serum concentration of tramadol in groups of MDR1 homozygous wild type
(MDR1+/+) (n=6) and heterozygous carriers of MDR1 nt230(del4) mutation (MDR1+/-)
(n=11), following single oral administration of 100 mg tramadol sustained release in Collie
dogs.
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ANEXO A — Carta de aprovacédo pela Comissdo Cientifica e pela Comissdo de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA) do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagédo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HCPA - HOSPITAL DE CLiNICAS, DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A Comissdo Cientifica e a Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/HCPA) analisaram o projeto:

Projeto: 110140
Data da Versdo do Projeto:  27/11/2011

Pesquisadores:

ILMA SIMONI BRUM DA SILVA
KARINE GEHLEN BAJA
CLAUDIO CORREA NATALINI

Titulo: Farmacocinética do cloridrato de tramadol adminstrado oralmente em cdes com a
mutacdo MDR1 nt230(del4).

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodologicos de acordo com as Diretrizes e
Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08/10/2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientlfico de animais.

- Os membros da CEUA/HCPA n&o participaram do processo de avaliagdo de projetos onde constam
como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteragao do Projeto devera ser comunicada 8 CEUA/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao

CEP/HCPA.

Pol 6A!Iegre, 02 de dezembro de 2011.

=l .
U Eir. Alessandro Berseh Osvald
Coordenador da CEUA/HCPA

i

139



ANIXOS

ANEXO B - Eletroferogramas dos sequenciamentos génicos dos 20 cées do estudo.
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ANIXOS

ANEXO C - Dados individuais das analises de amostras de soro coletadas apoés
administracéo 1V de 3 mg/kg de cloridrato de tramadol.

Valores de concentracdo sérica (ng/mL) de tramadol apds administracdo intravenosa na dose de 3 mg/kg
em 4 cées.

Tempo (h) MEDIA DP
0,00 1903,11 937,08
0,08 1626,56 829,20
0,25 907,61 185,20
0,50 543,74 104,21
1,00 311,29 78,65
2,00 166,45 74,40
3,00 87,40 37,09
4,00 53,30 18,21
5,00 40,95 12,63
6,00 26,98 17,56

DP= desvio padrao

Parametros farmacocinéticos calculados por abordagem ndo compartimental a partir de dados
mensurados a partir de soro canino resultante da administragdo intravenosa de tramadol na dose de 3
mg/kg em 4 caes.

Parametros PK MEDIA DP
A (h-1) 4 ult 0,40 0,13
correl 4 ult 0,94 0,05
A (h-1) 0,40 0,13
t1/2 (h) 1,89 0,67
ASC 0-t 1056,90 305,70
ASC extr 84,92 86,20
ASC 0-o° (ng.h/mL) 1141,82 314,86
% EXTRAPOL 7,33 6,54
cl (L/h/kg) 2,78 0,73
ASMC 0-t 1493,60 471,78
ASMC extr 800,36 900,68
ASMC 0-c0 2293,96 1179,13
MRTiv (hs) 1,99 0,82
vd (L/kg) 5,46 2,29
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ANEXO D - Valores médios de concentracdo serica (ng/mL) de tramadol apds
administracdo oral cloridrato de tramadol de liberacdo prolongada. .
Grupo 1 = animais homozigotos ndo mutantes (n=6); Grupo 2= animais
heterozigotos para a mutacdo MDR1 nt230(del4) (n=11).em animais sem a

mutacao .

Tempo (h)
0,00

0,5
1

0w O A W N

GRUPO 1

NORMAL (MDR1+/+)

MEDIA DP

0 0
1,27 1,99
11 10,22
28,31 28,30
36,89 30,64
61,79 29,88
44,45 31,85
24,04 22,12
6,01 3,98
0,16 0,37

GRUPO 2
HETER. (MDR1+/-)
MEDIA DP
0 0
0,52 0,92
3,42 6,58
12,02 16,34
31,22 24,85
49,39 32,72
44,77 26,94
23,34 11,09
4,41 3,85
0,56 0,98
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ANEXO E - Parametros farmacocinéticos méedios calculados por abordagem ndo compartimental a partir de dados mensurados a partir
de soro canino resultante da administracdo oral de cloridrato de tramadol de liberacédo prolongada. Grupo 1 = animais
homozigotos ndo mutantes (n=6); Grupo 2= animais heterozigotos para a mutacdo MDR1 nt230(del4) (n=11).

ESTATISTICA
GRUPO N Percentis
Valid Média Erro padrédo Desvio padrédo Minimo Maximo 25 50 75
Ah 1) 1,0 6 0,3075 0,04041 0,09898 0,12 0,38 0,2544 0,3390 0,3716
2,0 11 0,3013 0,03746 0,12424 0,12 0,48 0,1990 0,3307 0,4054
t2(h) 1,0 6 2,6779 0,65962 1,61574 1,82 5,95 1,8654 2,0552 3,2185
2,0 11 2,8159 0,44237 1,46719 1,44 5,81 1,7094 2,0957 3,4818
ASC o-- 1,0 6 362,0872 78,19836 191,54607 118,53 559,80 147,9787 412,6659 523,2470
(ng.h/mL) 2,0 11 325,1455 47,71247 158,24435 66,17 676,03 234,1279 315,1100 397,3437
ClI (L/h) 1,0 6 86,3363 25,04002 61,33527 39,21 185,16 42,0108 55,8063 150,6093
2,0 11 100,3343 26,33683 87,34937 34,48 352,28 58,6696 73,9805 99,5695
ASMC o-» 1,0 6 2297,1266 627,90559 1538,04831 752,40 4588,87 990,2605  1878,4511  3858,4987
2,0 11 2202,3125 332,89681 1104,09380 414,19 4259,95 1120,0393  2460,5368  2908,4603
Tmax 1,0 6 4,0000 0,51640 1,26491 2,00 6,00 3,5000 4,0000 4,5000
2,0 11 4,7273 0,30424 1,00905 4,00 6,00 4,0000 4,0000 6,0000
Cmax 1,0 6 63,1283 13,61519 33,35026 18,28 94,41 23,9200 73,2000 94,0125
2,0 11 58,0073 8,22870 27,29150 13,38 118,19 46,1000 56,4100 71,4400
F 1,0 6 0,2195
2,0 11 0,2331
MRTns 1,0 6 6,3633 ,89152 2,18377 4,12 9,02 4,6071 5,6428 8,9901
2,0 11 6,7848 ,53415 1,77158 4,78 10,48 5,6051 6,2591 7,4979
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