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RESUMO

O tramadol é um farmaco analgésico de acdo mista promissor no controle da dor em répteis,
indicado para tratamento de dores leves a moderada. Possui diversos metabolitos, sendo o
principal destes o O-desmetiltramadol (M1) por apresentar maior afinidade por receptores .

As serpentes sdo consideradas pets ndo convencionais que estao se tornando mais populares no
cotidiano dos médicos veterinarios. Por ndo haver estudos demonstrando a farmacocinética do
tramadol em serpentes, assim como a producao e concentracdo maxima de M1 nestes animais,
torna-se necessario pesquisas que iniciem estas avaliacBes. Este estudo objetivou desenvolver
um método analitico cromatografico para determinacdo da farmacocinética do tramadol e da
quantificacdo de O-desmetiltramadol (M1) por Cromatografia Liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (CLAE-FL) em plasma de jiboias, ap6s aplicacdo do tramadol pelas
vias intravenosa (1V) e intramuscular (IM), na dose de 5mg.kg™. A farmacocinética do tramadol
foi avaliada em jiboias (Boa constrictor constrictor) em dose Gnica de 5mg/kg™ pelas vias
intravenosa e intramuscular. Dez jiboias saudaveis, macho, em idade reprodutiva, pesando
(4,33 £ 1,5 Kg), foram selecionadas. Todos os animais receberam dois tratamentos, com
intervalo minimo de 45 dias: o tratamento 1 (TRIM) continha tramadol 5mg/kg™, sendo
administrado na musculatura epaxial no final do terco inicial da serpente. O tratamento 2
(TRIV) continha tramadol 5mg/kg™?, sendo administrado na veia paravertebral no final do tergo
cranial da serpente. Foram coletados 15ml de sangue na veia paravertebral para obtencéo do
plasma, realizados nos momentos: tempo 0 (antes da injecao do tramadol), tempol (20 minutos
apos injecao do tramadol), tempo 2 (40 minutos apds injecdo do tramadol), tempo 3 (1 hora
apos injecao do tramadol), tempo 4 (2 horas ap6s inje¢do do tramadol), T5 (4 horas ap6s injecdo
do tramadol), T6 (8 horas ap6s injecdo do tramadol), T7 (12 horas ap6s injecdao do tramadol),
T8 (18 horas apds a injecdo do tramadol) e T9 (26 horas apds injecdo do tramadol). A
farmacocinética do tramadol foi calculada por um modelo independente. e por meio do software
R 4.3.0. O nivel de significancia considerado para todas as analises foi de 5%. A concentracao
maxima de TRIM e TRIV foi de 2,58 e 3,39, respectivamente. A meia vida de eliminagdo foi
de 19,96 £ 8,34 horas para TRIM e 17,32 £ 7,55 horas para TRIV. A biodisponibilidade do
tramadol por via IM foi de 61% com meia via de eliminagcdo longa independente da via de

administragdo. O M1 obteve concentragdo maxima de 0,58 para TRIM e 0,59 para TRIV. A



meia vida de eliminacdo do M1 foi de aproximadamente 49,89 + 10,8 horas no TRIM e 35,66
+ 10,85 horas para TRIV. O tramadol é rapidamente biotransformado em M1, resultando em
altas concentrac@es por periodo prolongado. A administracdo de tramadol por via IM pode ser
uma boa alternativa visto que houve equivaléncia estatistica de M1 entre as vias. Ndo foram

observados efeitos adversos com a administracdo de tramadol no presente estudo.

Palavras-chave: dor, répteis, analgesia, opioides



ABSTRACT

Tramadol is a promising mixed-action analgesic drug for pain control in reptiles, recommended
for the treatment of mild to moderate pain. It has various metabolites, with O-
desmethyltramadol (M1) being the primary one due to its higher affinity for 1 receptors.

Snakes are considered unconventional pets that are becoming increasingly popular in the daily
routines of veterinarians. Since there are no studies demonstrating the pharmacokinetics of
tramadol in snakes, as well as the production and peak concentration of M1 in these animals,
it's necessary to initiate research on these evaluations. This study aimed to develop an analytical
chromatographic method to determine the pharmacokinetics of tramadol and quantify O-
desmethyltramadol (M1) using High-Performance Liquid Chromatography with a fluorescence
detector (HPLC-FL) in the plasma of boas after administering tramadol intravenously (IV) and
intramuscularly (IM) at a dose of 5mg.kg™. The pharmacokinetics of tramadol were evaluated
in boas (Boa constrictor constrictor) in a single dose of 5mg/kg? administered both
intravenously and intramuscularly. Ten healthy male boas, of reproductive age, weighing (4.33
+ 1.5 Kg), were selected. All animals received two treatments, with a minimum interval of 45
days: treatment 1 (TRIM) contained tramadol 5mg/kg™?, administered in the epaxial muscle at
the end of the snake's initial third. Treatment 2 (TRIV) contained tramadol 5mg/kg™,
administered in the paravertebral vein at the end of the snake's initial third. 15 mL of blood was
collected from the paravertebral vein to obtain plasma, taken at the following times: time O
(before tramadol injection), time 1 (20 minutes after tramadol injection), time 2 (40 minutes
after tramadol injection), time 3 (1 hour after tramadol injection), time 4 (2 hours after tramadol
injection), T5 (4 hours after tramadol injection), T6 (8 hours after tramadol injection), T7 (12
hours after tramadol injection), T8 (18 hours after tramadol injection), and T9 (26 hours after
tramadol injection). The pharmacokinetics of tramadol were calculated using an independent
model and through the R 4.3.0 software. The significance level considered for all analyses was
5%. The peak concentration of TRIM and TRIV was 2.58 and 3.39, respectively. The
elimination half-life was 19.96 + 8.34 hours for TRIM and 17.32 + 7.55 hours for TRIV. The
bioavailability of tramadol via IM was 61%, with a long elimination half-life regardless of the
administration route. M1 had a peak concentration of 0.58 for TRIM and 0.59 for TRIV. The
elimination half-life of M1 was approximately 49.89 + 10.8 hours for TRIM and 35.66 + 10.85



hours for TRIV. Tramadol is rapidly biotransformed into M1, resulting in high concentrations
over an extended period. Administering tramadol via IM might be a good alternative since there
was statistical equivalence of M1 between the routes. No adverse effects from tramadol

administration were observed in this study.

Keywords: pain, reptiles, analgesia, opioids.
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1 INTRODUCAO GERAL

A dor é considerada o quinto sinal vital sendo definida pela Associacéo internacional para o
Estudo da Dor (IASP) como uma experiencial emocional ou sensorial desagradavel, expressa
pelo individuo, que pode ou ndo estar associada com danos teciduais ou nervosos, sendo
primeiramente uma resposta fisioldgica, alertando o organismo de um potencial dano
(Hellebrekers, 2002).

Em situacBes que causem algia, a dor deve ser adequadamente tratada j& que promove inimeras

alteracOes deletérias a homeostase (Muir, 2008; Sladky e Mans, 2012; Perry e Nevarrez, 2018).

Em entrevista realizada por Read (2004) 98% dos veterinarios entrevistados que atenderam
répteis, afirmaram que os répteis eram capazes de experimentar a dor, porém o fornecimento
de analgesia era pouco comum. As raz@es incluiam o ndo reconhecimento da dor, a falta de
dados da eficacia dos farmacos utilizados, preocupacdo com os efeitos adversos, pouca ou
nenhuma informacéo sobre a dosagem do farmaco e nenhuma informacdo farmacocinética
determinada experimentalmente para a espécie. Mais de 75% dos veterinarios de répteis neste

inquérito consideraram que o seu reconhecimento da dor nestes animais era inadequado.

Grandes avancos foram alcangados no reconhecimento e tratamento da dor em animais de
companhia, como em cdes e em gatos, em que escalas multidimensionais foram validadas para
nortear a identificacdo da dor e posterior tratamento. Em répteis, essa area € insipiente devido
as caracteristicas inerentes da classe, como por exemplo a auséncia de expressao facial, a
auséncia de vocalizacdo de alto ruido e reacdes exacerbadas frente a um estimulo doloroso, tais
caracteristicas refletem dificuldade para a validacdo dos sinais caracteristicos de dor, ndo

existindo ainda escalas validadas (Ayers, 2016; Serinelli et al., 2022).

As controversias sobre a capacidade dos répteis em sentirem dor sdo inaceitaveis ja que
possuem estruturas neuroanatémicas homologas aos dos mamiferos como nociceptores, via
neural ascendente e descendente e um cdOrtex cerebral. Portanto, eles devem ser tratados com
analgésicos em situagdes consideradas dolorosas, evitando qualquer tipo de sofrimento (Sladky
e Mans, 2012; Garcia et al., 2015; Perry e Nevarez, 2018).
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Serpentes do género Boa s@o comercializadas e criadas como pets ndo convencionais, sendo
consideradas mundialmente, dentre as serpentes, as mais belas e doceis. Com isso, estes animais
estdo atualmente mais presentes na rotina clinica dos veterinarios, sendo fundamental o médico
veterinario conseguir prover o tratamento mais adequado, garantindo sempre o bem-estar
animal (Garcia et al., 2015; Lima et al., 2019; Dervas et al., 2023).

O tramadol, agonista de receptores |, € um farmaco opioide atipico, com ac¢ao mista analgésica
decorrente da ativagdo central dos mecanismos inibitdrios da dor, considerado promissor para
promover analgesia em répteis. Este farmaco é biotransformado no figado, o que produz o
metabolito ativo denominado O- desmetiltramadol (M1), que garante o efeito analgésico mais
pronunciado, em muitas espécies. Alguns estudos demonstraram que o tramadol é um farmaco
seguro ¢ que garantiu analgesia em espécies de tigres d’agua como Trachemys scripta (Baker
et al., 2011; Giorgi et al., 2015).

Embora as informacdes farmacocinéticas sejam Uteis, como um guia preliminar para determinar
doses e intervalos adequados, elas ndo sao suficientes para estabelecer a efetividade do farmaco,
pois as concentracfes plasmaticas ndo sdo sempre relacionadas a analgesia (Hawkins, 2006),

sendo assim, estudos farmacocinéticos e farmacodinamicos Sao necessarios.

Em serpentes, ndo existem estudos farmacocinéticos e farmacodinamicos com o tramadol,
sendo assim, pesquisas correlacionando a concentracdo do farmaco no sangue que atinge o
Sistema Nervoso Central (SNC) causando efeito analgésico, tornam-se imprescindiveis (Souza
e Cox, 2011). A partir disso, comecaremos a desenvolver estudos farmacodinadmicos, tracar

evidéncias sobre a analgesia em répteis e elucidar o tratamento da dor em serpentes.

O método bioanalitico mais recomendado para avaliar quantitativamente um farmaco numa
matriz bioldgica é a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Nela
pequenas quantidades de um farmaco podem ser detectadas, sendo o detector de fluorescéncia
(FL) bastante utilizado quando o farmaco tem capacidade fluorescente (Ribani, 2004; Giorgi et
al., 2015).
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Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo determinar a farmacocinética do
tramadol e quantificar seu metabolito M1 em plasma de jiboias (Boa constrictor constrictor)
ap6s administracdo de 5mg.kg™ por via intravascular (IV) e intramuscular (IM) utilizando a
técnica de CLAE-FL. Foi desenvolvido um método analitico, capaz de detectar as
concentragdes dos farmacos no plasma, sendo correlacionadas de forma indireta, com as

concentracdes que exercem analgesia em outras espécies.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Desenvolver e validar um método analitico por Cromatografia Liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (CLAE-FL) para determinacdo de tramadol e do metabdlito O-
desmetiltramadol (M1) em plasma de jiboias ap6s aplicacdo do tramadol pelas vias intravenosa
(1V) e intramuscular (IM), na dose de 5mg.kg™.

2.2 Objetivos especificos

e Definir a matriz de estudo;

e Auvaliar os métodos de extracdo;

e Otimizar o método cromatografico envolvendo selecdo do PI, da coluna, fase mével e
do comprimento de onda de detecgéo;

e Auvaliar a performance do método por meio dos parametros seletividade, linearidade,
precisao, exatiddo e estabilidade em curto prazo;

e Validar o método analitico demonstrando que é especifico para o tramadol e parao M1,e
estes ndo sdo afetados por outros componentes do plasma;

e Determinar o perfil farmacocinético do tramadol por via intramuscular na dose de
5mg.kg™* em jiboias;

e Estudar a biodisponibilidade do tramadol por via intramuscular na dose de 5mg.kg™em

jiboias.
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e Quantificar o metabdlito M1, determinar a meia vida de eliminacdo e tempo residual

médio;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Répteis e a familia Boidae

Os répteis compreendem uma classe que apresenta diferencas filogenéticas significativas entre
as especies, com trés Ordens de maior relevancia: Squamata, Testudine e Crocodilia. Esta classe
de animais apresenta componentes neurologicos similares aqueles encontrados em aves e
mamiferos, comprovando que possuem estruturas semelhantes para deteccdo da dor e
comportamentos associados a esta. Além disso, 0s neurotransmissores envolvidos na
modulacéo nociceptiva em mamiferos também tém sido identificados em répteis (Bennett 1998;
Sladky e Mans 2012).

Os repteis sdo animais ectotermicos por isso, dependem de fontes externas de calor, para manter
a temperatura corporal interna. E a taxa metabdlica é regulada pela capacidade de
termorregulacéo, que exerce alta influéncia na absorgdo, metabolismo e na eliminagdo de
farmacos, sendo indicado sempre manté-los em faixa de temperatura 6tima para espécie de 25
a 35°, em espécies tropicais (Eatwell, 2010; Shine, 2013; O’Malley, 2017).

A familia Boidae é composta por cinco géneros neotropicais encontradas desde o norte do
México até o sul da América do Sul, séo eles os géneros Eunectes, Boa, Corallus, Epicrates e
Chilabothrus (Pyron et al., 2014).

Ainda, existem muitas ddvidas com relacdo a evolucdo das serpentes, mas a familia Boidae €
considerada bastante primitiva datando do periodo Cretaceo. Animais dessa familia apresentam
0sso coronoide, que faz parte da anatomia da mandibula, dois pulmdes funcionais, um par de
espordes vestigiais, duas artérias carétidas e sdo viviparas. De forma geral, a familia apresenta
o corpo cilindrico, sdo animais de médio a grande porte. Sendo que esta familia possui espécies
liberadas para comercializagdo como animais pets no Brasil (Eatwell, 2010; Monroy-Vilchis et
al., 2011; Shine, 2013; O’Malley, 2017; Dervas et al., 2023).

O género Boa, atualmente é composto por duas espécies, a Boa constrictor e a Boa imperador

e nove subespécies, que diferem entre si em inUmeras caracteristicas, como tamanho do corpo,
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distribuicdo dos padrGes de manchas e desenhos na pele, coloracdo, comportamento, dieta,
dentre outras caracteristicas (Boback e Lynn 2010; Uetz e Hosek 2020; Viana, 2020).

Os tercos corporais sdo usados para descrever e organizar as estruturas anatdmica das serpentes,
sendo o ter¢o cranial compreendendo coracgéo, traqueia, esofago, tireoide e pulméo proximal; o
terco médio é composto pelo estbmago, figado, pulmao distal, baco e pancreas; e o terco caudal
pelos intestinos delgado e grosso, rins e gbnadas. Morfologicamente, apresentam corpos
lineares, assimetria de 6rgdos celomaticos, sendo para 6rgaos pares, os presentes do lado direito
mais desenvolvidos e mais craniais em relagao ao lado oposto (O’Malley, 2017; Lima et al.,
2019).

Estes animais possuem o sistema portal-renal, o que significa que uma parte ou a totalidade do
sangue venoso da parte caudal do corpo deve passar pelo figado e pelos rins antes de chegar
ao coracdo. A veia porta cranial, um ramo da veia isquiatica externa, e a veia porta caudal, que
recebe sangue venoso de membros, cauda, pelve, parte caudal do intestino e da coluna vertebral,
formam um plexo venoso localizado ventralmente ao rim, que pode afetar a eficicia de
farmacos, através de mecanismo de primeira passagem, que é o metabolismo ou excrecao antes
de desencadear o efeito clinico. A importancia clinica ainda ndo foi descoberta, sendo que a
maioria dos estudos de fluxo sanguineo porta renal em répteis foi realizado em tartarugas, em
gue houve demonstracdo de tal efeito, apesar de controverso. Mas, atualmente, ainda €
recomendado evitar administracdes de farmacos na por¢do caudal do corpo destes animais
(Holz et al.,2002; Slady e Mans, 2012; Giorgi et al., 2015; Norton et al., 2015).

Os répteis ndo possuem um diafragma muscular separando as cavidades toracica e abdominal.
As serpentes usam uma combinacdo de musculos lisos nas paredes pulmonares, bem como
musculos intercostais para respiragédo. Fisiologicamente, os répteis tém uma taxa metabolica de
12 a 20 vezes mais baixa do que aves e mamiferos de mesmo tamanho, taxa de respiracdo mais
lenta e uma taxa de consumo de oxigénio menor do que os mamiferos (Nagy, 2005). A
respiracdo em répteis é controlada pelas concentracdes de oxigénio e dioxido de carbono no

sangue, bem como pelas temperaturas ambientais (Slady e Mans, 2012).
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O exame fisico pode indicar o estado de higidez das serpentes, ele deve ser conduzido
inicialmente observando-se o comportamento, a postura e a movimentacdo do animal, na
direcdo craniocaudal, incluindo inspe¢do da cavidade oral, dos orificios nasais e da membrana
ocular, palpando-se todo o corpo dos animais e finalizando com uma inspecéo da cloaca. A pele
e a superficie interior das escamas que recobre todo o corpo sempre devem ser examinadas,

atentando-se para a presenca de parasitos e lesdes (Hiinarejos et al., 2007).

3.2 Fisiologia da dor

Somente em 1986, a Associagdo internacional para o Estudo da Dor (IASP) conseguiu definir
a dor como sendo uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, expressa pelo individuo,
representando uma lesdo real ou potencial, sendo composta ndo s6 pela nocicep¢do, mas

também pela dimens&o emocional (Hellebrekers, 2002).

Os componentes do Sistema Nervoso Central (SNC) associados a percepcdo e ao
processamento da dor em répteis sdo homologos aos dos mamiferos. Em répteis, o Sistema
Nervoso (SN) é composto pelo cérebro, que corresponde a 1% da massa corporal, e pela medula
espinhal, que se prolonga até a cauda, porém nao possuem cauda equina (Bennett, 1996). Foram
detectados em répteis, o palio dorsal, que evolutivamente deu origem ao cortex cerebral dos
mamiferos, sendo que o cortex dos hemisférios cerebrais é bastante simples e rudimentar, com
apenas uma camada de células, enquanto os mamiferos apresentam seis camadas de isocortex
(Dalgalarrondo, 2011; Perry e Nevarez, 2018).

A barreira hematoencefélica (BHE) € uma estrutura que protege o cérebro de substancias
potencialmente prejudiciais presentes na corrente sanguinea. Ela é formada por células
especializadas (pericitos, células gliais e 1dmina basal) que revestem 0s vasos sanguineos no
cérebro e no sistema nervoso central (SNC), regulando o fluxo de moléculas entre o sangue e 0
tecido cerebral. Nos répteis, pouco se sabe sobre a BHE, tanto em sua estrutura quanto em sua
heterogeneidade entre diferentes tdxons de répteis. Alguns estudos demonstraram que 0
endotélio cerebral em espécies como o lagarto Anolis carolinensis € semelhante ao dos

mamiferos, no que diz respeito a jungdes intercelulares muito estreitas, além de ser funcional e
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desempenhar um papel crucial na protecao do cérebro, sendo impermeavel a muitas substancias
(Dunton et al., 2021).

Os répteis tém caracteristicas anatdbmicas necessarias para sentir ou experimentar emocdes. Os
mecanismos referentes a transmissdo de sinais sensoriais periféricos e as respostas de fuga a
estimulos nocivos também sdo homodlogos em muitas espécies, possuindo nociceptores
periféricos apesar dos mecanismos de percepcdo da dor serem diferentes e variar entre 0s
representantes (Bennett 1998; Partata, 2003; Eatwell, 2011; Sladky e Mans, 2012; Darrow et
al., 2016).

A ativacao da dor desencadeia maior atividade do sistema nervoso autbnomo simpatico, o qual
é responsavel pela liberacdo de catecolaminas, as quais atuam no coracdo, aumentando o
esforgo cardiaco e a demanda de oxigénio. H& aumento da frequéncia respiratdria, diminuicao
da motilidade gastrointestinal e ativacdo do eixo renina-angiotensina-aldosterona, que
desencadeia aumento de sddio e retencdo de agua. Além disso, ocorre 0 aumento da producéo
de cortisol que prejudica as fungdes imunologicas e cicatriciais. Sendo assim, 0 nao
reconhecimento da dor, e consequentemente, 0 ndo tratamento desta desencadeara prejuizo na
homeostase, promovendo alteragbes na fisiologia que prejudicardo o bem-estar animal,

aumentando a morbidade e a mortalidade (Sladky e Mans, 2012; Posner e Chinnadurai, 2014).

Em serpentes, estudos que comprovam a presenca da dor ou a analgesia estdo em
desenvolvimento (Darrow et al., 2016). Por esta razdo, a analgesia é muitas vezes negligenciada
e pode ser dificil quantifica-la clinicamente. Alguns estudos para reconhecimento da dor ja
foram realizados, principalmente na ordem Testudine, em que foram identificados receptores
opioides, porém as respostas aos opiaceos variam em relacdo aos mamiferos (Baker et al., 2011;
Eatwell, 2011; Norton et al., 2015; Giorgi et al., 2015; Doss et al., 2021). Entretanto, segundo
Kharbush et al. (2017) em serpentes parece que a sinalizacdo do receptor opioide é diferente, e

ainda, ndo existem estudos que evidenciem a eficacia analgésica para qualquer farmaco do

grupo.
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A deteccdo dos estimulos nociceptivos que podem ser dolorosos ou inofensivos é realizada
pelos nociceptores que sdo responsaveis pela transducdo do estimulo em sinais elétricos
chamados de potenciais de acdo. Apos a transducao, a informacdo € transmitida por receptores,
fibras e neur6nios especializados até o corno dorsal da medula espinhal onde a informacéo

elétrica sera modulada, projetada e percebida no cérebro (Lamont, 2008; Muir, 2008).

As fibras aferentes primarias que transmitem os sinais elétricos periféricos para 0 SNC séo
divididas de acordo com a velocidade de condugdo do impulso nervoso, e consequentemente
pelo calibre dos axdnios e mielinizagdo. As principais fibras envolvidas séo: as C, as A-3, as
A-B e asA-o (Muir, 2008; Matthews et al., 2015).

As fibras C, ndo sdo mielinizadas, sdo ativadas por estimulos mecanicos, quimicos e térmicos
intensos, ou seja, de alto limiar e que contribuem para a sensagdo de dor do tipo lenta. J& as
fibras A-6, mielinizadas, conduzem impulsos mais rapidamente, e contribuem para a resposta
rapida a dor aguda, que resulta num afastamento imediato do estimulo doloroso. As fibras A-p
transmitem informacdes relacionadas a estimulos inofensivos, como tato, vibragdo e pressao, e,

podem sofrer neuroplasticidade e levar a hiperalgesia (Muir, 2008; Matthews, et al., 2015).

Na medula espinhal ocorrem interagcdes complexas entre variados estimulos neurais aferentes e
diferentes tipos de transmissdes que resultam num equilibrio sensorial entre sinais excitatorios
e inibitorios descendentes do cérebro, chamado de modulagédo. Os principais neuromoduladores
inibitérios da transmissdo excitatoria sdo o acido gama aminobutirico (GABA), os opioides
enddgenos e a serotonina. J& os principais neuromoduladores facilitadores da transmissao

excitatoria sdo a substancia P e os prostanoides (Muir, 2008).

O trato espinotalamico, que se origina na medula cinzenta no corno dorsal da medula espinhal,
¢ a via nociceptiva ascendente que transmite as informacdes nociceptivas até o cérebro onde
ela sera percebida. O sistema ativador reticular (SAR), localizado no tronco cerebral, filtra as
informagdes sensoriais e medeia as respostas motoras, autbnomas e endocrinas antes de passar
ao tdlamo. O talamo, estrutura localizada no diencéfalo, integra e retransmite as informac6es

sensoriais para a percepcao da dor e respostas motoras a ela (Muir, 2008).
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Em seres humanos e nos mamiferos os processos biologicos e as modificagdes genéticas séo
similares em resposta a estimulos dolorosos, e sabe-se que esses eventos estabelecem a memdria
de dor (Muir, 2008; Sladky & Mans, 2012; Mendel, 2014). Nesse sentido, terapias que
previnem a sensibilizacdo central e as alteracbes neuroplasticas devem ser instituidas
preventivamente. O tratamento da dor pode ser realizado em cada uma das etapas: transducdo,
transmissdo, modulacdo, projecdo e percepcdo, porém € necessaria familiarizar-se com 0s
comportamentos que indicam desconforto e dor para melhor aplicacdo da terapéutica e através
da escala desenvolvida pela Organizacdo Mundial da Saude enquadrar o processo algico quanto
ao nivel de dor, que pode ser leve, moderada, intensa ou refrataria a farmacoterapia e duragédo
desta (Portenoy, 2010; Mckune et al., 2017; Olsson e Simpson 2017; Ting et al., 2022).

Para garantir a qualidade de vida e 0 bem-estar do paciente, aqueles que sdo acometidos por
comorbidades que sabidamente causam dor ou que clinicamente apresentam fraturas, feridas
ou queimaduras é necessario que a analgesia seja instituida em primeiro lugar. Em répteis e
principalmente em serpentes, por exemplo, algumas enfermidades como as neoplasias
ovarianas, calculos cloacais, estenose do oviduto, constipacéo e prolapso de hemipénis estéo
entre as principais causas de encaminhamento a centros cirirgicos, sendo necessério o alivio da
dor, da inflamac&o e do desconforto (Pliego et al., 2007; Di Girolamo e Mans, 2016; Lima et
al., 2019).

Existem muitas maneiras de classificar a dor, mas de forma simplificada, a dor pode ser
classificada quanto a dura¢do como dor aguda e dor cronica, sendo a dor crénica classificada
como de origem oncoldgica ou ndo oncoldgica; e de acordo com o tempo relativo ao inicio da
dor, porém, a distincdo entre as duas ndo € clara em todos os casos (Portenoy et al., 2010;
Mckune et al., 2017).

A dor aguda, pode ser correlacionada ao mecanismo fisiopatologico sendo classificada em dor
nociceptiva. Neste caso, a dor possui uma duracado previsivel, sendo autolimitada e facilmente
diagnosticada, terminando quando a cicatrizacdo da lesdo estd completa e apresenta um
proposito bioldgico de fungéo protetora, anunciando a presenca de um estimulo potencialmente
nocivo. Esta situacédo, pode ser exemplificada pela dor pos-operatdria (Portenoy et al., 2010;
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Carvalho e Parsons, 2012). A transicdo entre a dor aguda para a dor cronica é variada, e
considera-se cronica quando persiste além do tempo normal de cicatrizacdo, associada a
inflamacdes e alteragdes persistentes no sistema nervoso periférico (SNP) e central (SNC)
(Portenoy et al., 2010; Mckune et al., 2017).

A dor pode ser ainda classificada quanto a outros mecanismos fisiopatoldgicos em inflamatéria
ou patologica (neuropética ou disfuncional) (Woof, 2010; Matthews et al., 2015; Mckune et al.,
2017).

A dor inflamatéria, apos lesdo tecidual, da origem a um processo inflamatorio através da
ativacdo celular e liberacdo de mediadores como a bradicinina, histamina, prostanoides,
leucotrienos e citocinas que ativam ou sensibilizam os neurdnios nociceptivos periféricos
através da diminuicdo do limiar nociceptivo (Portenoy et al., 2010; Woof, 2010; Matthews et
al., 2015; Mckune et al., 2017).

A dor patoldgica, decorrente de um funcionamento anormal do sistema nervoso, pode ser
subdividida em dor neuropatica e disfuncional. A dor neuropatica é causada por uma lesdo do
sistema nervoso central (trato espinotaldamico) ou periférico. Ja a dor disfuncional, ndo tem uma
causa evidente, ndo sendo identificado estimulo, processo inflamatério ou lesdo no sistema
nervoso, sendo a possivel causa uma disfuncdo bioquimica com liberacdo de
neurotransmissores (Portenoy et al., 2010; Woolf, 2010; Matthews et al., 2015; Mckune et al.,
2017).

Quando a nocicepcdo ndo é inibida, pode ocorrer sensibilizacdo periférica e, em seguida,
sensibilizacdo central pela magnificacdo dos estimulos dolorosos, o que amplifica e prolonga a
resposta a dor e aumenta a excitabilidade e as descargas ectopicas espontaneas. Em situacoes
de dores cronicas, observadas em neuropatias e em pacientes oncologicos, sabe-se que fibras
A-B sofrem plasticidade. Isto resulta em um potencial de acédo reduzido e uma prolongada
duracdo do estimulo, fatores associados a hiperalgesia. As terminag6es periféricas do corpo da
fibra A-f aumentam a expressdo de receptores que sdo sensiveis a estimulos dolorosos, como

receptores de substdncia P. Com isso, a percep¢do da dor € aumentada e contribui para o
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desenvolvimento de sindromes dolorosas crénicas. Assim, o controle da dor deve ser realizado
de forma eficiente, evitando a sensibilizacdo do SNC, atenuando a resposta simpatica e
reduzindo os niveis de dor (Fantoni e Mastrocinque, 2012; Mendell, 2014).

3.3 Reconhecimento da dor em répteis

Reconhecer a dor em répteis é ainda um desafio para a medicina veterinaria. Embora este tema
ainda necessite de amplas pesquisas cientificas, é inaceitavel ndo tratar a dor em animais que

possam experimenta-la (Ayers, 2016; Doss et al., 2021; Serinelli et al., 2022).

A dor é uma experiéncia complexa e multidimensional, em que néo existe um unico parametro
patognomonico para a sua identificacdo, entretanto o reconhecimento € o primeiro passo para

a instituicdo de medidas analgésicas (Ayers, 2016; Doss et al., 2021; Serinelli et al., 2022).

Em pets ndo convencionais, como os répteis, escalas multidimensionais validadas para
avaliacdo de dor ainda ndo existem devido a inUmeros fatores, como a falta de consenso entre
0s especialistas sobre o reconhecimento da dor no SNC e sobre 0 comportamento relacionado
a dor nesses animais. Além disso, a auséncia de expressdo facial e vocalizacdo, tdo presentes
em mamiferos, torna ainda mais dificil a compreensdo da dor em répteis (Ayers, 2016; Serinelli
etal., 2022).

Ayers (2016) realizou uma pesquisa para unir informacdes a respeito do reconhecimento da dor
e tratamento desta em répteis, sendo respondida por cuidadores e médicos veterinarios
familiarizados com estes pets. Uma lista de comportamentos relacionados a dor foi publicada
em serpentes, lagartos e testudines. No questionario, a dor intensa foi determinada quando havia
lesbes por esmagamento e queimaduras extensas. Dor moderada foi associada a doencas
cronicas e dor leve foi associado a manipulagdo apos a refeigdo. Para serpentes, 0s trés
principais sinais de dor, segundo os veterinarios da pesquisa eram postura corporal incomum,

aumento da agressividade e caquexia.

Atualmente, ja é consenso que os répteis sofrem modificagBes no comportamento, no nivel de

atividade e na ingestédo de alimentos quando estdo em sofrimento. Apesar dessas mudangas
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serem muito inespecificas, fazem parte de uma abordagem multidimensional para avaliar a dor
nessa classe animal (Ayers, 2016; Doss et al., 2021; Serinelli et al., 2022). Levando-se em
consideragdo a medicina baseada em evidéncias, os sinais clinicos de dor em répteis podem ser
associados a postura curvada, baixa ingestdo de alimentos, modificagdo no comportamento ou
interatividade, contragdes musculares ou nao, descoloragdo ou escurecimento da pele, olhos
opacos, aerofagia e diminuicéo da tendéncia de se enrodilhar (para serpentes). Por isso deve ser
preconizado a analgesia preemptiva e uma abordagem de tratamento multimodal para a dor
(Eatwell, 2010; Mosley, 2011; Goldberg, 2017 Perry e Nevarez 2018; Doss et al., 2021).

Existem varios sinais gerais que podem indicar problemas no bem-estar, entre eles a presenca
de doenca, desnutricdo, desidratacao, crescimento lento, desequilibrios hormonais, auséncia de
reproducdo. O estresse também pode afetar negativamente o bem-estar animal, reduzindo as
defesas imunoldgicas e comprometer a cura, 0 que pode levar a chamada sindrome da méa
adaptacdo. Além disso, alguns animais podem excretar urinas e fezes quando em situacGes de
estresse (Hedley et al., 2018).

Nas serpentes, a Sindrome Geral da M& Adaptacéo, descrita por Selye em 1936, pode ter inicio
a partir de alguns estimulos nocivos do ambiente que desencadeia uma incapacidade do sistema
nervoso de gerar uma resposta eficiente, podendo levar a depressdo dos sistemas e a morte.
Nessa situacdo, observa-se imobilidade comportamental e bradicardia também chamada de

sincope vagal (Grego, 2006).

A alteracdo de parametros fisioldgicos, como a frequéncia cardiaca e respiratdria, pode ser um
sinal de que o animal esta sofrendo e pode estar em angustia, portanto é importante ndo sé
atentar ao comportamento animal, mas conduzi-lo ao veterinario assim que notar alguma

mudanga na rotina comportamental do réptil (Hiinarejos et al.,2007; Hedley et al., 2018).

3.4 Utilizagdo de opioides em répteis

Ao longo dos anos, o conceito de opioide evoluiu para incluir todas as substancias naturais ou
sintéticas que apresentem, em grau variado, propriedades semelhantes a morfina e que atuam

em, ao menos trés diferentes receptores opioides espalhados no SNC e em diversas partes do
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organismo. Este é o principal grupo farmacoldgico capaz de garantir analgesia em uma vasta
variedade de espécies, inclusive em répteis, apesar de existirem poucos estudos na classe
reptiliana (Duarte, 2005; Sladky e Mans, 2012).

Os trés receptores pertencentes ao sistema opioides sao: |, 0, K que integram uma superfamilia
de receptores acoplados a proteina G1. Os receptores opioides estao distribuidos tanto no SNC
como no SNP, no coracdo, figado, pulmdes, trato gastrointestinal e sistema reprodutor
(Waldhoer et al., 2004; Duarte, 2005; Le Merrer et al., 2009;).

Os opioides atuam na inibicdo da transducdo do estimulo nocivo e na modulacdo da dor,
minimizando ou impedindo a sua percep¢do. Os opioides atuam promovendo a abertura dos
canais de potassio controlados por voltagem, desencadeando hiperpolarizacdo da membrana e
reducdo da excitabilidade neuronal. Além disso, ocorre reducdo da liberagdo de
neurotransmissores excitatorios pela inibicdo do influxo de célcio (Xia e Haddad, 2001;
Waldhoer et al., 2004; Duarte, 2005; Le Merrer et al., 2009).

Os opioides agonistas totais promovem maior analgesia em relacdo a outras classificacdes de
opioides. E os efeitos desta classe, em muitas espécies de repteis, ainda sdo desconhecidos. A
literatura relata que existem variagfes quanto a duracdo, na poténcia e nos efeitos colaterais,
gue podem estar presentes principalmente quando se utiliza doses por extrapolacdo alométrica,
a partir de doses usadas em mamiferos ou até mesmo interespécies (Xia e Haddad, 2001;
Somogyi et al., 2007; Mosley, 2011; Sladky e Mans 2012; Ayers, 2016).

A ativacdo de receptores | estd relacionados a sinais como euforia, sedacdo, analgesia,
depressdo respiratéria, miose, inibicdo da motilidade gastrica, dependéncia e liberacdo de
horménio antidiurético. A dosagem correta dos farmacos deve assegurar o controle da dor sem

a ocorréncia de efeitos adversos (Somogyi et al., 2007).

Os opioides sdo bases fracas no qual em meio béasico sua forma ndo ionizada proporciona
elevada absor¢éo (Kerrigan e Goldberger, 2003). A maioria dos opioides s&o biotransformados
no figado atraves de reagdes de fase | (modificacdo) e fase 11 (conjugacédo) e posteriormente séo

eliminados por via renal (Somogyi et al., 2007; Lamont, 2008; Portenoy et al., 2010).
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Agonistas de receptor | puros, estdo proporcionando maior sucesso em serpentes. No geral,
recomenda-se a utilizagdo dos opioides p puros, mas o regime de intervalo é empirico. Em
relacdo ao butorfanol e a buprenorfina evidéncias sugerem que sejam analgésicos ineficazes em

serpentes, ndo sendo recomendado para o alivio da dor (Posner e Chinnadurai, 2013).

3.5 Tramadol e O-desmetiltramadol (M1)

O tramadol(1RS,2RS)-2-[(dimetilamino)-metil]-1-(3-metoxifenil)-ciclohexanol) € um opioide
sintético, comercializado como uma mistura racémica de dois enantidbmeros: (+) tramadol
(1R,2R)-2-[(dimetilamino)-metil]-1-(3-metoxifenil)-ciclohexanol e ) (1S,2S)-2-
[(dimetilamino)-metil]-1-(3-metoxifenil)-ciclohexanol. A mistura racémica de tramadol
mostrou poténcia e eficicia analgésica superior a dos enantibmeros individuais, em que o
enantiomero (+) tem uma baixa afinidade para os recetores |, inibe a recaptacdo celular de
serotonina e aumenta a libertacdo extracelular. E o enantiomero (-) inibe de forma mais eficiente
a recaptacdo de noradrenalina e aumenta a sua liberacdo (Scoot e Perry, 2000; Grond e
Sablotzki, 2004; Malana e Zohra, 2013). A férmula molecular é representada por C16H2sNO,
massa molar 299,84g/mol e pka 9,41, sendo uma base fraca, soltvel em solventes organicos
como metanol, etanol, cloroférmio e muito pouco solivel em acetona; e soltvel agua (Anvisa
2010). A estrutura quimica do tramadol esta relacionada a codeina e a morfina, porém com
substituicdo do grupo metil na metade fenodlica, o que faz com que a molécula tenha menor
afinidade com receptores opioides (Dayer et al.,1994). De acordo com a Farmacopeia
Brasileira, o cloridrato de tramadol contém, no minimo, 99,0% e, no maximo, 101,0% de
C16H2sNO2HCI em relagdo a substancia anidra, quando se trata de SQR (substancia quimica
de referéncia). A lipossolubilidade do tramadol (log P) é de 1,35 em ph 7, sendo considerada
um farmaco moderadamente lipossoluvel (Rigueira et al., 2008; Malana e Zohra, 2013;
Kitamura 2014; Habibollahi et al., 2015).

O tramadol € um analgésico opioide atipico por apresentar mecanismo de a¢do misto. Este
farmaco possui um perfil farmacodinamico complexo com afinidade por receptores W,
receptores adrenérgicos e serotoninérgicos (Scott e Perry 2000). Evidéncias atuais demonstram

que também possui efeitos moduladores em varios mediadores envolvidos na sinalizacdo da
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dor, como canais de sodio voltagem dependentes, receptores de glutamato, a2-adrenoceptores,
receptores de adenosina e mecanismos envolvendo a substancia P que é o peptideo relacionado
ao gene da calcitonina, a prostaglandina E2 e as citocinas pré-inflamatérias. O tramadol
também atua modificando a sinalizagéo entre células neuronais e ndo neuronais possuindo a¢édo
periférica e central, sendo recomendado para dores nociceptivas, inflamatdrias e patoldgicas
(Barakat, 2019).

O tramadol tem poténcia e afinidade por receptor p baixa quando comparada a morfina.
Entretando, seu efeito analgésico é garantido principalmente pela inibicdo da recaptacdo da
serotonina e da noradrenalina melhorando a transmissdo monoaminérgica, assim o sinergismo

dessas atividades garante efeitos analgésicos (Grond e Sablotzki, 2004).

O tramadol, apesar de fraca ligacédo, interage com receptores opioides que estdo mais presentes
no cortex cerebral, no talamo e na substancia cinzenta periaquedutal. Quando estimulados, estes
receptores, resultam numa analgesia supra-espinhal, euforia, dependéncia fisica, tolerancia,
depressao respiratoria, hipotermia, bradicardia e miose. Mas estes efeitos ndo sdo significativos
quanto aos demais opioides | puros, sendo que a dose, a via de administracdo empregada deve
ser ajustada para a espécie. Sendo assim, de maneira geral, o tramadol produz minimos efeitos
no sistema respiratorio, cardiovasculares e gastrointestinais tanto em humanos quanto nos
animais (Cagnardi et al., 2011; Paolozzi et al. 2011; Norton et al., 2015). Ele tem sido utilizado
em répteis, ndo sendo relatado, em sua maioria, depressao respiratoria pronunciada ou outros
efeitos adversos (Norton et al., 2015; Miotto et al., 2017; Doss 2021; Ting et al., 2021). Sendo
indicado para dores leves a moderadas, com analgesia para dor somatica e visceral aguda ou

crénica (Bloor et al., 2012).

O uso de tramadol em cées e gatos é relatado em diferentes vias de administracdo e doses,
produzindo nestas espécies eficicia analgésica, associada a estabilidade dos parametros
hemodinamicos, cardiorrespiratérios e melhora dos comportamentos associados a dor
(Matrocinque e Fantoni, 2003; Kukanich e Papich, 2004; Pypendop e llkiw, 2008; Cagnardi et
al., 2011).



32

O tramadol pode induzir a sindrome serotoninérgica quando utilizado em doses altas ou em
conjunto com medicamentos que aumentam a atividade da serotonina, como por exemplo os
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina, antidepressivos triciclicos, inibidores de
monoaminas oxidase e a meperidina. Os sintomas variam de alteracbes comportamentais,
excitabilidade neuromuscular a instabilidade motora (Cagnardi et al., 2011; Knych et al. 2013;
Bravo et al., 2017). Outros efeitos adversos do uso de tramadol incluem nausea, vomito, fadiga,
sedacdo e boca seca. A toxicidade do tramadol é dependente da dose, sendo a indugdo ao coma,
movimentos clonicos, diminuicdo da temperatura corporal, hipotonia, alucinagdes, bradicardia,
depressao respiratoria grave e convulsdes os sinais relatados ( Williams, 1997; Hawkins, 2006;
Barakat 2019).

O metabo6lito O-desmetiltramadol (M1) é um metabdlito ativo do tramadol. E considerado uma
base fraca representada pela formula quimica CisH23NO», altamente solivel em solventes
organicos e facilmente ionizaveis em pH fisiologico. A poténcia e o efeito analgésico, sao
maiores que do farmaco principal (Grond e Sablotzki, 2004). O M1 apresenta afinidade 300
vezes maior por receptores L em relacdo ao composto original e é o principal metabdlito
agonista pu do tramadol que causa analgesia (Grond e Sablotzki, 2004; Haage, 2018).

3.5.1 Tramadol e o-desmetiltramadol (M1): farmacocinética e farmacodinamica

O tramadol é comercializado de diversas maneiras, existem formulagbes orais, como
comprimidos e cépsulas. E, existe também, supositorios para uso retal e solugdes para uso

intravenoso, intramuscular e subcutaneo (Grond e Sablotzki, 2004).

Pesquisas tem sido realizada para descobrir qual a melhor via de administracdo de um
medicamento em répteis. A localizacdo anatdbmica, o tamanho do animal e temperamento séo
caracteristicas que sao consideradas para a administracdo analgésica. Ha evidéncias
farmacologicas de que em répteis qualquer medicamento injetavel, por via intramuscular, deve
ser administrado nos membros anteriores, para evitar depuragéo anteriormente ao metabolismo
do farmaco, devido ao efeito de primeira passagem pelo sistema porta-renal, diferenciado nos
répteis (Sladky e Mans, 2012).
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Um farmaco administrado por via intravenosa (IV), esta totalmente disponivel na circulacéo
sanguinea (Doogue e Polasek, 2013). A mensuracdo da concentracdo deste em diferentes
momentos apos sua administracdo é uma ferramenta importante para compreender o

comportamento no organismo em estudo (Urso et al., 2002).

Atualmente, estudos farmacocinéticos com o tramadol estdo sendo amplamente desenvolvidos
nas diferentes espécies, utilizando diferentes vias e identificando o papel do principal
metabdlito, 0 M1. As diferencas encontradas se referem principalmente as técnicas de deteccdo
deste farmaco e de seus metabolitos, além de concentracBes plasmaticas e meia vida de
eliminacdo que diferem entre si (Kukanich e Papich, 2004; Pypendop e llkiw, 2008; Souza et
al., 2009; Cagnardi etal., ,2011; Stewart et al.,2011; Bortolami et al., 2015; Giorgi et al., 2015;
Kimble et al., 2021).

3.5.1.1 Absorcéo do tramadol

Em humanos, a concentracdo minimamente eficaz capaz de causar analgesia para dor leve a
moderadas foi relatada a partir de 100 ng/mL de tramadol, mas existem grandes variacdes entre
os estudos, sendo encontrado na literatura doses minimas de 590 ng/mL (Grond et al., 1999;
Lintz et al., 2000; Kimble et al., 2021). Em tartarugas-cabecudas (Caretta caretta) que
receberam tramadol por via oral, 10 mg/Kg, a Cmax (ng/mL) encontrada foi de 719 + 331 com
Tmax de 14 + 6,44 horas (Norton et al., 2015).

Numa administracdo intramuscular de 100 mg totais em humanos, o tramadol atingiu
concentracdo méxima de 355 + 86,2 ng/mL em 0,945 + 1,07 horas (Chao et al., 2000). J& uma
administragdo, em tigre d’agua (Trachemis scripta scripta), por via intramuscular numa dose
de 10mg/Kg de tramadol a Cmax (ng/mL) foi de 58220 + 25180 atingida em 0,7 £ 0,16 horas
(Giorgi et al., 2015). Em humanos, o tramadol por via oral é rapidamente absorvido com
biodisponibilidade de 68% apos a primeira dose e 90% apo0s doses repetidas (Grond e
Sablostzki, 2004). J& a biodisponibilidade intramuscular de répteis, pode variar
significativamente, dependendo do local de injecdo, membros anteriores versus posteriores,
mas também da variabilidade individual. Estudos relatam que aplica¢fes intramusculares no

membro posterior podem resultar em perda do farmaco por desvio do medicamento para o
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figado, chamado efeito de primeira passagem ou desvio porto-renal (Kummrow et al.,2008;

Giorgi et al., 2015). A Tabela 1 demonstra a concentracdo de tramadol nas diferentes espécies.

Em cdes também se nota bastante variabilidade quanto a biodisponibilidade do tramadol
administrada por via oral. Contudo, mais investigacdes sao necessarias para definir se os caes,
assim como o0s humanos, possuem mutacgdes genéticas que afetem a enzima responsavel pelo
metabolismo do tramadol, resultando variacdo na biodisponibilidade de tramadol apds a

administracao oral (Benitez et al., 2015).

Num estudo realizado por Cagnardi et al. (2011) apds a administracdo de tramadol na dose de
2mg/kg por via IV em felinos, a Cméax de tramadol foi de 2,6 + 0,64 pg/mL e de M1 foi 0,81 +
0,23ug/mL apds 15 minutos da administracao de tramadol. Em humanos, a analgesia produzida
pelo tramadol ocorre 10 minutos ap6s a sua administracdo pela via intramuscular, com duragdo
de 4 a 6 horas (Dayer et al., 1994). O metabdlito M1 deve atingir concentracdes de 36 ng/mL
em humanos para causar efeito analgésico (Kimble et al., 2021). A Tabela 2 demonstra as

concentracdes de M1 nas diferentes espécies.

Tabela 1. Dose, concentracdo maxima (Cmax) e meia vida (t%2) do tramadol em diferentes espécies.

. Dose (mg/kg) Cmax (ng/mL) t% (h)
Animal Via  Outra
IV via v Outra via Via IV Outra via Referéncias
5e10 20,35+ 21 Norton et al.
Tartarugas (VO) 373e719 2267 + 23 (2015)
Tigre 10 i i Giorgi et al.
dagua (M) 58220 28,7+15 (2015)
5,2 Pypendop e
Gatos 2 (VO) 1323 914 2,23 3.4 lkiw. (2008)
Ciies 44 11,2 146,90 + 449,13 + 1,69+ 2,18+ Kukanich e
' (VO) 40,51 210 0,4 0,07 Papich. (2004)

VO: via oral, IM: intramuscular; 1V: intravascular
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Tabela 2. Dose, concentracdo maxima (Cmax) e meia vida (t2) do M1 em diferentes espécies.

Dose(mg/kg) Cmax(ng/mL) t% (h)
Animal Via IV W O\;'iga VialV  Outra via Referencias
i 655 e 10,23+ 6
Tartarugas - i 1.376 - 11,26 + Norton et al. (2015)
(VO) 89
Tigre 31,39 + L
d’agua - 3290 - 7 - Giorgi et al. (2015)
x 449,13 2,18 + Kukanich e Papich.
Cées 1 146 (VO) 0,94 0.55 (2004)
Gatos i 366 (ffé’) 4,35 481  Pypendop e llkiw. (2008)

VO: via oral, IM: intramuscular; 1V: intravascular

3.5.1.2 Distribuicao e eliminacdo do tramadol

Uma vez que o medicamento é absorvido, este pode ficar sob a forma livre na corrente
sanguinea, ligar-se a proteinas plasmaticas ou ser sequestrado para depdsito nos tecidos.
Somente o farmaco na forma livre é distribuido do sangue para o local de acéo. A velocidade
de distribuicdo depende de caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, assim como de fatores
fisiolégicos, como por exemplo da perfusdo sanguinea, do débito cardiaco, da permeabilidade
capilar, do volume tecidual, grau de ligacdo a proteinas plasmaticas e lipofilicidade (Whittem,
2017).

O volume de distribuicdo (\Vd) fornece uma aproximacdo do volume necessario para conter
todo o farmaco no corpo em concentracdo igual a do plasma, esse parametro € medido em litros
(L) ou litros por quilograma (L/Kg). Quanto maior o valor do Vd de um farmaco, maior a
capacidade do farmaco em se distribuir ou seja, se transferir do sangue para os variados tecidos
do organismo, ficando indisponivel para os 6rgaos excretores e prolongando a meia vida de
eliminacdo (Reece, 2006). O tramadol possui extensa distribuicdo tecidual, com volume
aparente de 3 L/Kg. As drogas basicas e lipofilicas com Vd superior a 3L/Kg apresentam
elevada capacidade de serem sequestradas pelos tecidos (Lintz et al., 1986; Lee et al.,1993;
Klotz, 2003; Skopp, 2004).
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O tramadol sofre extensa biotransformacdo, envolvendo enzimas, como o citocromo P450
durante reacOes de fase | além de reacOes de fase Il. Enzimas hepéticas da familia CYP450,
CYP3A4 e CYP2D6, convertem o tramadol em vérios metabdlitos, sendo a CYP2D6 a
responsavel em humanos por produzir o principal destes, o0 O-desmetiltramadol (M1) (Haage
et al., 2018). Outro metabolito que pode ser formado, € o N-desmetiltramadol (M2), que €
inativo. E ainda a partir do M1 e do M2 podem surgir trés metabolitos secundarios adicionais,
sdo eles o N,N-didesmetiltramadol (M3), o N,N,O-desmetiltramadol (M4) e o N,O-
didesmetiltramadol (M5). Os metabdlitos desmetilados podem ainda sofrer biotrasformacéo de
fase 2, com reac@es de conjugacdo, glucuroligacdo e sulfatacdo antes de serem eliminados pela
urina. Este processo ocorre em diferentes velocidades nas diversas espécies de animais
(Kukanich e Papich, 2004; Giorgi et al., 2007; Vettorato et al., 2010; Cagnardi et al., 2011,
Knych et al., 2013; Bravo et al., 2017).

A enzima CYP2D15 é responsavel pela producdo do M1 em cées. Tanto o M1 quanto 0 M2 séo
transformados em M5, sendo o principal subproduto do metabolismo encontrado no plasma e
na urina destes animais. Esta espécie ndo produz concentrac@es significativas de M1 apos
administracdo oral, epidural ou parenteral. Em gatos, no entanto, o M1 € produzido de forma
significativa, com concentracfes mais altas que estéo relacionadas a maiores chances de efeitos
adversos e a taxa de formacdo de M1 ¢é 3,9 vezes mais rapida do que em caes (Kukanich e
Papich, 2004; Cagnardi et al., 2011).

Cerca de 80% do tramadol € biotransfrmado pelo alelo CYP2D6, uma enzima que rapidamente
pode apresentar-se saturada, pois possui baixa capacidade e alta afinidade, que representa até
5% do conteudo de CYP no figado em humanos (Miotto et al., 2017; Bravo et al., 2017). Os
genes que codificam essas enzimas podem apresentar varia¢do, o que implica em diferencgas na
disposicao farmacocinética entre individuos (Obeng et al., 2017). O CYP450 contém enzimas
gue estdo envolvidas no metabolismo de muitas toxinas, horménios e produtos farmacéuticos.
O alelo CYP2D6 é responsavel pelo metabolismo de quase 25% dos farmacos e sua atividade
metabolica exibe muita variagdo entre individuos, podendo ser atribuido a polimorfismos
genéticos (Corado et al., 2016). Essas variacdes nas enzimas podem afetar o acimulo de

metabdlitos, contribuindo para diferencas na eficacia e nos efeitos adversos desse farmaco,



37

podendo até mesmo nao exercer os efeitos analgésicos esperados (Hassamal et al., 2018; Obeng
etal., 2017).

A ty;, que é 0 tempo necessario para que a concentracao plasmatica se reduza a metade do valor
inicial, € importante para estimar a duracdo de acdo apds uma Unica dose, também é importante
para identificar o tempo necessario para a eliminacdo plasmatica do medicamento (tempo de
washout), a frequéncia que se deve administrar uma nova dose e 0 tempo necessario para

alcancar o equilibrio dindmico (steady state) (Flério et al.,1999; Giorgi et al., 2015).

Em humanos, a ty, do tramadol encontra-se entorno de sete horas. A média da t:, encontrada em
tigres-d’agua e tartarugas-cabegudas foi 28,7 e 22,67 horas, respetivamente (Giorgi et al., 2015;
Norton et al., 2015). A t;, do tramadol em gatos € mais longo que em cdes. Tanto o tramadol,
quanto o M1, tém t, mais curta em cdes do que no homem, duas horas para cées, sendo
recomendado intervalos de administracdo mais curtos para esta espécie em relagdo aos
humanos. Ja para os felinos, devido a deficiéncia da enzima glucuronil transferase, a

biotransformacéao do tramadol e a eliminacdo do M1 é mais lenta.

Segundo Cagnardi et al. (2011), o declinio da producdo de M1 foi lenta em felinos, e na Gltima
coleta sanguinea, apds oito horas, foi relatado o valor de 0,11 mcg/ml. J& a concentragédo de
tramadol nesse momento era de 0,05 mcg/ml. Apo6s duas horas, a concentracdo sanguinea do

metabolito era maior do que o composto original.

O Clearance (Cl) do tramadol que representa a capacidade do organismo de eliminar um
farmaco do plasma de forma irreversivel (Klotz, 2003; Ruel e Stegall, 2019), em humanos,
ocorre quase exclusivamente por via renal, de modo que cerca de 90% do farmaco é excretado
na urina, além disso, 10 a 30% do farmaco é excretado nao biotransformado, enquanto 60% é
excretado como um metabolito (Grond e Sablostzki, 2004). A Tabela 3 demonstra
resumidamente alguns parametros farmacocinéticos do tramadol e do M1 relatada em diferentes

espécies.
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Tabela 3. Parametros farmacocinéticos para o tramadol e O-desmetiltramadol em humanos e outras
espécies (adaptado de Kimble et al., 2021).

Representante Clearance Volume de % (h) tramadol
mL/Kg/min distribuicdo L/Kg i t (h) M1
Humano 7-8 2,7* 55 6-7
Coala  3940+1336% 860 +2,33* 2,65 + 1,03 Py
Caes 54,63 + 8,19 3,79+0,93 1,80+12 1,7
Gatos 20,8 +3,2 51+03 % Aprox'"l"f‘game”te 45
Equinos 26 +3 2,17 +3* 1,38 0,17 -

*Aparente clearance ou aparente volume de distribuicao
** 4Amg/kg subcutaneo
***oral

3.6 Principios da cromatografia liquida de alta eficiéncia e valida¢do de método analitico

Os fluidos bioldgicos, como 0 sangue, a urina, a saliva e o liquido cefalorraquidiano possuem
inimeros componentes enddgenos e exdgenos como proteinas, horménios, componentes
celulares, sais, entre outros, capazes de interferir na quantificacdo de uma substancia. Para a
escolha da matriz biol6gica mais adequada para extracdo do analgésico, fatores como o tipo de
farmaco, o objetivo da andlise, o tempo desde a administracdo e o tipo de paciente devem ser
consideradas (Jardim, 2010).

Em medicina veterinaria, para determinacdo da farmacocinética do tramadol e do metabdlito
M1, o plasma fornece uma concentra¢do mais adequada da concentracdo do farmaco livre no
sangue, ja que além de ser uma matriz mais simples, quando comparada ao sangue total, contém
proteinas plasmaticas, que estdo, muitas vezes, ligadas ao farmaco, portanto fornece uma
concentracdo mais representativa (Kukanich e Papich, 2004; Giorgi et al., 2015; Jimenez et al.,
2019; Kimble et al., 2021).

O tramadol liga-se a proteinas plasmaticas em cerca de 20% (Grond e Sablostzki, 2004), pode
ser identificado no plasma por CLAE-FL mesmo em baixas concentrag¢fes, mas antes de iniciar
as técnicas analiticas capazes de determinar o farmaco nos fluidos bioldgicos a amostra de
plasma precisa ser submetida a um pré-tratamento (Kukanich e Papich, 2004; Giorgi et al.,
2015).
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O pré-tratamento das amostras tem como objetivo retirar interferentes, como proteinas e células
sanguineas, evitando danos ao equipamento de cromatografia, e, também promover a extracdo
do analgeésico da matriz biologica. O método de preparo de amostras é uma etapa importante e
demorada no processo de determinacdo dos analitos de interesse. Apesar de novas tecnologias
e evolucédo das técnicas, o pré-tratamento pode ser considerado um desafio para 0 método

analitico, principalmente o de analise de farmacos (Jardim, 2010; Ansari et al., 2017).

Existem vérias técnicas de preparo de amostras biolégicas, dentre elas, a precipitacdo de
proteinas, a extracdo liquido-liquido (LLE- Liquid-liquid Extraction) e a extracdo em fase
solida (SPE — Solid Phase Extraction). A escolha da técnica deve levar em consideracao a
seletividade, bem como rapidez e simplicidade, a fim de evitar riscos de erros analiticos,
capacidade tecnoldgica e custos. E, atualmente, uma preocupacdo ambiental tem sido
considerada na selecdo do método (Jardim, 2010; Yang et al.,2013; Andrade-Eiroa et al., 2016;
Kataoka et al., 2016; Niu et al., 2018; Rydlewski, et al., 2020).

A precipitacdo de proteinas, técnica utilizada no preparo de amostras convencionais, consiste
em adicionar um reagente precipitante adequado para a amostra, a fim de fazer um “clean up”
na matriz. Porém, o uso isolado desta técnica pode ser ineficiente para eliminar todos os
interferentes, levando a um comprometimento da seletividade do método, assim como da

precisdo e exatiddo em baixas concentracdes do analito (Jardim, 2010).

A extracdo LLE, técnica de separacdo conhecida como extracdo por solvente, é utilizada para a
separacdo e concentracdo de analitos presentes em matrizes complexas, como amostras
ambientais, bioldgicas e alimenticia. Os analitos serdo distribuidos em duas fases imisciveis
liquidas, uma aquosa e outra organica. A escolha das fases depende das propriedades quimicas
dos analitos e da matriz da amostra. Geralmente, a fase organica é um solvente imiscivel em
agua. Neste tipo de técnica, a perda do analito pode ocorrer mais facilmente e, além disso, existe
maiores chances de contaminagdo. Se esta técnica for a de escolha, deve-se ter maiores cuidados
para com os solventes toxicos, a fim de garantir a seguranca dos profissionais, do laboratério e
do ambiente (Rydlewski et al., 2020).
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A extracdo SPE, € uma técnica mais seletiva quando comparada as anteriores, determinando
amostras mais livres de interferentes e uma extragdo mais completa do analito de interesse.
Quando compara a LLE, a SPE tem a vantagem de ser mais rapida, econémica em relagdo ao
gasto de solventes organicos, gerando menores quantidades de residuos organicos, e com menor
manipulacdo da amostra. A extracdo em SPE consiste no emprego de colunas, em formas de
barril ou seringa, parcialmente preenchidas com fases solidas particuladas, no qual a fase solida
tem a capacidade de interagir seletivamente com os compostos de interesse, permitindo a
separagdo dos demais componentes. Os compostos indesejados sdo retidos pela fase sélida, e
os analitos eluidos com um solvente adequado (Andrade-Eiroa et al., 2016; Kataoka et
al.,2016).

Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um método fisico de separacdo dos
componentes de uma amostra distribuidos em duas fases, uma é a estacionaria e a outra se move
numa direcdo definida (Assis, 2015; Rydlewski et al., 2020).

O sistema de cromatografia liquida é basicamente composto pelo solvente, também chamado
de fase movel ou eluente, bomba de alta pressdo que faz a fase mdvel migrar a um fluxo
constante através da coluna, vélvula de injecdo automética ou manual, coluna ou fase
estacionaria que pode ser preenchida por uma infinidade de compostos, detector que pode ser
de varios tipos, sistema de aquisicdo e descarte (Degani et al., 1998; Assis, 2015; Rydlewski et
al., 2020).

Os componentes da amostra devem ser separados na coluna e detectado pelo detector. A fase
estacionaria deve ser imiscivel com a fase mével e estas duas sdo escolhidas de modo que os
componentes da amostra se distribuam entre elas com distintas afinidades entre esses dois
componentes. Na cromatografia em fase reversa, os analitos muito polares interagirdo
fortemente com a fase mével e serdo menos retidos, sendo 0s primeiros a sairem da coluna.
Essa retengéo seletiva dos componentes da amostra resulta em migracdes diferenciadas dos
compostos de interesse, 0 que permite a identificacdo destes (Assis, 2015; Rydlewski et al.,

2020). O cromatograma sera registrado como uma curva gaussiana (Collins, 2006).
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Na técnica de CLAE ocorre a interacao entre a fase estacionaria, o soluto e a fase movel. E nela
existem subdivisdes em modos cromatograficos, sendo as principais 0 CLAE em fase normal,
CLAE em fase reversa e 0 CLAE de troca ionica (Collins, 2006; Rydlewski et al., 2020).

A cromatografia em fase normal € definida por uma fase estacionaria polar e uma fase movel
apolar. A cromatografia em fase reversa (RP-LC) é definida por uma fase estacionaria apolar e
uma fase movel polar e a cromatografia de troca idnica tera cargas na fase estacionaria que
devem ser opostas a carga do analito de interesse, para que ele fique retido na coluna. E a fase
movel é composta por cargas iguais a do analito, para competir com a coluna (Collins, 2006;
Rydlewski et al., 2020).

Desde 1970, a cromatografia em fase reversa € o modo cromatografico mais utilizado e,
normalmente € a primeira escolha para a separa¢cdo de compostos neutros ou ionizaveis, ja que
é 0 método mais conveniente, robusto e versatil. As colunas de fase reversa apresentam uma
ampla variedade, sendo assim mais eficientes e o0s solventes sdo polares, menos inflamaveis,

menos toxicos e mais compativeis com detector ultravioleta (Maldaner et al., 2010).

Varios detectores cromatograficos podem ser utilizados para determinagcdo de analitos na
CLAE. O detector sera capaz de “enxergar” ou detectar os constituintes provenientes da amostra
e separados ap0Os a passagem pela coluna respondendo por mecanismos variados e que Sao
transformados em sinais elétricos que sdo registrados em picos (Degani et al., 1998; Lancas,
2009).

Os detectores devem apresentar ampla faixa de aplicacdo, proporcionando identificacdo e
quantificacdo continua da amostra. Além disso, alta sensibilidade, estabilidade (alteracdo na
temperatura e vazdo da fase mével ndo devem alterar o sinal), reprodutibilidade, resposta linear
(a resposta do detector deve variar linearmente com a concentracdo do analito numa faixa de
concentracdo), resposta rapida aos analitos, ndo contribuir para o alargamento do pico,
confiabilidade, facilidade de manuseio e ser seletivo (capacidade do detector de identificar

inequivocadamente, um composto e ndo outro) (Degani et al., 1998; Peres, 2002).
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Os detectores por fluorescéncia (FL) sdo mais sensiveis que os detectores por ultravioleta
visivel, mas nesse caso € necessario que o componente de interesse seja fluorescente. Em
condigdes normais a maior parte das moléculas se encontra no nivel energético mais baixo do
estado eletrénico (estado fundamental). A absorcao de um quantum de luz promove a passagem
dos elétrons a niveis superiores de energia (estado excitado). Na fluorescéncia, a absorcao
molecular de um féton desencadeia a emissdo de outro féton com maior comprimento de onda,
essa diferenca nos comprimentos de onda (absorcéo vs. Emisséo) fornece mais seletividade e a
luz fluorescente é medida contra um fundo de pouca luz (Peres, 2002; Wolfender, 2009).

Kukanich e Papich (2004) utilizaram as publicacbes de Gan e Ismall (2001) e Nobbis et al.
(2002) com algumas pequenas melhorias para detectar o tramadol e determinar a
farmacocinética em cdes através de CLAE-FL. Giorgi et al (2015) investigou a farmacocinética
e a farmacodinamica do tramadol em tartarugas de barriga amarela a partir de equagdes nao
compartimentais. Os autores utilizaram a técnica de CLAE-FL para detectar tramadol e o
metabolito M1 em plasma. Souza et al. (2009) também utilizou o CLAE-FL para detectar e
posteriormente avaliar a farmacocinética do tramadol administrado por via intravenosa (1V) e

via oral (VO) em aves de rapina.

Na literatura veterinaria, a deteccdo por CLAE- FL tem sido frequentemente utilizada para
analises de tramadol (Kukanich e Papich, 2004; Giorgi et al., 2015; Kimble et al., 2021). Além
dessa técnica, a cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas (CLAE-LC/MS)
tem sido relatada para analise de farmacos em amostra bioldgica. Este acoplamento retne duas
metodologias poderosas, a cromatografia liquida e a espectrometria de massas, determinando o
aumento do poder da separacdo, fornecido pela cromatografia, e a alta seletividade e detecgédo
pela massa e carga dos analitos, fornecida pela espectrometria de massas (Pypendop e Ilkiw,
2008; Kimble et al., 2021).

A selecao do padréo interno (Pi) € uma padronizacdo muito utilizada durante a validagdo de um
método, tem o objetivo de corrigir possiveis variagdes na extracdo, preparacdo e analise da
amostra, garantindo a precisao e a exatiddo da metodologia analitica (Cassiano, 2009; Ribani
et al., 2004).
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O composto utilizado como padrao interno deve ser adicionado em todas as amostras com o
objetivo de corrigir as variac@es na analise. A escolha do Pi deve estar baseada na similaridade
de propriedades fisico-quimicas e espectrais do analito de interesse desde que possua um sinal
de deteccdo diferente, permitindo correcdes de variaces analiticas, tais como variacdes na
eficiéncia da extracdo, degradacéo do analito e perdas de amostra (Ribani et al., 2004; Cassiano,
2009). A ondansetrona, apresenta a formula molecular C1gH19N30 com peso molecular de
293,36g/mol e log P 2,4. E um composto compativel para ser utilizado como Pi na analise
cromatogréfica do tramadol e do metabdlito ativo, sendo adicionada as amostras numa
concentracdo conhecida e constante, permitindo sua quantificacdo juntamente com os analitos
de interesse para permitir corre¢cdo das variacfes na analise, resultando em dados mais

confiaveis.

Durante o desenvolvimento do método analitico, diferentes fases mdveis sdo testadas para que
seja realizada a melhor escolha (Menegheti, 2013). Para o CLAE em fase reversa, a polaridade
da fase mével é maior que a coluna. Esta fase mével é constituida, em maioria, de uma mistura
de 4gua: acetonitrila ou agua: metanol. Porém, outros solventes organicos como o isopropanol
e o tetrahidroflurano também podem ser utilizados, apesar de ja terem sido consideradas menos
satisfatorias (Snyder et al., 2010). As propor¢des entre 0s solventes podem ser alteradas a fim
de se ajustar a forca de eluicdo da coluna e otimizar a separacéo. Para se estabelecer uma relagéo
entre as diferentes seletividades dos solventes de extragéo, criou-se uma ferramenta para medir
0 poder de solvatacdo de um solvente: o triangulo de seletividade (Snyder et al., 1997). O
triangulo de seletividade é baseado em trés parametros, sdo eles, o parametro de basicidade, de

acidez e o parametro dipolo (Snyder et al., 2010).
3.7 Parametros de validacdo do método
3.7.1 Seletividade

A seletividade também chamada de fator de separacdo de um método analitico é a capacidade
de verificar de forma inequivoca o ativo de escolha na presenca de compostos interferentes
eluindo nos tempos de retencao dos analitos de interesse. A seletividade garante que o pico de

resposta seja exclusivamente do composto de interesse (Ribani et al., 2004).
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O sucesso de um metodo cromatografico depende de como as condic¢des experimentais afetam
a separacgdo. Portanto, seletividade é a primeira etapa no desenvolvimento e validagdo de um
método e deve ser reavaliada continuamente (Ribani et al., 2004).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras, uma delas € a comparacdo dos
cromatogramas gerados a partir da amostra branca, matriz utilizada sem adicao do analito e do
Pi, com o objetivo de zerar o aparelho, com os cromatogramas obtidos com a solucéo padréao
do analito e do Pi. Nesse caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo do farmaco
de interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra (Lemos
et al., 2000; Ribani et al., 2004).

3.7.2 Linearidade

Linearidade é a capacidade do método em fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracdo real do analito em estudo dentro de um intervalo especifico (Ribani et al., 2004).
E verificada pela equacéo de regresséo linear, y = ax+b, onde y é o resultado de razéo de area
do pico, x é a concentra¢do do analito, “a” ¢ a inclinagdo da reta de calibracdo ou também
chamada de sensibilidade e b é onde a reta se encontra com o eixo x. Além dos coeficientes de
regressdo “a” e “b”, também ¢é possivel calcular, o coeficiente de determinacdo (R?). Este
parametro permite estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor
a dispersdo do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlacdo maior ou igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (Ribani
etal., 2004).

3.7.3 Precisao

A preciséo é a capacidade de verificar se 0 método analitico é correto para o objetivo da analise.
A precisdo e a exatiddo referem-se, respectivamente, a capacidade do método em fornecer
dados com baixa disperséo e resultados de concentracdo proximos aos valores reais (Ribani et
al., 2004).
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A precisdo, independentemente da quantidade de amostragens mdltiplas de uma amostra
homogénea, pode ser avaliada pelo desvio padréo relativo (DPR), pelo intervalo de confianga
da média ou pelo coeficiente de variagdo (CV) (Ribani et al., 2004; Cassiano, 2009). Os desvios
padrdes relativos (DPRs) inferiores a 15% e valores de recuperacao entre 80 e 110% para 0s

trés niveis de concentracao (baixo, médio e alto) sdo considerados adequados (AOAC, 2016).

A precisao é dividida em trés niveis diferentes: a repetibilidade, a precisao intermediaria e a
reprodutibilidade (Ribani et al., 2004).

A repetibilidade ou precisdo intra-ensaio representa a concordancia entre anélises sucessivas de
amostra controle de qualidade. Essas amostras devem ser avaliadas em curto intervalo de
tempo, efetuadas sob as mesmas condi¢fes (equipamento, laboratoério, analista e reagente) e

usando o mesmo método (Ribani et al., 2004).

A precisdo intermediaria refere-se ao efeito das variacGes dentro do mesmo laboratdrio. O
objetivo dela é indicar que no mesmo laboratério o método fornecera os mesmos resultados

independente dos diferentes dias, analistas ou equipamentos (Ribani et al., 2004).

A reprodutibilidade atesta que diferentes laboratérios, com equipamentos e analistas diferentes,
conseguem realizar o método, utilizando a mesma amostra. Sendo assim, a colaboracdo de
outros laboratérios pode ser de grande valia para testar a precisdo do método (Ribani et al.,
2004).

3.7.4 Exatidao

A exatiddo é definida como o grau de concordancia entre os resultados individuais e um valor
aceito como verdadeiro, ou seja, tem o objetivo de fornecer dados com baixa disperséo e

resultados de concentracdo proximos aos valores reais (Ribani et al., 2004; Cassiano, 2009)

A ANVISA estabelece que o minimo de trés diferentes niveis de concentragdo deve ser eleito.
Assim como a precisao, tem como objetivo determinar os erros de uma medida analitica (Ribani
et al., 2004; Cassiano, 2009).
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A exatiddo esta correlacionada a valores de precisao e as etapas mais utilizadas para avaliacdo
desse parametro sdo: ensaios de recuperacao, materiais de referéncia, comparacéo de métodos
e adicdo de padréo (Ribani et al., 2004; Cassiano, 2009).

As diretrizes da ANVISA preconizam que a precisao e a exatiddo devem ser investigadas pela
analise de, no minimo, 3 controles de qualidades (CQ), preparadas da mesma matriz bioldgica,
analisados em sextuplicata de preparo de amostras, com niveis de concentragdes baixa (CQB),
média (CQM) e alta (CQA) em relacdo ao intervalo de concentracdo da curva de calibracéo.
Estes limites podem ser estreitos em concentragdes mais elevadas e mais amplos em niveis de
tracos (Ribani et al., 2004; Cassiano, 2009).

3.7.5 Limites inferiores de quantificacéo

O LIQ (Limite inferior de quantificacdo) tem como objetivo demonstrar a habilidade do método
em quantificar baixas concentra¢cdes do analito. Logo, o LIQ é a menor concentragdo do analito
gue pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis. O limite de detec¢do (LOD) pode
ser realizado através da analise de amostras branco adicionadas do analito em concentrac6es
decrescentes, até se obter niveis que sejam quantificados com valores aceitos de precisdo e
exatiddo (Ribani et al., 2004; Cassiano, 2009).

3.7.6 Estabilidade

A determinacdo da estabilidade de um farmaco numa matriz bioldgica refere-se a capacidade
de garantir que a concentracdo do farmaco ndo sofreu alteracdo, ou seja, que integridade
quimica foi preservada desde a coleta, durante o processamento e armazenamento (Van et al.,
2014).

Esta estabilidade depende de vérios fatores como de propriedades quimicas do analito,
condicdes de armazenamento da amostra, tipo de matriz bioldgica e material de
acondicionamento (United States, 2001). A falta de estabilidade pode levar a mudancas na
concentragcdo do analito, bem como na matriz, 0 que pode afetar a precisdo e exatiddo dos

resultados (Van et al., 2014). Assim, é importante que se determine a estabilidade das amostras
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em temperatura ambiente e ciclos de congelamento e descongelamento. As amostras sdo
consideradas estaveis quando ndo se observar desvio superior a 15% do valor obtido das
amostras recém-preparadas, com exce¢do do LIQ, para o qual se aceita desvio de até 20%
(Brasil, 2012).
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CAPITULO I. DESENVOLVIMENTO, OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO
ANALITICO PARA DETERMINACAO DE TRAMADOL E DO METABOLITO O-
DESMETILTRAMADOL EM PLASMA DE JIBOIAS

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento do método analitico € um processo sistematico constituido de varias etapas
com o objetivo de estabelecer as condi¢des necessarias para determinar a concentracao de uma
substancia ou grupo de substancias numa amostra. A primeira etapa do processo é a definicéo
da técnica analitica seguida da otimizacdo das condi¢fes experimentais e, a partir dessas
condicdes, avaliar estatisticamente se sdo adequadas ao proposito por meio da validacdo do
método (Peres, 2002; Lancgas, 2009).

Na definicdo do método analitico, varias técnicas podem ser utilizadas, porém a técnica de
cromatografia € o método mais indicado para a separacdo de substadncias numa mistura
bioldgica devido a alta especificidade e seletividade da técnica, ja que é capaz de distinguir
diferentes moléculas com base em suas caracteristicas fisico-quimicas; alta sensibilidade, pois
consegue separar e detectar pequenas quantidades de substancias em matrizes diversas; e, ainda,
é automatica permitindo a separacao de grandes quantidades de amostras (Peres, 2002; Ribani
et al., 2004; Lancas, 2009).

O pré-tratamento tem como objetivo evitar danos aos equipamentos e respeitar aos critérios
analiticos. O pré-tratamento das amostras, por exemplo, utiliza de diversas técnicas, sendo que
as principais sdo: a precipitacdo de proteinas, extracdo liquido-liquido (LLE- Liquid-liquid
Extraction) e a extracdo em fase solida (SPE - Solid Phase Extraction) (Chao et al., 2000; Ribani
et al., 2004; Jardim, 2010; Andrade-Eiroa et al., 2016; Niu et al., 2018).

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou do inglés HPLC) tem uma vasta
aplicabilidade devido a maior versatilidade, consegue separar diferentes compostos, incluindo
substancias polares e apolares de tamanhos variados; alta eficiéncia gracas a alta pressdo do
sistema e colunas de alta resolugdo; maior velocidade quando comparado a outras técnicas, e

ainda, pode ser utilizada para analise de opioides. Além disso, é uma das técnicas mais
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confiaveis e amplamente utilizada em laboratorios de pesquisas académicas a industrias
farmacéuticas e alimenticias (Chao et al.,2000; Peres, 2002; Maldaner et al., 2010; Giorgi et al.,
2015).

O sistema de CLAE pode ser acoplado a varios tipos de detectores. O detector é importante
para permitir a identificacdo e quantificacdo dos componentes separados na coluna, permitindo
a determinacdo da concentracdo de cada substancia de estudo (Degani et al., 1998; Peres, 2002;
Lancas, 2009). O detector de fluorescéncia, por exemplo, é um detector com alta sensibilidade,
permitindo a detecgdo de compostos em baixas concentragbes. E um aparelho menos oneroso
se comparado a espectrometria de massas, Util para compostos que tém a capacidade de
fluorescer ou quando se é possivel derivatiza-los para fluorescer, oferece sensibilidade
extremamente alta, permitindo a deteccdo de compostos em niveis de partes por bilhdo (ppb)
ou até menos (Kukanich e Papich, 2004; Giorgi et al.,2015).

A validacdo de métodos cromatograficos pode ser realizada pelos parametros de desempenho
analitico: a seletividade, a linearidade, a precisdo, a exatiddo, o limite de quantificacdo, robustez
e a estabilidade garantindo que o método proposto é especifico, linear, preciso para a finalidade
a que se destina (Ribani et al., 2004; Peters et al., 2007; Inmetro, 2011). O uso de padréo interno
(Pi) é indicado para minimizar os erros que afetam a precisam e a exatiddo do método,

conferindo maior confianca nos resultados obtidos ( Lemos et al., 2000)

Atualmente, muitos dos métodos analiticos existentes para determinacdo do tramadol sdo
otimizados para mamiferos, particularmente humanos. Os répteis tém uma fisiologia e
metabolismo fundamentalmente diferentes, e quantificar tramadol em seu plasma preenche uma
lacuna de conhecimento significativa. Com um método robusto e confidvel, pode-se determinar
a farmacocinética do tramadol em serpentes. Isso nos permite entender melhor como esse
analgesico é biotransformado, distribuido, excretado e, mais importante, qual é sua meia-vida
nesses animais, sendo fundamental para determinar dosagens seguras e eficazes. Portanto, este
estudo pode ser Gtil para o desenvolvimento de métodos similares para outros compostos ou
metabolitos de interesse em répteis, ampliando ainda mais o escopo da pesquisa e aplicacfes

clinicas.
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Sendo assim, este trabalho ndo apenas apresenta uma técnica inovadora e especifica para
serpentes, mas desenvolve, otimiza e valida um meétodo analitico para determinacdo de tramadol e
do metabolito O-desmetiltramadol (M1) em plasma de jiboias, a partir dos recursos disponiveis no

Laboratorio de Controle de Qualidade da Escola de Farmécia,.
2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo
171/2021, cadastrado no Sistema Nacional de Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado - SisGen numero A5BCF84, autorizado pelo Ministério do Meio
Ambiente por meio do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO
namero 78843-1 e pelos proprietarios do criatério Jiboias Brasil, criatério licenciado pelo
IBAMAVJIEF.

2.1 Infraestrutura

A coleta de sangue foi realizada no criatorio licenciado pelo IBAMA/IEF denominado Jiboias
Brasil, localizado na regido metropolitana de Belo Horizonte, na cidade de Betim, bairro Parque

Betim Industrial.

As etapas de desenvolvimento e validacdo do método (tramadol e M1) foram realizadas no
Laboratorio de Controle de Qualidade da Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de
Minas Gerais.

2.2 Animais

Foram selecionadas 10 jiboias (Boa constrictor constrictor) sadias, machos, reprodutores,
pesando (4,33 £ 1,5Kg), com bom score corporal, provenientes do criatorio Jiboias Brasil.
Como critério de inclusdo no estudo os animais foram atestados saudaveis através do exame

fisico e exames complementares (hemograma e bioquimico)
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Foi realizado um estudo piloto para a definicdo do local de injecdo do farmaco, puncdo de
sangue, ajustes no tempo de coleta e observagdes prévias ao experimento. O tempo de coleta
foi baseado em trabalhos descritos na literatura com algumas modificacOes e a defini¢do do
local de puncéo foi definida na veia paravertebral (Olsson e Simpson, 2017). Além disso, o
piloto possibilitou testes laboratoriais para determinacédo da fase movel e do Pi. No laboratorio,
diversas substancias, tais como o sotalol, fluconazol e a metoclopramida foram testadas como
Pi e diferentes composicdes de fase movel (Giorgi et al., 2015; Bunke et al., 2017; Bisetto et

al., 2018) até que fossem encontradas condicdes ideais.

Todas as avaliacdes foram realizadas pelo mesmo observador e estavam em concordancia com
0s membros participantes do projeto. A manipulacdo dos animais também foi realizada pelos

mesmos membros, a fim de evitar um maior efeito estressor

Os animais foram mantidos em caixas plasticas individuais de tamanhos: 63,1 x 44,1 x 33,1 cm
com capacidade de 68 litros, com pequenos furos para circulacao de ar, com substrato de papel
toalha, trocadas sempre que necessario. O fornecimento de agua era realizado através de potes
plasticos (bebedouros desenvolvidos para cdes) ad libitum. Essas caixas plasticas eram

identificadas com os nomes dos animais.

Antes da experimentacdo, as serpentes eram transferidas e mantidas em sala arejada, destinada
a experimentacdo e com temperatura monitorada, mantida na faixa étima para a espécie (entre
28 e 30°C). Também foi preconizado o mesmo periodo do dia para realizacdo das coletas de
sangue do experimento, atraves de puncdo aspirativa com seringa estéril de 3ml acoplada a
agulha hipodérmica 0,70 x 25mm. Iniciando-se sempre as 6h da manhd. O tempo de washout
foi de 45 dias para que a serpente fosse novamente testada (Giorgi et al., 2015). Foi realizado
estudo do tipo crossover 10 x 2, em que 0s animais recebiam tratamento de tramadol por via
intramuscular primeiro e depois de 45 dias da aplicagdo, os mesmos 10 animais recebiam o

tratamento por via intravenosa, em administracao unica.
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2.3 Delineamento experimental
O presente trabalho foi dividido em duas fases de execugao:
e Fase 1: Coleta de amostras de sangue dos animais

e Fase 2: Desenvolvimento e validacdo do método analitico para determinacdo da
biodisponibilidade de tramadol e do metabdlito o-desmetiltramadol em plasma de

jiboias.
2.3.1Fasel

Os animais foram definidos por sorteio aleatério dentro de um grupo pré-estabelecido pelo
criatorio. As doses foram definidas a partir de estudos sobre o tramadol em outras espécies
(Giorgi et al., 2015; Gris., 2018). Todos os animais eram machos em idade reprodutiva e que
haviam se alimentado a duas semanas antes do inicio do experimento. Ap6s o sorteio 0 animal

recebia o tratamento 1 e depois de 45 dias o tratamento 2.

e Tratamento 1-TRIM (tramadol 5mg.kg™ IM): O animal sorteado recebeu 5mg.kg™ de

tramadol na musculatura epaxial no final do terco cranial.

e Tratamento 2 -TRIV (tramadol 5mg.kg? 1V): O animal sorteado recebeu 5mg.kg* de

tramadol na veia paravertebral no final do terco cranial.

No dia do experimento, o animal era contido para pesagem individual e, em seguida, era
aplicado o tratamento utilizando seringa estéril de 1ml acoplada a agulha hipodérmica 0,7 x
25mm mediante prévia antissepsia com gaze umedecida em alcool 70°. Em seguida, foram

coletadas amostras de sangue nos tempos indicados conforme demonstrado na Tabela 4.

Para animais do tratamento TRIM e para os animais do tratamento TRIV, foram coletadas
amostras de sangue em 10 tempos, sendo o tempo 0 (antes da administragdo), tempol (vinte
minutos apds administracdo do tramadol); tempo 2 (quarenta minutos apds); tempo 3 (uma hora

apos) tempo 4 (cento e vinte minutos apds) T5 (duzentos e quarenta minutos apods); T6
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(quatrocentos e oitenta minutos ap0s); T7 (setecentos e vinte minutos apds); T8 (mil e oitenta
minutos ap6s) e T9 (mil quinhentos e sessenta minutos ap6s) como pode ser observado na
Tabela 4. Apos esse periodo experimental a serpente voltava a rotina de origem no criatério
Jiboias Brasil. Foram padronizados os locais de aplicacdo do tramadol, sendo escolhido o final
do terco cranial do animal, ja o local de coleta de sangue foi realizado no inicio do terco caudal

dos animais.

O sangue coletado (aproximadamente 1,5 mL de sangue em cada tempo), no terco caudal da
serpente utilizando agulha hipodérmica 0,7x 25mm, foram colocados em tubos contendo EDTA
como anticoagulante. Em seguida, eles foram centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante (plasma) foi armazenado em tubos de plasticos e congelados a -70°C para
utilizacdo na fase 2 do experimento. As descri¢des dos tempos com as respectivas coletas de
sangue estdo demonstradas na Tabela 4.

Tabela 4. Procedimento experimental, coleta de sangue e observacdes (adaptado de Giorgi et al.,
2015; Bunke et al., 2017; Bisetto et al., 2018).

TEMPO MINUTOS PROCEDIMENTO

TO antes da injecéo de tramadol Coleta de sangue (SG)
T1 20min Coleta de sangue (SG)
T2 40min Coleta de sangue (SG)
T3 60min Coleta de sangue (SG)
T4 120min Coleta de sangue (SG)
T5 240min Coleta de sangue (SG)
T6 480min Coleta de sangue (SG)
T7 720min Coleta de sangue (SG)
T8 1080min Coleta de sangue (SG)
T9 1560min Coleta de sangue (SG)

* Total de sangue coletado ao final do experimento até 1% do peso vivo
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2.3.2 Fase 2
2.3.2.1 Condicdes cromatograficas definidas

A fase movel (FM) foi preparada a partir de uma solugédo de 0,01M de fosfato de sodio dibasico
anidro? e trietilamina? 0,1% (v/v) acidificada com acido fosforico®. Empregou-se um pH de 2,9.
Para isso, foi pesado 1,419g de fosfato de sodio dibasico anidro, depois transferido para um
becker e acrescentado 1,0 litro de agua ultrapurificada. Para esse ser dissolvido, foi colocado
no agitador* durante 2 minutos. Adicionado 1,0 mL de trietilamina, e ajustado o pH com gotas

de acido fosfdrico até o valor de 2,9 verificado com pHmetro® (Kukanich e Papich, 2004).

Para a definicdo da composicdo da fase mdvel e obtencdo dos comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo do tramadol, do M1 e do Pi, injetou-se, a amostra “branco” (sem o analito)
em fase movel (75:25); e solucdo de fase mdvel com 10 pg/mL de tramadol, 2ug/mL de M1 e

6 ug/mL de ondansetrona.

As solucdes-stock dos analitos em estudo (tramadol® e M17) e do Pi (ondansetrona®) foram

preparadas em metanol (MeOH?). Conforme demonstrado a seguir e apresentado na Tabela 5.

Solucéo estoque padrédo de tramadol (200 pg/mL): Foram pesados 2,0 mg de tramadol Padrao
primario, transferido para baldo volumétrico de 10mL e solubilizado em metanol (10mL),
utilizando ultrassom'® para solubilizacio e obtendo a concentracéo de 200 pg/mL. Em seguida,

1 Fosfato de sddio dibasico anidro, Neon, S&o Paulo, SP, Brasil

2 Trietilamina PA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA

3 Acido fosférico PA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA

+ Agitador tipo vortex FANEM, modelo 258

S PHmetro Micronal, modelo B 474

¢ O- desmetiltramadol, Sigmaaldrich, Missouri, (USA)

" Tramadol Hydrocloride, padréo analitico, Sigma Aldrich, St Louis, (USA)
& Ondansetrona Hydrocloride, padréo analitico, Sigma Aldrich, (USA);

® Metanol grau cromatografico Merck

10 Banho ultrassdnico Unique, modelo USC-1400



67

realizado armazenamento em congelador (T= -20° C), com validade de 6 meses conforme
Ribani et al.(2004).

Solucdo trabalho de tramadol (10 pg/mL): Foram transferidos 500 pL da solugéo estoque para
um bal&o volumeétrico de 10mL e completado com 10 mL de metanol, utilizando ultrassom para
solubilizacéo e obtendo a concentracao de 10pug/mL. Em seguida, realizado armazenamento em

geladeira (T= 2-8° C), com validade de até trés semanas (Ribani et al., 2004).

Solucédo estoque de M1(100pg/mL): Uma ampola contendo 1mg/mL foi transferida para um

baldo volumétrico de 10mL e solubilizado em metanol.

Solucdo trabalho de M1 (5ug/mL): Foram pipetados 500 pL da solugdo estoque e transferido
para um baldo volumétrico de 10mL e completado com 10 mL de metanol, obtendo a

concentracgéo final.

Solucéo estoque padrdo de ondansetrona (200 pg/mL): Foi realizado a dissolucdo do p6. Para
isso, foram pesados 2,0 mg de ondansetrona, transferido para baldo volumétrico de 10 mL e
solubilizado em metanol (10 mL) utilizando ultrassom de modo a obter solucdo a concentragéo
final de 200 pg/mL. Em seguida, realizado armazenamento (T= -20° C) em congelador, com

validade de 6 meses conforme Ribani et al. (2004).

Tabela 5. Soluges diluidas para construgdo de soluc@es trabalho dos analitos

Concentragdo sol. estoque Concentragdo  sol.  padréo
Substancia (ng/mL) trabalho (ug/mL)
TRAMADOL 200 10
ONDANSETRONA 200 200
O-DESMETILTRAMADOL 100 5

(M1)

Foi definido a ondansetrona como padréo interno (Pi) e foi utilizada a coluna Phenyl-2 Hypersil
com 150 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro e particulas com 5um de diametro da

Thermo Scientific.

Foi utilizado um cromatdgrafo que permite deteccdo em 2 comprimentos de ondas diferentes.
Para obtencdo do método analitico utilizamos um comprimento de onda de excitacdo de 202
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nm para o tramadol e para 0 M1. E comprimento de onda de excitacdo para a ondansetrona de
305 nm. J& os comprimentos de onda de emissdo para tramadol e M1 foram de 296 nm e para

ondansetrona 365 nm.

Empregou-se vazdo de fase movel de ImL/min e volume de injecdo de 20 pL. A fase mével foi
filtrada em membrana de acetato de celulose!, com 47 mm de didmetro e poro de 0,22 pum e
degaseificadas em banho ultrassdnico por vinte minutos. Estas condi¢des cromatogréaficas estdo

demonstradas na Tabela 6.

Tabela 6. Condicdes cromatograficas do método analitico por CLAE-FL'?

CONDICAO DESCRICAO

COLUNA ANALITICA Phenyl-2 Hypersil (150x4,6mm, 5pm)

COMPOSICAO DA FM 0,01 M fosfato de sddio dibasico anidro:Acetonitrila®® (75:25
A%

0,1% trietilamina (v/v) Acido fosférico (pH2,9)

VAZAO DA FM Iml/min

MODO DE ELUICAO Isocrético

TEMPERATURA(T®) 40°

VOLUME~DE INJECAO 20pl

DETECCAO 202 Comprimento de onda de excitacdo do tramadol

305 Comprimento de onda de excitacdo da ondansetrona
296 Comprimento de onda de emisséo do tramadol

365 Comprimento de onda de emissdo da ondansetrona
202 Comprimento de onda de excitacdo do M1

296 Comprimento de onda de emissdo do M1

PICOS Tramadol 6minutos
Ondansetrona 9 minutos
M1 3 minutos

1 MILLIPORE
12 Waters, modelo 2695
13 Acetonitrila grau CLAE Tedia Company Inc., Fairfield, EUA
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2.3.2.2 Preparo das amostras

Para iniciar as analises, as amostras de plasma branco (sem o analito) foram descongeladas e
deixadas na bancada até atingirem a temperatura ambiente. Foi utilizada a técnica de extracdo
de proteinas para o preparo dos pontos da curva de calibragéo.

2.3.2.2.1 Preparo dos pontos da curva de calibracao

Para a simulacao da matriz de analise procedeu-se da seguinte forma: uma solucéo de 30 uL de
padrdo interno foi colocada em cada tubo de vidro, 6 tubos de 10 mL e evaporado até a secura
em banho de agua a 40°C, sob fluxo de ar comprimido. Em seguida foram adicionadas
guantidades adequadas de solucéo padréo trabalho, de modo a obter a faixa de concentracdes
utilizadas no presente estudo: para o tramadol (0,1; 0,2; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 ug/mL); e para o
M1(0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 ug/mL), conforme demonstrado na Tabela 7 e 8.

Aos tubos foram adicionados 500 pL de pool de plasma branco. Apds as adicGes, foi agitado
em vortex por 1 minuto e adicionado 2,0 mL de acetonitrila com posterior agitacdo em vértex
por mais 1 minuto. Os tubos foram centrifugados por 5mintuos a 5000 rpm e apenas o
sobrenadante obtido foi transferido para outros tubos de 10 mL. Ent&o, a solugéo foi evaporada
a 40°C sob fluxo de ar comprimido até a secura. O residuo final foi ressuspendido novamente
com 500 pL fase movel e agitado no vortex por 1 minuto. Em seguida foi filtrado, com filtro

de seringa, transferido para vial e analisado por CLAE-FL.

Tabela 7. Soluges diluidas para construgdo de curva de calibra¢do de tramadol

Concentracéo trabalho de Volume de solucdo pipetada Plasma Pontos da curva

tramadol pg/mL tramadol (lL) (mL) Hg/mL
10 50 0,5 0,1

10 10,0 0,5 0,2

10 50,0 0,5 1

10 100,0 0,5 2

10 200,0 0,5 4

10 300,0 0,5 6
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Tabela 8. Soluges diluidas para construgdo de curva de calibracdo do M1

Concentracdo trabalho M1 Volume de solugéo pipetada M1 plasma ESR};S da
Hg/mL (ML) (mL) ug/mL

5 5,0 0,5 0,05

5 10,0 0,5 0,1

5 20,0 0,5 0,2

5 50,0 0,5 0,5

5 100,0 0,5 !

5 200,0 05 2

2.3.2.3 Extracdo de proteinas das amostras experimentais

Para a extracdo de proteinas, uma solucdo de 30 uL de padrdo interno foi colocada em cada
tubo de vidro, 10 tubos de 10 mL. E em seguida, evaporada até os tubos ficarem secos a uma
temperatura de 40°C sob fluxo de ar comprimido desumidificado, apds isso adicionou-se 500
uL de plasma no respectivo tempo de coleta. Apoés as adi¢des foi agitado em vértex por 1 minuto
e adicionado 2,0 mL de acetonitrila com posterior agitacdo em vértex por mais 1 minuto. Os
tubos foram centrifugados por 5 minutos a 5000 rpm e apenas o sobrenadante obtido foi
transferido para outros tubos de 10 mL. Entdo, este liquido foi evaporado em banho de &4gua a
40°C, sob fluxo de ar comprimido até a secura. O residuo final foi ressuspendido novamente
com 500 pL fase movel e agitado no vortex por 1 minuto. Em seguida foi filtrado, com filtro

de seringa, transferido para vial e analisado por CLAE-FL.

2.3.2.4 Parametros de validacdo do método

A adequacdo do sistema cromatografico foi avaliada por meio de injecdo, em quintuplicata, de
uma solucéo metandlica com 10,6pg/mL de tramadol, 5,0 pg/mL de M1 e 200,0 pg/mL do Pi.
A érea relativa média de cada concentragdo (DPR- &rea sob 0s picos de cada analito pela area

do padréo interno), foram analisados.

A padronizag&o interna foi realizada, adicionando uma quantidade constante de pi conhecida as
amostras “branco” e “experimentais”, a fim de ser capaz de corrigir erros relacionadas as perdas

do analito de interesse.



71

O método bioanalitico foi validado parcialmente de acordo com as recomendacdes da
Resolucdo RDC n°27 de 17 de maio de 2012 da ANVISA (Brasil, 2012) e o Guia de Validagdo
de Métodos Bioanaliticos da European Medicines Agency (EMA), (EMA, 2011). Os
parametros estudados foram a seletividade, linearidade, preciséo e exatidao, limite de deteccao,
limite de quantificacdo e estabilidade curta dos analitos na matriz bioldgica. A determinacéo
destes par@metros assegura que o método produz resultados confidveis. Os dados foram

analisados com o auxilio dos softwares Microsoft Excel®.

2.3.2.4.1 Seletividade

No presente estudo, a seletividade do método foi avaliada mediante a comparacdo dos
cromatogramas do “branco” (plasma sem analito) com os cromatogramas de uma solucdo
metandlica com 10,6 pg/mL de tramadol, 5,0 pg/mL de M1 e 200 pg/mL de Pi. Os
cromatogramas foram obtidos por meio de injecdo em triplicata dessas amostras.

2.3.2.4.2 Linearidade

Para o estudo da linearidade, amostras de “pool” de plasma branco (plasma sem analito) foram
fortificadas com quantidades conhecidas de tramadol, M1 e de ondansetrona, para se obter uma
faixa de concentragdes de tramadol de (0,1; 0,2; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 pg/mL), e uma faixa de
concentracdo de M1 (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 pg/mL) e uma faixa de concentracdo de
ondansetrona nas respectivas concentracfes do analito em estudo. Dessa forma, foram
preparadas 6 solucdes de tramadol, de M1 e de ondansetrona, provenientes da dilui¢do a partir
de uma solucgdo padréo trabalho para cada nivel de concentracdo. A preparacdo dos pontos da

curva de calibracéo foi realizada diariamente.

A partir desta preparacao e injecdo, a linearidade foi obtida calculando a regresséo linear (razéo
entre a area do pico do analito e a area do pico do padrdo interno versus a concentracdo da
curva) e o respectivo coeficiente de determinacdo (R?) de trés curvas de calibracéo
independentes, obtidas de seis padrdes diferentes para tramadol (0,1; 0,2;1,0; 2,0; 4,0;
6,0pg/mL) e para M1 (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 ug/mL). O respectivo coeficiente de
determinacéo final obtido foi calculado pela média das trés curvas.
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2.3.2.4.3 Limites de deteccdo e quantificacéo

O limite de detecc¢do e de quantificagdo foram determinados pela analise da menor concentracéo
do analito capaz de serem detectadas e quantificadas com preciséo exatiddo aceitaveis.

2.3.2.4.4 Precisao

2.3.2.4.4.1 Precisdo intra-dia do método CLAF-FL

A precisdo intra-dia foi calculada no mesmo dia da analise, analisando 6 vezes o mesmo padrédo
para trés concentragcOes diferentes de tramadol (0,1; 2,5; 5,0 pg/mL) e M1 (0,05; 0,8; 1,8
pg/mL), calculando o coeficiente de variacdo para os dados obtidos (CV% intra-dia).

2.3.2.4.4.2 Precisao inter-dia do método CLAF-FL

A precisdo inter-dia foi calculada em dois dias diferentes, extraindo 12 padrdes distintos para
trés concentragdes diferentes tramadol (0,1; 2,5; 5,0 pg/mL) e M1 (0,05; 0,8; 1,8 pg/mL) e
calculando o respectivo coeficiente de variagdo para os dados obtidos (CV% inter-dia).

2.3.2.4.5 Estabilidade

2.3.2.4.5.1 Estabilidade de curta duracao

Foram utilizadas trés amostras de padrdo de controle de qualidade em trés concentragdes (baixa,
média e alta), mantidas a temperatura ambiente durante 8 horas. Os resultados foram

comparados com aqueles obtidos da analise de amostras recém-preparadas.

2.3.2.4.5.2 Estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento

Foram utilizadas trés amostras de padrdo de controle de qualidade em trés concentragdes (baixa,
média e alta), submetidas as seguintes condi¢des: congelamento a -20 °C por 24 horas, seguido

de descongelamento a temperatura ambiente e posterior congelamento a -20 °C por 24 horas.
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A concentracdo dos analitos nas amostras de padréo de controle de qualidade foi determinada

apos seu descongelamento e comparada aos resultados de amostras recém-preparadas.

3 RESULTADOS

3.1 Animais

Todos os animais eram higidos avaliado através do exame clinico e laboratorial. Nao foram
observadas reacdes adversas a inspecdo e o histérico alimentar permaneceu dentro da
normalidade. Foi observado que no T9 do tratamento 2, 6 jiboias que receberam tramadol por
via intravenosa, ficaram durante a captura e contencdo mais tranquilizadas e demonstrando

menor enrolar da cauda, do que quando foram submetidas ao tratamento TRIM.
3.2 Condicdes cromatograficas

As condi¢bes cromatogréaficas utilizadas para o0 método desenvolvido empregando a técnica de
CLAE-FL estdo apresentadas na Tabela 9.

A coluna fenil e a composicdo da fase mdvel foi baseada num método previamente publicado
(Kukanich e Papich, 2004), porém com modificaces. A utilizacdo do Pi, ondansetrona, foi
inédita. Os tempos de retencdo dos analitos de interesse foram 6,1 para o tramadol e 3,5 para
ML1. E do Pi foi de 8,9.
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Tabela 9. Resumo final das condices cromatograficas do método analitico para determinagédo de
Tramadol e metabdlito M1 (O-desmetiltramadol) em plasma de jiboias por CLAE-FL.

CONDICAO DESCRICAO
COLUNA ANALITICA Phenyl-2 Hypersil (150x4,6mm, 5um)
COMPOSICAO DA FM 0,01 M Dibéasico Sodium phosphale dibasic anhydrous :

Acetonitrila (75:25 v/v)
0,1% trietilamina (v/v) Acido fosforico (pH2,9)

VAZAO DA FM 1,0 ml/min
MODO DE ELUICAO Isocrético
TEMPERATURA(T®) 40°
VOLUME DE INJECAO 20ul

202 Comprimento de onda de excitagéo do tramadol

305 Comprimento de onda de excitacdo da ondansetrona

296 Comprimento de onda de emissdo do tramadol
DETECCAO 365 Comprimento de onda de emisséo da ondansetrona

202 Comprimento de onda de excitagdo do M1

296 Comprimento de onda de emissdo do M1

TEMPO DE RETENQAO Tramadol 6,1minutos
Ondansetrona 8,9 minutos
M1 3,5 minutos

3.3 Seletividade

Na figura 1 estdo representados os cromatogramas das injecGes da fase movel (tampéo:
acetonitrila) nos comprimentos de ondas do tramadol (Ex. 202; Em. 296) e da ondansetrona
(Ex. 305; Em. 365). Na figura 2 estdo representados os cromatogramas da extracdo de um
branco nos comprimentos de onda do tramadol (Ex. 202; Em. 296) e da ondansetrona (Ex. 305;
Em. 365). Na figura 3 estdo representados 0s cromatogramas da injecdo extracdo do plasma
hemolisado branco nos comprimentos de onda do tramadol (296) e da ondansetrona(365). Na

figura 4 estdo representados os cromatogramas da injecdo da solugéo de tramadol, de M1 e de
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ondansetrona na concentracdo C1 da curva. Na figura 5 estdo representados 0os cromatogramas
da injecéo da solugéo de tramadol e de M1 na concentracdo C6 da curva no comprimento de
onda do tramadol (Ex. 202; Em. 296).

Figura 1. A- Cromatograma da injecdo de fase movel (tampdo:acetonitrila) no comprimento de onda
do tramadol (Ex. 202; Em. 296); B- Cromatograma da injecdo de fase moével, pH 2,9
(tampéo:acetonitrila) no comprimento de onda da ondansetrona (Ex. 305; Em. 365).

»ooe
»oe
o

A
S 1

pr

30100 |

A
|
4

A i

b2 8 B 2 8 8 8 3 2

Bo 166 180 200 253 200 M50 488 40 800 560 A0 WS0 TEO 76 MO0 BS0 800 G50 100 9850 1100 1088 1200
[EEh

3 c\ -
i s s min

Fg o

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 2. Cromatograma de amostra extraida de plasma branco de jiboias no comprimento de onda do
tramadol (Ex. 202; Em. 296) (A) e no comprimento de onda da ondansetrona (B) (Ex. 305; Em. 365).
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Figura 3. Cromatograma de amostra extraida de plasma hemolisado branco no comprimento de onda
do tramadol (Ex. 202; Em. 296)(A) e no comprimento de onda da ondansetrona (Ex. 305; Em. 365) (B).
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Figura 4. Cromatograma da injecdo da solucdo de tramadol e de M1 na concentragcdo C1 da curva, no
comprimento de onda do tramadol (Ex. 202; Em. 296) (A). Cromatograma da inje¢do da solucéo de

ondansetrona na concentragdo C1 da curva, no comprimento de onda da Ondansetrona (Ex. 305; Em.
365) (B).
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7

Figura 5. Cromatograma da injecao da solucéo de tramadol e de M1 na concentracdo C6 da curva, no

comprimento de onda do tramadol (Ex. 202; Em. 296).
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3.4 Linearidade

BSOSO MEB0 MSE 1LB0 1050 1200

A linearidade foi avaliada pela inje¢do em triplicata de solugdes-padrdo de tramadol e M1 em

fase movel. As curvas-médias (n=3) de linearidade para os métodos validados e os parametros

dos gréficos estdo representados nas Figuras 6 e 7.

Os cromatogramas sobrepostos sao representativos das injecOes da extracdo de plasma de jiboia

enriquecidos com padrdo de tramadol e M1 em todas as concentragdes na curva de calibragéo

para avaliacdo da linearidade do método no comprimento de onda do tramadol (Ex. 202; Em.

296), representada na figura 8.
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Figura 6. Curva analitica média e parametros referente ao método analitico desenvolvido para
quantificagdo de tramadol em plasma de jiboias proveniente do desenvolvimento de método
empregando-se a técnica CLAE-FL. Cada ponto representa a média de trés determinacdes.

tramadol Y = 0,5132x+0,3037

. R?=0,9992 Parametro Valor
33 Coeficiente angular 0,5132
¥ (@)
51 Coeficiente linear(b) 0,3037
o0 0 2 4 5 8 Coeficiente de 0,9992

concentrago (ug/mL) determinacéo (R?)

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 7. Curva analitica média e parametros referente ao méetodo analitico desenvolvido para
quantificacdo de M1 em plasma de jiboias proveniente do desenvolvimento de método
empregando-se a técnica CLAE-FL. Cada ponto representa a média de trés determinagdes.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 8. Cromatogramas sobrepostos sdo representativos das inje¢fes da extracdo de plasma de jiboia
enriquecidos com padrdo de tramadol e M1 em todas as concentragdes na curva de calibracdo para
avaliacéo da linearidade do método no comprimento de onda do tramadol (Ex. 202; Em. 296).

, Tramadol

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.5 Precisdo e exatidao

A precisdo e exatiddo foram determinadas em dois niveis: intra-dia e inter-dias (2 dias
consecutivos), sendo ambas avaliadas pela anélise dos resultados obtidos das injecGes de

solugdes-padrao previamente descritas nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10. Precisdo e exatiddo calculadas a partir da determinagdo de trés concentracdes
diferentes em um mesmo dia (intra-dia) e em dias consecutivos(inter-dia) para o tramadol
utilizando CLAE-FL.

Exatiddo (%)

183 0
Tramadol Precisdo CV(%) Desvio médio em relacdo ao valor real
(hg/mL) Lr;t(rsa-dla Inter-dia n=12 Intra-dia n=6 Inter-dia n=12
cQB-0,1 9,11 8,56 +3,31 +5,23
CQM -2,5 2,05 4,25 +0,35 +3,89
CQA-50 0,56 5,87 +0,87 +2,63

Tabela 11. Preciséo e exatiddo calculadas a partir da determinag&o de trés concentragdes diferentes em
um mesmo dia (intra-dia) e em dias consecutivos(inter-dia) para o0 M1 utilizando CLAE-FL.

Exatiddo (%)

Precisdo CV(%)

M1 Desvio médio em relacéo ao valor real
(hg/mL) antga—dla Inter-dia n=12 Intra-dia n=6 Inter-dia n=12
CQB - 0,05 6,85 3,84 +7,85 +4,51
CQM-0,8 1,94 2,48 +3,5 +2,21

CQA-128 3,67 5,35 +0,69 +1,84

3.6 Limite de Detec¢do e Quantificacdo

O limite de detecc¢do foi de 0,03ug/mL para o tramadol e 0,03ug/mL para o M1. O limite de
quantificacdo foi pela analise de repetidas injecdes da primeira concentracdo da curva de
calibracdo apresentando exatidao e precisao aceitaveis, sendo, portanto, de 0,1 pug/mL para o

tramadol e 0,05 pg/mL para o M1.
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3.7 Estabilidade dos analitos

3.7.1 Estabilidade de curta duragdo

Os resultados da avaliacdo da estabilidade de curta duragdo das amostras de controle de
qualidade (CQB, CQM e CQA) de tramadol e M1 em fase mével mantidas a temperatura

ambiente por 8 horas estdo apresentados nas Tabelas 12 e 13.

3.7.2 Estabilidade em ciclo de congelamento e descongelamento

Nas Tabelas 14 e 15 encontram-se os resultados da avaliacdo da estabilidade das amostras de
controle de qualidade de tramadol e M1 apds ciclos de congelamento e descongelamento
obtidos pela comparacdo dos resultados das solugbes congeladas a -20 °C por 24 horas com

amostras recém-preparadas.

Tabela 12. Estabilidade de curta duragdo do tramadol em fase movel apos 8 horas em temperatura
ambiente (t°ambiente). Resultados apresentam a média de seis determinacdes.

Amostras recém preparadas Amostras em t° ambiente por 8h
Tramadol 3 3
(ug/mL) g;zg;q::g:o Precisdo Exatidao g;g?ﬁﬂg:g:o Precisdo Exatiddo Desvio*
CV (% % CV (% % %

) ) ml) %) ) (%)
CQOB-
0.10 0,148 9,11 3,31 0,146 571 4,12 -1,35
SOV 246 2,0 035 242 354 687  -1,62
ggA' 4,87 4,21 0,87 4,86 2,65 6,4 -0,20

*Desvio em relacdo a amostra recém preparada
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Tabela 13. Estabilidade de curta duracdo do M1 em fase movel apds 8 horas em temperatura ambiente
(t°ambiente). Resultados apresentam a média de seis determinagoes.

Amostras recém preparadas

Amostras em t°

ambiente por 8h

M1 3 3
(ug/mL) g;zmqg:g:o Precisdo Exatiddo dcégfmggggo Precisdo Exatiddo Desvio *
CV (%) (%) (ug/mL) CV (%) (%) (%)
Co 008 6856 384 0,047 6510 640  -25
OCSM' 0,804 1,945 2,48 0,801 4,950 6,85 -0,373
(ng' 1,741 3,675 5,35 1,680 3,710 2,64 -3,504
*Desvio em relacdo a amostra recém preparada
Tabela 14. Estabilidade do tramadol no plasma apés 24 horas de congelamento a -20 °C. Resultados
apresentam a média de seis determinacdes.
A , Amostras  descongeladas ap6s 24h  de
mostras recém preparadas
congelamento
Tramadol Concentragdo Concentragéo
(Mg/mL) determinaga Precisdo Exatiddo determinaga Precisdo Exatiddo Desvio*
CV (%) (%) (ug/mL) CV (%) (%) (%)
CQB-
0.10 0,103 9,11 3,31 0,107 6,32 3,45 -0,675
SSM' 2,46 2,0 0,35 2,34 8,64 5,48 - 4,87
SOA g 421 087 468 396 648 -390
*Desvio em relacdo a amostra recém preparada
Tabela 15. Estabilidade do M1 no plasma apds 24 horas de congelamento a -20 °C. Resultados
apresentam a média de seis determinacdes.
. Amostras  descongeladas apdés 24h de
Amostras recém preparadas
M1 congelamento
(Mg/mL) g;g?;?g:g:o Precisdo Exatiddo dC:tz?renr;;r:g:o Precisdo Exatiddo Desvio *
CV (%) (%) (ug/mL) CV (%) (%) (%)
“98 0048 6856 384 00451 812 432  -604
ggM' 0,804 1,945 2,48 0,741 4,51 5,64 -7,83
ng' 1,741 3,675 5,35 1,745 6,78 3,45 -0,23

*Desvio em relagdo a amostra recém preparada
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3.8 Andlise da extragao

O M1, o tramadol e a ondansetrona foram detectados aproximadamente aos 3,5; 6,1 e 8,9
minutos. Os cromatogramas de amostra extraida de plasma de jiboias no TO nos comprimentos
de ondas do tramadol (Ex. 202; Em. 296) e da ondansetrona (Ex. 305; Em. 365), respectivamente

estdo representados na figura 9.

O cromatograma de amostra extraida de plasma de jiboias no T2 pela via IV no comprimento

de onda do tramadol e M1 (Ex. 202; Em. 296) esta representado na figura 10.

Os cromatogramas de amostras de plasma de jiboias no T5 pela via IM no comprimento de
onda do tramadol (Ex. 202; Em. 296) e no comprimento de onda da ondansetrona (Ex. 305; Em.

365) estdo representados na figura 11.

O cromatograma de amostras de plasma de jiboias no T9 pela via IM no comprimento de onda
do tramadol (Ex. 202; Em. 296) esté representado na figura 12.

Figura 9. A- Cromatogramas de amostras extraidas do plasma de jiboias no TO no comprimento de onda
da tramadol (Ex. 202; Em. 296). B- Cromatogramas de amostras de plasma de jiboias no TO no
comprimento de onda ondansetrona (Ex. 305; Em. 365).

i

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 10. Cromatogramas de amostras extraidas de plasma de jiboias no T2 pela via IV no
comprimento de onda da tramadol (Ex. 202; Em. 296).
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Figura 11. A- Cromatogramas de amostra extraida de plasma de jiboias no T5 pela via IM no
comprimento de onda do tramadol (Ex. 202; Em. 296); B- no comprimento de onda da ondansetrona
(Ex. 305; Em. 365).
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Figura 12. Cromatogramas de amostras de plasma de jiboias no T9 pela via IM no comprimento de
onda do tramadol (Ex. 202; Em. 296).
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4 DISCUSSAO

Este estudo realizou o desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de um método analitico por
CLAE-FL para determinacdo de tramadol e do metabdlito O-desmetiltramadol em plasma de

jiboias.

Este estudo € pioneiro em realizar esta metodologia em serpentes, utilizando o plasma de Boa
constrictor constrictor como matriz bioldgica para desenvolvimento, otimizacao e validacédo
por CLAE-FL.

N&o foi observado efeito adverso ou algum ébito dos animais apds a administracdo de tramadol
na dose de 5mg.kg™* por via IV ou IM em serpentes deste estudo. Os exames laboratoriais foram

utilizados como critério de inclusdo para atestar a higidez dos animais.

O presente estudo foi possivel devido a parceria realizada com o Laboratério de Controle de
Qualidade da Escola de Farmaécia, que possibilitou o desenvolvimento, a validagéo e a execucao

do método.

A melhor coluna para o método foi a coluna fenil ja que os picos dos analitos obtiveram melhor

resolucdo, este fato deve-se provavelmente porque a coluna teve maior interagdo com oS
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analitos, apresentando um grupo mais polar compativel com as moléculas dos analitos
(Maldaner et al.,2010).

Foram realizadas corridas cromatograficas no aparelho de CLAF-FL até que fossem definidas
condi¢des cromatograficas adequadas, para 0 método analitico. As caracteristicas fisico-
quimicas do tramadol e os fundamentos basicos da teoria de separacdo por CLAE foram

considerados.

A preparacdo da fase movel foi baseada através de revisdo de literatura, a proporgdo de
acetonitrila foi ajustada a partir das corridas cromatogréficas até o ajuste que possibilitou
otimizar a separacéo, sendo a proporcdo (75:25) adequada para o método. Na literatura, para o
desenvolvimento do método para o tramadol, ndo foi relatada o uso desta proporcdo. A
acetonitrila nesta proporcdo proporcionou melhor detectabilidade para determinacdo dos
analitos. Foi utilizado dois modificadores da fase mével como o tampado trietilamina e acido
fosforico para deixar a solu¢do numa faixa de pH adequada e compativel com o pka dos analitos

para que estas ndo sofressem ionizacao (Kukanich e Papich, 2004).

O tempo de retengédo de 3,5 minutos para o M1 foi igual ao encontrado por Kukanich e Papich
(2004). E para o tramadol, o tempo de retencdo foi de 6,1 minutos , proximo aos tempos de
retencdo descritos na literatura quando se emprega a CLAE-FL (Kukanich e Papich, 2004).

A ondansetrona foi o Pi de escolha no estudo embora tenha sido necessario o uso de
comprimentos de onda de emissdo e excitacdo distintos para ela em relacdo ao tramadol e 0
M1, porém todos os analitos foram analisados na mesma amostra. Isso foi possivel devido a
sofisticacdo do aparelho de CLAE-FL.

A ondansetrona possui grupos funcionais polares em sua estrutura quimica , solubilidade em
agua e solventes organicos, 0 que pode ter contribuido para detec¢cdo no nosso método. A
literatura relata que os melhores Pi seriam os produtos deuterados que sdo moléculas que
contém atomos de deutério em vez de hidrogénio em algumas posi¢des, sendo Uteis na

utilizacdo como Pi porque podem ser distinguidos na analise. Porém a desvantagem de utilizar
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esses deutérios € que sdo caros e pouco disponiveis, além de terem que ser muitas vezes

importados e o0 prazo para entrega bastante variavel ( Lemos et al., 2000).

O método desenvolvido mostrou-se especifico, seletivo, simples e de rapido execucdo para 0s
analitos em estudo, ndo ocorrendo interferéncias perceptiveis nos picos de interesse (tramadol,
M1 e do Pi). Os cromatogramas branco hemolisado e ndo hemolisado foram comparados a
cromatogramas da fase movel e da curva de calibracdo comprovando que o método atingiu o
objetivo, detectando apenas um pico de interesse nos respectivos tempos de retencdo dos
analitos principais. Além disso, conseguimos desenvolver um método sob condicéo isocratica
de separacdo de tramadol e M1, o que elimina a necessidade da utilizacdo de gradientes e
multiplas fases mdveis, tornando o método mais facil de aplicar. Os métodos isocraticos
oferecem tempos de analise mais rapidos em comparacdo com os métodos de gradiente, nos

quais a composicao da fase mdvel muda ao longo do tempo ( Jandera e Churacek, 1974).

O método demonstrou ser linear porque o estudo da linearidade permite concluir que o método
desenvolvido esta dentro da faixa de concentracédo proposta para o tramadol (0,1; 0,2; 1,0 ; 2,0;
4,0; 6,0 pg/mL) e para M1 (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 ug/mL). Todas as curvas analiticas
obtidas, construidas utilizando-se as varidveis concentracdo (X, pg/mL) e a razdo das alturas
dos picos dos analitos pelas alturas dos picos do Pi (), foram lineares, com coeficiente de R?
superiores a 0,99, demonstrando linearidade entre as respostas do equipamento e as
concentracOes da curva. Entre o M1 e o tramadol, este Gltimo apresentou melhor linearidade
(0,9992).

Comparando os valores obtidos no presente estudo com o descrito por Kukanich e Papich
(2004) em cées, houve similaridade com bom coeficiente de correlacdo, sendo superior a 0,99,
com todos os valores dentro de 6% da concentracdo verdadeira esperada. O método se mostrou
preciso, com baixo coeficiente de variacdo, atendendo ao objetivo da anélise. Os valores de
CV% total intra-dia e inter-dia variaram entre 0,56 a 9,11 para o tramadol, e 1,94 e 6,85 para
M1, atendendo aos limites estabelecidos pela ANVISA que devem se menores de 15%. Essas
variacOes podem estar relacionadas a preparagdo da fase movel, a rede elétrica do equipamento

e a manipulacéo entre os analistas.
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O método obteve boa exatiddo, ja que se obteve concordancia dos resultados com variacdo em
relagcdo ao valor tedrico inferiores a 6%. Porém observa-se que o método foi menos sensivel
aos métodos encontrados na literatura. A deteccdo de tramadol foi possivel até valores de 0,03
pg/mL para o tramadol e para M1, porém os valores do limite de quantificacdo do método (0,1
e 0,05 pg/mL) foram piores quando comparado com meétodos de outros autores. Sendo que na
literatura, pode-se encontrar concentracdes até mais baixas, isso € uma limitagdo encontrada na
nossa técnica de CLAE-FL por fatores como a energia da lampada utilizada no detector do
equipamento, o que poderia ser superada por emprego de técnica mais sensivel como a
cromatografia acoplada a espectrometria de massas (Pypendop e llkiw, 2008; Giorgi et al.,
2015; Kimble et al., 2021).

As amostras foram estaveis nas condicGes utilizadas para analise permitindo a quantificacdo
dentro dos critérios exigidos para a validacdo analitica. E de salientar a importancia de
futuramente, desenvolver um método analitico mais sensivel para a deteccéo e quantificacdo de
tramadol e M1 em plasma de jiboias para analisar as concentrac@es clinicas de forma mais

prolongada.
5 CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido e analisado por CLAE-FL é uma técnica especifica, seletiva,
simples e eficaz para quantificacdo dos farmacos em concentracGes de até 0,1 pug/mL de
tramadol e 0,05 pg/mL de M1, considerado validado de acordo com o propdsito. Para
quantificacbes abaixo desses valores recomenda-se 0 uso de técnicas mais sensiveis como a

cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas (CLAE-LC/MS).
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CAPITULO Il. FARMACOCINETICA DO TRAMADOL EM PLASMA DE JIBOIAS:
DETERMINACAO DA BIODISPONIBILIDADE ABSOLUTA DO TRAMADOL E O
SEU METABOLITO O-DESMETILTRAMADOL PELA VIA INTRAMUSCULAR.

1 INTRODUCAO

Os opioides sdo analgésicos amplamente utilizados no controle da dor pré, trans e pods-
operatoria em medicina veterinaria. Estas substancias atuam no Sistema Nervoso Central (SNC)
dos animais, inibindo desde a transducdo do estimulo doloroso até a percepcdo da dor e, de
maneira dose e espécie dependente, podem levar a sedacdo (Whittem et al., 2017; Barakat,
2019; Chao et al., 2000; Doss et al., 2021).

A presenca de receptores opioides no SNC de serpentes é um forte indicio que os opioides agem
como analgésicos nesse local modulando ou inibindo a percepcdo dolorosa. Entretanto, a
farmacologia deste grupo € complexa em termos farmacocinéticos, ndo sé pelo fato que os
opioides devem ter a capacidade de se ligar a receptores opioides no cérebro e na medula

espinhal, mas também de chegar até esses tecidos (Whittem et al., 2017).

O tramadol é um analgésico sintético, classificado como um opioide atipico ja que tem
mecanismo de acdo misto, atuando em receptores opioides e inibindo a recaptacdo de
noradrenalina e serotonina. E um farmaco que age em dor leve a moderada de varias etiologias

melhorando a modulagéo central da dor (Barakat, 2019).

O tramadol é biotransformado no figado, no qual a mistura racémica pode ser convertida em
O-desmetiltramadol (M1), que é o principal metabdlito ativo da droga, e N-desmetiltramadol
(M2) que é inativo a partir da acdo da enzima CYP2D6 no hepatocito. O M1 ¢ o principal
responsavel pela analgesia opioide em diferentes espécies (Vettorato et al., 2010; Cagnardi et
al., 2011; Bravo et al., 2017; Barakat, 2019).

Né&o existem estudos , em serpentes, sobre a farmacocinética e biodisponibilidade do tramadol
e nem informagdes a respeito de seu metabolito ativo, M1. A biodisponibilidade é uma medida

quantitativa de quanto do farmaco alcanga a corrente sanguinea do animal para causar efeito
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terapéutico. A avaliacdo do tramadol no plasma, se torna imprescindivel, como uma medida
indireta da sua concentracdo no SNC, mas também para que seja determinada a farmacocinética
deste analgésico e assim apontar um tratamento mais direcionado a estes animais (Chao et al.,
2000; Whittem et al., 2017).

Sendo assim, o objetivo deste capitulo foi realizar a farmacocinética do tramadol, determinar
biodisponibilidade, quantificar o metabdlito ativo M1, a meia vida de eliminacdo, o tempo

residual médio deste metabdlito e apontar as aplicabilidades em serpentes.
2 MATERIAL E METODO

Foram selecionadas 10 jiboias (Boa constrictor constrictor) sadias, machos, reprodutores,
pesando (4,33 + 1,5Kg), provenientes do criatdrio Jiboias Brasil, licenciado pelo IBAMAV/IEF.
Os critério de inclusdo foram definidos de modo que apenas animais que apresentavam
saudaveis ao exame fisico e dentro dos parametros de referéncia para o hemograma, de acordo

com o Laboratdrio Matoso, podiam ser incluidos no estudo.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo
171/2021, cadastrado no Sistema Nacional de Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado - SisGen numero A5BCF84, autorizado pelo Ministério do Meio
Ambiente por meio do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO
nimero 78843-1 e pelos proprietarios do criatorio Jiboias Brasil, criatorio licenciado pelo
IBAMAVJIEF.

O célculo do n amostral foi definido baseado no trabalho de Itami et al. (2016) que comparou
a farmacocinética do tramadol entre cdes jovens e de meia idade. Foi definido a partir deste
trabalho um delta de 22% da média utilizando a area sob a curva de zero ao infinito como a

variavel mais instavel. A formula A =t a.gl * s/\n foi utilizada (Sampaio, 2015).

Os animais foram mantidos em caixas plasticas individuais de tamanhos: 63,1 x 44,1 x 33,1 cm
com capacidade de 68 litros, com pequenos furos para circulagao de ar, com substrato de papel

toalha, trocadas sempre que necessario. O fornecimento de agua era realizado através de potes
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plasticos (bebedouros desenvolvidos para cdes) ad libitum. Essas caixas plasticas eram

identificadas com os nomes dos animais.

Antes da experimentacao, as serpentes eram pesadas, transferidas e mantidas em sala arejada,
destinada a experimentacdo e com temperatura monitorada, mantida na faixa étima para a
espeécie (entre 28 e 30°C). Também foi preconizado 0 mesmo periodo do dia para realizacdo
das coletas de sangue do experimento, iniciando-se sempre as 6h da manhd. O tempo de
washout foi de 45 dias para que a serpente fosse novamente testada (Giorgi et al., 2015). Foi
realizado estudo do tipo crossover 10x2, em que 0s animais recebiam tratamento de tramadol
por via intramuscular primeiro e depois de 45 dias da aplicacdo, os mesmos 10 animais

recebiam o tratamento por via intravenosa, em administracao Unica.

Os animais foram definidos por sorteio aleatorio dentro de um grupo pré-estabelecido pelo
criatério. Todos os animais eram machos em idade reprodutiva com peso médio de 4,33 + 1,5Kg

e que haviam se alimentado a duas semanas antes do inicio do experimento.

Todas as observacdes foram realizadas pelo mesmo observador e estavam em concordancia
com os membros participantes do projeto. A manipulacdo dos animais também foi realizada

pelos mesmos membros, a fim de evitar um maior efeito estressor.

As serpentes elegiveis foram alocadas em dois grupos distintos com presenca de tramadol,
passando por ambos 0s grupos, hum periodo de washout de 45 dias. Sendo, 0s grupos nomeados

como grupo TRIM e grupo TRIV, respectivamente.

Animais sorteados para o tratamento TRIM, receberam 5mg.kg* de tramadol na musculatura
epaxial no final do terco cranial, e os do tratamento TRIV receberam 5mg.kg* de tramadol na

veia paravertebral no final do terco cranial.

Foram coletadas amostras de sangue nos dois tratamentos, TRIM e TRIV. Sendo os tempos
nomeados: 0 (antes da administracdo), tempol (vinte minutos apds administragdo do tramadol);
tempo 2 (quarenta minutos ap0s); tempo 3 (sessenta minutos apds) tempo 4 (cento e vinte

minutos ap06s) T5 (duzentos e quarenta minutos apds) T6 (quatrocentos e oitenta minutos apos);
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T7 (setecentos e vinte minutos apds); T8 (mil e oitenta minutos ap6s) e T9 (mil quinhentos e
sessenta minutos ap6s) como pode ser observado na Tabela 4. Apds esse periodo experimental

a serpente voltava a rotina de origem no criatorio Jiboias Brasil.

O sangue coletado (aproximadamente 1,5 mL de sangue em cada tempo) foram colocados em
tubos contendo EDTA como anticoagulante. Em seguida, eles foram centrifugados a 3000 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante (plasma) foi armazenado em tubos de plasticos e congelados a
-70°C.

No dia da andlise quantitativa do tramadol, amostras de plasma foram descongeladas e

analisadas pela CLAE-FL, conforme descrito no capitulo anterior.

A determinacdo do pico de concentracdo maxima (Cméax) e o tempo que ela foi alcancada
(Tmax) foram obtidas diretamente das concentragbes medidas. A &rea sob a curva de
concentracdo (ASC) que representa a quantidade de medicamento absorvido apds dose Unica
versus tempo (ASCo—t) foi calculada até a ultima mensuragdo (t Gltimo) usando o método
trapezoidal log-linear. A meia vida de eliminacdo (t%2), que é o tempo necessario para que a
concentracdo plasmatica se reduza a metade de um valor inicial, foi determinada pela férmula
0,693/kreal, onde k real é a constante de eliminacdo. A ASCO—o, a ASCM da ultima
concentragdo, o tempo médio residual de zero ao infinito (TMR0—0), 0 volume de distribuigdo
(Vd), o Clarence (CL) e a biodisponibilidade (F %) observados foram determinadas por

equacOes apresentadas no Quadro 1. (Shargel e Yu., 2012; Baggot e Giguere, 2013).
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Quadro 1. Equacdes utilizadas para analise farmacocinética (adaptado de Shargel e Yu., 2012; Baggot
e Giguere, 2013).

Parametro Equacoes

t% (h) 0,693/k

ASCp—o0 (ug/mL x h) AUCo- + Ci /K

ASCMo-t (ug x h 2)/mL 2 ((CeaX Tea) +( CexT)/2) X (Tt - T 1)
ASCM ., (C:ix T/K) + (C/ K)

ASCM (., (ug x h?) /mL ASCMo-t+ ASCMts

Vd (L/kg) Dose/ ASCtotal x K

Cl(L/h/kg) Dose/ASCo—o0

TMRo- (h) ASCMo— / ASCo—00

F (%) (ASCim X Dose v/ ASCi X Dose 1m) x 100

(t%2) meia vida de eliminacdo (ASCo—0) area sob a curva de concentracdo da concentragao zero ao
infinito, (ASCM,—t) area média sob a curva de concentra¢do da concentragdo zero ao ultimo tempo;
ASCM ¢, &rea média sob a curva de concentragdo da concentragdo do ltimo tempo ao infinito; ASCM
0— area média sob a curva de concentragdo da concentracdo de zero ao infinito (\Vd) volume de
distribuicdo, (CL) Clarence, (TMR0—x) tempo médio residual de zero ao infinito (F %)
biodisponibilidade.

3 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros farmacocinéticos foram obtidos por emprego de equacbes modelo
independentes, utilizando o programa Excel®2010 (Microsoft®). A distribuicdo normal dos
pardmetros farmacocinéticos foi verificada utilizando o teste de Shapiro Wilk. Os resultados
foram apresentados como média + desvio padrdo. Foi realizado o teste T para as amostras

pareadas para todas as variaveis, exceto clearence, para qual foi usado o teste de Wilcoxon.

Para avaliacdo do efeito da via de administracdo e de tempo sobre a concentragao de tramadol
e de M1, foi ajustado um modelo linear misto para ambas as variaveis resposta. Foram
considerados os efeitos de tempo, via de administracdo e a interagdo entre eles como efeitos

fixos, e o efeito de animal como aleatério. Posteriormente, foi realizado teste T. O nivel de
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significancia considerado para todas as analises foi de 5%. As avaliacdes foram realizadas por
meio do software R 4.3.0 (R Core Team, 2023).

4 RESULTADOS

Neste estudo, ao avaliar a farmacocinética do tramadol, observamos que ap0s administracéo
intravenosa (V) na dosagem de 5mg.kg™?, a concentracdo plasmatica maxima (Cmax) atingiu
3,39 pg/mL ap6s 40 minutos da injecdo do tramadol (T2). Contrastando com a via
intramuscular (IM), no qual a Cmax foi de 2,58 pg/mL, sendo alcangada no mesmo intervalo
de tempo, T2. Para uma visualizacdo detalhada das alteracdes na concentracdo plasmatica do
tramadol em relacdo ao tempo, apds administracdo por ambas as vias, elaboramos as curvas de

perfil médio. Estas estdo devidamente ilustradas na Figura 13.

Figura 13. Perfil médio de concentracdo plasmatica de tramadol versus tempo para a administracao
intravenosa e intramuscular de tramadol na dose de 5mg.kg(n=10).
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Neste estudo farmacocinético do tramadol na dose 5mg.kg™, observou-se que a meia vida de
eliminacdo (t%2) para a administracdo intravenosa foi de 17,32 + 7,55 horas e pela via

intramuscular foi de 19,96 * 8,34 horas. Ao avaliar a ASCo—«( Hg.h/ml) , os valores obtidos
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foram 22,31+ 7,71 e 13,61 £ 6,49 para as vias intravenosa e intramuscular, respectivamente
(Tabela 16). Adicionalmente, os valores de TMRo—oo(h) ap0s injecdo de tramadol na dose
5mg.kg™* administradas por via intravenosa e intramuscular foram 12,38 + 8,3 e 9,29 + 5,24,
respectivamente (Tabela 16). Todos esses resultados, assim como o0 Vd (L/Kg), o Cl (L/h/Kg)
e a biodisponibilidade do tramadol na dose 5mg.kg™ ,por via intramuscular, estio registrados
na Tabela 16.

Tabela 16 . Parametros farmacocinéticos do tramadol, média * desvio padrdo, na dose 5mg.kg ap6s

administracdo por via intravenosa e intramuscular em jiboias.

Parametros Intravenoso Intramuscular
Cmax(ug) 3,39 2,58
ASCo_s( hg.h/ml) 22,31+7,71 13,61 + 6,49

tY2(h) 17,32+ 7,55 19,96 + 8,34

Vd (L/Kg) 5,60 + 1,69 10,58 + 2,91

Cl (L/h/Kg) 0,22 (0,15 - 0,26) 0,36 (0,25 - 0,40)

TMRo—.(h) 12,38 + 8,3 9,29+5,24
F(%) - 61

(Cmax): concentracdo maxima; (ASCo—0) area sob a curva de concentragdo da concentragdo zero ao
infinito; (t¥2)meia vida de eliminacéo, (TMRy—o0) tempo médio residual de zero ao infinito, (Vd)
volume de distribuicdo, (CL) Clarence; (F %) biodisponibilidade.

Para 0 metabdlito M1 a concentracdo maxima (Cméax) e o tempo que ela foi alcancada (Tmax)
foram registrados assim como a t%, ASCo—..e TMRo—. Para o M1, a Cmax foi de 0,59 pg/mL
apos 40 minutos da injecdo do tramadol por via IV (T2). E na administracdo por via IM de
tramadol, a Cméax de M1 foi de 0,58 pg/ml apés 4 horas da injecdo do tramadol (T5). As curvas
de perfil médio de concentracdo plasmatica versus tempo ao longo do experimento para a
administragdo intravenosa e intramuscular de tramadol na dose de 5mg.kg™* foram apresentadas
na Figura 14.

Para 0 M1, apds injecdo de tramadol na dose 5mg.kg-1 administradas por via intravenosa e
intramuscular, a meia vida (t¥2) foi de 35,66 + 10,85 por via intramuscular e de 49,89 + 10,8
por via intravenosa. Apds injecdo de tramadol na dose 5mg.kg-1 administradas por via
intravenosa e intramuscular, os valores de ASCO—oo( png.h/ml) foram respectivamente 36,32 +

19,72 e 48,80 + 16,04. Os valores TMR0—oo(h) foram 77,46 + 0,74 e 97,99+ 3,84 (Tabela 17).
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Figura 14. Perfil médio de concentracdo plasmatica de metabolito (M1) versus tempo para a
administracdo intravenosa de tramadol e intramuscular de tramadol na dose de 5mg.kg™(n=10).
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Tabela 17. Parametros farmacocinéticos do M1, média + desvio padréo, na dose 5mg.kg™ apds

administracdo de tramadol por via intravenosa e intramuscular em jiboias.

Parametros Intravenoso Intramuscular
Cmax(ug/ml) 0,59 0,58
ASCo—oo (ug.h/ml) 36,32 + 19,72 48,80 + 16,04
t% (h) 35,66 + 10,85 49,89 + 10,8
TMRy—o(h) 77,46 £ 0,74 97,99+ 3,84

(Cmax): concentracdo maxima; (ASCo—0) area sob a curva de concentragdo da concentragdo zero ao
infinito; (t2)meia vida de eliminacéo, (TMRy—o0) tempo médio residual de zero ao infinito.
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DISCUSSAO

Este estudo avaliou a biodisponibilidade e farmacocinética da administracdo de tramadol na
dose de 5mg.kg™ pelas vias IV e IM. A quantificacdo do metabdlito, assim como a t% (h) e 0
TMRo—o0(h) foram definidos.

Este estudo € pioneiro em realizar esta metodologia em serpentes. Em répteis, o tramadol foi
pouco estudado e realizar a farmacocinética do tramadol em serpentes, quantificando o seu
principal metabdlito, o M1, é também algo inédito. A dose de 5mg.kg™ utilizada, assim como,
a via intramuscular de administracdo deste farmaco também néo foram relatadas em serpentes,

por isso a importancia de pesquisa-la nestes animais.

O tramadol vem sendo bastante utilizado na pratica clinica de répteis como analgésico para o
tratamento da dor leve a moderada devido a sua acdo mista: opioidérgicas, noradrenérgica e
serotoninérgica. E um dos farmacos indicados para o tratamento multimodal da dor (Barakat,
2019). E em algumas espécies como cées e felinos, tem sido demonstrado o efeito analgésico
(Kukanich e Papich, 2004; Cagnardi et al., 2011; Cagnardi et al., 2014).

As caracteristicas farmacocinéticas como boa absorc¢do, biodisponibilidade elevada e grande
volume de distribuicdo. E as caracteristicas farmacodindmicas como auséncia de efeitos
cardiorrespiratérios em doses usuais, documentadas em algumas espécies, encorajam a

utilizacdo deste farmaco em répteis (Baker et al., 2011; Giorgi et al., 2015; Norton et al., 2015).

No intuito de estabelecer uma relacdo entre as doses utilizadas previamente nas diferentes
espécies de répteis (Giorgi et al., 2015; Gris, 2018) e de observar uma possivel similaridade no
padrdo farmacocinético em Boa constrictor, além de verificar por meio de inspegdo fisica se a
administracdo do farmaco ndo causa alteracdo no comportamento e na taxa de mortalidade dos
animais selecionados, optamos por uma dose de tramadol por via intramuscular na dose de
5mg.kg?* (Baker et al.,2011; Giorgi et al., 2015; Norton et al., 2015).

Os estudos farmacocinéticos apresentam diversos fatores que justificam diferentes mensuractes

do farmaco principal e dos metabolitos, como dos pardmetros analisados. Fatores como
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diferencas entre espécies, interespécie e metodologias aplicadas em cada estudo devem ser
levados em consideragédo para comparagdes dos resultados encontrados. No nosso estudo, todos
0s animais utilizados eram machos em idade reprodutiva, a fim de minimizar a variabilidade

entre os individuos.

Os animais eram higidos e apresentavam escores corporais adequados. Existem grandes
variacGes hematoldgicas entre os representantes, a estacdo do ano , 0 sexo e grau de estresse
também podem exercer influéncia nestes indices, sendo assim os exames hematoldgicos foram
realizados apenas como critério de inclusdo e atestar a higidez dos animais (Quadrini et al.,
2018; Martins e Braga 2023).

Né&o foi observado efeito adverso, como a regurgitacdo, e nem morte apos a administracéo de
tramadol na dose de 5mg.kg™* por via IV ou IM em serpentes deste estudo. Foi observado que
no T9, 6 jiboias que receberam tramadol por via intravenosa, ficaram durante a captura e
contencdo tranquilizadas, demonstrando menor menor reacdo de fuga a captura, menor tempo
de reacdo em se enrolar durante a captura e menor movimentacdo na coleta de sangue. Este fato
pode estar relacionado ao efeito prolongado do tramadol em répteis (Giorgi et al.,2015) que
neste tempo, em nosso estudo apresentava por via intravenosa concentracdo média de

0,15ug/ml enquanto por via intramuscular a concentracao média foi de 0,04ug/ml.

Apdbs administracdo intravenosa de tramadol, este farmaco foi detectado e quantificado em até
26 horas de analise. O metabdlito M1 foi analisado até 26 horas ap6s aplicacdo do tramadol,
ultimo tempo de coleta de sangue. Uma das limitaces do nosso método, foi na detecgdo do
tramadol ap0s essas 26h. Pela Figura 13, podemos visualizar que o perfil médio de concentragédo
plasmatica de tramadol se encontra no seu limite mais baixo de deteccéo, nos indicando que em
coletas posteriores ndo haveria quantificacdo do farmaco. Além disso, pode-se perceber que o
desvio padrédo dos animais, neste tempo, estd bem alto demonstrando a variabilidade entre os
individuos. Para um primeiro estudo e analise dos dados, assim como recursos limitados e
tempo habil para a otimizacdo e validagdo do método e atrasos nas importacGes dos analitos

padréo foi determinante para que as analises fossem apenas ate 26h.
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O presente estudo foi possivel devido a parceria realizada com o Laboratério de Controle de
Qualidade da Escola de Farmacia, que possibilitou a realizacao da farmacocinética do tramadol
por via intramuscular na dose de 5mg.kg?, além da quantificacdo do metabdlito M1 e dos

parametros farmacocinéticos como a meia vida de eliminacéo e o tempo residual médio do M1.

A eficacia analgésica pela acdo opioide do tramadol em mamiferos € mais relacionada a
producdo do metabdlito M1, do que pela inibicdo da recaptacdo da noradrenalina e serotonina
até o momento ( Grond e Sablotki, 2004; Haage, 2018; Kimble et al., 2021). Desta forma é
importante saber que as serpentes conseguem produzir este metabdlito. Para que haja a
formacdo do M1, a biotransformacéo esta diretamente relacionada a espécie animal e a fungéo
hepética do individuo, além dos polimorfismos do alelo CYP450, que podem alterar parametros

farmacocinéticos como velocidade de sua biotransformacao (Ruel e Steagall, 2019).

Atualmente, existem alguns estudos demonstrando a farmacocinética e farmacodindmica do
tramadol, pelas vias oral e intramuscular, mas com resultados analgésicos diferentes entre as
espécies, sendo o metabolito M1 o responsavel pela eficacia analgésica na ordem Testudine,
principalmente em quelonios (Norton et al., 2015; Giorgi et al., 2015). A Cmax do tramadol
para promover analgesia ainda ndo foram definidas em répteis. Em humanos a concentracao
plasmatica minima efetiva ja relatada de tramadol e M1 foi de aproximadamente 100 a 500
ng/mL para o tramadol e 36 a 84 ng/mL para o M1 (Kukanich e Papich, 2004; knych et al.,
2013; Benitez et al., 2015; kimble et al., 2021). Em nosso estudo, uma Unica dose de 5mg.kg™
de tramadol administrada por via IV produziu uma Cmax de tramadol de 3,39 pg/mL (3390
ng/mL) e de M1 de 0,59 pg/mL (590 ng/mL), (Kukanich e Papich, 2004; knych et al., 2013;
Benitez et al., 2015; kimble et al., 2021).

Comparando nossos valores com o trabalho de Giorgi et al. (2015), que apds administracdo de
10mg/kg de tramadol em Trachemys scripta scripta por via intramuscular, obteve uma Cmax
de 58,22 e 3,29 pg/mL de M1, neste estudo, na ordem ofidia, foi obtido uma concentracdo
menor do que esperado de tramadol e M1, mas, em relagdo a biotransformacdo de tramadol, o
M1 foi muito mais produzido em serpente, se comparamos com a biotransformacgéo em tigre

d’agua de barriga amarela. Sendo assim podemos inferir que, da mesma forma que cées
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produzem menor quantidade de metabdlito que gatos porque tém menor quantidade de enzimas
da familia CYP2D15 que transformam o tramadol em M1 , Trachemys scripta podem possuir
menores quantidades de enzimas que as serpentes, além disso a metabolizacdo tecidual do
farmaco pode ser diferente entre os representantes (Corado et al., 2016; Obeng et al., 2017;
Perez et al., 2018; Ruel e Steagall, 2019).

Segundo Barker et al.(2011), apos estudo clinico com tigre d’agua de orelha vermelha, a
administragio de tramadol por via oral na dose de 5mg.kg?, ja seria suficiente para causar
analgesia térmica. No nosso estudo, o tramadol aplicado por via intramuscular produziu uma
Cmax de 2,58ug/mL. Gris (2018) apds administracdo 5mg.kg™? de tramadol por via IV em
jabutis-piranga encontrou Cmax de 0,65ug/mL de tramadol. Ja& para via IM foi de 0,128 pug/mL,
ndo sendo relatado efeito antinociceptivo da administracio de 5mg.kg™ por via intravenosa,
nem mesmo na dose de 10mg.kg™? por via intramuscular. Diante disso, podemos observar que
jabutis- piranga podem ter uma biodisponibilidade menor que serpentes e a metabolizacao

tecidual pode ser alta, quando o tramadol € aplicado por via IM.

Apo6s 26h da administracdo de tramadol, ainda se observou que a concentracdo de M1
permaneceu alta, umas das limita¢6es do trabalho. Coletar amostras de plasma em momentos
posteriores a 26 horas forneceria uma determinacdo mais precisa do perfil plasmatico de M1.
No entanto, devido ao tempo necessario para importar o padrdo do metabdlito e a quantidade
de sangue coletada por animal utilizada na determinacéo e validacdo do método, adicionar mais
coletas ultrapassaria a porcentagem de sangue indicado por peso vivo ( Quadrini et al., 2018).
Isso ocorre porque exceder a quantidade recomendada de coleta de sangue por peso vivo pode
prejudicar a saude do animal e atrapalhar o potencial reprodutivo. Além disso, considerando o

bem-estar dos animais reprodutores do criatorio, optamos por ndo realizar coletas adicionais.

A t%, do tramadol que indica quanto tempo leva para a concentracdo no organismo diminuir
pela metade, foi longa. Este fato ja foi relatado em répteis, e que ocorre de maneira diferente
da relatada em cées, gatos e equinos ( Kukanich e Papich, 2004; Pypendop e Ilkiw, 2008;
Cagnardi et al., 2014; Giorgi et al., 2015; Norton et al., 2015). No nosso estudo a t% foi de
17,32 £ 7,55 horas quando aplicado por via intravenosa e 19,96 * 8,34 horas quando aplicado
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por via intramuscular. Valores que podem ser considerados proximos ao comparar com estudos
em jabutis-piranga que receberam tramadol na dose 5mg.kg? por via intravenosa e
intramuscular respectivamente ( 21,22 + 8,74; 32,84 £ 6,41) (Gris, 2018). E em tigres d’agua
que receberam 10mg.kg™ de tramadol por via IM (28,7 + 15,77) (Giorgi et al., 2015). Estes
valores suportam a teoria que o tramadol foi amplamente convertido em metabolito e, portanto,
essa conversao resulta numa diminuicdo da concentracdo plasmatica do composto original e

proporcionaria uma maior taxa de eliminacéo do tramadol (Berezhkovskiy, 2016).

A t%2 de eliminagdo do M1, neste estudo, caiu pouco durante as 26 horas de anélise. Quando o
tramadol foi administrado por via intravenosa a t%2 do M1 foi de 35,66 + 10,85 horas e pela via
IM de 49,89 + 10,8, assim o farmaco alcancaria estado de equilibrio em cerca de 4 a 5 t%,
portanto demoraria aproximadamente 5 dias por via IV e 8 dias por via IM (Shargel e Yu.,
2012). Para que fosse mais preciso a determinacdo da t%2 de eliminagdo, seria necessario coletas
de sangue por mais 24 horas. Podemos inferir que a meia vida longa esta relacionada ao
acumulo de farmaco extraplasmatico, em tecidos pouco perfundidos como os musculos, 0 que
impede a eliminacédo deste pelos rins. E com relagdo a t%2 do M1, além do acumulo em tecidos
extraplasmaticos, como em rins e figado (Pypendop e Ilkiw, 2008), o baixo metabolismo dos
répteis, pode explicar a duracao de eliminagdo do farmaco quando este é produzido em grande
quantidade. Isso significa que o metabolito permanece ativo por mais tempo nos répteis antes
de ser eliminado ( Giorgi et al., 2015; Berezhkovskiy, 2016).

O Vd no presente trabalho foi alto, 5,6 £ 1,69 L/kg pela via intravenosa e 10,58 + 2,91 pela via
intramuscular, corroborando com outros estudos nas diversas espécies (Benitez et al., 2015;
Giorgi et al., 2015; kimble et al., 2021). Em uma analise farmacocinética do tramadol no
organismo humano, pode-se observar simultaneamente um volume de distribuicdo (Vd)
elevado e uma area sob a curva (ASC) também alta. Isso sugere que, apds a administracao, o
tramadol ndo apenas penetra extensivamente nos tecidos, refletindo um Vd alto, mas também
permanece por um periodo prolongado na circulagdo sistémica, indicado pela AUC elevada.
Isso pode ser atribuido as caracteristicas intrinsecas do tramadol, como sua solubilidade, ligacédo

a proteinas plasmaticas e metabolismo ( Klotz, 2003; Skopp, 2004; Reece, 2006).
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Os valores de depuracdo demonstram que a eliminacao do tramadol foi de 0,22 £+ 0,05 Kg/h/L
quando a administracdo pela via IV e, de 0,36 + 0,07 Kg/h/L pela via IM demonstrando que a
eliminacdo do farmaco é demorada. J& esperado visto que estes animais possuem um
metabolismo mais lento, menores taxas de filtracdo glomerular e de reabsorcao tubular. A urina
destes animais também néo € tdo concentrada igual a dos mamiferos, devido a ineficiéncia dos
mecanismos de reabsorcao de agua nos tabulos renais (Giorgi et al., 2015). Giorgi et al. (2015)
encontrou valores ainda menores, cerca de 0,034Kg/h/L em Trachemys scripta scripta apds
administracdo de tramadol em membro anterior. Neste estudo, os resultados corroboram para
dados da literatura, em que o clearance pode ser maior nos escamados em relacdo aos quelénios
(Lai et al., 2015; Hawkins et al.,2019).

O tempo médio de residéncia do tramadol foi de 12,38 + 8,3 horas pela via IV e 9,29 + 5,24
pela via IM demonstrando que pela via IV, a alta concentracdo faz com que o farmaco
permaneca por mais tempo no organismo, o que pode ser ainda justificado pela

biotransformacao geral reduzida que esses animais apresentam.

A biodisponibilidade para a administracdo por via intramuscular encontrada foi de 61%. A
determinacdo da biodisponibilidade absoluta para a administragdo intramuscular, em que se
emprega a avaliacdo do pardmetro ASCo— oo possibilita avaliar a biodisponibilidade de um
farmaco e seus metabolitos. O valor da ASCO— o (pg.h/ml ) para o tramadol foram
respectivamente de 22,31 + 7,71 por via IV e 13,61 + 6,49 por via IM. Para o metabdlito M1
no presente estudo os valores foram de 36,32 + 19,72 e 48,80 = 16,04 de M1. Giorgi et al.
(2015) néo fez a biodisponibilidade do tramadol ao administrar 10mg/kg de tramadol na regido
posterior de Trachemy scripta scripta , mas obtiveram valores de ASCo— o« (ug.h/ml ) de
398,50 £ pg.h/ml de tramadol e 131,64 + 30,72 de M1 maiores que no nosso estudo, isso
demonstra a diferenca entre as ordens, sendo que para Trachemy scripta scripta houve maior

absorcéo do tramadol.

Em serpentes, com base nos resultados demonstrados na Figura 13, o emprego do tramadol
pode ser eficaz pela via intramuscular. Conforme evidenciado, em Boa constrictor constrictor,

o tramadol aplicado por via IM, estatisticamente, mantém a equivaléncia do tramadol por via
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IV no T4 (duas horas apds administracdo). Portanto, a praticidade desta via, assim como a
menor manipulagéo do animal, a menor chance de hematomas, falhas e invasibilidade conferem

vantagens para a administracdo intramuscular.

Com relacdo ao M1, na Figura 14, podemos observar que ha uma significativa formacéo do
metabolito ativo M1 e que este por via IM mantém concentracfes semelhantes a via IV a partir
de T3 até o final do experimento. Além disso, este metabolito é o principal analgésico
relacionada ao tramadol. Neste contexto, para dores crénicas ou dores pos-operatorias, quando
o tramadol é utilizado em associacdo com antiinflamatorios ndo esteroidais, ele aplicado por

via intramuscular pode desempenhar um papel adjuvante na analgesia ( Ruel e Steagall, 2019).

Opioide em tecidos extraplasmaticos, no qual existem receptores opioides espalhados pelo
corpo pode ser interessante do ponto de vista analgésico, uma vez que o tramadol tem acéao
periférica e central. E em dores nociceptiva, inflamatdria e patolégica (Barakat, 2019).

A vantagem de utilizar um modelo independente para calcular pardmetros farmacocinéticos,
conforme demonstrado neste estudo, é que esses parametros podem ser aplicados a qualquer
via de administracdo. Porém, ¢é importante ressaltar que a absorcdo e a eliminagdo do
medicamento devem seguir a farmacocinética linear (Baggot e Giguere, 2013). E importante
destacar também que este estudo foi um estudo farmacocinético, portanto ndo é capaz de
determinar diretamente se uma dose de 5mg.kg* de tramadol causa efeito analgésico real em
serpentes. As concentracGes analgésicas efetivas foram extrapoladas de humanos, caes e outros
répteis para comparar as concentracfes plasmaticas em jiboias j& que a interpretacdo da dor

nesses animais é desafiadora.
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5 CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo sobre a farmacocinética do tramadol em serpentes.

No presente estudo as determinacfes dos parametros farmacocinéticos e a biodisponibilidade
absoluta por via intramuscular do tramadol foi determinada por uma abordagem néo
compartimental. Pode-se concluir que independentemente da via de administracdo em
serpentes, o tramadol € rapidamente biotransformado em M1, resultando em altas

concentragcdes por um periodo prolongado.

A administracdo de tramadol na dose de 5mg.kg™* por via IM pode ser uma boa alternativa em
serpentes, ja que o M1, o principal analgésico opioide do tramadol, foi quantificado em altas
concentracdes no plasma de jiboias e manteve equivaléncia estatistica ap6s um periodo de 1
hora da aplicacéo por via IV, porém sdo necessarios estudos clinicos que correlacionem nossos

achados com a farmacodindmica em serpentes.
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