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RESUMO

Tramadol (TR) é um analgésico opioide utilizado para controle de dor aguda e cronica. Este
analgesico apresenta curta duracao de acao, assim doses repetidas ou infusdo venosa continua séo
necessarias para prolongar seu efeito. Apesar de sua curta duragdo de acdo, TR é uma opcgédo
interessante quando comparado com outros opioides, pois produz efeitos adversos leves. Devido
a estas propriedades, TR foi selecionado para o desenvolvimento de um novo sistema de
liberacdo modificada com geis poliméricos termorreverssiveis de poloxamers (PL). Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar e correlacionar o perfil farmacocinético e farmacodindmico do
TR associado a diferentes combinacgdes de PL em coelhos apds a injecdo subcutanea. Os sistemas
PL-TR foram preparados através de dispersao direta do farmaco (20 mg.mL) em solugdes com
PL 407 (Lutrol ® F 127, BASF) e PL 188 (Lutrol® F68, BASF). As formulacdes utilizadas
foram: F1- TR 2% em solucéo aquosa; F2- PL 407 (20%) + PL 188 (10%) + TR 2%, F3- PL 407
(25%) + PL 188 (5%) + TR 2%; F4- PL 407 (20%) + TR 2%. Foram utilizados 24 coelhos (Nova
Zelandia), divididos em 4 grupos (n=6), que receberam F1, F2, F3 ou F4 por via subcutanea (10
ng.kg™). Amostras de sangue (1 mL) foram coletadas apés 0, 15, 30, 45,60, 90, 120, 180, 240,
300, 360, 420 e 480 minutos da injecdo das formulagdes. As concentracdes plasmaticas de TR e
O-desmetil-tramadol (M1) foram determinadas por espectrometria de massas (LC-MS/MS). Os
pardmetros farmacocinéticos foram calculados como o programa WinNonlin 5.3 (Pharsight
Corporation, CA, US). A avaliacdo farmacodindmica foi feita com a medida dos didmetros
pupilares avaliados com um paquimetro nos mesmos tempos de coleta de sangue. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia para medidas repetidas ou analise de variancia e
comparacdo pelo teste de Tuckey-Kramer (post-hoc), com nivel de significancia 5%. As
concentracdes plasmaticas de TR e M1 foram correlacionadas com os diametros pupilares
obtidos nos coelhos (Pearson). F2 apresentou maiores concentracbes de TR ap6s 180 minutos
quando comparado com as outras formulacdes (p<0,05). Areas sob a curva (ASC) e clearance
obtidas com F2 apresentaram diferencas entre as formulacgdes F1 e F4 (p<0,05). Os valores de CL
de F1 foram aproximadamente duas vezes maiores que os obtidos com F2 (p<0,05). Houve
correlagéo significativa (p<0,05) entre a diminuicdo dos diametros pupilares e as concentragdes
de tramadol e M1 obtidas com a Formulacdo F2 (p<0,05). Assim, diante dos resultados obtidos,
podemos concluir que F2 apresentou perfil farmacocinético caracteristico de liberacdo sustentada
que influenciou uma resposta farmacodindmica mais favoravel que as outras formulagcdes. A
formulacdo F2 aumentou a biodisponibilidade de TR e promoveu efeito bioldgico mais intenso.

PALAVRAS CHAVE: Opidide, tramadol, poloxamers, “drug —delivery”.
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ABSTRACT

Tramadol (TR) is an opioid analgesic widely used for acute and chronic pain. This opioid
presents short duration of action and it is necessary repeated doses or continuous infusion for a
prolonged analgesic action. Despite the short duration of action, TR may be valuable when
compared to other opioids, as it produces mild adverse effects. Due to these properties, TR was
selected for the development of a new drug-delivery system formulation with thermoreversible
poloxamers (PL). Thus, the purpose of this study was to evaluate the pre-clinical
pharmacokinetics (PK) and pharmacodynamics (PD) induced by these new formulations of TR in
thermoreversible gels. The poloxamer-tramadol systems were prepared by direct dispersion of the
drug (20 mg/mL) in solutions with PL 407 (Lutrol ® F 127, BASF), PL 188 (Lutrol® F68,
BASF). The formulations used in this study were: F1- TR 2% in aqueous solution; F2- PL 407
(20%) + PL 188 (10%) + TR 2%; F3- PL 407 (25%) + PL 188 (5%) + TR 2%; F4- PL 407
(18.5%) + PL 403 (1.5%) + TR 2%; F5- PL 407 (20%) + TR 2%. New Zealand White rabbits
(2500-3000g) were divided in four groups (n=6) and treated by subcutaneous route with F1, F2,
F3 or F4 (10 ng.kg-1). Blood samples (1 mL) from an ear vein were collected pre dose (0 min)
and at 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 and 480 minutes after the injection of
formulations. TR plasma levels were determined using a mass spectrometer (LC-MS/MS). The
PK parameters were calculated using WinNonlin software version 5.3 (Pharsight Corporation,
CA, US.). PD evaluation was performed with the measurement of both pupils’ diameters using
calipers in the same periods of blood collection. Data were submitted to statistical
(ANOVA/Tukey-Kramer, p<0.05) analysis. TR and M1 plasma levels were correlated (Perason
correlation) with pupils diameter. F2 showed higher TR plasma than all other formulations after
180 minutes and presented lower M1 concentrations at almost all evaluated periods (p<0.05).
Areas under the curve (ASCO0-480 e ASCO0-x) and clearecance of F2 presented differences
compared to F1 (p<0.05). F2 presented significant correlation (Pearson correlation) between the
enhancement of TR and M1 concentrations and the decrease of pupil size (miosis) (p<0.05).
Thus, the association of PL 407 (20%) and PL188 (10%) in F2 was effective to alter
pharmacokinetics and pharmacodynamics effects of TR, since this formulation was effective to
enhance the bioavailability and this effect was correlated with a more intense biologic effect.

Keywords: opioid, tramadol, poloxamer and drug —delivery.
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1. INTRODUCAO
1.1 Controle da dor:

A dor nas suas diversas facetas € um fendmeno de extrema complexidade, tanto do ponto
de vista fisiolégico, quanto psicolégico. A Agéncia Americana de Pesquisa e Qualidade em
Saude Publica e a Sociedade Americana de Dor classificaram a dor como o quinto sinal vital,
devendo ser avaliado como um dos sinais vitais como temperatura, pulso, frequéncia respiratoria
e pressdo arterial (TAMBORELLI et al., 2010). Nos ultimos anos foram publicados mais de
110.000 artigos sobre dor, o que representa mais de 40 novos artigos por cada dia. Ndo se pode
negar que as modernas técnicas de neurofisiologia, biologia molecular e imaginologia,
possibilitaram numerosos e fundamentais avancos do conhecimento em neurociéncias, na
medicina e no estudo da dor (SINGH et al., 2011).

Segundo a Associacgdo Internacional para Estudo da Dor (IASP), a dor é definida como
uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada ou relacionada a lesdo real ou
potencial nos tecidos (CARPENTER; DICKENSON, 2002; LOVICH-SAPOLA et al., 2015). A
dor € uma resposta adaptativa importante que tem como principio a retirada e protecdo do tecido
danificado durante o processo de cicatrizacdo, pode ser considerada como um sintoma ou
manifestacdo de uma doenca ou inflamacdo, mas também pode vir a constituir um quadro clinico
mais complexo (GRACE et al., 2015). Porém em alguns casos a sensa¢do dolorosa tem duragdo
maior que a resolucdo da injuria inicial e perde sua funcdo fisioldgica, caracterizando-se como
dor crénica. A dor clinica é geralmente definida como dor crbnica e neste caso 0s episodios sao
continuos ou recorrentes com duracdo minima de trés meses (FORNASARI, 2014). Na dor
cronica, danos teciduais ou neuronais geram um funcionamento fisiolégico anormal do sistema
nervoso central (SNC) sendo considerada como um processo patolégico (CLARK;
MALCANGIO, 2012). A expressao da dor varia hdo somente de um individuo para outro, mas
também de acordo com as diferentes culturas. Além de gerar estresses fisicos e emocionais para
0s doentes e para 0s seus cuidadores, a dor é razdo de fardo econémico e social para a sociedade.
Neste caso, ocorre sinaliza¢do bidirecional entre neurdnios e células imunocompetentes do SNC
como as células da glia que se proliferam e contribuem para sensibilizacdo central
(KRAYCHETE et al., 2016).
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A dor pode ser classificada como aguda, crdnica e recorrente, de acordo com sua duragéo
(CARPENTER; DICKENSON, 2002; LOVICH-SAPOLA et al., 2015). A dor aguda se manifesta
transitoriamente durante um periodo relativamente curto, de minutos a algumas semanas,
associada a lesdes em tecidos ou Orgaos, ocasionadas por inflamacéo, infeccéo, traumatismo ou
outras causas. Normalmente desaparece quando a causa € corretamente diagnosticada e quando o
tratamento recomendado pelo especialista € seguido corretamente pelo paciente. A dor cronica
tem duracdo prolongada, que pode se estender de varios meses a anos e esta quase sempre
associada a um processo de doenca cronica. A dor cronica pode também pode ser consequéncia
de uma lesdo ja previamente tratada, como a dor ocasionada pela artrite reumatoide, dor do
paciente com cancer, dor relacionada a esforgos repetitivos durante o trabalho, dor nas costas e
outras. A dor recorrente apresenta periodos de curta duracdo que se repetem com freqliéncia,
podendo ocorrer durante toda a vida do individuo, mesmo sem estar associada a um processo

especifico, como a enxaqueca.

O componente fisioldgico da dor é chamado de nocicepcdo, que consiste dos processos de
transducdo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo nocivo
externo. De forma simplificada, pode ser considerado como uma cadeia de trés-neurdnios, com o
neuronio de primeira ordem originado na periferia e projetando-se para a medula espinhal, o
neuronio de segunda ordem ascende pela medula espinhal e o neurdnio de terceira que ascende
para o cortex cerebral. O primeiro processo da nocicepcdo € a decodificacdo de sensacdes
mecanica, térmica ou quimica em impulsos elétricos por terminais nervosos especializados
denominados nociceptores. Os nociceptores sdo terminacdes nervosas livres dos neurdnios de
primeira ordem, cuja funcdo é preservar a homeostasia dos tecidos, sinalizando uma injaria
potencial ou real (KLAUMANN, 2008).

Os neurdnios de primeira ordem sdo classificados em trés grandes grupos, segundo seu
diametro, seu grau de mielinizagdo e sua velocidade de conducdo. Fibras Ao s3o fibras de
maiores diametro, mielinizadas, répida conducdo nervosa, dor aguda e rapida, presente na
musculatura estriada esquelética. Fibras AP sdo fibras de diametro grande, sdo mielinizadas e de
condugdo rapida, presentes na pele e viceras. Fibras Ad de didmetro médio, sdo mielinizadas, a
velocidade de conducdo é intermediaria, modulando a primeira fase da dor, presente na pele,
SNC e viceras. Fibras C, fibras de diametro pequeno, amielinizadas, de lenta conducao nervosa,

presente na pele e visceras ocas. Na auséncia de dano tecidual ou nervoso, as fibras AP somente
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transmitem informacdo referente a estimulos indcuos, como tato, vibracdo e pressdo.
Normalmente, a informagao nociceptiva € transmitida por fibras do tipo C e Ad localizadas na
pele, visceras, vasos sanguineos, peritbneo, pleura, periosteo, tenddo, fascia, capsula articular e
fibras do musculo esquelético (MESSLINGER, 1997; LAMONT et al ., 2000; TRANQUILLI,
2000; MUIR et al., 2001). As fibras Ad sdo responsaveis pela primeira fase da dor, rapida e
forte, do tipo picada séo sensiveis a estimulos mecénicos intensos. As fibras C produzem uma
segunda fase da dor mais difusa e persistente e formam, na periferia, receptores de alto limiar
para estimulos térmicos e/ou mecanicos. Existem também fibras do tipo C polimodais que
respondem a estimulos mecénicos, térmicos e quimicos (BESSON, 1997; TRANQUILLI, 2004;
PISERA, 2005).

A agresséo tecidual resulta no acimulo de metabdlitos do &cido araquidénico. A producéo
de prostaglandinas e de leucotrienos leva a degranulacdo de mastocitos e a ativacdo direta de
fibras nervosas, macrofagos e linfécitos. Ha liberacdo de mediadores, como potéssio, serotonina,
substancia P, histamina e cininas. Ocorrem alteragdes na permeabilidade vascular, no fluxo
sanguineo local e producdo dos sinais classicos inflamatorios de rubor, calor, dor, tumor e
impoténcia funcional. Tem inicio o processo de sensibilizacdo periférica com conseqiente

exacerbacdo da resposta ao estimulo doloroso (LAl et al., 2002).

Sinais “dolorosos” podem ser amplificados ou diminuidos. Apds a estimulacdo do
neurénio primario nociceptivo ocorre geracdo e conducdo do estimulo para a medula espinal,
passando por varios caminhos até chegar ao cértex cerebral, onde a sensacdo nociceptiva é
detectada e analisada (processo de percepcdo). O neur6nio sensitivo primario faz a sua primeira
sinapse no corno posterior da medula e o impulso nervoso sobe pela medula e atinge a parte basal
do cérebro, onde faz a segunda sinapse. Os sinais podem se dirigir diretamente para o cortex e
também podem estimular o sistema nervoso neuro-vegetativo gerando sudorese, aumento de
pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca, por exemplo. O estimulo finalmente atinge o cértex,
onde acontece a integracdo da rede neuronal nociceptiva, ocorrendo, entdo, a percepgdo e
interpretacdo da dor (KLAUMANN et al., 2008). A interpretacdo da dor pode ser modulada, 0s
sinais dolorosos podem ser aumentados ou dimiuidos pela acdo de sistemas inibitorios
ascendentes e descendentes. O sistema inibitério descendente da dor consiste em areas do SNC
que se interligam com fibras que partem de sistemas corticais em direcdo a substancia cinzenta

periaquedutal (PAG), ricas em encefalinas e receptores opidides e, seguem para areas do bulbo
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rostroventral, especialmente o ncleo magno da rafe (NMR) e os nucleos adjacentes, que, por sua
vez, enviam fibras serotoninérgicas e noradrenérgicas, via funiculo dorsolateral, para o corno
dorsal da medula e o bulbo, terminando principalmente nas laminas I, Il e V, e inibindo os
neurdnios nociceptivos, interneurdnios e tratos ascendentes. Pode-se esperar que 0 aumento da
neurotransmissdo de noradrenalina, serotonina e de opidides possa ser eficaz no controle da dor
(PIRES, 2010). O sistema inibitério ascendente atua nos cornos posteriores medulares um
mecanismo neural que se comporta como uma porta pode controlar a passagem dos impulsos
nervosos transmitidos desde as fibras periféricas até o SNC através da atividade das fibras de
maior didmetr (A-o e A-p) ¢ menor diametro (A-6 e C), e também por influéncias cognitivas. A
atividade das fibras grossas estimulam os interneurénios que inibem a transmisséo para as fibras
finas da dor. (KLAUMANN et al., 2008; PIRES, 2010).

Os sinais nociceptivos sdo transmitidos da periferia por neurénios sensoriais que estao
agrupados aos canais de sodio e canais de potassio. A transducdo dos estimulos nocivos é
iniciada pela despolarizacdo da membrana através da ativacdo desses canais idnicos. Os
potenciais sdo conduzidos ao longo dos axonios das fibras Af e C-nociceptivas, através do corpo
celular, que formam o elemento pré-sinaptico das sinapses centrais da via sensorial para 0 corno
dorsal espinal. Os terminais centrais das fibras AP ¢ C-sinapses com interneurdnios e neurénios
de projecdo nociceptiva de segunda ordem. Os axonios de segunda ordem nociceptiva conduzem
o estimulo para um centro de modulagdo na medula espinhal, através das fibras ascendentes, o
estimlo é conduzido para o ndcleo de tronco encefélico e talamico, transferindo informacdes
sobre a intensidade e duracdo dos estimulos periféricos nocivos. Os neurdnios de terceira ordem,
na regido do tdlamo onde ocorre a codificacdo e a modulacdo descendente da dor, incluindo a
medula ventromedial rostral (Grace et al., 2014). A FIGURA 1 mostra as vias de processamento

fisiolégico da dor.
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FIGURA 1. Vias de processamento fisiolégico da dor (Retirado de Grace et al., 2014).

Apesar de inimeras terapias de analgesia, com diferentes medicacGes (opidides, anti-
inflamatérios, barbituricos e anestésicos locais) (ARAUJO, 2010; KRAUSE et al., 2016), o
controle da dor ainda € um desafio. A maior parte destas modalidades de analgesia apresentam
limitacbes como curta duracdo de acdo, e necessidade de inumeras administracfes
(MACINTYRE et al., 2011).

Os anestésicos locais (AL) sdo classificados como substancias quimicas, capazes de
bloquear de forma reversivel a transmissdo do estimulo nervoso do local de aplicagdo, inibindo a
percepcao das sensacOes, especialmente a dor, e preservando a motilidade e motricidade, sem que
ocorram danos ou alteragdes nos niveis de consciéncia (KATZUNG, 2007; MASCARENHAS et
al., 2011; DE PAULA et al., 2012; VERLINDE et al., 2016). Logo ap6s um estimulo doloroso,
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ocorre a abertura rapida dos canais de sddio regulados por voltagem e aumento da condutancia do
fon Na" através destes canais, despolarizando a membrana neuronal (BEIRANVAND et al.,
2016). O AL liga-se a estes canais de sodio e estas ligacBes impedem a despolarizacdo da
membrana neuronal e a propagacdo do potencial de acdo excitatorio, 0 que tem como
consequéncia a paralizacdo da transmissdo do estimulo (GRILLO et al., 2010; PAYANDEL et
al., 2012; ISIDORO et al., 2014; CATTERALL; SWANSON, 2015). A maioria dos AL tem acéo
vasodilatadora, 0 que aumenta a absorcdo sisttmica e diminui sua duracdo de acdo. Esta
caracteristica diminui sua acdo e aumenta sua toxicidade sistémica, como os AL se ligam aos
canais de sodio atuam também no musculo cardiaco e no tecido nervoso, gerando efeitos toxicos
(DRAGOO et al., 2011; WOLFE AND BUTTERWORTH, 2011; KHOSRAVI et al., 2011,
SCARPARO et al.,, 2016). ALs sdo uteis em bloqueios regionais, na inducdo de analgesia
operatoria e/ou pos-operatdria, no tratamento da dor aguda e crbnica (BECH et al., 2016;
HAMILTON elat., 2016; VAN DEN BEUKEN-VAN EVERDINGEN et al., 2016).

Os analgésicos/anti-inflamatdrios  (anti-inflamat6rios  ndo-esteroidais- AINES e
glicocorticoides- GC) atuam essencialmente na diminuicdo da hiperalgesia consequente a
liberacdo de interleucinas, interferons e prostaglandinas. Esses farmacos sdo Uteis no controle da
dor de intensidade baixa ou moderada, associada a inflamac&o ou leséo tecidual (artrites, bursites,

cefaléias e dismenorréias).

Estimulos de natureza fisioldgica, farmacolégica ou patoldgica, nas membranas celulares,
podem ativar receptores de membrana, acoplados a uma proteina G e a partir desta ligacdo, ativa-
se a fosfolipase A2. Faz parte deste complexo ainda, um aumento da concentracdo de calcio no
meio intracelular. A fosfolipase A2 hidrolisa os fosfolipidios da membrana, liberando o &cido
araquidonico. Este acido é entdo utilizado como substrato para duas vias enzimaticas, a das
cicloxigenases (COX), que desencadeiam a sintese das prostaglandinas (PGS) e dos
tromboxanos, e a via das lipoxigenases, responsavel pela sintese dos leucotrienos. O local de
atividade das COX é um canal hidrofébico que se encontra associado a membrana. A sintese das
PGS inicia-se com as COX catalisando a adi¢do de oxigénio molecular ao acido araquiddnico,
formando-se um produto intermediério, a prostaglandina G2 (PGE2). Dois sistemas efetores que
atuam a partir da liberacdo de segundos mensageiros sdo associados & acdo de prostaglandinas.

Um é o da adenilato ciclase, cuja ativacdo estimula a sintese do AMPc (adenosina 37,5 -
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monofosfato ciclico). As PGs, ativam a adenilato ciclase aumentando a concentracdo do AMPCc.
Outro sistema efetor é o da fosfolipase C, que por acdo das PGs, aumenta a formagdo de
diacilglicerol e trifosfato de inositol, resultando na ativacdo em cascata de proteina quinases, e
elevacdo de calcio intracelular (PRECLIK, et al., 2008; WELHAM, 2017). As prostaglandinas
participam de diversas a¢fes metabolicas, processos fisioldgicos e patologicos, vasodilatacdo ou
vasoconstri¢do, hiperalgesia, contracdo ou relaxamanto da musculatura brénquica e uterina,
hipotensdo, ovulacdo, aumento do fluxo sanguineo renal, protecdo da muscosa gastrica e inibicao
da secrecdo acida no estdbmago, resposta imunoldgica (inibicdo da agregacdo plaquetaria),
regulacdo de atividade quimiotaxica, progressdao metastética, funcdo endocrina e outras. As
prostaglandinas sdo ainda produzidas no SNC, em vasos e neurdnios, participando dos
mecanismos de sono e despertar; recentemente também foram apontados como participantes nos

processos de doencas como a esclerose multipla e o mal de Alzheimer (WELHAM, 2017).

Os AINES atuam através da inibicdo das enzimas cicloxigenases (COX), impedindo a
conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos, envolvidos
no processo inflamatdrio e na sensibilizacdo dolorosa central e periférica (BAVARESCO, et al.,
2005; HAVERY, 2011; WELHAM, 2017). Os AINEs pertencem a classe de medicamentos mais
comumente utilizados no tratamento de doencas inflamatérias, uma vez que sdo eficazes no
tratamento da dor, febre (rubor) e edema, sinais que surgem como consequéncia da liberacdo dos
mediadores inflamatérios (CARVALHO, 1998; FERREIRA, 2002). Esta acdo dos AINEs é dose
Iresposta limitada, ou seja, 0 aumento na dosagem administrada ndo proporciona analgesia
suplementar, aumentando a incidéncia de efeitos colaterais (BASSANEZI et al., 2006;
BATLOUNI, 2010).

A acdo analgésica e antiinflamatéria dos glicocorticoides (GCs) ocorre devido a acdo
inibitéria da atividade da fosfolipase A2, enzima responsavel pela degradacdo de &cido
araquidénico e consequente producdo de prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos. Os
esterdides antiinflamatorios inibem a fosfolipase A2 indiretamente através da inducdo da
liberagdo de uma proteina inibitoria da fosfolipase. Outro mecanismo de agdo dos
glicocorticoides é através da ativagdo de receptores citoplasméticos para glicocorticdides que
regulam a transcrigdo de alguns genes de resposta primaria, incluindo os que expressam uma

cicloxigenase (COX-2) e o Oxido nitrico sintetase. O complexo esteroide-receptor também é
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capaz de promover inibicdo da transcricdo de um grande numero de citocinas envolvidas na
inflamacédo cronica, destacando-se principalmente a interleucina-1 (IL-1) e o fator o de necrose
tumoral (TNF-a) (ANTMAN, 2007). Os GC promovem uma repressao da sintese dos receptores

das interleucinas-2 (I1L-2).

A acdo inibitoria da liberagdo de citocinas hiperalgésicas pelos macrofagos e outras células
explica a eficacia dos GC no tratamento da distrofia sinaptica reflexa e na dor produzida pelo
herpes zoster, seja pela administracdo local, oral ou peridural (PRECLIK et al., 2008). Os
glicocorticdides também sdo utilizados na terapéutica, com varias finalidades, principalmente na
terapia de reposicdo hormonal (problemas no cértex supra-renal), terapias de imunossupressao,
terapia antialérgica e antiinflamatéria. Nos tratamentos anticancer, os glicocorticdides, também,
tém sido muito utilizados, e associados a outros medicamentos. Inibem manifestacdes tanto
iniciais quanto tardias da inflamacéo, isto é, ndo apenas a vermelhid&o, o calor, a dor e 0 edema
iniciais, mas também os estagios posteriores de cicatrizacdo e reparo de feridas na inflamacéo
cronica. Este farmaco possui atividade sobre todos os tipos de reacdes inflamatdrias, sejam elas
causadas por patdgenos, por estimulos quimicos ou fisicos ou na doenca auto-imune. Seu uso
também é aplicado para suprimir a rejeicdo de enxertos, os glicocorticdides suprimem o
desencadeamento e a producdo de uma nova resposta imune mais efetiva do que uma reposta ja

estabelecida, na qual ja ocorreu proliferacdo clonal (BAVARESCO et al., 2005).

Apesar de serem ferramentas terapéuticas Uteis, os GC apresentam efeitos adversos, como
ganho de peso, acumulo de gordura principalmente em regido abdominal, baixa imunidade,
aumento da pressdo arterial, fraqueza muscular, (LONGUI, 2007) o que limita seu uso
(CAMPAGNOLO, 2008). Estes efeitos adversos ocorrem pela interferéncia dos GCs no
metabolismo geral do organismo, estes sdo capazes de reduzir a captacéo e utilizacdo da glicose e
aumentar a gliconeogénese, desencadeando aumento de glicemia, com consequente glicosdria,
além de aumentar o catabolismo e reduzir o anabolismo protéico. Outros efeitos adversos da
terapia com glicocorticoides séo a redugdo da absorcdo de célcio no trato gastrintestinal e o
aumento da excrecdo deste cation pelos rins, podendo contribuir para que ocorra a osteoporose.
Alteram o metabolismo e a redistribuicdo das gorduras, caracteristica da sindrome de Cushing,
um freqliente efeito adverso da terapia com glicocorticdides (PUNCHARD, 2004; BAVARESCO
et al., 2005).
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1.2 Analgésicos opidides

Os opiaceos sdo substancias obtidas do Opio, a partir do suco extraido da planta Papaver
Somniferum. Podem ser classificados como: opidceos naturais (quando ndo sofrem nenhuma
modificacdo como a morfina, codeina), opiaceos semi-sintéticos (quando sdo resultantes de
modificacOes parciais das substincias naturais (como a heroina) ou opidides quando s&o
totalmente sintéticas.  Todas elas tém um efeito analgésico e um efeito hipndtico
(MANCHIKANTI et al., 2011). Por ter estes dois efeitos estes farmacos também sdo chamados
de narcéticos. Podem ser administrados por via oral, ou ainda sdo usados por injecdo
intramuscular, intravenosa ou peridural. As formas injetaveis sdo de uso restrito hospitalar
(SINGH et al., 2011). Estes farmacos, também podem ser classificados como: agonistas opidides
puros (morfina, heroina e a codeina), agonistas parciais (nalorfina e levalorfan) e antagonistas
opi6ides (naloxona) (KIMURA et al., 2012; SZKUTNIK-FIEDLER et al., 2014).

Os analgésicos opioides exercem seu efeito terapéutico através da ligacdo com receptores
opioides. Desde sua identificacdo, diversas denominagdes foram utilizadas para os receptores
opidides. A nomenclatura atual, aprovada pela “Unido Internacional de Farmacologia”, para a
identificacdo dos receptores opidide é a seguinte, MOP (receptor peptidico opidide mu), KOP
(receptor peptidico opidide kappa), DOP (receptor peptidico opidide delta) e NOP (receptor
peptidico FQ de nociceptinas orfanina). O receptor sigma ndo preenche todos os critérios para ser
considerado um receptor opidide, por isso, atualmente ndo pertence a essa classe. Existem
diversos subtipos de receptores opioides, sendo dois MOP, trés KOP e dois DOP (NAKAMURA
etal ., 2005).

Opioides naturais sd@o encontrados em plantas (morfina) ou produzidos pelo corpo humano
(opiodides enddgenos). Esses opidides endogenos sdo peptideos que apresentam diferentes
poténcias e afinidades para cada grupo de receptores opidides. Suas a¢@es incluem a modulagédo
da dor e controle do sistema cardiovascular, principalmente em situa¢fes criticas. Embora a
compreensdo de sua farmacologia seja importante, os opidides endogenos nao possuem destaque
clinico (MINAMI et al., 2015). Opioides sintéticos e semi-sintéticos s&o amplamente utilizados

na pratica clinica, especialmente pela sua acdo analgésica. Os peptideos opidides endégenos e 0s
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farmacos derivados de opioides apresentam diferentes afinidades com os diferentes tipos de

receptores opidides de acordo com a TABELA 1(LEPPERT, 2011).

TABELA 1: Opioides e sua seletividade por diferentes receptores opioide.

OPIOIDES MOP
Enddgeno
Beta-endorfina +++
Encefalina +
DinorfinaAe B ++

Nociceptina/orfanina FQ -

Drogas Clinicas

Agonistas
Morfina 4+
Petidina +++
Dimorfina +++
Fentanil F++

Agonistas parciais
Buprenorfina +++
Pentazocina -
Antagonistas
Naloxone +++

Naltrexone +++

KOP

+++

+++

++

++

++

++

++

DOP NOP

+++

+++

++

++

++

+ baixa afinidade; ++ afinidade moderada; +++ alta afinidade; - auséncia de afinidade

(SATOH; MINAMI, 1995; MARTINS et al., 2012).

Os opidides sdo os medicamentos mais prescritos para tratamento de dor de intensidade

moderada a severa, Seu uso € bem aceito em casos de dor aguda e dor cronica (MANCHIKANTI

et al.,, 2011; DAVIS; MEHTA, 2016). Os analgésicos opioides exercem seu efeito terapéutico

mimetizando a acdo de peptideos opiodides endogenos (encefalinas, dinorfinas e B-endorfinas)

sobre receptores opidides ligados a proteina G inibitoria, estdo presentes em tecidos como
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musculatura lisa, sistema nervoso periférico e em diversas areas do sistema nervoso central
(medula espinal, nucleo caudado e amigdala), que modulam as atividades sensitivas, motoras e
psiquicas (SATOH; MINAMI, 1995). O mecanismo de analgesia consiste na ligacdo da proteina
G acoplada ao recetor. Esta ligacao induz a inibicdo da acéo da adenilciclase inibindo a sintese de
ATP ciclico intracelular, e por isso aumenta a condutancia do potassio para dentro da célula
levando a inativacdo dos canais de célcio. Estas ac¢des resultam na reducdo da libertacdo de
neurotransmissores, conforme ilustrado na FIGURA 2 (PRZEWLOCKI, R. 2001).

FIGURA 2. Receptor enddgeno opidide. (Retirado MULLER, JACOBSON, 2011).

A analgesia é uma consequéncia de acdes diferentes que ocorrem no SNC e periférico. A
acao de farmacos opidides, inibe a transmissdao nociceptiva na medula espinal, por atuarem nas
terminacBes pré-sinapticas, impedindo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios. Além
disso, os analgésicos opidides modulam a liberacdo de dopamina nos nucleos da base e tronco
encefalico, ativam o sistema inibitorio rostrocaudal (que modula a aferéncia nociceptiva na
medula espinal), bem como modificam as reacbes emocionais e 0S processos cognitivos

relacionados a dor no sistema limbico e no cortex cerebral (EGUCHI, 2004).
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A administracdo de farmacos opidides é util para tratamento de diferentes condi¢des
dolorosas como no controle paliativo de dor de neoplasias, dores agudas poOs-operaratorias,
traumatismos, queimaduras ou crises agudas de doencas cronicas de origem benignas (hérnias
discais, artroses, artrites, fibromialgia, bursites) (STOICEA, 2015; SACHAEFE, 2016;
YESILYURT, 2016). As dores neuropaticas podem ser resistentes, porém os pacientes referem
discreta reducdo na intensidade e melhora em relagdo ao desconforto gerado pela dor, o alivio da
dor pode ocasionar o sono (CARACENI et al., 2012). Apesar de serem ferramentas Uteis para o

controle de dor, os efeitos adversos desta classe de medicamentos podem limitar o seu uso.

Os efeitos adversos mais comuns induzidos por analgésicos opidides sdo desconfortos
gastrintestinais (como émese), depressdo respiratoria, tolerancia e dependéncia (SMITH; MEEK,
2011). Além disso, 0 uso cronico de opiddes (por mais de 03 meses) promove sérios efeitos
adversos como dependéncia, depressdo, diminuicdo da capacidade cognitiva, hipogonadismo
central, desordens de respiracdo durante o sono, infec¢bes e diminuicdo da capacidade de
cicatrizacdo (DAVIS; MEHTA, 2016).

A toleréncia e dependéncia ocorrem pelo aumento da atividade da adenilato ciclase no
SNC, o que compensa seu efeito inibitdrio agudo sobre a formacdo de AMPc e produz um efeito
de rebote de aumento desta substancia. A administracdo prolongada de opidide aumenta a
quantidade, ndo somente da adenilato ciclase como também de outros mecanismos de sinalizacdo
como, proteina G e canais i6nicos. Desta forma, o uso de opidides, é acompanhado de efeitos de
tolerancia e dependéncia do farmaco (DAHLMAN, 2011).

No sistema respiratorio pode ocorrer depressdo respiratéria mediada pelos receptores MOP
localizados no centro respiratorio do tronco cerebral. Ocorre a diminuicdo na freqliéncia
respiratoria e a dessensibilizacdo dos quimiorreceptores centrais as alteracfes de pressao parcial
de dioxido de carbono. Os quimiorreceptores periféricos mantém sua sensibilidade a hipoxemia,
(SATOH; MINAMI, 1995). Supressdo do reflexo da tosse. Morfina e diamorfina sdo utilizadas
no tratamento da dispnéia paroxistica noturna por causarem sedacdo, reduzirem a pre-carga e
reduzirem o drive respiratorio anormal. A codeina suprime a tosse tanto quanto a morfina, porém

possui menor poténcia analgésica (CHOY et al., 2011).
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No sistema gastrointestinal o aumento do tonus da musculatura lisa e redugdo da motilidade,
resultam em retardo na absor¢do, aumento da pressao no sistema biliar (espasmo do esfincter de
Oddi) e constipacdo. Além disso, a ativacdo de receptores opioides localizados na zona
quimiorreceptora de gatilho bulbar pode desencadear nauseas e vomitos. Os efeitos no sistema
enddcrino incluem a inibicdo da secregdo de ACTH, prolactina e hormdnios gonadotroficos, além
do aumento na secre¢do de ADH (GROND; SABLOTZKI, 2004).

No sistema cardiovascular podem apresentar discreta bradicardia pela reducdo do ténus
simpatico e efeito direto sobre o né sinoatrial, vasodilatacdo periférica causada pela liberagdo de
histamina e reducdo do ténus simpatico que pode levar a hipotensdo, principalmente em casos de
hipovolemia (FODA et al., 2011).

Efeitos oftalmoldgicos a estimulacdo do nucleo do nervo oculomotor mediada pelos
receptores MOP e KOP leva a miose. Alguns opioides desencadeiam a liberagdo de histamina por
mastocitos resultando em urticaria, prurido, broncoespasmo e hipotensdo. O prurido, que se
manifesta principalmente em face, nariz e dorso, € um sintoma mediado pelo SNC e sua
incidéncia aumenta quando opioides sdo administrados por via intratecal. Altas doses de opidide
podem ocasionar rigidez muscular generalizada, especialmente na musculatura da parede torécica

0 que pode interferir na ventilacdo (MINAMI et al., 2015).

Os opidides possuem diferentes propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, portanto
a utilizacdo dessas drogas deve ser individualizada. Em solugdo, os opidides se dissociam em
fracdo ionizada e ndo ionizada em proporc¢do dependente do pH do meio e do pKa do opidide. A
fracdo ndo ionizada é mais difusivel que a ionizada. Em meios &cidos, como o estdmago, 0s
opiodides apresentam alto grau de ionizacdo e baixa absorcdo. Em contrapartida, em meios
basicos, como intestino delgado, ocorre predominio da forma ndo ionizada dos opioides e alta
absorcdo. Porém, muitos opiodides sofrem metabolismo de primeira passagem hepética e
intestinal, resultando em baixa biodisponibilidade oral (FORNASARI, 2014). A elevada
lipossolubilidade dos opidides facilita a sua disponibilidade para a biofase (sitio efetivo), assim
quanto maior a lipossolubilidade, mais réapido o inicio de acdo. Drogas com elevada
lipossolubilidade, maior fracdo ndo ionizada (baixo pKa) e baixo grau de ligacdo proteica

apresentam maior volume de distribuicdo (SATOH; MINAMI, 1995). A maioria dos opioides
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apresenta volume de distribuicdo muito acima do volume de agua corporal. O breve efeito de
baixas doses endovenosas de opidides de curta duracdo (alfentanil, fentanil, sufentanil) se deve a
rapida redistribuicdo da droga, que leva a queda da concentracdo plasmatica e cerebral a niveis
abaixo do seu limiar de acdo. Maiores doses de opidides produzem acdo prolongada no
organismo porque, mesmo apos a redistribuicdo da droga, os niveis plasmaticos sdo mantidos
acima do limiar de acdo da droga e somente ap6s o0 processo de metabolizacdo e eliminacdo os
efeitos serdo reduzidos. Os opidides sdo metabolizados no figado em metabdlitos ativos e
inativos que sdo excretados na urina e bile. Alguns opioides, como a morfina, sdo excretados em
parte pela bile, pois sdo glucoronideos hidrossoltveis. A flora intestinal metaboliza esses
glucoronideos em compostos que podem ser reabsorvidos e direcionados para a circulagao
entero-hepatica. Os opidides com alta lipossolubilidade, como o fentanil, podem entéo se difundir
para 0 estbmago onde o baixo pH leva ao aumento da concentracdo da fracdo ionica (DUARTE,
2005). Mais tarde, esse opidide pode ser reabsorvido para a circulacéo e havera um segundo pico
de acdo. Alguns opiodides podem sofrer metabolizacdo extra-hepatica, como a morfina que
também é conjugada pelos rins e o remifentanil que € metabolizado pelas esterases plasmaticas e
teciduais. O tempo de acdo dos opidides é variavel, porém essas variacbes ndo podem ser

justificadas apenas pelo clearance e meia vida destas drogas (MINAMI, 2015).

1.3 Tramadol (TR)

Embora ndo seja um analgésico opidide novo, o tramadol tem sido redescoberto na terapia
tanto da dor aguda quanto cronica devido ao seu mecanismo de agdo particular, que associa
analgesia eficaz (porém de curta duracéo) e baixa incidéncia de efeitos adversos em relagdo aos
analgésicos opidides classicos, como a morfina e fentanil (DOS SANTOS et al., 2015). O
tramadol é utilizado com frequéncia para tratar dor aguda e crénica, como dor pds-operatoria e
oncologica e dor de intensidade moderada e severa (KIMURA et al.,, 2012; SZKUTNIK-
FIEDLER etal., 2014).

O cloridrato de tramadol (TR) é um opioide sintético, analogo 4-fenil piperidina
sintético da codeina do grupo aminociclohexano e os seus efeitos analgésicos sdo resultantes de
um mecanismo de acdo atipico quando comparado aos outros farmacos da classe. O TR
apresenta afinidade moderada por receptores p e fraca afinidade por receptores k € o. Este

analgesico é considerado um agonista opidide relativamente fraco, apresentando afinidade por
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receptores 1 10 vezes menor que a da codeina e 6000 vezes menor que a da morfina. O
metabolito ativo do tramadol M1 (O-desmetil tramadol) apresenta afinidade de ligacdo com o
receptor pu 300 vezes maior que o composto original, no entanto, esta afinidade ainda é bem
menor que a apresentada pela morfina. Além disso, o TR aumenta o limiar de dor e é
parcialmente blogueado por naloxana ao contrario de outros compostos da classe. Assim, a
ativacdo de receptores opidides parece ser somente um dos componentes do mecanismo de acao
do TR (MINAMI, 2007).

O analgeésico opidide TR é um farmaco de acdo central que possui propriedades agonista
opidide além de inibicdo da recaptacdo de serotonina e noradrenalina, bloqueando as aferéncias
nociceptivas medulares, promovendo contribuicdo significativa a acdo analgésica dessa droga. A
inibicdo da recaptacdo da noradrenalina liberada (Captacdo 1) realizada pelo TR aumenta os
efeitos da atividade nervosa simpatica e da noradrenalina circulante (SOUSA , 2008; SANTOS,
2010). A atuacdo na recaptacdo de serotonina e noradrenalina sdo responsaveis, pelo segundo
mecanismo de acdo analgésico deste opidide, ou seja, seu efeito no sistema inibitorio descendente
(SANTOS, 2010; LEPPERT, 2011; TAKHTFOOLADI, 2015).

As acdes do tramadol nos receptores opidides p e sobre as monoaminas sao sinérgicas no
efeito analgésico. Tem sido observado em estudos clinicos que o TR é uma mistura racémica que
atua de maneira sinérgica para promover analgesia sem que ocorra 0 aumento dos efeitos
adversos, (-) TR inibe mais eficientemente a recaptagdo de noradrenalina, enquanto que o (+) TR
inibe preferencialmente a recaptacdo de serotonina. Apesar da ligacdo com receptores opioides e
seu efeito na recaptacdo de serotonina e noradrenalina estarem bem definidos (SANTOS, 2010;
TAKHTFOOLADI, 2015), o TR ainda exerce seu efeito através da ligacdo com diversos
receptores acoplados a proteina G, inibem adenilciclase e reduzem AMPc, promovem a abertura
dos canais de K* e inibem os de canais i6nicos de Ca na membrana, diminuindo assim atividade
neuronal ou aumentam quando inibem sistemas inibitérios, diminuem liberacdo de
neurotransmissores. O efeito analgésico do tramadol também é influenciado por sua acdo em
receptores a2- adrenérgicos, receptores de 5-HT e receptores de adenosina Al, receptores
nicotinicos e receptores NMDAR (MINAMI et al., 2015). Além disso, estudos clinicos relatam
que TR possui efeito anestésico local quando administrado por via subcutanea, diminuindo a dor
da administracéo do propofol e aumentando efetivamente o tempo de bloqueio do plexo braquial

quando adicionado ao anestésico local que pode ter sua dose diminuida (SANTQOS, 2008).
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Mesmo com estas diferengas de mecanismo de acdo, a poténcia e a duragdo da analgesia
clinica apo6s o tratamento com TR é tdo eficaz quando comparada a codeina, pentazocina ou
dextropropoxifeno (RAFFA et al., 1992; NICHOLSON, 2009). O TR é classificado como um
farmaco de classe 1l, de acordo com a escala de dor da Organizacdo Mundial de Saude é o

segundo farmaco mais utilizado no controle de dor oncolégica (CARACENI et al., 2012).

O tramadol pode ser usado por diversas vias de administracdo: oral, subcuténea,
intravenosa, intramuscular, retal e espinal (GROND; SABLOTZKI, 2004). A incidéncia de
tolerancia e dependéncia do TR € considerada baixa mesmo em tratamento prolongado, os efeitos
colaterais graves, como depressdo respiratoria, taquicardia tem baixa incidéncia. Porém, apesar
de ocorrerem apenas uma pequena porcentagem de pacientes, estes efeitos sdo sérios e ndo
podem ser desconsiderados. Os efeitos adversos promovidos pelo TR com maior frequéncia de
relatados pelos pacientes sdo: nauseas, vomitos, sedacao, sudorese, tontura, constipacdo e dor de
cabeca (LEPPERT 2009; TANAKA et al., 2016).

Com relacdo a farmacocinética, 0 TR apresenta apenas cerca de 20% ligacdo com
proteinas plasmaticas. A biotransformacdo ocorre no citocromo P450 (CYP2D6, CPY3A4 e
CPY2B6), as principais reacGes sdo O e N-desmetilacdo (fase 1), ocorre formacdo de varios
metabdlitos e, dentre eles o metabdlito ativo O-desmetiltramadol (M1). A biotransformacéo
hepética do tramadol resulta em varios metabdlitos, porém apenas o metabélito ativo M1, possui
atividade analgésica, pois tém afinidade pelos receptores opidides u (SOUSA et al.,
2008; TANAKA et al., 2016).

O metabdlito do tramadol O-desmetil tramadol (M1) apresenta atividade analgésica 2 -
4 vezes maior que a do tramadol. Além disso, 0 M1possui maior afinidade para o receptor
opidide p do que o tramadol. Assim, os efeitos analgésicos do TR sdo, em grande parte,

modulados pelo metabolito M1(MINAMI, 2011; COLLER etal., 2012).

O tempo de meia-vida de eliminagdo é de aproximadamente 5-6 horas para 0 TR e de 8
horas para 0 seu M1, a maior parte da excrecdo ocorre por via renal (90%). Em relacdo ao
volume de distribuigdo ap0s da administragdo por via oral e via intravenosa é de 306 e 203L,
apresentando uma alta afinidade pelos tecidos (LEPPERT, 2009; LEPPERT, 2011; VAZZANA
et al., 2015). Apo6s a administracdo oral é rapidamente absorvido, sendo os picos de

concentracdes plasmaticas alcancadas cerca de 2 horas e efeito analgésico méximo de 1 a 4 horas
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apo6s a administracdo do farmaco, porém permanecendo por apenas 3 a 6 horas (MATTIA;
COLUZZI, 2005). A biodisponibilidade apds o uso por via oral é de cerca de 70% e a
farmacocinética é linear na faixa terapéutica de 100 a 300 ng/mL (SZKUTNIK-FIEDLER, et al.,
2014).

Apesar de apresentar baixa incidéncia de reacOes adversas, 0 uso de TR ainda € limitado
por sua curta duracdo de acdo, sendo necessérias varias doses repetidas (a cada 6 horas) ou
infusBes continuas para uma analgesia na duracdo de acéo eficiente (SALMAN et al, 2003; DOS
SANTOS et al., 2015).

1.4 Hidrogéis termorreversiveis de Tramadol

Recentemente varios sistemas de administracdo de farmacos foram desenvolvidos com a
finalidade de melhorar absorgdo, aumentar a estabilidade e duragédo de acdo dos efeitos dos
farmacos. Vérias formulacdes de liberacdo modificada contendo TR foram desenvolvidas para
uso oral, transdérmico, parenteral e como implantes biodegradaveis (SALMAN et al., 2003;
VARSHOSAZ et al., 2006; FODA et al., 2007; KUMAR et al., 2009; AMMAR et al., 2009;
MORALES et al., 2010). No entanto, estas formulacfes apresentam limitacGes farmacotécnicas
relacionadas com manutencdo da homogeneidade e estabilidade dos sistemas. Canada e Estados
Unidos da América (EUA) possuem algumas formulagdes de liberacdo sustentada de tramadol
por via oral, que ja sdo comercializadas. Estas formulacbes sdo: Zytram XL® (2006; Purdue
Pharma, Canada), Ralivia™ (2007; Valeant Pharmaceuticals, Canada; Ultram® ER nos EUA),
Tridural® (2007; Labopharm Inc., Canadd) e Durela® (2012, Cipher Pharmaceuticals, Canada;
Conzip™ nos EUA), (Cipher Pharmaceuticals Inc., Canada) (KIZILBAS; NGO-MINH, 2014).

O uso de polimeros como sistemas de liberacdo modificada promove o aumento da
biodisponibilidade do farmaco, promovendo uma baixa toxicidade, diminuicdo das reacOes
adversas e reducdo das dosagens diarias (BATRAKOVA; KABANOV, 2008; GRILLO et al.,
2010). Dentre os polimeros utilizados em formulac6es de liberacdo modificada podemos citar os

poloxamers.

Poloxamers (PL) (Lutrol®, Pluronic®, Synperonic®, Tetronic®) sdo co-polimeros
constituidos por unidades de 6xido de etileno (OE) e 0xido de propileno (OP). Estas unidades séo
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organizadas em uma estrutura do tipo OEx — OPy — OEx e o nimero de unidades hidrofilicas
(OE) e hidrofdbicas (OP) é o que determina o carater anfifilico dos poloxamers, caracterizando-
os por diferentes valores de balanco hidrofilico-lipofilico. A FIGURA 3, representa um
copolimero anfifilico, ndo-ibnico, de grande massa molar (DUMORTIER et al., 2006;DUARTE,
2005; COLLER, 2012; KRAYCHETE; SAKATA, 2012).

unidade OP
unidade OE unidade OE

FIGURA 3. Estrutura quimica do Poloxamer (PEO-PPO-PEOQ) (Retirado GRATIERI, 2010).

Os mondmeros de OE e OP apresentam a capacidade de organizarem em solugédo
aquosa, acima de uma determinada concentracdo, denominada concentracdo micelar critica
(CMC). As micelas poliméricas apresentam uma porcao hidrofébica (unidades de OP) e uma
porcdo hidrofilica (unidades de OE) e por esta razdo, sdo Uteis na incorporacdo de compostos
hidrofébicos e hidrofilicos (por interacbes quimicas, fisicas ou eletrostaticas). Estas
caracteristicas sdo altamente dependentes do comprimento das cadeias de OE-OP-OE, do nimero
de moléculas de polimero e, especialmente, da temperatura da solucdo. Hidrogéis sdo cadeias
tridimensionais de polimeros ou copolimeros hidrofilicos que, apesar da sua afinidade com a
agua, sdo insollveis devido a presenca de ligagOes cruzadas na sua estrutura. Outra caracteristica
dos hidrogeéis é que, devido as suas propriedades fisico-quimicas, apresentam sensibilidade a
estimulos externos, como por exemplo, a temperatura e ao pH (DUMORTIER et al., 2006).

Em baixas temperaturas (abaixo de 15°C), tanto as unidades de OE quanto de OP séo
solGveis em &gua, mas com 0 aumento da temperatura as unidades hidrofobicas de OP sdo
desidratadas, e se agregam (core), enquanto as unidades hidrofilicas de OE (coroa) permanecem
hidratadas. Logo apos, estas micelas se organizam (“empacotamento”) em fases cubico-

ordenadas, formando estruturas parcialmente rigidas com alto teor de viscosidade. Esse fendmeno
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reversivel é a termogelacdo, e ocorre em uma faixa de temperatura de transigdo sol-gel (Tsol-gel).
Portanto, abaixo dessa temperatura o material fica fluido e acima se apresenta semi-solido (gel),
por esta caracteristica recebe a denominacdo de hidrogeis termorreversiveis (YU; DING, 2008;
KLOUDA; MIKOS, 2008; SANTOS, 2015). Assim, abaixo dessa temperatura, 0s sistemas
permanecem como fluidos e podem ser utilizados em formulagbes injetaveis, e proximos a
temperatura fisiologica permanecem como semi-sélidos e promovem liberacdo modificada de

farmacos.

PL podem ser usados como sistemas carreadores de farmacos justamente por sua
capacidade de responderem a estimulos no proprio local de administracdo (DUMORTIER et al.,
2006). De acordo com a temperatura de transicdo sol-gel apresentam fluidez antes da
administracdo em baixas temperaturas, e, apos a administracdo se tornam gel no local injetado,
em condic0es fisioldgicas sem a interferéncia de agentes quimicos. Esta carateristica torna os PL
eficientes para a administracdo parenteral e para liberacdo lenta e sustentada de farmacos (YU;
DING, 2008).

A FIGURA 4 representa a propriedade que torna os poloxamers bases eficazes para
formacdo de géis e emulsdes que aumentam a solubilizacdo e a estabilidade de farmacos. As
propriedades de gelacdo térmica desses polimeros sdo Uteis para administracdo por vias injetaveis
e, eficazes para controlar a liberacdo de farmacos por periodos prolongados, na temperatura
corporal (KABANOQV, et al., 2002; DUMORTIER, et al., 2006 SHARMA et al., 2008).
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FIGURA 4. Representacdo esquematica da transicdo sol-gel de copolimeros termorreversiveis da
classe dos poloxamers (SHARMA et al., 2008)

As caracteristicas associadas a biocompatibilidade de PL sdo essenciais para 0

desenvolvimento de sistemas binarios para o controle efetivo da dor. Estes sistemas podem
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melhorar o perfil famacocinético de farmacos, como o TR, através do aumento na duragdo de
acéo e a absorcédo reduzida. O uso de PL com diferentes balancos hidrofilos-lipofilos, como PL
407 e PL 188, como sistemas binarios pode ser vir a ser uma alternativa bastante interessante para
melhorar o perfil farmacéutico das formulacdes convencionais para tratamento de dor (DOS
SANTOS, 2015).

Uma das grandes motivacGes para utilizagcdo do PL 407, a sua alta biocompatibilidade,
sendo aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico (SINGH-JOY;
MCLAIN, 2008). Apesar de ser um agente seguro, o PL 407 pode induzir alteracbes no
metabolismo lipidico e na capacidade de filtracdo renal, quando usado em altas doses (0,5 a 1
g/kg, por via intraperitoneal) (BLONDER et al., 1999; DUMORTIER et al., 2006). PL 407
apresenta outras propriedades benéficas, como imunomodulacdo (JACKSON et al., 2000),
inducdo de crescimento de fibroblastos e cicatrizacdo apds procedimentos cirdrgicos
odontolégicos (HOKETT et al., 2000).

Os aspectos fisico-quimicos, os perfis de dissolucdo-liberacdo, citotoxicidade,
genotoxicidade e desempenho farmacoldgico in vivo de sistemas binarios baseados em poloxamer
(PL) foram estudados e os resultados foram demonstrados no trabalho de Santos e colaboradores
(2015). Neste estudo, TR (20 mg. mL™) foi disperso em diferentes solucdes contendo PL 407
sozinho ou em sistemas binarios com PL 188. A caracterizacdo fisico-quimica mostrou, que a
formacdo de sistemas binarios compostos de PL 407 e PL 188 alteram a micelizacdo e
temperatura de Sol-gel. A temperatura de micelinizacdo (Tm) para o sistema binario esta proxima
de 11 a 12 ° C e apresenta discreta variagdo quando comparada com hidrogéis de PL 407 (Tm
cerca de 9-14 ° C). O sistema PL 407 (20%) apresenta Tsol-gel em torno de 30 ° C. Os sistemas
binarios PL 407-PL 188 (20:10 e 25: 5) mostraram-se Tsol-gel variando de 32 ° C-38 ° C, ou
seja, estes sistemas permanecem como semi-solidos apds a injegdo em temperatura corporeo. Os
perfis de liberacdo de TR nas formulagdes com PL 407 (20%) e com os sistemas binarios PL 407-
PL 188 (20:10 e 25: 5) ao longo de 24 horas foram de 65,6% * 1,4%; 72,6% * 8,6% e 45,1% *
2,5%, respectivamente, enquanto que a solucéo de TR, obteve 100% de libertacdo apds 4 horas.
As formulagdes com PL reduziram a citotoxicidade em relacdo a TR e ndo apresentaram efeitos

genotoxicos. Os ensaios de atividade analgésica demonstraram que PL 407 e os seus sistemas
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binarios com PL 188 sdo eficazes para prolongar a liberagdo de TR durante 48-72 horas apos
injeccdo subcutanea (SANTOS et al., 2015).

Os dados obtidos por SANTOS e Colaboradores (2015) demonstraram diversas
vantagens da associacdo de TR em hidrogéis de poloxameros. Dentre as varias formulagdes
testadas neste trabalho, trés formulacdes se destacaram e apresentaram melhor desempenho
quanto aos aspectos fisico-quimicos, citotoxicidade e efeito farmacoldgico conforme o descrito
anteriormente. Assim, estas trés formulacbes foram selecionadas para uma avaliagédo
farmacocinética- farmacodindmica em coelhos. Este estudo é importante para corroborrar o
futuro uso clinico destas formulacgdes, que podem apresentar a vantagem de uma maior duracéo
do efeito analgésico, de ndo necessitarem de administracoes repetidas e da diminuicdo da

absorcéo sistémica e dos efeitos colaterais.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

- Determinar o perfil farmacocinético e farmacodindmico do tramadol associado a
poloxamers comparando-o com o farmaco livre, administrados por via subcutanea em

coelhos.

- Correlacionar os niveis plasmaticos de TR e M1 com os efeitos farmacoldgicos obtidos

com o tramadol associado a poloxamers e livre, apds a administracdo em coelhos.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

“Pharmacokinetics and pharmacodynamics evaluation of tramadol in thermoreversibles
gels.” Submetido no International Journal of Nanomedicine (9/11/2016).

O presente estudo teve como objetivo a avaliacdo pré-clinica de trés novas formulagGes de
tramadol associadas & poloxamers. Estes polimeros termorreversiveis formam géis em
temperaturas proximas a temperatura corpérea, o que possibilita a liberacdo modificada de
farmacos incorporados a estas shstancias. Estas novas formulagdes foram caraterizadas e testadas
previamente e os resultados foram demonstrados no trabalho de dos Santos e colaboradores
(2015) publicado no International Journal of Nanomedicine. Os resultados obtidos demonstraram
vantagens destas novas formulacdes em relacdo ao farmaco livre. Diante destes resultados
promissores e da perspectiva de futuro uso clinico destas novas formulac@es, € necessario realizar
estudos de farmacocinética e farmacodindmica em modelos animais. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a farmacocinética e a farmacodindmica de trés novas formulagfes em coelhos
apoOs a aplicacdo subcutdnea. Os resultados demonstram que uma das quatro formulacGes
testadas apresentou melhor perfil farmacocinético e farmacodindmico quando comparada com o
farmaco livre e com as outras formulagfes. Esta formulacdo com associacdo de dois polimeros
(poloxamer 407 - 20% e poloxamer 188- 10%) promoveu maior biodisponibilidade apos a
administracdo subcutanea e também uma intensificacdo dos efeitos bioldgicos do tramadol
correlacionada a maior concentracdo do farmaco na circulacdo sanguinea, caracterizando
liberacdo modificada e prolongada de tramadol. Este resultado demonstra que o uso desta
associacao de poloxamers pode diminuir a principal limitacdo de uso deste farmaco para o
controle da dor, que é a sua curta duragdo de acgéo.
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ABSTRACT:

The purpose of this study was to evaluate in rabbits pre-clinical pharmacokinetics (PK) and
pharmacodynamics (PD) induced by new formulations of tramadol (TR) in thermoreversible gels.
The poloxamer (PL)-tramadol systems were prepared by direct dispersion of the drug (20 mg.mL"
1) in solutions with PL 407 and PL 188. The formulations used in this study were: F1- TR 2% in
aqueous solution; F2- PL 407 (20%) + PL 188 (10%) + TR 2%; F3- PL 407 (25%) + PL 188
(5%) + TR 2%; F4 - PL 407 (20%) + TR 2%. New Zealand White rabbits (2500-3000g) were
divided in four groups (n=6) and treated by subcutaneous route with F1, F2, F3 or F4 (10 pg.kg’
1. Blood samples (1 mL) from an ear vein were collected pre dose (0 min) and at 15, 30, 45, 60,
90, 120, 180, 240, 300, 360, 420 and 480 minutes after the injection of formulations. TR and M1
(O-desmethyl tramadol) plasma levels were determined using a triple stage quadrupole mass
spectrometer (LC-MS/MS), equipped with an API electrospray source. PD evaluation was
performed with the measurement of both pupils’ diameters using calipers in the same periods of
blood collection. F2 showed higher TR plasma concentration than all other formulations after
180 minutes and presented lower M1 concentrations at almost all evaluated periods (p<0.05).
Areas under the curve (ASCy.450 € ASCo.) and cleareance of F2 presented differences compared
to F1 (p<0.05). F2 presented significant correlation (Pearson correlation) between the
enhancement of TR and M1 concentrations and the decrease of pupil size (miosis) (p<0.05).
Thus, the association of PL 407 (20%) and PL188 (10%) in F2 was effective to alter
pharmacokinetics and pharmacodynamics effects of TR, since this formulation was effective to
enhance the bioavailability and this effect was correlated with a more intense biologic effect.

Keywords: tramadol, poloxamers, pharmacokinetics, pharmacodynamics, drug delivery.

Running header: Pre clinical evaluation of new tramadol formulations.
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INTRODUCTION:

Tramadol (TR) is an analgesic opioid widely used to treat moderate, severe, and chronic
pain, such as oncologic and post operatory pain > 2. It acts as an opioid pl receptor agonist,
monoamine reuptake inhibitor and as a target for some protein coupled receptor and ligand-gated

ion channels *%.

The common adverse effects of tramadol are somnolence, nausea, and
vomiting®. TR usually evokes a low incidence of adverse effects when compared to classical
opioids, such as morphine and fentanyl °. Despite these advantages, TR presents short duration of

action and it is necessary repeated doses or continuous infusion for a prolonged analgesic action

6,7

In this context, our research group developed drug deliveries systems with TR and
poloxamer (PL) thermoreversible hydrogels ° for future treatment of post operatory pain.
Poloxamers are copolymers composed by basic units of ethylen oxides and propylene oxides.
The different number of these basic units in PL allows the formation of micelles with a
hydrophobic core surrounded by a hydrophilic corona. PL have the ability, in concentrated
solutions, of forming gels close to corporal temperatures because when the temperature rises,
propylene oxides units are dehydrated and aggregate (micellar core), while the hydrophilic
ethylen oxides units (micellar corona) remain hydrated. Thus, in low temperatures the system
remains fluids and this property can be used for parenteral administration of drugs and in high
temperatures (close to corporal) it remain as semisolids and allows drug delivery for long periods

of time 8910

Physicochemical aspects, dissolution-release profiles, cytotoxicity, genotoxicity, and in

vivo pharmacological performance of poloxamer (PL)-based binary hydrogels were studied by
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our research group and results were showed at the work of Santos and colleagues (2015) °. In this
study, TR (20 mg-mL™) was dispersed in different solutions containing PL 407 alone or in binary
systems with PL 188. Physicochemical characterization showed that the formation of binary
systems composed of PL 407 and PL 188 alters the micellization and sol-gel transition processes.
The temperature of micellinization temperature (T,) for the binary system was nearby 11 to 12°C
and presents discrete variation when compared to PL 407 hydrogels (Tm about 9-14°C). The sol-
gel transition temperature (Tsol-ger) Was lower for PL 407 (from 22 to 24°C) in high concentrations
(30 and 35%, w/w%) which unable the use of this systems for parenteral injection. The PL 407
system (20%) presents Tsol-gel around 30°C. The PL 407-PL 188 binary systems (20:10 and
25:5) showed Tsol-gel in a range of 32°C-38°C, thus in temperatures close to corporal these
systems remain as semisolids. For TR solution 100% of release was achieved after 4 hours. The
release profiles of TR in the formulations with PL 407 (20%) and the PL 407-PL 188 binary
systems (20:10 and 25:5) over 24 hours were 65.6%+1.4%; 72.6%+8.6% and 45.1%%2.5%
respectively. The formulations with PL reduced the cytotoxicity compared to TR and did not
present genotoxic effects. Analgesic activity assay demonstrated that PL 407 and its binary
systems with PL 188 are effective hydrogels for controlling and prolonging TR release for 4872

hours after subcutaneous injection °.

Data obtained by dos Santos et al., 2015° supported the advantages of the association of
TR in poloxamers hydrogels. Among the various formulations tested by dos Santos and co-
workers (2015)° we select three of them which presented the best performance regarding
physicochemical aspects, cytotoxicity and in vivo pharmacological evaluation. Thus, the purpose

of this study was to evaluate the pre-clinical pharmacokinetics (PK) and pharmacodynamics (PD)
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induced by these new formulations of TR in thermoreversible gels to support its future clinical

use.

Material and methods:

Chemicals and reagents

TR hydrochloride (attested purity of 98.5%) was donated by Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda. (Itapira, Brazil). O-desmethyltramadol (M1), Poloxamer 407 (Pluronic®
F127) and Poloxamer 188 (Pluronic® F68) were purchased from Sigma-Aldrich Co. (St Louis,
MO, USA). All other reagents were of analytical grade and deionized water from a Purelab

Option-Q (ELGA LabWater, High Wycombe, UK) water system was used for all experiments.

Hydrogels preparations

The formulations used in this study were: F1- TR 2% in aqueous solution; F2- PL 407 (20%)
+ PL 188 (10%) + TR 2%; F3- PL 407 (25%) + PL 188 (5%) + TR 2% and F4- PL 407 (20%) +
TR 2%. The hydrogels were prepared in the same conditions as described by Santos et al. (2015).
TR (2%) was dispersed in different solutions containing PL 407 alone or with PL 188 at 4°C
under magnetic stirring (100 rpm). The PL concentrations were selected in order to obtain the

three formulations tested in our study.

Animal protocol: PK-PD study
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The experimental protocol was approved by the Institutional Committee for Ethics in
Animal Research of Sdo Francisco University (protocol # n.002.04.2013). Animals were housed
1 per cage and received water and food ad libitum with a 12:12 hour light-dark cycle, at 23 +
2°C. This randomized blind study was conducted with 24 male New Zealand White rabbits (2.50-
3.00 kg) divided in four groups (n=6). Animals were treated by subcutaneous route with one of
the formulations described above (10 pg.kg™). The TR dosage was based in previous work of
Souza and coworkers (2008)* and the recommendations of Barter (2011)*?, also the dosage was
evaluated in a pilot study (data not shown). Rabbits received the injection in the subcutaneous
tissue in the unattached skin around their neck and the needle was a 25 G x 1 in. (BD®). The

needle was inserted with a 45° angle.

An intravascular catheter was inserted in the ear vein of the animals and blood samples (1
mL) were collected via a heparinized cannula pre dose (0 min) and at 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180,
240, 300, 360, 420 and 480 minutes after the injection of formulations. These intervals were
defined to provide ten samples between the base line (O min) and approximately 4 times the ty,
(half-life time) of TR (approximately 2 h) **. Immediately after each blood collection plasma was

separated and stored at —70°C until analysis B

In order to assess the efficacy of these new formulations, animals had theirs pupils size assessed
in millimeter based by a digital callipers (Digimatic callipers, Mitutoyo,Tokyo, Japan) at the
same periods of blood sample collection. Both pupils were measured and the mean value was
used as reference. The measurements occurred in the same location and under similar brightness

of light at all evolution times **.
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LC-MS/MS assay: Apparatus and ChromatoGRAPHIC Conditions

A Shimadzu LC 20 AD system coupled with a Micromass Quattro LC® triple stage
quadrupole mass spectrometer (LC-MS-MS), equipped with an API electrospray source, was

used to determine the TR and O-desmethyltramadol (M1) plasma levels.

The chromatoGRAPHIC conditions were determinate after validation of the analytical
method for TR and M1. In order to validate the method, quality control samples of TR (QC-
2400.0, 1200.0, and 6.0 ng.mL™), were prepared by mixing drug-free plasma with appropriate
volumes of working solutions. For M1 we used QC samples in different concentration as follows:

40.0, 25.0, and 3.0 ng.mL™.

TR analytical method used a Synergi Fusion (150 x 2 mm id, 4um particle size) for all
separations. The mobile phase was 85% acetonitrile and 15% water with 01 mL of formic acid
(pH=3.5). The total run time was 3.5 minutes, retention time for TR was 0.72 min. The mass
spectrometer was run in the positive mode (ES+) and set for multiple reaction monitoring
(MRM). The full-scan single-mass spectrum and the daughter ion-mass spectrum for TR and
diazepam (internal standard — IS) were (m/z) 264.14>58.28 and 285.20>193.00, respectively.
Sample preparation for TR was carried out after frozen plasma samples (200.0 pL) were thawed
at room temperature, followed by the addition of 50 pL of IS work solution (5 pg.mL™). One
thousand microliters of dichloromethane (1:1; V/V) were added and then the sample was
vortexed for five minutes and centrifuged at 1200xg, for 10 min at -4°C. The organic liquid (0.7
pL) layers were transferred to microtubes and the samples were dried under nitrogen flow,
samples were reconstituted in 200 uL mobile phase, vortexed for three minutes and 150uL were

transferred to LC-MS/MS system vials, for further injection (5.0 pL).
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For M1 detection all separations were carried out with a C18 Luna (100 x 6 mm id, 5 um
particle size). The same volume of frozen plasma samples (200 pL) were thawed at room
temperature and also 50 pL of internal standard (1S) (diazepam, 200 ng.mL™) were added. The
other procedures were the same used in TR quantification. But for M1, the samples were
reconstituted in 100 pL mobile phase (acetonitrile and ammonium acetate (5 mM); 95:5 V/V).
The total run time was 5.0 minutes, retention time for M1 was 1.48 min. The full-scan single-

mass spectrum and the daughter ion-mass spectrum for M1 was (m/z) 250.64>58.50.

The data were integrated using the MassLynx 4.1 (Waters®) software in both analytical
methodologies. Precision and accuracy of the analytical method were controlled by calculating
the intra-batch and inter-batch variation at three concentrations of QC in five replicates (n=5).
Three calibration curves were plotted in the range of 2.0-3000.0 ng.mL™ for TR and for M1 the
range was 2.0-3000.0 ng.mL™. The limit of quantification (LQ) was defined as the lowest
concentration at which precision and accuracy were within 20% of the true value for both M1 and

TR.

Statistical Analysis

The concentration-time data were analyzed by the noncompartmental approach. The
pharmacokinetic parameters were calculated using WinNonlin software (WinNonlin version 5.3,
Pharsight Corporation, CA, US). The plasma TR and M1 concentrations were analyzed by one-
way ANOVA and the Tukey-Kramer test (post-hoc) considering each period of time separately
(0=0.05). The pharmacokinetic parameters of both compounds (M1 and TR) were also analyzed

using one-way ANOVA and the Tukey-Kramer test (post-hoc) (a=0.05). Plasma concentrations
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of TR and M1 were correlated with the pupil’s diameters using Pearson correlation. For the

analysis we used Graph Pad InStat and Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
RESULTS AND DISCUSSION:

In the present study we aimed to evaluate pre-clinical pharmacokinetics and
pharmacodynamics of a new TR formulation. Pre-clinical evaluation is an important (and
mandatory) part on new formulations development, since the in vitro results may not be
replicable during in vivo studies. Rabbits are good options to perform pharmacokinetic studies,
especially because these animals present a higher volume of blood and easy ways to collect it
when compared to rats. Their ear vein can be easily cannulated with a simple puncture technique
to collect multiple plasma samples. Also, we decided to use “large experimental animal models”
to observe extensive whole-body pharmacokinetics in a context comparable to patient physiology
1518 "In our study, we also evaluated M1, the main TR metabolite, levels and its PK parameters

since it has about 300-fold higher affinity for the p receptor than TR *.

In order to evaluate the pharmacokinetics parameters we have to determine TR and M1
concentration in plasma. To achieve this goal we developed an analytical methodology which
presented reliable and reproducible results within its analytical range for both TR and M1. The
analysis of TR and M1 did not presented neither interfering compounds nor ion suppression. The
assays were linear for TR and M1 and coefficients (r’) were greater than 0.99 for all the
calibration curves. Intra and inter- batch accuracy of QC TR plasma samples ranged from 85.14
to 109.03% and precision ranged from 1.05 to 5.58%. M1 accuracy and precision ranged from
98.18 to 111.86% and from 4.32 to 17.44%, respectively. The LQ for TR was 2.00 ng.mL™ and

for M1 was 1.00 ng.mL™.
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After 15 minutes of the subcutaneous administration of all the formulations in rabbits,
all animals presented TR in the systemic circulation. Thirty to sixty minutes after the injections
F4 (PL407 (20%) + TR 2%) presented lower plasma concentrations when compared to all other
formulations (F1- TR 2%:; F2 -PL 407 (20%) +PL 188 (10%) + TR 2% and F3- PL 407 (25%)
+PL 188 (5%) + TR 2%) (p<0.05). F4 still presented lower concentrations than F2 and F3
(p<0.05) after 90 minutes. After 120 minutes, F2 presented higher concentrations than F4 e F1
and 60 minutes later the differences were among F2 and all the other formulations (p<0.05).
Two hundred and forty minutes after the injections there were no differences between all tested

formulations (GRAPHIC 1).
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GRAPHIC. 1. Time-course (min) after the injection of TR formulations in rabbits. Values are
expressed as mean £ SD. (ANOVA/ Tukey-Kramer). Statistical Analyses: FA<F1, F2 and F3
after 30 to 60 min (p<0.05); F4< F2 and F3 after 90 min (p<0.05). F2 > F1 and F4 after 120 min

and after 180 min F2> F1, F3 and F4 (p<0.05).
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M1 plasma concentrations were lower when TR concentrations were higher and vice-
versa. For example, F2 presented lower M1 concentrations and higher TR concentrations at
almost all evaluated periods. M1 concentrations after the injection of F2 were lower than F1’s
until 120 minutes after the injection. F4 presented higher concentrations for M1 when compared

to F2 at 15, 30 and 90 minutes after the injections (p<0.05) (Graphi 2).

M1 (ng.mL™)

301 & F1-TR 2%
B F2- PL 407 (20%) + PL 188 (10%) + TR 2%
& F3-PL 407 (25%) + PL 188 (5%) + TR 2%
20+ - F4- PL 407 (20%) + TR 2%
10+
0= T T T T T T T T T

NI S R N R S
N S S S e

Time (min)

GRAPHIC 2. Time-course (min) of M1 after the injection of TR formulations in rabbits. Values
are expressed as mean + SD. (ANOVA/ Tukey-Kramer). Statistical Analyses: F2<F1 until 120

minutes (p<0.05); F4< F2 after 15, 30 and 90 minutes (p<0.05).

Maximum plasma concentration (Cmax) of F4 was approximately 50% smaller and
Volume of distribution (\Vd) was two to three times bigger than the others formulations (p<0.05).
F2 values for areas under the curve (AUC.450 and AUC,.,,) presented differences between F1 and

F4 (p<0.05). Clearance (CL) of F2 was approximately half of F1 (p<0.05). Tmax (time to reach



50

maximum concentration) and t1/2 (half-life time) did not show any statistical differences between

the formulations. MRT (Mean residence time) values for F4 were twice of the values for F1

(p<0.05) (Table 1). t¥, Tmax and MRT of M1 did not present any statistical differences. Cmax

and AUC,.,, values of M1 for F1 were bigger than F2 (p<0.05). Vd was bigger for F2 than F1

(p<0.05) (Table 2).

TABLE 1: t %, Cmax, AUCy.450 , AUCO.., Tmax, CL, Vd, MRT of TR after the injection (SC) of

F1, F2, F3 and F4 in rabbits. Data expressed as mean (x SD)

TR FI F2 F3 F4
t % (h) 1.41+0.31 2.46 + 0.86 2.35+1.28 7.55+11.52
Tmax (h) 0.45 £ 0.20 0.750 £ 0.671 0.54+£0.18 1.83 + 2.45
Cmax (ng.mL-l) 11%1’%? 1452.95+£200.34 | 1374.93+314.63 | 16);8*1’ f*‘f9d(1'89
! 2581.86+ | 4971.81+695.77
AUC  (ng-hL) 1741 @ H 3320.01+ 445.91 | 1307.32 +704.39
2 2658.33+ 5894.02+ 791.82
AUC _(ng-hL ) 108 56 2 o 4533.81£267.25 | 1992.07 +117.42
%
Vd (L) 10.13 £ 6.01 6.24 +0.70 7.14+2.31 16'§ii2$8*b’
CL (L_h'l) 5.33+3.62 a* 1.95 +0.69 2.41+0.97 5.03+0.29
MRT (h) 1.65 + 0.60 2.72+0.42 2.66+0.71 2.96 + 1.18 b*

Statistical analysis: a- F1 vs. F2; b-F1 vs. F4; c- F2 vs. F4; d- F3 vs. F4; p<0.001 [***],
p<0.01[**], p<0.05[*] -ANOVA/Tukey-Kramer. Cmax-Maximum plasma concentration; Vd-
Volume of distribution; AUCg.450 and AUC.. - Areas under the curve; CL-Clearance; Tmax-time

to reach maximum concentration; t1/2- half-life time; MRT - Mean residence time.
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TABLE 2: t %, Cmax, AUCy.450, AUCy.,, Tmax, CL, Vd, MRT of M1 after the injection (SC) of

F1, F2, F3 and F4 in rabbits. Data expressed as mean (x SD)

ML F1 F2 F3 F4
t% (h) 2.64 +0.86 455 + 1.44 4.02 +2.48 557 +8.36
Tmax (h) 0.70 + 0.27 2.70 + 2.04 2.95 +2.70 158+ 1.75
Cmax (ng.mLY) | 27.00 + 2.69 a** 7.82+2.23 1517 +9.96 | 21.89+11.81
AUC°“‘8{’)(”g'h'L 89.28 + 5.26 37.82+11.93 | 56.18+39.59 | 65.79 +50.29
AUCo., (ng-h.LT) | 121.71+34.00a* | 48.92+6.31 | 109.06+3.35 | 83.57+53.82
+
vd (L) 310'9;*;*53'25 1325.73 + 320.55 | 611.87+ 379.42 | 286.80 + 96.56
CL (L/h) 86.71+20.70 | 207.10+26.48 | 120.02£81.57 | 111.78 +48.61
MRT (h) 2.99 +0.26 3.71+ 0.43 3.85+1.23 3.02+1.02

Statistical analysis: a- F1 vs. F2; p<0.001 [***], p< 0.01[**], p<0.05[*] -ANOVA/Tukey-
Kramer. Cmax-Maximum plasma concentration; Vd- Volume of distribution; AUCj.4g and
AUC,., - Areas under the curve; CL-Clearance; Tmax-time to reach maximum concentration;
t1/2- half-life time; MRT - Mean residence time.

Extended release formulations can produce distinct PK profiles and drug-release pattern to

provide a drug concentration in a sustained or controlled manner.

These formulations might

produce a lag time in drug absorption or presents a plasma concentration with a sharp initial slope

followed by a sustained release phase. In both cases, the fluctuations in plasma concentrations of

the drug associated with unpredictable effects of the conventional formulations can be avoided *’.

In our study, F2 (PL 407 (20%) + PL 188 (10%) + TR 2%) and F4 (PL 407 (20%) + TR

2%) presented features that can be observed in typical drug-delivery formulations. F4 presented
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more constant and lower TR plasma concentrations in almost all periods of time, a small Cmax
and a higher MRT when compared to the free drug. These alterations (reduced absorption and
maintaining constant drug concentration) are similar to the in vitro findings for this formulation
(release of 65% of TR in 24 hours) °. Also these findings are similar to the pattern observed by
commercial formulation of sustained release of TR, Zytram XL®, available at USA and Canada
for oral administration. The pharmacokinetic profile of a 200 mg tablet Zytram XL® shows that
the Cmax was 34% lower when compared to a 100 mg dose of Tramadol given as an oral

solution *’. However, our formulation, F4 did not present differences in Tmax and t 1/2.

F2 produced higher and more constant concentrations than the others formulations and after
180 minutes it still presents higher plasma levels. Also F2 was effective to enhance the
bioavailability (higher AUCs values) and to reduce the TR cleareance. These alterations are
similar to the pattern observed by commercial formulation Tridural® available at Canada for oral
administration. In both situations it’s possible to observe a sharp initial slope followed by a
sustained release phase and a higher bioavailability*’. The in vitro evaluation for this formulation

also showed that slow release of TR (around 70% in 24 hours) °.

Usually, efficacy of opioids is demonstrated based in theirs antinociception and analgesic
activity ‘8. However, in large animals models, like the one used in our study, this can be difficult
to achieve. The degree of pain in rabbits can vary importantly between animals and there are no
objective criteria for this evaluation. As a prey species, rabbits may hide their pain by remaining
motionless. Thus, rabbits appear to respond to pain in an opposite fashion of mice or rats, and
have little activity or behaviour to be assessed *2. The lack of pain behaviour in rabbits, lead to
the use of pupil size to determine the opioid efficacy. Pupil size can be used to determine the

19,20,21

biologic effects of opioids , since these drugs produces miosis in rabbits %.
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Pupil size values were statistical analysed separately in a three way fashion. First, initial
values of all animals were compared to observe regularity between the animals. The basal values
(5.08 = 0.21 mm) did not present statistical differences among the four tested groups (p>0.05;
ANOVA/Tukey-Kramer). Second, a time-course of pupil size variations were analyzed (Figure
3). After 30 minutes F3 promoted smaller pupil size when compared to the basal measures before
the injections (p>0.05; ANOVA/Tukey-Kramer). Considering F2 and F4 this difference occurred
only after 45 minutes (p>0.05; ANOVA/Tukey-Kramer). Our previous work reported that time
for hydrogel formation was less than 20s, and, this can explain the longer onset time for the depot
formulations. However, these onset time is not a disadvantage and are still comparable with oral
TR formulation that shows the disadvantage of short duration of action (from 3 to 6 hours)
(Colluzi & Mattia, 2007). Finally, we correlated (Pearson correlation) each measurement of
pupil’s size with TR and M1 plasma concentration in order to evaluate if the enhancement of
plasma concentrations of TR and M1 evoked biologic effect. Correlation was observed only with
F2, that promoted TR plasma concentrations weak correlation with pupil’s size (r= -0.315) and
M1 concentration presented moderate correlation (r=-0,409). These results indicate that the boost
of TR and M1 plasma concentration is correlated with the occurrence of miosis in rabbits after F2

administration.
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GRAPHIC 3. Time-course (min) of pupil size after the injection of TR formulations in rabbits. Values are

expressed as mean + SEM. (ANOVA/ Tukey-Kramer).

Drugs prescribed for the management of chronic pain should present fast onset and regular
absorption, as well as significant plasma levels to be able to provide adequate pain relief *”. In our
study one formulation (F2- PL 407 (20%) + PL 188 (10%) + TR 2%) presented fast onset
(observed with pupil size) and high plasma levels at the end of the dosing interval. Thus, the
association of PL 407 (20%) and PL188 (10%) in formulation 2 (F2) was effective to alter
pharmacokinetics and pharmacodynamics effects of TR. F2 was effective to enhance the
bioavailability and this effect was correlated with a more intense biologic effect. These results
encourage the use of this new formulation as a safe and effective option for subcutaneous

application of TR.
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4. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que F2 (TR 2% + PL 407 20% + PL 188
10%), apresentou melhor perfil farmacocinético e farmacodindmico que as outras formulacdes. A
formulacdo F2 apresentou maiores concentracdes plasmaticas por periodo mais longo que as
outras formulacoes, e, estas concentracdes tém correlagdo com a intensidade do efeito biologico
do tramadol medido pela miose. O perfil farmacocinético de F4 (TR 2% + PL 407 20%) também
foi caracteristico de liberacdo sustentada, porém ndo houve correlacdo entre concentracdes

plasmaticas de TR e M1 e efeito bioldgico mais acentuado.
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