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RESUMO

NEVES, D. V. Influéncia da doenca renal cronica e da hemodialise na farmacodinamica
e farmacocinética dos isomeros do nebivolol em pacientes hipertensos

2013. 114f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2013.

A doenga renal cronica (DRC) estd associada com inibi¢do de sistemas enzimdticos e de
transportadores de fairmacos. O nebivolol, um 3 bloqueador de terceira geragdo, seletivo para
receptores [3; adrenérgicos e com atividade vasodiladora, é metabolizado principalmente por
hidroxilacdo aromdtica dependente do CYP2D6, hidroxilacdo aliciclica e por glicuronidaco.
O estudo avalia a influéncia da DRC estdgios 3 e 4 e da hemodidlise na farmacodindmica e na
farmacocinética dos isomeros do nebivolol. Os pacientes investigados divididos nos Grupos
controle (n=12), DRC estdgios 3 e 4 (n=12) e Hemodiélise (n=11) receberam dose tnica p.o.
de 10 mg de nebivolol racémico. As amostras seriadas de sangue foram coletadas até 48h ap6s a
administracdo do farmaco. Em cada tempo de colheita de sangue, a frequéncia cardiaca foi
avaliada na situagdo de exercicio isométrico durante 2 min com o handgrip, a 30% da
contratilidade voluntdria maxima. Todos os pacientes foram fenotipados como
metabolizadores rapidos do metoprolol, exceto um paciente do Grupo controle fenotipado
como metabolizador lento. Os isdmeros do nebivolol foram analisados em plasma como
concentragdo total empregando LC-MS/MS e coluna de fase quiral. O método foi linear no
intervalo de concentracdes de 25-2500 pg de cada isdmero do nebivolol/mL de plasma. Os
parametros farmacocinéticos foram calculados empregando o programa WinNonlin. O teste
de Wilcoxon foi empregado para avaliar as razdes isoméricas diferentes da unidade (p<0,05) e
o teste de Kruskal-Wallis foi empregado para comparar os pardmetros farmacocinéticos entre
os trés Grupos investigados. A disposi¢do cinética do nebivolol nos pacientes do Grupo
controle € enantiosseletiva com actimulo plasmdtico (Cmax 1,32 vs 0,88 ng/mL e AUC™™
8,02 vs 4,25 ng.h/mL), menores valores de clearance oral aparente (623,58 vs 1176,40 L/h) e
menores valores de volume aparente de distribui¢cdo (5383,30 e 6397,70 L) para o isdbmero /-
nebivolol. Os parametros farmacocinéticos do /-nebivolol e d-nebivolol para os pacientes do
Grupo DRC (n=12) permitem inferir, a semelhanca do Grupo controle, maiores valores de
Cmax e AUC (Cmax 2,40 vs 1,67 ng/mL e AuC*™ 10,20 vs 8,37 ng.h/mL) e menores
valores de clearance oral aparente (491,51 vs 604,58 L/h) e de volume aparente de
distribuicdo (3527,00 e 5232,50 L) para o isomero [-nebivolol. Semelhante aos Grupos
controle e DRC, o Grupo Hemodidlise também apresenta enantiosseletividade com acumulo
acimulo plasmatico (Cmax 1,35 vs 0,78 ng/mL e Auc’ 6,74 vs 4,50 ng.h/mL), menores
valores de clearance oral aparente (742,26 vs 1112,10 L/h) e menores valores de volume
aparente de distribuicdo (5704,70 vs 9477,10 L) para o isdmero [-nebivolol. A
farmacocinética dos isdmeros do nebivolol no paciente investigado do Grupo controle,
fenotipado como metabolizador lento, difere dos dados apresentados para os pacientes do
Grupo controle (n=11), Grupo DRC (n=12) e Grupo Hemodidlise (n=11), fenotipados como
metabolizadores rdpidos, com observacdo de razdo isomérica de AUC //d de 4,77 e redugdo
nos valores de clearance oral aparente de ambos os isdmeros do nebivolol (67,24 vs 122,07
L/h, respectivamente para os isomeros /-nebivolol e d-nebivolol). Concluindo, a DRC estagios
3 e 4 e a Hemodialise ndo alteram a farmacocinética de ambos os isOmeros do nebivolol, o
volume aparente de distribui¢do de ambos os isdmeros do nebivolol ndo mostra correlacdo com o
peso dos pacientes, assim como os valores de clearance aparente de ambos os isdmeros nédo
mostram correlacdo com o peso ou com os valores de clearance da creatinina dos pacientes
investigados. No entanto, os valores de clearance aparente de ambos os isomeros do nebivolol
mostram correlagdo significativa com a atividade do CYP2D6 avaliada através da RMpjasma
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metoprolol/a-hidroximetoprolol. A andlise PK-PD foi realizada incluindo os 34 pacientes
fenotipados como metabolizadores extensivos. O modelo Emax inibitério descreveu a andlise
PK-PD empregando a variagcdo da frequéncia cardiaca como pardmetro farmacodindmico em
funcdo das concentragdes plasmdticas do d-nebivolol, resultando em valores de Emax de 15,42
bpm e de EC50 de 2,26 ng/mL, seguindo a administracdo de dose unica oral de 10 mg de
nebivolol racémico.

Palavras-chave: nebivolol, doenca renal cronica, farmacocinética, fenétipo, CYP2D6.



ABSTRACT

NEVES, D. V. Influence of chronic kidney disease and hemodialysis on the
pharmacodynamics and pharmacokinetics of nebivolol isomers in hypertensive patients.
2013. 114p. Doctoral Thesis. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Chronic kidney disease (CKD) is related to inhibition of enzyme systems and drug
transporters. Nebivolol, a third generation -blocker, is a selective B1-adrenoceptor antagonist
and has vasodilatory properties. It undergoes aromatic hydroxylation through the CYP2D6,
alicyclic hydroxylation and glucuronidation. The study evaluates the influence of CKD stages
3 and 4 and hemodialysis on the pharmacodynamics and pharmacokinetics of nebivolol
isomers. The investigated patients were divided into 3 groups: control group (n = 12), CKD
stages 3 and 4 (n = 12) and hemodialysis (n = 11). They received a single oral dose of 10 mg
of racemic nebivolol and serial blood samples were collected up to 48h. At each time of blood
sampling, heart rate was assessed in the situation of isometric exercise during 2 min with
handgrip at 30% of maximal voluntary contractility. All patients were phenotyped as
extensive metabolizers (EM) of metoprolol, except one patient in the control group
phenotyped as poor metabolizer (PM). The isomers of nebivolol were analyzed in plasma
samples by LC-MS/MS using a chiral phase column. The method was linear over the
concentration range of 25-2500 pg of each isomer of nebivolol/mL of plasma.
Pharmacokinetic parameters were calculated using the WinNonlin program. The Wilcoxon
test was used to assess isomeric ratios different from unit (p <0.05) and the Kruskal-Wallis
test was used to compare the pharmacokinetic parameters among the 3 groups investigated.
The kinetic disposition of nebivolol was stereoselective in control group with plasma
accumulation (Cmax 1.32 vs 0.88 ng/mL and AUCO 0-o0 8.02 vs 4.25 ng.h/mL), lower values
of apparent clearance (623.58 vs 1176.40 L/h) and apparent volume of distribution (5383.30
and 6397.70 L) for the /-nebivolol isomer. The kinetic disposition of nebivolol was also
stereoselective in CKD group (n=12) showing higher Cmax and AUC (Cmax 2.40 vs 1.67
ng/mL and AUCO0-o 10.20 vs 8.37 ng.h/mL) and lower values of apparent clearance (491.51
vs 604.08 L/h) and apparent volume of distribution (3527.00 vs 5232.50 L) for the [-nebivolol
isomer. Similarly to CKD and control groups, the Hemodialysis Group showed
stereoselectivity with plasma accumulation (Cmax 1.35 vs 0.78 ng/mL and AUCO-c 6.74 vs
4.50 ng.h/mL), lower values of apparent clearance (742.26 vs 1112.10 L/h) and apparent
volume of distribution (5704.70 vs 9477.10 L) for the [-nebivolol isomer. The
pharmacokinetics of nebivolol isomers in the patient phenotyped as PM differed from the
data presented to the patients phenotyped as EM, with observation of isomeric ratios AUC I/d
of 4.77 and reduced values of apparent clearance of both nebivolol isomers (67.24 vs 122.07
L/h, respectively for /- and d-nebivolol). Concluding, CKD stages 3 and 4 and Hemodialysis
did not alter the pharmacokinetics of both nebivolol isomers (Kruskal-Wallis test, p> 0.05),
the apparent volume of distribution of both nebivolol isomers showed no correlation with the
weight of the patients, the apparent clearance of both isomers also showed no correlation with
the weight or with the creatinine clearance of the investigated patients. However, the values
for apparent clearance for both nebivolol isomers showed a significant correlation with the
CYP2D6 activity evaluated by the metabolic ratios plasma metoprolol/a-hidroximetoprolol.
PK-PD analysis was evaluated including all the investigated patients phenotyped as EM
(n=34). The inhibitory Emax model described the PK-PD analysis using heart rate variation
as a pharmacodynamic parameter plotted against the plasma concentrations of the isomer d-
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nebivolol, showing Emax values of 1542 bpm and EC50 of 2.26 ng/mL, following
administration of a single oral dose of 10 mg of racemic nebivolol.
Keywords: nebivolol, chronic kidney disease, pharmacokinetics, phenotype, CYP2D6.
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1. INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) representa um grande problema de satde piblica no Brasil
devido ao grande nimero de pacientes mantidos em programa cronico de didlise nos ultimos
anos. O censo realizado pela Sociedade Brasileira de Nefrologia relata um total de 42695
pacientes em didlise no ano 2000 e 91314 pacientes em didlise no ano 2011. Os dados ainda
mostram que 90,6% dos pacientes estdo em hemodidlise e apenas 9,4% em didlise peritoneal
(SESSO et al., 2012). O diagnéstico de base relatado por Sesso et al. (2012) no ano de 2011 dos
pacientes em didlise mostra que 35% dos pacientes eram hipertensos e 28% eram diabéticos.

A prevaléncia de pacientes com DRC estdgio 5 no Brasil € de 475 pacientes por milhio
de pessoas (pmp) (SESSO et al., 2012), enquanto em outros paises da América do Sul, como
Chile e Uruguai, a prevaléncia € de 1000/ppm. A prevaléncia de pacientes com DRC estagio 5
em paises da Europa (Holanda 926/ppm; Portugal 1590/ppm; Espanha 1046/ppm; Franca
1060/ppm) e da América do Norte (Estados Unidos da América 1870/ppm; Canada 1144/pmp) é
bem mais elevada quando comparada com a do Brasil (U.S. Renal Data System. 2012 USRDS
Annual Data Report). A grande diferenca na prevaléncia de pacientes com DRC estagio 5 entre o
Brasil e outros paises, sugere que a DRC ndo é adequadamente diagnosticada ou tratada em todo
o territério brasileiro (LUGON, 2009). Um estudo conduzido no Brasil (BASTOS et al., 2009)
para verificar a prevaléncia dos estdgios da DRC revelou que 9,6% dos pacientes investigados
eram portadores de DRC, dos quais de acordo com a classificacio K/DOQI 2004, 93,6%
situavam-se no estdgio 3, 3,9% no estdgio 4 e 2,6% no estagio 5.

A DRC ¢ definida pela National Kidney Foundation de acordo com o critério definido
abaixo (K/DOQI, 2004):

1) lesdo presente por um periodo igual ou superior a 3 meses, definida por anormalidades

estruturais ou funcionais do rim, com ou sem decréscimo da taxa de filtracdo glomerular (TFG),
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manifestada por marcadores de funcdo renal, incluindo alteragcdes sanguineas, urindrias e nos

exames de imagem ou anormalidades patoldgicas.

2) TFG < 60 mL/min/1,73 m* por um periodo maior ou igual a 3 meses, com ou sem lesdo renal.
O estagio da DRC, de acordo com a classificagdo proposta pela K/DOQI, deve ser

avaliado com base na func¢ao renal, independente do diagndstico da doenga renal.

Quadro 1. Classificag@o do estdgio da DRC de acordo com o grau da lesdo renal e a TFG
(K/DOQL, 2004).

Estagio Descricao TFG (mL/min/1,73 m®)
1 Lesao renal com TFG normal >90
ou aumentada

2 Lesao renal com leve 60-89
diminui¢do da TFG

3 Lesao renal com moderada 30-59
diminui¢do da TFG

4 Lesdo renal com acentuada 15-29
diminuic¢do da TFG

5 Faléncia renal funcional ou em <15

terapia renal substitutiva

Em pacientes com DRC, a excrecio do firmaco e de seus metabdlitos pode ser
prejudicada, acarretando excessiva acumulacdo no organismo. Desta forma, os pacientes com
DRC podem apresentar efeitos adversos mais pronunciados em relagdo aos pacientes com funcéo
renal normal. A principal alteragdo farmacocinética na DRC ¢ a redug@o na excrecdo renal, com
observacdo de redugdo do clearance renal e acimulo plasmatico principalmente de farmacos
com alta fracdo eliminada na urina sob a forma inalterada. Além disso, pode ocorrer aumento no
volume de distribui¢do dos farmacos hidrofilicos devido a reten¢do de liquidos e diminuicdo da
concentracdo plasmdtica de proteinas, como a albumina que pode estar significativamente
reduzida, acarretando modificacdes nos processos de distribui¢do e eliminacdo. Os pacientes
com DRC podem apresentar aumento da concentragdo livre de fairmacos devido ao actimulo de
componentes endégenos como uréia, hormdnio paratireoidiano, sulfato de indoxila e citocinas

(toxinas ur€micas), os quais deslocam o farmaco de seus sitios de ligacdo com a proteina
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plasmatica. Além disso, as toxinas urémicas estdo relacionadas com vdrias comorbidades que
contribuem para a morbidade e/ou mortalidade cardiovascular como a insuficiéncia cardiaca
congestiva, os transtornos de coagulagdo, a hipertensao, a inflamacao, a resisténcia a insulina, as
doencas vasculares, entre outras (LAM et al, 1997; VERBEECK; MUSUAMBA, 2009;
NEIRYNCK et al.,, 2013). Os pacientes com DRC também podem apresentar aumento das
concentracdes plasmaticas da proteina de fase aguda al-glicoproteina dcida com consequente
aumento da ligacdo de farmacos de cardter basico (LAM et al, 1997
VERBEECK; MUSUAMBA, 2009). O metabolismo de farmacos com clearance ndo renal
também pode ser alterado na DRC devido a ocorréncia de sub-regulagio do CYP2C9
(DREISBACH et al, 2003), CYP3A (DOWLING et al., 2003), CYP2C19, CYP2B6
(DREISBACH, 2009) em consequéncia do acimulo de fatores urémicos, tais como o
paratormonio e as citocinas. As reagdes de acetilacdo e conjugacdo com o 4acido glicurbnico
também sao reduzidas (SIMARD et al., 2008; DREISBACH, 2009;
MOMPER; VENKATARAMANAN; NOLIN; 2010). Dreisbach (2009) relata que a atividade
das enzimas envolvidas nas reagdes de conjugacdo com o &cido glicurdnico (UGT2B7) e as
reacoes de acetilacdo dependentes da NAT-2 sdo significativamente reduzidas em pacientes com
DRC. A DRC também estd relacionada com modificacdes na expressdo e/ou atividade dos
transportadores de firmacos como a glicoproteina-P (P-gp), a proteina resistente a mudltiplas
drogas (MRP) e o polipeptideo transportador de anion organico (OATP) (NAUD et al., 2008;
NAUD et al., 2012). Estudos clinicos com eritromicina marcada com C'" mostram que a
atividade do CYP3A4, da OATP e da P-gp retornam para os niveis normais apds uma sessao de
hemodialise (NOLIN et al., 2006; NOLIN, 2008).

Os pacientes que atingem os estidgios avangados da DRC, avaliados com TFG < 15
mL/min/1,73m?, sdo inseridos em programas de didlise ou de transplante renal. O impacto da

didlise na farmacocinética dependerd da modalidade da didlise em uso pelo paciente (didlise
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peritoneal ou hemodidlise) e das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco. A capacidade de
remocdo do farmaco pelo procedimento de didlise depende do peso molecular do farmaco, da
ligacdo as proteinas plasmdticas, da hidrossolubilidade, do volume de distribui¢do e do
clearance, assim como das caracteristicas técnicas do procedimento de didlise tais como da
membrana de didlise, do fluxo do sangue e do fluido de didlise e do tempo do tratamento
dialitico. De um modo geral, os firmacos com peso molecular maior que 1000 daltons, com
volume de distribuicio maior que 2L/Kg e com alta ligacdo as proteinas plasmaticas sofrem
pouca ou nenhuma influéncia do processo de didlise (BAUER, 2001; REDON; MARTINEZ;
CHEUNG, 2010).

A ativagdo do sistema nervoso simpdtico é comum em pacientes com DRC e desempenha
um papel importante tanto na génese da hipertensdo quanto na progressdo do estagio da DRC,
estando associada ao aumento da morbidade e mortalidade cardiovascular. A ativacdo
adrenérgica representa um fendmeno ndo restrito somente a DRC em estidgio 5, como
previamente descrito por diferentes autores, mas um processo ja detectado nos estdgios iniciais
da DRC. A magnitude do aumento da atividade simpética depende do estidgio da DRC, ou seja, o
processo € mais pronunciado quanto maior o estdgio da DRC. Estas observacdes sugerem que o
aumento da ativacdo simpdtica, avaliado pelas concentragdes plasmdticas de norepinefrina e pela
microneurografia do nervo peroneal, juntamente com outros fatores, participaria da progressao
da DRC (ZILCH et al., 2007; GRASSI et al., 2011).

As doencas cardiacas representam as principais causas de mortes em pacientes com DRC
em tratamento dialitico, sendo responsdveis por 40-45% da mortalidade. Além disso, se
considerarmos as mortes cardiacas subitas entre os pacientes em tratamento dialitico, o nlimero
chega a 60% (HERZOG, C.A., 2003; FRANCZYK-SKORA et al., 2012; WHITMAN;
FELDIMAN; DEO, 2012). Considerando o controle rigoroso da pressdo arterial como

principal mecanismo para a prevencdo da progressdo da DRC, a busca de agentes terap€uticos
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que reduzam o risco cardiovascular e melhorem a expectativa de vida do paciente, representa um
dos focos atuais para os pacientes com DRC (BAKRIS et al., 2006; FAQAH; JAFAR, 2011).

O nebivolol, 1-(6-fluor-3,4-dihidro-2H-1-benzopiran-2-il)-2-{[2-(6-fluor-3,4-dihidro-2H-
1-benzopiran-2-il)-2-hidroxietilJamino }etan-1-ol (Fig. 1), usado na clinica no tratamento da
hipertensdo e da insuficiéncia cardiaca cronica, € um 3 bloqueador de terceira geracio, altamente
seletivo para receptores B; adrenérgicos e com propriedades farmacoldgicas que diferem dos
outros f bloqueadores convencionais, pois possui a¢do vasodilatadora mediada pelo 6xido nitrico
e com efeitos benéficos na funcio endotelial vascular (GAO et al., 1991; SELVAN et al., 2007;

GUPTA; WRIGHT, 2008).

@]
s —— Z m— T

Figura 1. Estrutura do nebivolol. * Centro quiral; — principais sitios de metabolismo; 1
hidroxilacdo aromatica, 2 oxidacgfo aliciclica, 3 glicuronidagdo; 4 N-desalquilagdo.

O nebivolol esta disponivel na clinica como mistura racémica dos isomeros d-nebivolol
(SRRR) e [-nebivolol (RSSS), com atividade anti-hipertensiva atribuida principalmente ao d-
nebivolol, o qual quando comparado ao /-nebivolol apresenta afinidade aproximadamente 175
vezes maior para os receptores B; adrenérgicos (PAUWELS; VAN GOMPEL; LEYSEN, 1991).
Este B bloqueador ndo possui atividade simpatomimética intrinseca e ¢ um dos mais seletivos
bloqueadores B; adrenérgicos com afinidade de 321 vezes maior para o receptor §; adrenérgico
do que para o receptor B, adrenérgico (BRIXIUS et al., 2001; BRISTOW et al., 2005). Varios

outros mecanismos, além do bloqueio de receptores adrenérgicos P;, estdo envolvidos nas
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propriedades hemodindmicas do nebivolol. O nebivolol aumenta a produgdo e ou atividade do
oxido nitrico (NO) através de varios mecanismos ainda nido totalmente esclarecidos. O efeito
vasodilatador do nebivolol dependente do endotélio é mediado via [-arginina/NO no leito
vascular. A liberacdo de NO causada pelo nebivolol é principalmente dependente do isdbmero I-
nebivolol (EVANGELISTA et al., 2007). O nebivolol ativa a 6xido nitrico sintetase endotelial
(eNOS) que através da transformagdo da /-arginina em [/-citrulina libera o NO no musculo liso
onde exercerd sua atividade vasodilatadora. O nebivolol também aumenta a produgdo de NO no
coracdo ao estimular os receptores adrenérgicos 3 (MAFFEI et al., 2007; TOBLLI et al., 2012;
VANHOUTTE; GAO, 2013). Além de estimular os receptores adrenérgicos 3 e ativar
diretamente a eNOS, o nebivolol também reduz a concentracdo de dimetil-arginina assimétrica
(ADMA), que € responsavel por inibir a eNOS, logo a eNOS produziria mais NO no endotélio
(GARBIN et al., 2007; SEN et al., 2009). O nebivolol também exerce agdo anti-oxidante
inibindo a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, a qual preserva a
biodisponibilidade do NO através da prevencdo do desacoplamento da 6xido nitrico sintetase e
da formacao de peroxinitrito (OELZE et al., 2006; IGNARRO, 2008; MONIGKA et al., 2012).

O nebivolol é um farmaco altamente lipofilico (coeficiente de distribuicdo octanol/agua
log P= 4,03 em pH 11,8) com elimina¢do dependente principalmente do metabolismo. A
excrec¢do renal do farmaco inalterado € menor que 0,05% da dose (CHEYMOL et al., 1997).

O metabolismo do nebivolol é dependente do CYP2D6, uma enzima com atividade
dependente de polimorfismo genético. A freqii€éncia de metabolizadores lentos (PM) do CYP2D6
na populacgdo caucasiana é de 7 a 10% (FUX et al., 2005; FRANK; JAEHDE; FUHR, 2007).

A alta eliminagdo pré-sisttmica do nebivolol € responsdvel por sua baixa
biodisponibilidade (12%) em pacientes fenotipados como metabolizadores rapidos (EM),
enquanto em pacientes fenotipados como PM os valores atingem 96% (VAN PEER et al., 1991).

O tempo para o nebivolol atingir a concentragdo plasmatica maxima (tmax) é de 0,5-2h em
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pacientes EM é de 3-6h em pacientes PM. A administracdo oral de Smg de nebivolol/dia, durante
7 dias, resulta em maiores valores de concentracio plasmatica maxima (Cmax) em pacientes PM
do que em pacientes EM (VAN PEER et al., 1991).

O volume de distribuicdo do nebivolol é alto, com valores variando de 10,1-39,4 L.Kg-1.
A meia-vida de eliminag@o do nebivolol € de aproximadamente 8h em pacientes EM e de 27h em
pacientes PM. As diferencas observadas nos valores de meia-vida de eliminacdo entre pacientes
EM e PM sao decorrentes dos valores de clearance, os quais sdo aproximadamente 4 vezes
menores em pacientes PM (111 vs 30L/h). O nebivolol € um farmaco altamente ligado as
proteinas plasmaticas (principalmente a albumina) de maneira nio estereosseletiva (98,1 +0,2%
para d-nebivolol e 98,0 £ 0,3% para I-nebivolol) (VAN PEER et al., 1991).

A hidroxilacdo aromadtica representa a principal via de metabolismo do nebivolol em
pacientes EM. Em pacientes PM e também em pacientes EM, a glicuronidacdo e a oxidacio
aliciclica constituem importantes vias metabdlicas (Figura 2). A N-desalquilagdo ¢ uma via
metabdlica pouco significativa tanto em pacientes EM quanto em pacientes PM (VAN PEER et

al., 1991).



Introducdo 27

Glicuronidagio — | YT

I N-desalquilagdo Glicuronidagio
oxidativa
o M on /
| | o H oM

Hidroxilagio

i o M 1, o, <
o R S o R aromatica o o | M 1 o B
| | i RNy
G T & : S

R

: . A ALK
Hidroxilagio £ ) # R
aliciclica
on W on \
N T T oo v
] Redugio P o WL o L
. T T . " ————» Glicuronidagio
F- 4
) o Oxidagdo ™
Hidroxilagio Hidroxilagio
aliciclica aliciclica
o
o H oH T' N
| Redugio A 0.
o S A | iy TR ! ; ’ —» Glicuronidagio
= .,..‘ I-,( “ ,1 Oxidagio F~ " X T

i 2o HENDRICKX etal., 1996
Glicuronidagio

Figura 2: Metabolismo do nebivolol no homem (HENDRICKX et al., 1996)

Os conjugados com o 4cido glicurdnico sdo considerados farmacologicamente ativos e os
metabolitos hidroxilados do d-nebivolol apresentam atividade B bloqueadora, enquanto os
metabdlitos hidroxilados do I-nebivolol retém a capacidade do fairmaco inalterado de induzir a
producdo vascular de NO, desta forma como os metabdlitos hidroxilados e os conjugados sdo
considerados ativos, os efeitos clinicos do nebivolol ndo sdo diferentes entre os pacientes EM ou
PM para o CYP2D6 (MAFFEI et al., 2006; PRISANT, 2008; LINDAMOOD et al., 2011).

Os metabdlitos do nebivolol sdo excretados nas fezes e na urina de pacientes EM,
respectivamente representando 44% e 38% da dose. Em pacientes PM, os valores
correspondentes sdo de 13% e 66% da dose (VAN PEER et al., 1991).

O presente estudo apoia-se nos seguintes dados: 1- o uso de P bloqueadores no
tratamento da hipertensdo reduz a progressdao da DRC avaliada pela TFG e albumintria (HART;

BAKRIS, 2007); 2- a utilizagdo de P bloqueadores em pacientes com DRC em tratamento
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hemodialitico estd associada com a redugcdo da mortalidade relacionada com o sistema
cardiovascular (MATSUE et al., 2011); 3- o nebivolol € um [; bloqueador usado no tratamento
da hipertensao arterial com observagdo de aumento do fluxo renal plasmético e da TFG em ratos
(BAKRIS; HART; RITZ, 2006).

Considerando que o nebivolol é um farmaco essencialmente eliminado por hidroxilacdo
aromadtica, glicuronidacdo e oxidagao aliciclica (a excrecdo renal do firmaco inalterado é menor
que 0,05% da dose) (MCNEELY; GOA, 1999), que a DRC estd associada com glicuronidacio
reduzida (DREISBACH, 2009; MOMPER; VENKATARAMANAN; NOLIN; 2010), com
reducdo da atividade do CYP2D6 de acordo com a progressdo dos estagios da DRC (ROSTAMI-
HODJEGAN; KROEMER; TUCKER, 1999), com reducdo na expressdo e/ou atividade das
demais isoformas do CYP relacionadas com o metabolismo de farmacos (PICHETTE;
LEBLOND, 2003), o presente estudo visa avaliar a influéncia da DRC e da hemodiilise na
farmacocinética dos isomeros do nebivolol em pacientes hipertensos. O estudo ainda visa
estabelecer a relagcdo farmacocinética-farmacodinamica (PK-PD) entre as concentragdes plasmaticas
do isdbmero d-nebivolol e a variacdo da frequéncia cardiaca durante o exercicio isométrico com o

handgrip nos pacientes investigados.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
- Investigar a influéncia da DRC e da hemodidlise na farmacodinamica e na farmacocinética dos

isdbmeros do nebivolol em pacientes hipertensos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver e validar o método de andlise dos isdmeros do nebivolol em plasma empregando
LC-MS/MS e com aplicagdo em estudo de disposi¢do cinética de dose tnica.

- Avaliar a estereosseletividade na farmacocinética do nebivolol, administrado como racemato
em regime de dose unica oral, a pacientes hipertensos com fung¢do renal normal, pacientes
hipertensos com DRC estagios 3 e 4 e pacientes com DRC em estagio 5 em hemodiélise.

- Investigar a influéncia da DRC e da hemodidlise na farmacocinética dos isdbmeros do nebivolol
em pacientes hipertensos.

- Estabelecer a relacio PK-PD entre as concentragdes plasmadticas do isomero d-nebivolol e a
variagdo da frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico com o handgrip em pacientes
hipertensos com fung@o renal normal, pacientes hipertensos com DRC e pacientes em

hemodialise.



31

3.CASUISTICA E METODOS




Casuistica e Métodos 32

3. CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica

O protocolo clinico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da FMRP-USP, em sua 294" Reunido Ordindria realizada em 31/08/2009, Processo
HCRP n° 7336/2009 (ANEXO A). Os pacientes foram informados em detalhes sobre a proposta
do estudo, a duragdo e os possiveis riscos envolvidos. Apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, os pacientes foram submetidos a exame clinico e testes
laboratoriais para a comprovagdo da normalidade da fungdo hepatica (ALT, AST, gama GT,
bilirrubina e proteinas totais), avaliacdo da funcio renal (uréia, creatinina plasmatica e clearance
da creatinina) albumina plasmatica e avaliacdo metabdlica (colesterol, triglicérides, HDL, LDL,
hemoglobina glicada e glicemia de jejum). Nas situagdes de intercorréncias, tais como o
aparecimento de efeitos colaterais, foi garantido o afastamento do voluntirio do protocolo de
pesquisa e o tratamento apropriado na Instituicdo. Os pacientes foram internados na Unidade de
Pesquisa Clinica do Hospital das Clinicas da FMRP-USP durante parte da investigacao.

O célculo do tamanho amostral foi obtido através do programa Power and Sample
Calculation, versio 2.1.30 (DUPONT; PLUMMER, 1997), utilizando os parametros
farmacocinéticos do nebivolol em voluntarios sadios. Para o cdlculo do tamanho amostral fixou-
se o nivel de significancia em p< 0,05, poder do teste de 80%, diferenca entre as médias de AUC
do nebivolol em 50% (AUC 7,76 ng.h/mL e desvio padrdo de 3,07 ng.h/mL) (KAMALI et al.,
1997). A Figura 3 mostra a varia¢do do poder do teste de acordo com o tamanho amostral. Como
pode ser observada na Figura 2, a inclusdo de 11-12 pacientes em cada grupo ird acarretar poder

do teste acima de 80%.
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Figura 3. Grafico do tamanho da amostra em relacio ao poder de teste.

Os critérios de inclusdo abrangem a investigacdo de pacientes hipertensos de ambos os
sexos, com idade entre 18 a 65 anos, portadores de funcdo renal normal (auséncia de alteragcdes
no exame de urina tipo I e pelo clearance de creatinina maior que 90 mL/min/1,73m* de
superficie corporal), pacientes portadores de DRC moderada a grave (pacientes com clearance
da creatinina < 60 mL/min/1,73m?) e pacientes em tratamento hemodialitico. Durante o estudo
foi permitido o uso de medicamentos associados ao tratamento de complicagdes da DRC, exceto
o uso de corticosterdides ou imunossupressores.

Foram excluidos da investigagdo os pacientes com estenose das artérias renais,
hiperaldosteronismo primadrio, hipertensdo grave (pressdo arterial acima de 180 x110mmHg),
hipertensdo refratdria (vigéncia de quatro medicamentos anti-hipertensivos de classes distintas
sem controle da PA), acidente vascular encefélico isquémico ou hemorrdgico recente (hd menos
de 6 meses), angina instdvel ou infarto agudo do miocédrdio ha menos 6 meses, doenga hepdtica
ativa (virus B/C, alcoolismo e hepatopatia secundéria ao uso de medicamentos), pacientes com
histérico de bradicardia, insuficiéncia vascular periférica, distirbios de condugio
atrioventricular, pacientes com situacdo hemodindmica instdvel com tendéncia a hipotensdo

arterial (pressdo arterial sistdlica < 90 mmHg), pacientes com asma bronquica, episédios ndo
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esclarecidos de broncoespasmo e doenga pulmonar obstrutiva cronica, pacientes portadores de
Diabetes mellitus (definido de acordo com os critérios da ADA, ou seja, glicemia de jejum acima
de 126mg/dL), pacientes em uso de medicamentos inibidores do CYP2D6 (quinidina,
paroxetina, fluoxetina, bupropiona, cimetidina, cetoconazol, clozapina, propafenona e outros) e
todos os pacientes que ndo concordaram em assinar o termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Foram investigados 35 pacientes, com idade entre 18 a 65 anos, em seguimento na
Divisdo de Nefrologia do Hospital das Clinicas da FMRP-USP ou no Servico de Nefrologia de
Ribeirdo Preto (SENERP), distribuidos em 03 grupos, de acordo com a classificagdo do estagio
da DRC (K/DOQI, 2004), sendo 12 pacientes do Grupo controle portadores de hipertensio
arterial sist€émica e com func¢éo renal dentro dos limites da normalidade (caracterizado de acordo
com os critérios da VI Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial, 2010 e clearance da creatinina
>90 mL/min/1,73 m?), 12 pacientes do Grupo DRC (portadores de DRC estiagios 3 e 4,
clearance da creatinina <60 mL/min/1,73m%) e 11 pacientes do Grupo Hemodidlise (portadores

de DRC estégio 5, clearance da creatinina <15 mL/min/ 1,73m?).

3.2 Protocolo Clinico

Os pacientes investigados, em estado de jejum de 12 h, receberam pela manha, via oral,
dose tnica de 2 comprimidos de 5 mg de nebivolol racémico (Nebilet®, Biolab, Brasil) com 200
mL de dgua. A dieta padrdo do hospital foi servida apds 3h da administracdo do nebivolol. As
amostras de sangue (10 mL) foram coletadas em seringas heparinizadas (Liquemine® 5000U1,
Roche) nos tempos 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 30; 36; 42 e 48h apds a
administracdo do nebivolol. As aliquotas de plasma para a andlise cromatografica foram obtidas
por centrifugacdo das amostras de sangue (2500 rpm durante 15 min) e, a seguir, armazenadas a

- 70 °C até o momento da analise.
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A pressdo arterial dos pacientes investigados foi registrada no membro superior ndo
dominante com médulo de pressdo arterial ndo invasiva e a freqiiéncia cardiaca foi registrada
empregando o monitor cardiaco Dixtal DX2021. O registro da resposta simpdtica frente ao teste de
esforco isométrico (freqii€ncia cardiaca), utilizando o handgrip J amar® (Simmons Preston, EUA) foi
realizado nos mesmos tempos de colheita de sangue.

Os pacientes em posi¢do supina, antes da administragdo do nebivolol, foram solicitados a
utilizar o handgrip na sua contratilidade voluntaria maxima, com o braco dominante, exceg¢fo feita a
alguns pacientes do Grupo Hemodidlise que tinham a fistula arteriovenosa confeccionada no braco
dominante e, portanto, estes pacientes utilizaram o handgrip no brago ndo dominante. A média da
contratilidade voluntaria maxima foi obtida ap6s 3 determinagdes. Em todos os tempos de colheita de
sangue (0-48h), os pacientes foram solicitados a realizar durante 2 min o exercicio isométrico com o
handgrip a 30% da contratilidade voluntiria maxima (KUBO et al.; 2001). A andlise da resposta
simpética desencadeada pela manobra do handgrip foi realizada calculando-se a variacdo da
frequéncia cardiaca entre os periodos final e 1 min antes do inicio da prova de esfor¢co isométrico
durante 2 min.

A avaliacdo do fenétipo do CYP2D6 foi realizada 48h apds a administracdo do nebivolol.
Os pacientes investigados receberam dose tnica oral de 1 comprimido de 100 mg de tartarato de
metoprolol (Seloken, AstraZeneca) com 200 mL de dgua. Ap6s 3 horas foi coletada uma tnica
amostra de SmL de sangue com seringa heparinizada (Liquemjne® 5000UI, Roche) e o plasma

armazenado a —70°C até o momento da analise.

3.3. Métodos
3.3.1 Analise do metoprolol e o a-hidroximetoprolol em plasma
A andlise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em plasma foi realizada de acordo com

método desenvolvido e avaliado em estudo anterior do grupo (SILVA, 2008). Em resumo, para a
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andlise do metoprolol e do o-hidroximetoprolol em plasma foi empregado um sistema
cromatografico constituido por bomba, auto-injetor com controlador de temperatura em 12°C e
detector por fluorescéncia, operando em 229 nm (excitacdo) e 298 nm (emissdo). Foi empregada
a coluna Select B LiChrospher 60 RP (125 x 4 mm, tamanho da particula 5 pm, Merck) com fase
movel constituida de tampdo fosfato 0,05M pH 3,5: acetonitrila (9:1 v/v) com fluxo de 1
mL/min. Aliquotas de 1000 uL de plasma foram adicionadas de 25 uL da solucdo de padrio
interno (tramadol 50ug/mL), 25 uL da solugdo aquosa de hidréxido de sédio 1M, 100 mg de
cloreto de s6dio e 4 mL. do solvente extrator diclorometano:éter di-isopropilico (1:1, v/v). A
extragdo foi realizada através de agitacdo durante 30 min em agitador horizontal (220 + 10
ciclos/min), seguida de centrifugacio a 1800 g durante 5 min, separacdo das fases organicas (3,5
mL) e concentracdo sob fluxo de ar em temperatura ambiente. Os residuos foram retomados em
100uL de fase movel, dos quais 25uL foram submetidos a andlise cromatografica.

As curvas de calibrag@o para a andlise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em plasma
foram construidas com dados obtidos apds a andlise de aliquotas de 1000uL de plasma branco
(obtido de voluntario sadio nao tratado com medicamentos nas tultimas 72h) enriquecidas de
25uL de cada solug¢do de uso de metoprolol e o-hidroximetoprolol. Assim, as concentragdes
correspondem a 10-800 ng/mL de plasma tanto para o metoprolol quanto para o metabdlito o

hidroximetoprolol.

3.3.2 Analise dos isomeros do nebivolol em plasma
3.3.2.1 Solugoes padrao e reagentes

A solucdo estoque de nebivolol racémico (cloridrato de nebivolol 98%, TRC, Ontario,
Canadd) foi preparada na concentracdo de 100 ug da base livre/mL de metanol. A partir desta
solugd@o foram realizadas dilui¢des para a obtencdo das solugdes de uso, nas concentragdes 2; 4;

8; 20; 40; 80 e 200 ng de cada isdmero do nebivolol/mL de metanol.
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A solugdo do padrao interno (PI) tramadol foi preparada na concentragdo de 50 pug/mL de
metanol.

Os solventes empregados nos procedimentos de extracdo e como fase mével do sistema
cromatografico foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) como grau cromatografia.

A 4gua utilizada durante o experimento para o preparo dos reagentes foi obtida em

sistema de purificacao Milli Q Plus (Millipore, Bedford, MA, EUA).

3.3.2.2 Sistema de deteccao MS/MS

O sistema de detecgdo por espectrometria de massas (MS/MS) utilizado foi o Quattro
Micro LC triplo quadrupolo (Micromass, Manchester, Reino Unido) equipado com uma interface
por eletronebulizagdo (ESI). As andlises foram executadas no modo ionizacdo positivo. A
voltagem do capilar no ESI foi de 3 KV. As temperaturas da fonte e de dessolvatacdo foram
mantidas a 120 e 200°C, respectivamente. O nitrogénio foi utilizado como gés de nebulizagdo na
vazdo de 400 L/h. O gas argdnio foi utilizado como gis de colisio na pressdo de
aproximadamente 2,58x10™ mbar. A voltagem do cone foi mantida em 40 V para o nebivolol e
para o PI. A energia de colisdo foi de 30 eV para o nebivolol e para o PIL.

A separacdo dos isdbmeros do nebivolol foi realizada na coluna Chirobiotic V (Sigma-
Aldrich), com particulas de 5 pm (250 x 4,6 mm) empregando a fase mdvel metanol:acido
acético:dietilamina (100:0,15:0,05 v/v/v) com fluxo de 1,0 mL/min a 24°C.

As condi¢des de otimizacdo do MS/MS foram obtidas por infusdo direta das solucdes
padrdo de nebivolol (20 pg/mL de metanol) e tramadol (50 pug/mL de metanol) preparadas na
fase moével e introduzidas com bomba de infusdo, na vazio de 10 pL/min. As andlises foram
executadas no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). Os fons protonados [M + H]" e seus
respectivos fons produtos foram monitorados nas transi¢des 406>151 para o nebivolol e 264>58
para o PI tramadol. A aquisicio de dados e a quantificacdo das amostras foram realizadas

utilizando o programa MassLynx versao 3,5 (Micromass, Manchester, Reino Unido).
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3.3.2.3 Procedimento de extracao

Aliquotas de 2 mL de plasma branco (Hemocentro HCFMRP-USP) enriquecidas de 25
pL da solugdo de PI (tramadol) foram alcalinizadas com 25 pL. da solug¢do aquosa de hidréxido
de s6édio 1M e adicionadas de 50 mg de cloreto de sédio e 4 mL do solvente extrator éter di-
isopropilico:diclorometano (70:30, v/v). Os tubos foram agitados somente até formar o vortex e
depois permaneceram no agitador horizontal (220 + 10 ciclos/min) durante 40 min. Apds o
procedimento de centrifugacdo (10 min a 2500 rpm, 15°C), 3,6 mL do sobrenadante foram
transferidos para tubos cdnicos e concentrados sob fluxo de ar em temperatura ambiente. Os
residuos foram retomados em 130 pL de fase movel, dos quais 100 pL. foram submetidos a
andlise cromatografica.

As curvas de calibracido foram construidas com a andlise de aliquotas de 2 mL de plasma
branco enriquecidas com 25 pL de cada uma das solugdes de uso de nebivolol. As concentragdes
plasméticas correspondem a 25; 50; 100; 250; 500; 1000 e 2500 pg de cada isdmero de
nebivolol/mL. Para a constru¢do das curvas de calibracdo, as concentra¢des foram relacionadas
no eixo x, e as razdes de dreas dos picos no eixo y. Foram determinadas as equagdes de regressao

linear e os coeficientes de correlacdo.

3.3.2.4 Determinacio do efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado através da comparagdo direta das dreas dos picos do
nebivolol e PI injetados diretamente na fase moével, com as dreas dos picos de aliquotas de
plasma branco, oriundas de seis diferentes voluntarios, submetidas ao procedimento de extragio

descrito no item 4.3.3 e enriquecidas com solu¢des padriao de nebivolol e PL.
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3.3.2.5. Determinacao da ordem de eluicao dos isomeros do nebivolol

A ordem de elui¢do foi determinada pela andlise individual do isomero puro d-nebivolol
(SRRR, TRC, Ontirio, Canadd) realizada na coluna Chirobiotic® V (Sigma-Aldrich), com
particulas de 5 um (250 x 4,6 mm) empregando a fase mével metanol:acido acético:dietilamina

(100:0,15:0,05 v/v/v) com fluxo de 1,0 mL/min a 24°C.

3.3.2.6 Teste de racemizacao

Os isdmeros d-nebivolol (SRRR) e [-nebivolol (RSSS) foram coletados do sistema HPLC
acoplado ao detector por ultravioleta operando em 282nm. Os isomeros foram separados na
coluna Chirobiotic® V (Sigma-Aldrich), com particulas de 5 um (250 x 4,6 mm) e empregando a
fase mével metanol:acido acético:dietilamina (100:0,15:0,05 v/v/v) com fluxo de 1,0 mL/min a
24°C. Aliquotas de plasma branco foram enriquecidas com os isdbmeros individuais coletados e
com o isémero puro d-nebivolol (SRRR, TRC, North York, Canadd). As aliquotas de plasma
enriquecidas foram submetidas ao procedimento de extragdo descrito anteriormente e os residuos

injetados no sistema HPLC.

3.3.2.7 Validacao
O método desenvolvido foi validado de acordo com as recomendacdes da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — Resolugdo n° 899 de 29 de maio de 2003) para

métodos bioanaliticos.

3.3.2.7.1 Recuperacao

Para avaliar a eficiéncia do procedimento de extragdo, amostras de plasma branco (n=6)
enriquecidas com solugdes padrdo de nebivolol (40; 1000 e 2000 pg de cada isdmero/mL de
plasma) foram submetidas ao procedimento de extra¢do descrito no item 4.3.2.3. A recuperacgio

foi analisada através da comparacdo direta das 4dreas dos picos do nebivolol e PI oriundos de
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extratos de plasma branco enriquecidos com solu¢des padrio com as areas dos picos do
nebivolol e PI oriundos das aliquotas de plasma branco enriquecidas com solucdes padrio e

submetidos ao procedimento de extragdo.

3.3.2.7.2 Limite de quantificacio e linearidade

O limite de quantificacdo foi definido como a menor concentragdo plasmdtica de
nebivolol quantificada com precisido de 20% e exatiddo de 80-120%. Assim, foram analisadas 10
replicatas na concentracio de 25 pg de cada isomero/mL de plasma.

A linearidade do método analitico foi avaliada através da andlise de aliquotas de 2 mL de
plasma branco enriquecidas com nebivolol nas concentra¢des de 25; 50; 100; 250; 500; 1000 e
2500 pg cada isomero/mL de plasma. O método foi considerado linear até a maior concentracio
plasmatica que apresentou desvio menor ou igual a 15% em relagdo a concentragdo nominal e

com coeficiente de correlagdo linear igual ou superior a 0,98.

3.3.2.7.3 Precisao e exatidao

A repetibilidade e a exatiddo do método foram avaliadas através de estudos intra e
intercorridas. Os estudos foram realizados nas concentragdes de 40; 1000 e 2000 pg de cada
isdmero do nebivolol/mL de plasma. Estas solugdes foram separadas em aliquotas e armazenadas
a -20 °C até a andlise.

Para a avaliacdo da precisdo e da exatiddo intra-corrida foram analisadas 10 aliquotas
destas solugdes através de uma tnica curva de calibracdo. Na avaliagcdo da precisdo e da exatiddo
intercorridas foram analisadas 5 aliquotas de cada uma das solu¢des de nebivolol durante 5
diferentes corridas.

A avaliagdo da precisdo intra e intercorridas foi realizada através do célculo do

coeficiente de variacdo dos resultados obtidos. Para que o método possa ser referido de alta
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precisdo, o coeficiente de variacdo deve ser igual ou inferior a 15%. O desvio entre a
concentracdo experimental e a concentracio tedrica ndo deve exceder 15% para que o método

possa ser considerado de alta exatidao.

3.3.2.7.4 Estabilidade

Foram avaliadas as estabilidades de ciclos de congelamento e descongelamento, pés-
processamento e estabilidade de curta duragdo. Para a avaliacdo da estabilidade do nebivolol
foram preparadas amostras de plasma branco enriquecidas com concentra¢des baixa e alta de
nebivolol (40 e 2000 pg de cada isdmero do nebivolol/mL de plasma humano).

Para verificar a estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento, as amostras
enriquecidas foram congeladas a -20°C por pelo menos 24 h, apds esse periodo, foram
descongeladas e congeladas novamente por 24 h, repetindo-se esse processo até o terceiro ciclo
de descongelamento quando foram extraidas e analisadas. Os resultados foram comparados com
aqueles obtidos apds andlise das amostras recém preparadas.

Para a avaliacdo da estabilidade pds-processamento, as amostras extraidas foram
mantidas no auto-injetor por um periodo de 12 h, sendo, entdo injetadas no sistema
cromatografico. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos apds andlise das amostras
recém preparadas.

Para a avaliacdo da estabilidade de curta duracdo as amostras enriquecidas foram
mantidas na bancada por 4 h. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos apds andlise
das amostras recém preparadas.

Os resultados dos estudos de estabilidade foram expressos em porcentagem de desvio.
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3.3.3 Analise farmacocinética

A andlise farmacocinética foi realizada utilizando-se o programa WinNonlin versdo 4,0
(Pharsight Corp, Moutain View, Calif, EUA). Os parametros farmacocinéticos foram calculados
com base nas concentragdes plasmaticas dos isdmeros do nebivolol obtidas experimentalmente.
Os dados de concentracdo plasmética versus tempo apds a administra¢do oral do nebivolol foram
analisados empregando cinética de primeira ordem e modelo bicompartimental com lag time

(modelo 12).

3.3.4. Analise farmacocinética-farmacodinamica (PK/PD)

A andlise PK/PD, empregando o programa WinNonlin, foi realizada utilizando as
concentracdes plasmdticas do isomero d-nebivolol obtidas experimentalmente como parametro
farmacocinético e as medidas da variacdo da freqiiéncia cardiaca entre os periodos final e 1 min
antes do inicio da prova de esforco isométrico durante 2 min utilizando o handgrip a 30% da
contratilidade voluntdria maxima, realizado em diferentes tempos (0-48 h) apés a administracio
de dose tnica oral de 10 mg de nebivolol racémico.

A andlise PK-PD relacionando as concentracdes plasmdticas do isdmero d-nebivolol em
fungdo da variagdo da frequéncia cardiaca entre os periodos final e anterior ao teste de esforco
isométrico, foi descrita pelo modelo efeito Emax inibitério (E=Emax*(1-(C/(C+EC50)))) (Figura
4), o qual assume que o aumento da concentracdo plasmaética do d-nebivolol reduz a variagdo da

frequéncia cardiaca mdxima induzida pelo exercicio isométrico.
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Sample Graph

Concentration

Figura 4: Modelo efeito Emax inibitério (E=Emax*(1-(C/(C+EC50)))), utilizando o
programa WinNonlin versdo 4,0 na andlise farmacodinamica (modelo 103).

Os parametros avaliados incluem o Emax como a variagdo da frequéncia cardiaca entre os
periodos final e anterior ao teste de esforco isométrico e o EC50 como a concentracdo plasmatica do

isdmero d-nebivolol que resulta em 50% do Emax.

3.3.5 Anadlise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa GraphPad Instat®
(GraphPad Software, CA, EUA) para obtencao da mediana, média, erro padrao da média (EPM)
e intervalo de confianca de 95% (IC 95%). O teste de regressdao ortogonal foi empregado para
avaliar a relacdo entre o Cl/f de cada isdmero do nebivolol e a razdo metabdlica metoprolol/a-
hidroximetoprolol no plasma. O teste de regressdo ortogonal foi realizado com o auxilio do
programa Grafit versdo 7,0,3 (Erithacus Software, London, UK, 2012). Para a avalia¢do das
razdes isoméricas de nebivolol diferentes da unidade foi empregado o teste de Wilcoxon
bicaudal para dados pareados. O teste Kruskall-Wallis para dados ndo pareados foi utilizado para
comparar os dados entre os Grupos controle ¢ DRC; controle e hemodidlise e DRC e

hemodidlise. Em todos os testes estatisticos o nivel de significancia foi fixado em 5%.
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4.1 Analise dos isomeros do nebivolol em plasma

Resultados 45

As Figuras 5 e 6 mostram, respectivamente para o nebivolol e para o PI (tramadol), os

fons protonados e seus respectivos fons produtos monitorados nas transi¢des 406>151 e 264>58.

A Figura 7 apresenta os cromatogramas referentes a andlise dos isomeros do nebivolol

em plasma humano enriquecido com nebivolol racémico (2500 pg de cada isdmero/mL) e

plasma de paciente em hemodidlise

racémico.
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Figura 5 - Espectro de massas do fon molecular protonado (A) e do fon produto (B) do

nebivolol.
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andlise dos isomeros do nebivolol em plasma. (A)

Plasma humano branco; (B) Plasma humano enriquecido com nebivolol racémico (2500 pg de
cada isdmero/mL) e PI (3125 pg/mL). (C) Plasma de paciente em hemodidlise 1 h apds a
administracdo de 10 mg de nebivolol racémico. 1- PI (tramadol), 2- [-nebivolol e 3- d-nebivolol.

A Figura 8 mostra a ordem de eluicio dos isomeros do nebivolol, indicando que os

isdmeros foram eluidos na sequéncia [-nebivolol e d-nebivolol.
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Figura 8 — Cromatograma referente a ordem de eluicdo dos isomeros do nebivolol. (A)
Cromatograma do nebivolol racémico, 1- isdmero RSSS (/-nebivolol), 2- isomero SRRR (d-
nebivolol). (B) Cromatograma do isomero puro SRRR (d-nebivolol).

A Tabela 3 apresenta os tempos de retengdo para os isdmeros do nebivolol e para o
tramadol (PI).

Tabela 1 - Tempos de retencdo (min) do /-nebivolol, d-nebivolol e tramadol (PI).

Farmaco Tempo de retencio (min)
tramadol (PI) 10,20
[-nebivolol 13,79
d-nebivolol 14,90

A Tabela 4 mostra os dados obtidos na avaliacdo do efeito matriz na anélise dos isdmeros
do nebivolol e do PI em plasma. Os dados referentes a porcentagem em relacio ao sinal original

estdo apresentados como a média dos valores obtidos para 6 diferentes lotes de plasma.
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Tabela 2 — Efeito matriz para o nebivolol e PI em seis diferentes lotes de plasma humano. Os
dados estdo apresentados como média (n=6).

Concentracao Efeito Matriz (% em relacio ao sinal original)
(pg/mL) [-nebivolol d-nebivolol PI
50 94,09 98,58 94,28
1000 80,26 81,55
2500 91,99 92,70

sinal original (%)= 4rea padriao/drea do extrato de plasma branco enriquecido com o padrdo x 100

As Tabelas 5 e 6 mostram os resultados obtidos na validacdo do método de andlise dos
isdmeros do nebivolol em plasma.

Tabela 3 — Estudo de estabilidade do método de andlise dos isdmeros do nebivolol em plasma.

Desvio (%) I-nebivolol d-nebivolol
Curta duragdo (4 h)

40 pg/mL 2,96 -10,13
2000 pg/mL 5,76 -5,34
Ciclos congelamento/descongelamento

40 pg/mL -14,17 -6,40
2000 pg/mL -14,81 -13,82
Pés-processamento (12h)

40 pg/mL 4,28 0,98
2000 pg/mL -13,25 -14,44

% de desvio em relag@o as amostras recém preparadas
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Tabela 4 — Parametros de validacdo do método de anélise dos isdmeros do nebivolol em plasma.

I-nebivolol d-nebivolol
Recuperacao absoluta (%)
40 pg/mL 94,58 99,22
1000 pg/mL 97,26 96,68
2000 pg/mL 94,78 93,99
Linearidade (pg/mL) 25 -2500 25 -2500
Equacao da reta y=0,0002x+0,001278 y=0,0001x+0,001149
Coeficiente de correlacdo linear r=0,997 r=10,998
Limite de Quantificacio (pg/mL) 25 25
Precisdo (CV %, n = 10) 14,50 14,92
Exatidao (Inexatiddao %) 2,41 1,46
Precisao intercorridas (CV %)
40 pg/mL (n=5) 8,73 12,06
1000 pg/mL (n=5) 7,94 8,81
2000 pg/mL (n=5) 7,63 4,62
Precisao intra-corrida (CV %)
40 pg/mL (n=10) 10,91 5,06
1000 pg/mL (n=10) 12,16 8,74
2000 pg/mL (n=10) 4,03 5,71
Exatidao intercorridas
(Inexatidao %)
40 pg/mL (n=5) 5,83 0,26
1000 pg/mL (n=5) -2,54 -1,54
2000 pg/mL (n=5) -11,23 -8,17
Exatidao intra-corrida
(Inexatidao %)
40 pg/mL (n=10) -2,20 -5,08
1000 pg/mL (n=10) -3,46 0,08
2000 pg/mL (n=10) -11,08 -3,80

CV = coeficiente de variagdo [(desvio padrao/ média) x 100]; % Inexatiddo= [(Cops-Cadicionada)/CadicionadalX 100

Os resultados apresentados na Figura 9 indicam auséncia de racemizag@o dos isdmeros do

nebivolol durante os procedimentos de preparo da amostra e andlise cromatogréfica.
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Figura 9 — Teste de racemizacio dos isomeros do nebivolol. (A) Cromatograma do nebivolol
racémico 1-/-nebivolol, 2-d-nebivolol; (B) Cromatograma do isdmero I-nebivolol apds o
procedimento de extragdo em plasma; (C) Cromatograma do isomero d-nebivolol apds o
procedimento de extragdo.

4.2 Analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em plasma

A Figura 10 mostra os cromatogramas referentes a andlise do metoprolol e «-

hidroximetoprolol em plasma, empregando HPLC com detecg¢do por fluorescéncia.
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Figura 10 - Cromatogramas referentes a andlise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em
plasma. (A) Plasma enriquecido com metoprolol, a-hidroximetoprolol e PI (tramadol); (B)
Plasma obtido 3 h apds a administrac@o de dose Unica oral de 100 mg de tartarato de metoprolol.
1-o-hidroximetoprolol, 2-tramadol e 3-metoprolol.
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4.3 Fenétipo oxidativo tipo metoprolol

Os resultados da investigacdo do fendtipo oxidativo tipo metoprolol estdo apresentados
na Tabela 7. As concentragdes de metoprolol e o-hidroximetoprolol foram avaliadas em
amostras de plasma obtidas 3 h apds a administracio de dose unica de 100mg do farmaco
marcador tartarato de metoprolol. As razdes de concentragdes plasmadticas log;yp metoprolol/o-

hidroximetoprolol inferiores a 1,5 designam o fenétipo EM do metoprolol (SOHN et al., 1992).



Tabela 5 - Investigacdo do fendtipo oxidativo tipo metoprolol (n=35).

Resultados 54

Grupo m((:ltglll)lll‘ﬁl)ol a-hldr((;lxgllnl::alt())prolol MR logio MR Fenétipo

Hemodialise (n=11)
1 109,41 54,62 2,00 0,30 EM
2 137,61 46,84 2,94 0,47 EM
3 84,97 73,40 1,15 0,06 EM
4 48,56 38,59 0,10 -1,00 EM
5 19,58 41,75 0,47 -0,33 EM
6 188,95 66,52 2,84 0,45 EM
7 389,62 62,54 6,23 0,79 EM
8 219,78 30,23 7,27 0,86 EM
9 207,00 86,60 2,39 0,38 EM
10 414,55 70,22 5,90 0,77 EM
11 392,94 19,27 20,39 1,31 EM

DRC (n=12)
1 131,68 54,87 2,40 0,38 EM
2 122,46 61,97 1,98 0,30 EM
3 329,82 11,67 28,26 1,45 EM
4 24425 88,85 2,75 0,44 EM
5 46,60 83,59 0,56 -0,25 EM
6 157,27 98,22 1,60 0,20 EM
7 136,63 52,54 2,60 0,42 EM
8 331,33 25,98 12,75 1,11 EM
9 95,54 58,50 1,63 0,21 EM
10 183,32 47,87 3,83 0,58 EM
11 222,50 71,70 3,10 0,49 EM
12 66,61 42,30 1,57 0,20 EM

Controle (n=12)
1 91,66 70,97 1,29 0,11 EM
2 333,46 33,10 10,07 1,00 EM
3 235,71 84,59 2,79 0,45 EM
4 387,68 195,07 1,99 0,30 EM
5 123,52 70,88 1,74 0,24 EM
6 149,58 61,03 2,45 0,39 EM
7 188,28 30,25 6,22 0,79 EM
8 121,67 55,10 2,21 0,34 EM
9 17,31 85,02 0,20 -0,69 EM
10 235,96 36,87 6,40 0,81 EM
11 86,35 47,45 1,82 0,26 EM
12 534,26 nd - --- PM

nd: ndo detectado em concentragdes < 10 ng/mL de plasma
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4.4 Caracteristicas dos pacientes investigados

Os dados demograficos dos pacientes estdo apresentados na Tabela 6 como mediana,
média e IC 95%.

A idade, o peso, a altura e os valores de IMC nao diferem (p < 0,05) entre os grupos
controle, DRC e Hemodialise.

Todos os pacientes foram fenotipados como EM para o CYP2D6, exceto um paciente do
Grupo controle que foi fenotipado como PM para o CYP2D6. O paciente fenotipado como PM
foi analisado individualmente para a farmacocinética.

Os valores de clearance da creatinina variaram de 86,94-149,95 mL/min/ 1,73m2 para os
pacientes do Grupo controle, de 14,90-55,89 mL/min/1,73m? para os pacientes do Grupo DRC e

de 5,00-15,00 mL/min/ 1,73m2 para os pacientes do Grupo Hemodidlise.



Resultados 56

Tabela 6: Caracteristicas antropométricas dos pacientes investigados (n=35). Grupo controle
(n=12), Grupo DRC (n=12) e Grupo Hemodidlise (n=11). Os dados estdo expressos como
mediana, média e IC 95%.

Grupo controle Grupo DRC Grupo Hemodidlise
(n=12) (n=12) (n=11)
Género 5 homens e 7 mulheres 6 homens e 6 mulheres 5 homens e 6
mulheres
Idade (anos) 45,00 53,50 40,00
44,67 (39,18 - 50,15) 51,00 (45,62 — 56,38) 42,18 (35,22 - 49,14)
Peso (kg) 70,15 68,17 68,70
73,25 (67,30 - 79,20) 71,65 (65,00 - 78,30) 62,99 (54,64 —71,34)
Altura (m) 1,67 1,63 1,71
1,64 (1,60 - 1,69) 1,61 (1,56-1,66) 1,65 (1,59 - 1,72)
IMC (kg/mz) 27,54 28,93 23,19
27,06 (25,59 - 28,53) 27,57 (26,08 - 29,05) 22,85 (21,16 —24,54)
Clearance 93,82 33,85% 8,00*
creatinina 101,66 (89,74-113,56) 33,04 (25,51-40,56) 8,82 (6,97 - 10,67)
(mL/min/1,73m?)
log RM 0,34 0,40 0,45
plasma 0,36 (0,06-0,66) 0,46 (0,17-0,74) 0,37 (-0,05-0,79)
Fenétipo EM (n=11) EM (n=12) EM (n=11)
CYP2D6 PM (n=1)
Farmacos 5,6,9,11, 18, 19, 22, 1,5,6,9,10, 11, 14, 15, 1,2,3,4,5,6,7,8,
associados 23,24 ¢ 25 17,18, 19¢e 21 10, 13, 14, 15, 16, 17,
18,19¢e 20

* Teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05

Farmacos associados: 1-acido fdélico; 2-complexo B; 3-AAS; 4-omeprazol; 5-enalapril; 6-
furosemida; 7-sinvastatina; 8-calcitriol; 9-captopril; 10-anlodipina; 11-hidroclorotiazida; 12-
diazepam; 13-sevelamer; 14-alopurinol; 15-eritropoetina; 16-vitamina C; 17-sulfato ferroso; 18-
losartana; 19-atorvastatina; 20-ciclobenzaprina; 21-alopurinol 22-indapamida; 23-levotiroxina; 24-
espironolactona; 25-olmesartan
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4.5 Farmacocinética dos isomeros do nebivolol

A disposicdo cinética dos isomeros do nebivolol foi avaliada em 12 pacientes do Grupo
controle, 12 pacientes do Grupo DRC e 11 pacientes do Grupo Hemodidlise tratados com dose
unica oral de 10 mg do farmaco racémico.

A disposicdo cinética dos isdmeros do nebivolol nos pacientes do Grupo controle (n=11)
fenotipados como EM estd apresentada na Figura 11 (média +EPM) e na Tabela 7 (mediana,

média e IC 95%). Os dados mostram acimulo plasmatico do isémero /-nebivolol.
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Figura 11: Curvas de concentracdo plasmaética versus tempo dos isdmeros do nebivolol em
pacientes do Grupo controle (n=11) tratados com dose unica oral de 10 mg de nebivolol
racémico. Os dados estdo expressos como média +EPM.
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Tabela 7 — Disposicdo cinética dos isomeros do nebivolol em pacientes do Grupo controle
(n=11) tratados com dose tnica oral do farmaco racémico de 10 mg. Os valores estdo expressos

como mediana, média (IC 95%).

I-nebivolol

d-nebivolol

Cmax (ng/mL)
tmax (h)

AUC0-0 (ng.h/mL)
t1/2 (h)

o™

B (h")

Vd/f (L)

CVf (L/h)

AUC 0-c0 I/d

1,32

1,57 (0,99-2,15)

1,40

1,44 (0,88-2,00)

8,02

10,69 (4,97-16,40)

13,28

13,90 (10,04-17,75)

0,71

0,77 (0,63-0,91)

0,05

0,06 (0,04-0,07)

5383,30

6784,82 (2524,50-11045)

623,58

690,84 (343,33-947,35)

0,88%
0,95 (0,56-1,33)
1,51
1,60 (0,92-2,28)
4,25%

7,33 (1,42-31,99)
11,59
13,31 (9,31-17,30)
0,73
0,72 (0,49-0,95)
0,06
0,06 (0,05-0,07)
6397,70*

10450,62 (3971,70-
16930,00)
1176,40%*

1236,20 (772,66-1699,70)

1,74 (1,51-1,97)

*Teste de Wilcoxon bicaudal para dados pareados; p< 0,05.
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As curvas de concentragdo plasmatica dos isomeros do nebivolol versus tempo, obtidas

para o paciente do Grupo controle classificado como PM do CYP2D6, estdo apresentadas na

Figura 12 e na Tabela 8. Os dados mostram actimulo plasmético de ambos os isdmeros do

nebivolol no paciente PM quando comparado aos pacientes EM incluidos no grupo controle.
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Figura 12: Curvas de concentracdo plasmatica versus tempo dos isomeros do nebivolol em um
paciente do Grupo controle tratado com dose tnica oral de 10 mg de nebivolol racémico e

fenotipado como PM do CYP2D6.
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Tabela 8 — Disposi¢do cinética dos isdmeros do nebivolol no paciente do Grupo controle
fenotipado como PM do CYP2D6 (n=1) e tratado com dose unica oral do farmaco racémico de
10 mg.

[-nebivolol d-nebivolol
Cmax (ng/mL) 5,90 3,26
tmax (h) 4,42 3,76
AUC 0- (ng.h/mL) 351,24 73,55
t1/2 (h) 54,75 18,96
o (h-1) 0,28 0,38
B (h-1) 0,01 0,03
Vd/f (L) 596,02 859,78
Cl/f (L/h) 67,54 122,07

AUCO- I/d 4,77
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A disposicdo cinética dos isomeros do nebivolol nos pacientes do Grupo DRC (n=12)
estd apresentada na Figura 13 (média +tEPM) e na Tabela 9 (mediana, média e IC 95%). Os

dados mostram acimulo plasmético do isdmero /-nebivolol.
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Figura 13: Curvas de concentracdo plasmadtica versus tempo dos isomeros do nebivolol em
pacientes do Grupo DRC (n=12) tratados com dose tnica oral de 10 mg de nebivolol racémico.
Os dados estio expressos como média zEPM.
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Tabela 9 — Disposicdo cinética dos isomeros [-nebivolol e d-nebivolol em pacientes do Grupo
DRC (n=12) tratados com dose tnica oral do firmaco racémico de 10 mg. Os valores estdo
expressos como mediana, média (IC 95%).

[-nebivolol d-nebivolol
Cmax (ng/mL) 2,40 1,67*
2,51 (1,60-3,42) 1,73 (1,01-2,44)
tmax (h) 1,06 0,99
1,20 (0,80-1,60) 1,30 (0,81-1,79)
AUCO0-o0 (ng.h/mL) 10,20 8,37*
14,70 (5,31-24,08) 11,14 (4,22-18,07)
t1/2 (h) 12,90 12,27
13,70 (10,63-16,77) 12,54 (10,27-14,80)
ahh 0,96 0,65
1,17 (0,65-1,69) 0,88 (0,61-1,17)
B (™) 0,05 0,06
0,05 (0,04-0,07) 0,06 (0,04-0,07)
Vd/t (L) 3527,00 5232,50%*
4808,33 (2675,40-6941,20) 5277,43 (3183,40-7371,40)
Cl/f (L/h) 491,51 604,58*
494,71 (360,89-628,53) 710,25 (444,50-976,01)
AUC 0-0 I/d 1,36

1,42 (1,12-1,72)

*Teste de Wilcoxon bicaudal para dados pareados; p< 0,05.
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A disposicdo cinética dos isdmeros do nebivolol nos pacientes do Grupo Hemodiélise
(n=11) esté apresentada na Figura 14 (média +EPM) e na Tabela 10 (mediana, média e IC 95%).

Os dados mostram actimulo plasmético do isdmero [-nebivolol.
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Figura 14: Curvas de concentragdo plasmaética versus tempo dos isdmeros do nebivolol em
pacientes do Grupo Hemodidlise tratados com dose tnica oral de 10 mg de nebivolol racémico
(n=11). Os dados estdo expressos como média +EPM.
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Tabela 10 — Disposi¢ao cinética dos isomeros do nebivolol em pacientes do Grupo Hemodialise
(n=11) tratados com dose tnica oral do farmaco racémico de 10 mg. Os valores estdo expressos
como mediana, média (IC 95%).

[-nebivolol d-nebivolol
Cmax (ng/mL) 1,35 0,78%*
1,69 (1,10-2,28) 1,05 (0,59-1,51)
tmax (h) 1,14 1,11
1,09 (0,84-1,34) 1,10 (0,86-1,36)
AUCO0-o0 (ng.h/mL) 6,74 4,50%
10,28 (2,32-18,23) 8,80 (0,75-16,84)
t1/2 (h) 14,00 15,58
13,43 (11,10-15,76) 16,41 (12,92-19,90)
a (™) 1,18 1,07
1,16 (0,84-1,47) 0,99 (0,71-1,28)
B (™) 0,05 0,04
0,05 (0,04-0,07) 0,05 (0,04-0,06)
Vd/t (L) 5704,70 9477,10%
7981,52 (3818,00-12145,00) 13360,44 (6761,80-
19959,00)
Cl/f (L/h) 742,26 1112,10%
759,00 (523,00-994,33) 964,55 (672,18-1256,90)
AUC 0-o0 I/d 1,24

1,29 (1,10-1,47)

*Teste de Wilcoxon. bicaudal para dados pareados; p< 0,05.

As Tabelas 11 e 12 mostram a comparagdo da farmacocinética dos isdbmeros do nebivolol

entre os Grupos controle (n=11) , DRC (n=12) e Hemodiélise (n=11).
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Tabela 11 — Farmacocinética do isdmero /-nebivolol nos pacientes do Grupo controle (n=11),
Grupo DRC (n=12) e Grupo Hemodidlise (n=11) tratados com dose tnica oral de 10 mg de

nebivolol racémico. Os valores estdo expressos como mediana, média (IC 95%).

Grupo controle Grupo DRC Grupo Hemodidlise
Cmax (ng/mL) 1,32 2,40 1,35
1,57 (0,99-2,15) 2,51 (1,60-3,42) 1,69 (1,10-2,28)
tmax (h) 1,40 1,06 1,14
1,44 (0,88-2,00) 1,20 (0,80-1,60) 1,09 (0,84-1,34)
AUC0- (ng.h/mL) 8,02 10,20 6,74
10,69 (4,97-16,40) 14,70 (5,31-24,08) 10,28 (2,32-18,23)
t1/2 (h) 13,28 12,90 14,00
13,90 (10,04-17,75) 13,70 (10,63-16,77) 13,43 (11,10-15,76)
a(h™) 0,71 0,96 1,18
0,77 (0,63-0,91) 1,17 (0,65-1,69) 1,16 (0,84-1,47)
p(h 0,05 0,05 0,05
0,06 (0,04-0,07) 0,05 (0,04-0,07) 0,05 (0,04-0,07)
Vd/t (L) 5383,30 3527,00 5704,70
6784,82 (2524,50- 4808,33 (2675,40- 7981,52 (3818,00-
11045,00) 6941,20) 12145,00)
Cl/f (L/h) 623,58 491,51 742,26
690,84 (343,33- 494,71 (360,89- 759,00 (523,00-
947,35) 628,53) 994,33)
AUC 0-00 I/d 1,76 1,36 1,24

1,74 (1,51-1,97) 1,42 (1,12-1,72)

1,29 (1,10-1,47)

*Teste Kruskal-Wallis p< 0,05 (nenhuma diferenca significativa).

Tabela 12 — Farmacocinética do isdbmero d-nebivolol nos pacientes do Grupo controle (n=11),
Grupo DRC (n=12) e Grupo Hemodidlise (n=11) tratados com dose tnica oral de 10 mg de
nebivolol racémico. Os valores estdo expressos como mediana, média (IC 95%).

Grupo controle Grupo DRC Grupo Hemodidlise
Cmax (ng/mL) 0,88 1,67 0,78
0,95 (0,56-1,33) 1,73 (1,01-2,44) 1,05 (0,59-1,51)
tmax (h) 1,51 0,99 1,11
1,60 (0,92-2,28) 1,30 (0,81-1,79) 1,10 (0,86-1,36)
AUCO0-0 (ng.h/mL) 4,25 8,37 4,50
7,33 (1,42-31,99) 11,14 (4,22-18,07) 8,80 (0,75-16,84)
t1/2 (h) 11,59 12,27 15,58
13,31 (9,31-17,30) 12,54 (10,27-14,80) 16,41 (12,92-19,90)
a(h™h) 0,73 0,65 1,07
0,72 (0,49-0,95) 0,88 (0,61-1,17) 0,99 (0,71-1,28)
B (hh 0,06 0,06 0,04
0,06 (0,05-0,07) 0,06 (0,04-0,07) 0,05 (0,04-0,06)
Va/t (L) 6397,70 5232,50 9477,10
10450,62 (3971,70- 5277,43 (3183,40- 13360,44 (6761,80-
16930,00) 7371,40) 19959,00)
CUf (L/h) 1176,40 604,58 1112,10
1236,20 710,25 964,55

(772,66-1699,70) (444,50-976,01)

(672,18-1256,90)

*Teste Kruskal-Wallis p< 0,05 (nenhuma diferenca significativa).
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4.6 Correlacao entre a atividade in vivo do CYP2D6 e a farmacocinética dos isomeros do
nebivolol

As Figuras 15 e 16 mostram a correlagdo (p<0,01) entre o clearance aparente (Cl/f) dos
isomeros do nebivolol e as razdes metabolicas plasmaticas (RMpjama) metoprolol/a-

hidroximetoprolol (n=34 pacientes fenotipados como EM).
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Figura 15: Gréfico e equagio de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de correlagdo r
entre o clearance aparente do isomero [-nebivolol e a razdo metabdlica plasmdtica do
metoprolol/a-hidroximetoprolol (n=34 pacientes fenotipados como EM).
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Figura 16: Grafico e equacgio de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de correlagdo r
entre o clearance aparente do isOmero d-nebivolol e a razdo metabdlica plasmética do
metoprolol/a-hidroximetoprolol (n=34 pacientes fenotipados como EM).
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4.7 Correlacoes entre parametros farmacocinéticos dos isomeros do nebivolol versus peso e
clearance da creatinina

As Figuras 17 e 18 mostram auséncia de correlacdo (p>0,05) entre o clearance aparente
(Cl/f) dos isdbmeros do nebivolol e o peso dos pacientes dos trés Grupos estudados (n=35).

As Figuras 19 e 20 mostram auséncia de correlagdo (p>0,05) entre o clearance aparente
(Cl/f) dos isomeros do nebivolol e o clearance da creatinina corrigido pela drea superficial
corporal dos pacientes incluidos no estudo (n=35).

As Figuras 21 e 22 mostram auséncia de correlacdo (p>0,05) entre o Vd/f dos isdmeros

do nebivolol e o peso de todos os pacientes incluidos no estudo (n=35).
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Figura 17: Gréfico e equacgio de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de correlagdo r
entre o clearance aparente do isomero /-nebivolol e o peso de todos os pacientes incluidos no

estudo (n=35).
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Figura 18: Grifico e equacgio de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de correlagdo r
entre o clearance aparente do isomero d-nebivolol e o peso de todos os pacientes incluidos no

estudo (n=35).
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Cl/f versus Clearance da creatinina
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Figura 19: Grifico e equacgio de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de correlagdo r
entre o clearance aparente do isomero [-nebivolol e o clearance da creatinina de todos os
pacientes incluidos no estudo (n=35).
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Figura 20: Grifico e equacgio de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de correlagdo r
entre o clearance aparente do isomero d-nebivolol e o clearance da creatinina de todos os
pacientes incluidos no estudo (n=35).
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Vd/f versus Peso
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Figura 21: Gréfico e equagdo de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de correlagdo r
entre o volume de distribui¢do aparente do isomero /-nebivolol e o peso de todos os pacientes

incluidos no estudo (n=35).
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Figura 22: Gréfico e equacgio de regressdo ortogonal e seu respectivo coeficiente de correlagdo r
entre o volume de distribuicdo aparente do isomero d-nebivolol e o peso de todos os pacientes

incluidos no estudo (n=35).
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4.8 PK-PD do isomero d-nebivolol em funcao da variacio da frequéncia cardiaca no teste

de esforco isométrico com o handgrip.

As Figuras 23 e 24 e a Tabela 13 mostram para todos os pacientes incluidos no estudo e
classificados como EM (n=34), os pardmetros obtidos na avaliacio PK-PD. Na andlise PK-PD nio
foi incluido o paciente classificado como PM em razdo da obten¢@o de maior coeficiente de variagdo
para os pardmetros analisados. A Figura 23 mostra a variacdo da frequéncia cardiaca entre os
periodos final e anterior ao teste de esforco isométrico com o handgrip em fungdo do tempo. Os
dados mostram a alta variabilidade do pardmetro farmacodinamico. A Figura 24 mostra a andlise
PK-PD (modelo Emax inibitério) relacionando a variagdo da frequéncia cardiaca entre os periodos
final e anterior ao teste de esfor¢o isométrico com o handgrip em funcdo das concentragdes
plasmaticas do d-nebivolol. A Tabela 13 mostra os parametros Emax (efeito maximo) e EC50
(concentragdo plasmatica de d-nebivolol que resulta em 50% do Emax) obtidos na andlise PK-PD
relacionando as concentragdes plasmaticas do isomero d-nebivolol em funcdo da variacdo na
frequéncia cardiaca entre os periodos final e anterior ao teste de esfor¢o isométrico com o handgrip.
Os baixos valores de CV obtidos para ambos os parimetros, Emax e EC50, permitem inferir a

adequacdo dos dados obtidos a0 modelo Emax inibitério.
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Figura 23: Curvas de variacdo da frequéncia cardiaca versus tempo para os pacientes

investigados classificados como EM (n=34).
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Figura 24: PK-PD (modelo Emax inibitério) do isdmero d-nebivolol em funcdo da variacdo da
frequéncia cardiaca no teste de esforco isométrico com o handgrip incluindo todos os pacientes

investigados classificados como EM (n=34).
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Tabela 13: Parimetros obtidos na andlise PK-PD (modelo Emax inibitério) relacionando as
concentragdes plasmadticas do isdmero d-nebivolol em funcdo da variacdo na frequéncia cardiaca
entre os periodos final e anterior ao teste de esfor¢o isométrico com o handgrip incluindo todos os

pacientes investigados classificados como EM (n=34).

Parametro Estimado Desvio padrao CV (%)

Emax (bpm) 15,42 0,68 4,38

EC50 (pg/mL) 2264,33 507,59 22,42
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investiga a influéncia da DRC e da hemodidlise na disposi¢@o cinética
e na relacio PK-PD dos isdbmeros do nebivolol em pacientes hipertensos. A investigacdo dos
isdbmeros do nebivolol no plasma de pacientes tratados com dose tnica oral de 10mg do farmaco
racémico exigiu o desenvolvimento e a validagdo de um método empregando LC-MS/MS com
sensibilidade para quantificar os isdmeros do nebivolol até 48h ap6s administracdo do farmaco.

Inicialmente, a farmacocinética dos isomeros do nebivolol foi descrita por Van Peer et al.
(1991). Durante o estudo foram analisados plasma de voluntarios EM e PM tratados com doses
crescentes de nebivolol de 5mg a 30mg, doses didrias de 5mg e administracdo de dose
intravenosa de 0,5mg. Na andlise do nebivolol, os autores empregaram o radioimunoensaio
estereoespecifico, um método que ndo discrimina os isdmeros do nebivolol dos seus metabdlitos
hidroxilados, entretanto foi relatado uma grande diferenca na biodisponibilidade entre
voluntirios EM (12%) e PM (96%) e maiores valores de AUC para o isomero /-nebivolol e seus
metabdlitos hidroxilados, com razdes de AUC I/d de aproximadamente 2. O mesmo método foi
empregado por Himmelmann et al. (1996) na investigacdo de pacientes hipertensos tratados com
doses didrias de 5 mg de nebivolol racémico durante 4 semanas e por Cheymol et al. (1997) na
avaliagcdo da enantiosseletividade na farmacocinética do nebivolol em pacientes obesos tratados
dose unica intravenosa do farmaco (0,073 mg/Kg de peso corporal ideal). Os valores de AUC
reportados nestes dois ultimos estudos foram maiores para o [-nebivolol e seus metabdlitos
hidroxilados do que para o d-nebivolol e seus metabdlitos hidroxilados, respectivamente 212,0 vs
104,0 ng.h/mL. (HIMMELMANN et al., 1996) e 147,4 vs 123,3 ng.h/mLL (CHEYMOL et al,,
1997).

A primeira separac¢do dos isomeros do nebivolol em coluna de fase quiral foi reportada
por Aboul-Enein; Ali (2001). Os autores usaram colunas constituidas de amilose carbamato

(Chiralpak® AD e Chiralpak® AD-RH) e fases méveis compostas por metanol, etanol, 1-
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propanol, 2-propanol e 1-butanol. As fases mdveis metanol, etanol e 1-propanol na coluna
Chiralpak® AD ou qualquer uma das fases méveis na coluna Chiralpak® AD-RH resultaram em
eluicdo dos isdmeros na sequéncia d-nebivolol e /-nebivolol. No entanto, a ordem de elui¢do dos
isdbmeros do nebivolol na coluna Chiralpak® AD foi invertida, ou seja, os isdbmeros foram eluidos
na sequéncia /-nebivolol e d-nebivolol com o emprego das fase méveis 2-propanol e 1-butanol.

Lindamood et al. (2011) descreveram a farmacocinética dos isdmeros do nebivolol em
voluntdrios sadios em estudos de interacdo com hidroclorotiazida, furosemida, ramipril,
digoxina, warfarina, losartana e fluoxetina. Os autores citam que os isdmeros do nebivolol foram
quantificados no plasma dos voluntirios sadios empregando LC-MS/MS, embora ndo haja
descrigdo, validacdo ou qualquer referéncia relativa ao método analitico empregado. Os autores
apenas citam que a linearidade do método foi de 20-1500 pg de cada isomero do nebivolol/mL
de plasma, no entanto, os parametros farmacocinéticos foram descritos como mistura isomérica,
estimados usando a soma da concentracdo plasmdtica do d-nebivolol e [-nebivolol. As
concentracdes plasmadticas dos isdmeros individuais do nebivolol em funcdo do tempo, obtidas
ap6s a administracio de dose tunica de 10 mg do fiarmaco racémico administrado sob
monoterapia ou associado a fluoxetina, sdo mostradas apenas em uma figura, a qual permite
estimar concentra¢des plasmaticas maximas de aproximadamente 700 pg/mL para o d-nebivolol
e 1300 pg/mL para o /-nebivolol.

Os isomeros do nebivolol no presente estudo foram separados na coluna Chirobiotic® V
(Sigma-Aldrich), com particulas de 5 um (250 x 4,6 mm) empregando a fase movel
metanol:acido acético:dietilamina (100:0,15:0,05 v/v/v) com fluxo de 1,0 mL/min a 24°C. Os
isdmeros foram eluidos do sistema LC-MS/MS com tempos de retencdo de 13,79 e 14,90 min,
sendo que o primeiro isomero eluido foi o /-nebivolol seguido de seu antipoda d-nebivolol
(Figura 8). A ordem de eluicdo dos isdmeros nesta sequéncia foi determinada pela andlise

individual do isdmero puro d-nebivolol (SRRR).
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A andlise dos isomeros do nebivolol foi realizada no sistema LC-MS/MS monitorando as
transicdes 406>151 para o nebivolol e 264>58 para o padrdo interno (tramadol). Esses dados
estdo de acordo com os estudos relatados por Ramakrishna et al. (2005) e Selvan et al. (2007)
empregando LC-MS/MS na anélise do nebivolol em plasma como mistura isomérica. Entretanto,
os estudos realizados por Ramakrishna et al. (2005) e Selvan et al. (2007) mostram a utilizacdo
de colunas ndo quirais, portanto ndo discriminam os isdmeros do nebivolol.

O método desenvolvido foi avaliado quanto ao efeito matriz comparando as dreas dos
picos obtidas na injecdo de solucdes padrdo em fase mével com as dreas dos picos obtidas na
injecdo de extratos de plasma branco (oriundos de seis diferentes voluntarios) adicionados de
solugdes padrio de nebivolol e padréo interno. Os dados apresentados na Tabela 2 indicam que o
efeito matriz ndo resulta em perda significativa do sinal para os isdmeros do nebivolol ou para o
padrdo interno. Os dados mostram valores maiores que 80% quando foram comparadas as areas
dos picos resultantes da injecdo direta das solugdes padrdao com os picos resultantes da injecdo
dos extratos de plasma branco enriquecidos com as solu¢des padrio.

O método de andlise dos isdmeros do nebivolol apresentou linearidade no intervalo de
concentracdes plasmdticas de 25-2500 pg de cada isomero/mL (coeficientes de correlagdo
maiores que 0,99); Tabela 4. O limite de quantificacdo (LIQ) para ambos os isdmeros do
nebivolol foi de 25 pg/mL de plasma (Tabela 4), utilizando aliquotas de 2 mL de plasma no
procedimento de extracdo. Este LIQ permitiu a andlise dos isdmeros do nebivolol até 48h apds a
administracdo de dose tnica de 2 comprimidos de 5 mg de nebivolol racémico para todos os
pacientes investigados. O estudo de Lindamood et al. (2011) empregando LC-MS/MS relata
limite de quantificagdo de 20 pg/mL para a andlise dos isdmeros do nebivolol apesar de ndo
mostrar a validagdo do método, enquanto os métodos que empregam radioimunoensaio, que nio
diferenciam o fairmaco inalterado dos metabdlitos hidroxilados, reportam limites de deteccdo de

1 ng de cada isdbmero/mL de plasma (HIMMELMANN et al., 1996) ou de 0,1 ng/mL de plasma
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(CHEYMOL et al., 1997). Os métodos descritos para a andlise do nebivolol em plasma como
mistura isomérica que utilizam LC-MS/MS relatam limite de detec¢do de 10 pg de nebivolol/mL
de plasma (RAMAKRISHNA et al., 2005) e limite de quantificacdo de 10 pg de nebivolol/mL de
plasma (SELVAN et al., 2007).

Os coeficientes de variacdo obtidos nos estudos de precisdao e inexatiddo intra e inter-
corridas (Tabela 4) foram inferiores a 15%, assegurando a reprodutibilidade e repetibilidade dos
resultados. O nebivolol demonstrou estabilidade em plasma humano durante trés ciclos de
congelamento e descongelamento, durante 4h em temperatura ambiente e apds o processamento
durante 12 h no auto-injetor a 5°C, jd que foram revelados desvios inferiores a 15% (Tabela 3).

A extracdo dos isdmeros do nebivolol do plasma humano em meio alcalino empregando
como solvente extrator éter di-isopropilico:diclorometano (70:30, v/v) mostra valores de
recuperacdo (Tabela 4) acima de 90% para ambos isomeros do nebivolol. Ramakrishna et al.
(2005) relatam recuperacdo de 73,4% do nebivolol plasmético utilizando como solvente extrator
a mesma propor¢cao de éter di-isopropilico: diclorometano. Selvan et al. (2007) ao utilizarem
precipitacdo proteica com acetonitrila obtiveram recupera¢do dos isomeros do nebivolol
préximas a 85%.

O nebivolol mostra metabolismo complexo com capacidade de hidroxilacdo dependente
do polimorfismo genético tipo CYP2D6. As concentracdes plasmaticas no estado de equilibrio
de d-nebivolol e [-nebivolol sdo, respectivamente, 10 e 15 vezes maiores em PM quando
comparadas com EM para o CYP2D6 (LEFEBVRE et al., 2006). O estudo de Cheymol et al.
(1997) reporta que o metabolismo do /-nebivolol € mais influenciado pelo polimorfismo genético
tipo CYP2D6 do que o metabolismo do d-nebivolol. Com base nestes relatos, no presente estudo
a influéncia da DRC e da hemodidlise na farmacocinética e farmacodindmica do nebivolol foi

avaliada somente entre os pacientes fenotipados como EM do CYP2D6.
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O metoprolol é um farmaco marcador da atividade do CYP2D6. Sohn et al. (1992)
reportam que valores de log;y das concentracdes plasmadticas metoprolol/a-hidroximetoprolol
inferiores a 1,5 designam o fendtipo de EM e valores superiores a 1,5 designam o fenétipo de
PM do CYP2D6. Com base nestes dados, no presente estudo foram incluidos 35 pacientes, dos
quais 34 foram fenotipados como EM do CYP2D6 (Tabela 5). Os valores de logjy das
concentracdes plasmaticas metoprolol/a-hidroximetoprolol para os pacientes do Grupo controle
(n=11) variaram entre -0,69 a 1,00, para os pacientes do Grupo DRC (n=12) entre -0,25a 1,45 e
para os pacientes do Grupo Hemodidlise (n=11) entre -1,00 a 1,31. Dos 35 pacientes
investigados, apenas um paciente do Grupo controle apresentou concentragdes plasméticas de o-
hidroximetoprolol abaixo do limite de quantificacdo do método de 10 ng/mL de plasma e, portanto,
foi caracterizado como PM do CYP2D6.

A disposi¢do cinética dos isdmeros do nebivolol foi avaliada nos pacientes do Grupo
controle (n=12), Grupo DRC (n=12) e Grupo Hemodialise (n=11). As concentra¢des plasmaticas
de ambos os isomeros do nebivolol foram quantificadas (limites de quantificacdo de 25 pg de
cada isdmero/mL de plasma) até 48h apds a administracdo de dose unica oral de 10 mg de
nebivolol racémico (Figuras 11, 12, 13 e 14).

A disposi¢do cinética dos isdmeros do nebivolol nos pacientes hipertensos do Grupo
controle (n=11) é enantiosseletiva (Teste de Wilcoxon p<0,05) com acimulo plasmético do
isdbmero [-nebivolol (Tabela 7). Os valores de concentragdo plasmatica maxima (1,32 vs 0,88
ng/mL) e de AUC”™ (8,02 vs 4,25 ng.h/mL) sdo maiores (p<0,05) para o [-nebivolol quando
comparados ao d-nebivolol (Tabela 7). As razdes isoméricas de AUC [-nebivolol/d-nebivolol
mostram valores medianos de 1,76. Os dados obtidos na presente investiga¢do ndo podem ser
comparados com os estudos de investigacdo de pacientes hipertensos em que o nebivolol
plasmatico foi analisado empregando radioimunoensaio, considerando que os isdmeros do

nebivolol foram quantificados como a soma do firmaco inalterado e dos metabdlitos
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hidroxilados (HIMMELMANN et al., 1996). Cheymol et al. (1997) também quantificaram os
isdbmeros do nebivolol empregando o radioimunoensaio, mas a dose administrada aos pacientes
hipertensos foi por via intravenosa, fato que compromete a enantiosseletividade quando
comparada com a via de administracdo oral. No entanto, Himmelmann et al. (1996) na
investigacdo de pacientes hipertensos relataram enantiosseletividade com actimulo plasmético do
[-nebivolol e seus metabdlitos hidroxilados em relacdo ao d-nebivolol e seus metabdlitos
hidroxilados. Com base nos dados de concentracdes plasmadticas vs tempo apresentados por
Lindamood et al. (2011) na investigacdo de voluntarios sadios tratados com dose unica oral de
10 mg de nebivolol racémico, os valores de Cmax também foram maiores para o /-nebivolol do
que para o d-nebivolol, com concentracdes maximas aproximadas de 1,30 ng/mL para o I-
nebivolol e 0,70 ng/mL para o d-nebivolol.

O volume aparente de distribui¢cdo de ambos os isdmeros do nebivolol nos pacientes do
Grupo controle é muito alto, com valores de 5383,30 vs 6397,70 L, respectivamente para os
isdmeros [ e d-nebivolol (Tabela 7). Os valores obtidos estdo de acordo com Lindamood et al.
(2011) na investigacdo de voluntdrios sadios fenotipados como EM do CYP2D6, com valores de
volume aparente de distribui¢@o para o nebivolol como mistura isomérica de 11467 L. Os valores
de clearance aparente também sdo altos e indicativos de extenso metabolismo hepético. Os
valores de clearance aparente obtidos para os pacientes hipertensos do Grupo controle foram
respectivamente de 623,58 vs 1176,40 L/h, para os isdmeros [/ e d-nebivolol (Tabela 7), enquanto
o valor como mistura isomérica relatado por Lindamood et al. (2011) na investigagdo de
voluntérios sadios fenotipados como EM do CYP2D6 foi de 757 L/h.

A farmacocinética dos isdmeros do nebivolol no paciente do Grupo controle fenotipado
como PM, difere dos dados apresentados para os pacientes do Grupo controle (n=11) fenotipados
como EM. Os dados apresentados na Tabela 8 permitem inferir razdo isomérica de AUC I/d de

4,77 com demonstragcdo de acimulo plasmadtico preponderante do isdmero /-nebivolol. Os dados
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ainda permitem inferir drastica redugdo nos valores de clearance oral aparente de ambos os
isdbmeros do nebivolol, com valores de 67,54 vs 122,07 L/h, respectivamente para os isdmeros [-
nebivolol e d-nebivolol, representando aproximadamente 10,8 e 10,4% dos valores de clearance
oral obtidos para os pacientes do grupo controle fenotipados como EM.

O metabolismo do nebivolol é dependente do CYP2D6, uma enzima com atividade
dependente de polimorfismo genético. Van Peer et al. (1991) relatam que a alta eliminacio pré-
sistémica do nebivolol é responsavel por sua baixa biodisponibilidade (12%) em pacientes EM,
enquanto em pacientes PM os valores de biodisponibilidade atingem 96%, sugerindo que a
reducdo nos valores de clearance oral de ambos os isdmeros do nebivolol no paciente PM
investigado € decorrente principalmente do aumento da biodisponibilidade.

Os pacientes incluidos no Grupo DRC apresentavam estidgios 3 e 4 com valores de
clearance da creatinina como mediana de 33,85 mL/mir1/1,73m2 e com valores individuais
(n=12) entre 14,90-55,89 mL/min/ 1,73m? (Tabela 9 e Tabela I do Apéndice B). Os pacientes do
Grupo DRC foram caracterizados como ndo obesos e apresentavam valores de IMC com
mediana de 28,93 Kg/m2 (Tabela 6). Todos os pacientes do Grupo DRC foram caracterizados
como EM para o CYP2D6 (Tabelas 5 e 6). Os parametros farmacocinéticos do /-nebivolol e d-
nebivolol para os pacientes do Grupo DRC tratados com dose tnica oral de 10 mg de nebivolol
racémico, permitem inferir & semelhanca do Grupo controle, maiores valores de Cmax (2,40 vs
1,67 ng/mL) e AUC (10,20 vs 8,37 ng.h/mL) para o isomero /-nebivolol (Teste de Wilcoxon
p<0,05; Tabela 9). A comparag¢do dos pardmetros farmacocinéticos de ambos os isomeros do
nebivolol entre os pacientes do Grupo controle e os pacientes do Grupo DRC, ndo mostra
diferencas com significancia estatistica (Tabelas 11 e 12). No entanto, Shaw et al. (2005) relatam
aumento progressivo nos valores de AUC do nebivolol como mistura isomérica em funcio da
reducdo da fung@o renal em pacientes tratados com dose tUnica oral de Smg de nebivolol

racémico. Os autores relatam valores de AUC para a mistura isomérica do nebivolol,
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respectivamente, de 6,59; 4,55; 11,28 e 23,36 ng.h/mL para voluntirios sadios, pacientes com
DRC leve, pacientes com DRC moderada e pacientes com DRC grave.

Os valores de clearance oral aparente (Cl/f) de 491,51L/h para o [-nebivolol e 604,58 L/h
para o d-nebivolol (Tabela 9) obtidos para os pacientes do Grupo DRC (n=12) estdo de acordo
com aqueles relatados como mistura isomérica por Shaw et al. (2005) na investigacdo de
pacientes com DRC moderada (738 L/h).

O estudo de Michaud et al. (2005) mostra que o soro de pacientes com DRC contém
fatores urémicos (paratormonio, citocinas) que reduzem o contetido de CYP dos hepatdcitos de
ratos normais. Estes mediadores diminuem a expressdo proteica de vdrias isoformas CYP
(CYP1A2, CYP2C6, CYP2Cl11, CYP2DI1/2D2, CYP3A2 e CYP4A1/4A3), de maneira
secundaria aos niveis reduzidos de mRNA. Ressalta-se que os autores observaram uma forte
correlacdo entre a gravidade da DRC e a redugdo do CYP hepéitico. Os autores também relatam
forte correlag@o entre a concentragcdo do paratormdnio no soro e a reducdo na expressdo do CYP.

Considerando que o nebivolol é um fairmaco com eliminag¢do dependente do metabolismo
oxidativo e da capacidade de glicuronidagdo (HENDRICKX et al., 1996) e considerando que
estudos experimentais e clinicos relatam que a DRC em funcdo de alteragdes na expressido do
mRNA em resposta aos fatores urémicos presentes no soro estd associada com sub-regulacio de
enzimas CYP, enzimas UGT e de proteinas transportadoras como a Pgp intestinal e a OATP
hepitica (SUN; FRASSETO; BENET, 2006; NAUD et al.,, 2008; DREISBACH, 2009;
MOMPER; VENKATARAMANAN; NOLIN; 2010; NAUD et al. 2012), o resultado esperado
seria 0 aumento dos valores de Cmax e AUC de ambos os isdmeros do nebivolol, assim como a
reducdo dos  valores de  clearance  aparente de  ambos os  isOmeros
(MOMPER; VENKATARAMANAN; NOLIN; 2010). No entanto, a auséncia de diferencas com
significincia estatistica nos parametros farmacocinéticos dos isomeros do nebivolol entre os

Grupos Controle e DRC pode ser explicada provavelmente em funcdo dos estagios 3 e 4 dos



Discussio 84

pacientes investigados, os quais ainda nio mostram acimulo de fatores urémicos compativeis
com a sub-regulacdo das enzimas evolvidas no metabolismo do nebivolol. Estudos anteriores
mostram que as altera¢des na atividade enzimdtica sdo mais pronunciadas em pacientes com
DRC estagio 5 (clearance da creatinina <15mL/min/ 1,73m%), ou seja, quanto maior a
concentracdo de fatores urémicos, menor serd a atividade enzimdtica e a atividade dos
transportadores envolvidos no clearance ndo renal de farmacos (NAUD et al., 2012).
Adicionalmente, ainda ndo hd dados na literatura reportando quais ou qual transportador, se é
que o nebivolol sofre a acdo de transportadores ou qual tipo de enzima (UGT) participa das
reacdes de conjugacdo com o 4cido glicurénico no metabolismo do nebivolol no homem.

Além do estidgio da DRC, outro fator que merece destaque para explicar a auséncia de
diferencas nos parametros farmacocinéticos de ambos os isdmeros do nebivolol entre os Grupos
controle e DRC, € o fato de que o grau de inibicdo do CYP2D em pacientes com DRC parece
variavel (DREISBACH; LERTORA, 2008). Embora o estudo de Rostami-Hodjegan et al. (1999)
mostre reducdo da atividade do CYP2D6 em paralelo com a progressdo do estagio da DRC,
Nolin (2008) relata que o metabolismo do propranolol dependente do CYP2D6 ndo ¢ alterado
em pacientes com DRC em estdgios iniciais, mas é reduzido de maneira aguda em pacientes no
estagio 5.

A disposicdo cinética do nebivolol nos pacientes do Grupo Hemodidlise (n=11) é
enantiosseletiva com acimulo plasmético do isémero /-nebivolol (Tabela 10). Os valores de
concentracdo plasmdatica maxima (1,35 vs 0,78 ng/mL) e de AUC™™ (6,74 vs 4,50 ng.h/mL) sdo
maiores (p<0,05) para o /-nebivolol quando comparados ao d-nebivolol. As razdes isoméricas de
AUC [-nebivolol/d-nebivolol mostram valores médios de 1,29.

Os valores de clearance oral aparente (Cl/f) de 742,26L/h para o [-nebivolol e 1112,10

L/h para o d-nebivolol (Tabela 10) obtidos para os pacientes do Grupo Hemodialise (n=11) ndo
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mostram diferengas com significincia estatistica entre os Grupos controle (623,58 vs 1176,40
L/h) e DRC (491,51 vs 604,58 L/h).

Considerando que a redugcdo no clearance niao renal de farmacos é dependente da
concentracao sérica  de  fatores urémicos, tais como 0  paratormOnio,
(MOMPER; VENKATARAMANAN; NOLIN; 2010) e considerando que os pacientes em
hemodiédlise eliminam pelo menos parcialmente os fatores urémicos, € provavel que a atividade
de enzimas e transportadores seja restaurada em pacientes em hemodiélise. Momper et al. (2010)
relatam que a hemodidlise restaura de maneira aguda os valores de clearance hepatico da
eritromicina, sugerindo que os fatores urémicos dialisados podem diretamente e de maneira
aguda reverter a inibicdo no metabolismo e na atividade de transportadores em pacientes com
DRC estagio 5. Logo, os valores de Cl/f dos isdmeros do nebivolol, assim como os demais
parametros farmacocinéticos obtidos para os pacientes do Grupo Hemodidlise, ndo diferem entre
os Grupos controle e DRC investigados.

Os dados obtidos no presente estudo para os pacientes fenotipados como EM incluidos
nos Grupos controle, DRC e Hemodidlise, mostram correlacdo direta (p<0,01) (Figuras 15 e 16)
entre as varidveis Cl/f dos isomeros /-nebivolol ou d-nebivolol e a atividade in vivo do CYP2D6
avaliada através da RMpjasma metoprolol/a-hidroximetoprolol. Portanto, os pacientes fenotipados
como EM diferem em termos da atividade do CYP2D6 e como consequéncia exibem diferentes
valores de Cl/f para ambos os isdmeros do nebivolol. Logo, os dados obtidos na presente
investigacdo mostram que a atividade do CYP2D6 é preponderante & presenga da DRC estagios
3 e 4 nos valores de Cl/f de ambos os isdmeros do nebivolol.

Os dados obtidos no presente estudo para todos os pacientes investigados (Grupos
controle, DRC e Hemodidlise) ainda mostram auséncia de correlacdo significativa (p>0,05)
entre os valores de Cl/f de ambos os isdmeros do nebivolol e o peso dos pacientes (Figuras 17 e

18), como também entre os valores de Cl/f de ambos os isdmeros do nebivolol e o clearance da
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creatinina (Figuras 19 e 20). Também ndo foi observada correlagdo significativa (p>0,05) entre
os valores de volume aparente de distribuicio de ambos os isomeros do nebivolol e o peso dos
pacientes (Figuras 21 e 22).

Considerando que o nebivolol é um 3 bloqueador altamente cardiosseletivo, no presente
estudo a sua farmacodinamica foi avaliada empregando como parametro a variacdo da
frequéncia cardiaca utilizando o handgrip a 30% da contratilidade voluntdria maxima. A variagio
da frequéncia cardiaca foi determinada entre o valor observado apds 2min de exercicio isométrico e o
valor observado 1 min antes da realizacdo do exercicio isométrico (VAN NUETEN; DE CREE,
1998; KUBO et al.; 2001). O exercicio isométrico com o handgrip modifica o controle
barorreflexo da pressdo arterial, com isso hd aumento da pressdo arterial acompanhado por
aumento da frequéncia cardiaca e da resisténcia vascular periférica na musculatura esquelética
em repouso (KAMIYA et al., 2001). A variacdo da frequéncia cardiaca em funcdo do tempo esta
apresenta na Figura 23 para todos os pacientes investigados fenotipados como EM (n=34). A
variag@o da frequéncia cardiaca foi obtida apds a administra¢do de dose tnica oral de 10 mg de
nebivolol racémico e avaliada até 48 h apds a administracido do farmaco. Os dados apresentados
na Figura 23 permitem observar grande variabilidade no pardmetro farmacodindmico, fato que
impossibilitou a andlise dos Grupos individuais controle, DRC e Hemodidlise.

O modelo Emax inibitério foi empregado para descrever a andlise PK-PD relacionando as
concentragdes plasmadticas do isdmero d-nebivolol em fungdo da variacdo da frequéncia cardiaca
(Figura 24). Na andlise PK-PD foram incluidos todos os pacientes EM investigados (n=34). Ressalta-
se, no entanto, que os metabdlitos hidroxilados dependentes da atividade do CYP2D6 sao
considerados equipotentes ao d-nebivolol em termos do bloqueio do receptor B; ¢ que a soma do
nebivolol inalterado e dos metabdlitos hidroxilados € similar entre pacientes fenotipados para o

CYP2D6 como EM ou PM (LEFEBVRE et al., 2006).
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O modelo Emax inibit6rio mostrou-se o mais adequado em fung¢do da obtencdo dos menores
valores de coeficientes de variacdo para os parametros Emax e EC50. Os pacientes investigados
(n=34) mostram valores de Emax de 15,42 bpm (desvio padrdo 0,68 bpm) e de EC50 de 2,26 ng/mL
(desvio padrao 0,51 ng/mL), seguindo a administracdo de dose tnica oral de 10 mg de nebivolol
racémico (Tabela 13). Duprez et al. (1991) relatam varia¢des da frequéncia cardiaca de 8, 10 e 7
bpm, respectivamente, apds 3, 8 e 23 h apds a administragdo de 5 mg de nebivolol a voluntarios
sadios. No entanto, o presente estudo difere do estudo reportado por Duprez et al. (1991) tanto em
termos da dose do nebivolol (10 mg vs 5 mg), quanto em termos das diferengcas observadas nas
condi¢cdes do teste isométrico (30% vs 50% da contratilidade maxima e 2 vs 3 min de exercicio
isométrico) e dos pacientes investigados (Grupos controle + DRC + Hemodidlise vs voluntarios
sadios).

Concluindo, o presente estudo mostra que a farmacocinética do nebivolol é estereosseletiva
com actimulo plasmadtico do isdmero /-nebivolol responsével pelo efeito vasodilatador, que a DRC
estagios 3 e 4 e a Hemodidlise ndo alteram a farmacocinética de ambos os isdmeros do nebivolol,
que o volume aparente de distribui¢do de ambos os isdmeros do nebivolol ndo mostra correlagdo
com o peso dos pacientes, assim como os valores de clearance aparente de ambos os isdmeros nao
mostram correlacio com o peso ou com os valores de clearance da creatinina dos pacientes
investigados. No entanto, os valores de clearance aparente de ambos os isdmeros do nebivolol
mostram correlagdo significativa com a atividade do CYP2D6 avaliada através da RMpjasma
metoprolol/a-hidroximetoprolol. O parametro farmacodindmico variag¢do da frequéncia cardiaca,
utilizando o handgrip a 30% da contratilidade voluntdria mdxima, mostrou grande variabilidade
entre os pacientes investigados, mas quando empregado para descrever a andlise PK-PD em fung¢@o
das concentra¢des plasmadticas do isdmero d-nebivolol (modelo Emax inibitério) mostrou valores de
Emax de 15,42 bpm e de EC50 de 2,26 ng/mL, seguindo a administracdo de dose tinica oral de 10

mg de nebivolol racémico.
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6. CONCLUSOES

1-O método de andlise dos isomeros do nebivolol em plasma, empregando a coluna de
fase quiral Chirobiotic® V acoplada ao sistema LC-MS/MS, é sensivel (limite de quantificagdo
de 25pg/mL), preciso e exato (coeficiente de variacdo e erros relativos < 15%), permitindo a
quantificagdo dos isomeros até 48h apds a administragdo de dose tnica de 10mg do farmaco
racémico.

2-A farmacocinética do nebivolol, avaliada em pacientes hipertensos com func¢ado renal
normal, pacientes com DRC estagios 3 e 4 e pacientes em Hemodidlise, é enantiosseletiva com
acumulo plasmaético do isdmero /-nebivolol quando comparado ao isdmero d-nebivolol.

3-O paciente fenotipado como PM do CYP2D6 mostra acimulo plasmatico
preponderante para o isomero /-nebivolol e drastica reducdo dos valores de clearance oral
aparente de ambos os isdmeros do nebivolol.

4-A DRC estdgios 3 e 4 e a Hemodidlise ndo alteram a farmacocinética de ambos os
isdbmeros do nebivolol.

5-O clearance aparente de ambos os isOmeros do nebivolol mostra correlagido
significativa com a razdo metabdlica metoprolol/a-hidroximetoprolol no plasma dos pacientes
investigados.

6-O volume aparente de distribuicio de ambos os isdmeros do nebivolol ndo mostra
correlacdo com o peso dos pacientes, assim como os valores de clearance aparente de ambos 0s
isdmeros ndo mostram correlacdo com o peso ou com os valores de clearance da creatinina dos
pacientes investigados.

7- O parametro farmacodindmico variagcdo da frequéncia cardiaca, utilizando o handgrip
a 30% da contratilidade voluntiria méxima, mostrou grande variabilidade entre os pacientes

investigados.
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8-O modelo Emax inibitério foi considerado adequado para relacionar a variacdo na
frequéncia cardiaca em funcio das concentragdes plasmaticas do isdbmero d-nebivolol (Emax de
15,42 bpm e de EC50 de 2,26 ng/mL), seguindo a administracdo de dose tnica oral de 10 mg de

nebivolol racémico aos pacientes investigados.
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APENDICE A — Pardmetros bioquimicos

Tabela I: Dados individuais dos parametros bioquimicos dos pacientes do Grupo controle

investigados
Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
(PM)

ALT (U/L) 27 35 30 28 48 nd 33 8 52 23 19 8
AST (U/L) 21 26 15 31 27 19,2 20 18 26 20 17 14
Gama GT (U/L) 50 nd nd 38 28 40 47 44 47 nd 19 24
Bilirrubina
-direta(mg/dL) 0,13 0,17 0,12 | 0,15 0,17 nd 0,15 0,24 | 0,23 nd 0,08 0,18
-indireta(mg/dL) 0,34 | 0,36 | 0,18 0,30 | 0,36 nd 0,32 | 048 0,53 nd 0,11 0,37
-total (mg/dL) 0,47 0,53 0,30 | 0,51 0,53 nd 0,47 0,72 | 0.76 nd 0,18 0,55
Proteinas totais
(g/dL) 7.1 nd 7,1 7,6 6.3 6,5 nd 7,0 7.4 nd nd 7,2
Uréia (mg/dL) 30 30 20 nd | 47 26 25 20 25 37 36 25
Creatinina
plasmatica
(mg/dL) 0,8 0,79 0,8 1,14 | 091 0,74 0.8 0.9 0.74 1,3 0.85 0,82
Clearance da
creatinina 100,51 | 99,80 | 92,24 | 89,90 | 90,56 | 119,93 | 11734 | 86,94 | 149,95 | 95,40 87,5 89,80
(mL/min/1,73m?)
Colesterol
(mg/dL) 175 180 185 nd 184 171 203 170 151 214 248 224
Triglicérides
(mg/dL) 208 | 138,5 69 nd 114 151 276 102 204 72 366 116
HDL (mg/dL)

nd 32,5 34 36 31 31 29 52 25 46 32 46

LDL (mg/dL) nd | 1345 138 | 130 | 131 | 110 | 119 | 98 | 84 | 123 | 143 | 155
Hemoglobina
. 62 | 57 | 49 | nd | 56 | 61 | 56 | nd | 57 | nd | 68 | 49
glicada (%)
Glicemia (mg/dL) | o3 | o9 | 79 | 89 | 8 | 93 | 88 | 95 | 112 | 8 | 114 | 87
Albumina (g/dL)

4 nd 4,7 4,7 3.9 4,3 4,1 4,4 4,4 4,4 4.1 4,2

nd ndo determinada. Valores de referéncia: ALT até 41U/L; AST até 38U/L; Gama GT 11-50 U/L; Bilirrubina-direta até 0,4
mg/dL, indireta até 0,8 mg/dL, total até 1,2 mg/dL; Proteinas totais 6-8,5g/dL; Uréia 10-50 mg/dL; Creatinina plasmadtica 0,7-
1,5 mg/dL; Clearance da creatinina 75-125 mL/min/ 1,73m2; Colesterol < 200mg/dL; Triglicérides 80-150 mg/dL; HDL > 35
mg/dL; LDL < 130 mg/dL; Hemoglobina glicada 4,1-6,5%; Albumina 3,5-4,8 g/dL; Glicemia 70-100 mg/dL.
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APENDICE B - Pardmetros bioquimicos

Tabela I: Dados individuais dos parametros bioquimicos dos pacientes do Grupo DRC

investigados.

Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ALT (U/L) 11 14 9 22 14 30 22 57 22 11 16,7 9
AST (U/L) 12 9 19 21 13 nd 22 28 18 13 11,5 14
Gama GT (U/L) 9 28 35 9 30 47 23 nd 42 13 29 18
Bilirrubina
-direta(mg/dL) 0,1 0,14 0,25 0,1 nd 0,11 nd 0,3 0,13 0,23 0,06 0,13
-indireta(mg/dL) 0,21 0,32 0,52 0,2 nd 0,24 nd 0,2 0,36 0,53 0,19 0,31
-total (mg/dL) 0,31 0,46 0,77 0,3 nd 0,34 nd 0,5 0,49 0,76 0,25 0,44
Proteinas totais
(g/dL) 5,9 6 5,8 6,8 6,7 nd 6,4 7.4 7,7 nd 6,4 6,3
Uréia (mg/dL) 80 | 112 | 44 | 46 | 75 | 66 | 78 | 87 | 56 | 90 | 142 | 99
Creatinina
plasmatica
(mg/dL) 1,7 4,26 2,9 1,73 2,76 1,3 3,02 3,61 1,57 2,4 3,16 39
Clearance da
creatinina 45,69 | 14,90 | 32,97 | 38,48 | 41,54 | 35,54 | 34,74 | 30,54 | 55,89 | 27,68 | 17,87 | 20,6
(mL/min/1,73m?)

Colesterol
(mg/dL) 210 220 190 189 178 190 210 280 221 168 207 192
Triglicérides
(mg/dL) 167 147 163 147 nd 170 160 211 219 146 212 nd
HDL (mg/dL)

36 39 40 39 36 nd nd 39 34 31 28 25
LDL (mg/dL)

132 140 140 145 139 nd nd 114 143 108 137 141
Hemoglobina nd
glicada (%) 4.4 4,9 5,3 5 5,6 5,4 5,8 6,3 6 6,1 52
Glicemia (mg/dL) | o3 | o3 | g | 83 | 89 | 81 | 77 | 104 | 113 | 87 | 102 | 89
Albumina (g/dL)

3,8 4,0 4,5 4,6 3,7 nd 3,8 4,6 4,1 4,1 4,3 3,7

nd ndo determinada. Valores de referéncia: ALT até 41U/L; AST até 38U/L; Gama GT 11-50 U/L; Bilirrubina-direta até 0,4
mg/dL, indireta até 0,8 mg/dL, total até 1,2 mg/dL; Proteinas totais 6-8,5g/dL; Uréia 10-50 mg/dL; Creatinina plasmadtica 0,7-
1,5 mg/dL; Clearance da creatinina 75-125 mL/min/ 1,73m2; Colesterol < 200mg/dL; Triglicérides 80-150 mg/dL; HDL > 35
mg/dL; LDL < 130 mg/dL; Hemoglobina glicada 4,1-6,5%; Albumina 3,5-4,8 g/dL; Glicemia 70-100 mg/dL.
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APENDICE C - Pardmetros bioquimicos

Tabela I: Dados individuais dos parametros bioquimicos dos pacientes do Grupo Hemodialise

investigados.

Pacientes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ALT (U/L) 40 40 | 120 | 120 | 100 | 100 | 90 | 200 | 140 | 11 | 110
AST (U/L) 120 | 13.0 | 220 | 10,0 | 250 | 28,0 | 180 | 246 | 21,0 | 26 | 250
Gama GT (U/L) 230 | 280 | 690 | 180 | 40,0 | 20,0 | 33.0 | 39.0 | 360 | 27 | 320
Bilirrubina
'fi'(rl?tai“zg’dla)L) 012 | 023 | 013 | 012 | 012 | 015 | 015 | 016 | 017 | 014 | 0.15
-int 1;? agr/r(;g{) 0.18 0.10 0,13 0,17 | 0,15 | 0,18 | 0,15 | 0,12 | 0,14 | 0,15 | 0,16
-lotal {m 030 | 033 | 026 | 028 | 026 | 033 | 029 | 028 | 029 | 029 | 029
Proteinas totais
(g/dL) 8,6 7.8 7.1 73 | 83 | 64 | 76 | nd | 70 | 65 | 70
Uréia (mg/dL) 128,0 | 147,0 | 166,0 | 60,0 | 109,0 | 89,0 | 116,55 | 90,6 | 111,7 | 93,0 | 1054
Creatinina
plasmética (mg/dL) | 8.3 88 | 111 | 124 | 65 | 79 | 92 | 87 | 103 | 98 | 8.1
Clearance da
creatinina 11,00 | 700 | 500 | 800 | 1500 | 8,00 | 800 | 10,00 | 11,00 | 7.00 | 7.00
(mL/min/1,73m?)

Colesterol (mg/dL) | 149 | 1750 | 1550 |203.0 | nd | 180.0 | 1840 | 173.0 | 230.0 | nd | 242.0
Triglicérides
(mg/dL) 155 nd 101 165 | 140 | 143 | 138 | 151 | 145 | 142 | 143
HDL (mgfdL) 40 | 44 | 38 | 41 | 40 | 40 | 41 | 38 | 44 | nd | 40
LDL (mg/dL) 1350 | nd | 97.0 | 1400 | 133.0 | 160,0 | 1220 | 1100 | 1850 | nd | 121.0
Hemoglobina

. 5.0 49 42 48 | 43 | 44 | 46 | 49 | 46 | 48 | 46
glicada (%)
Glicemia (mg/dL) 800 | 81.0 | 650 | 80.0 | 820 | 900 | 800 | 900 | 920 | 8¢ | ss0
Albumina (g/dL) 45 | 40 | 36 | 45 | 43 | a1 | 41 | 46 | 47 | 38 | 36

nd ndo determinada. Valores de referéncia: ALT até 41U/L; AST até 38U/L; Gama GT 11-50 U/L; Bilirrubina-direta até 0,4
mg/dL, indireta até 0,8 mg/dL, total até 1,2 mg/dL; Proteinas totais 6-8,5g/dL; Uréia 10-50 mg/dL; Creatinina plasmatica 0,7-
1,5 mg/dL; Clearance da creatinina 75-125 mL/min/ 1,73m?; Colesterol < 200mg/dL; Triglicérides 80-150 mg/dL; HDL > 35
mg/dL; LDL < 130 mg/dL; Hemoglobina glicada 4,1-6,5%; Albumina 3,5-4,8 g/dL; Glicemia 70-100 mg/dL.
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APENDICE D - Curvas de concentragio plasmatica versus tempo dos isdmeros do nebivolol

para os pacientes incluidos no Grupo controle.
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APENDICE E — Curvas de concentracio plasmatica versus tempo dos isdbmeros do nebivolol

para a paciente PM do Grupo controle.
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APENDICE F - Curvas de concentracio plasmatica versus tempo dos isémeros do nebivolol

para os pacientes incluidos no Grupo DRC.
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APENDICE G - Curvas de concentragio plasmatica versus tempo dos isdmeros do nebivolol

para os pacientes incluidos no Grupo Hemodidlise.
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APENDICE H - Dados antropométricos e farmacos utilizados pelos Grupos Hemodilise, DRC
e controle.

Tabela I: Dados demograficos individuais dos pacientes do Grupo controle

Pacientes Idade Género IMC Farmacos associados
(kg/m’)
1 41 F 27,73 22
2 45 F 29,26 9,11
3 45 F 27,39 18,23
4 31 M 23,99 5
5 57 F 29,44 18, 11,
6 43 F 26,50 5,19
7 50 M 27,25 11, 18, 23, 24
8 58 M 24.34 9,11,18
9 45 M 29,10 9
10 41 M 29,45 5,6
11 50 F 27,69 11, 25
12 (PM) 30 F 22,57 9,11

IMC: Indice de massa corpérea; Farmacos associados: 1-acido félico; 2-complexo B; 3-AAS; 4-
omeprazol; 5-enalapril; 6-furosemida; 7-sinvastatina; 8-calcitriol; 9-captopril; 10-anlodipina; 11-
hidroclorotiazida; 12-diazepam; 13-sevelamer; 14-alopurinol; 15-eritropoetina; 16-vitamina C;
17-sulfato ferroso; 18-losartana; 19-atorvastatina; 20-ciclobenzaprina; 21-alopurinol 22-
indapamida; 23-levotiroxina; 24-espironolactona; 25-olmesartan.

Tabela II: Dados demogrificos individuais dos pacientes do Grupo DRC

Pacientes Idade Género IMC Farmacos associados
(kg/m’)
1 46 F 29,13 5,11, 17
2 58 M 24,45 6, 10, 14
3 55 M 29,75 5,10, 11, 14,
4 55 F 24,97 5,11,
5 44 M 29,58 5,9
6 52 F 26,04 5,6, 10,
7 49 M 28,72 10, 18
8 44 M 29,65 5,19, 21
9 62 M 29,75 5,11
10 55 F 25,54 1,10, 11, 15,18
11 60 F 29,24 5,11, 14,
12 32 F 24,00 5

IMC: Indice de massa corpérea; Farmacos associados: 1-acido félico; 2-complexo B; 3-AAS; 4-
omeprazol; 5-enalapril; 6-furosemida; 7-sinvastatina; 8-calcitriol; 9-captopril; 10-anlodipina; 11-
hidroclorotiazida; 12-diazepam; 13-sevelamer; 14-alopurinol; 15-eritropoetina; 16-vitamina C;
17-sulfato ferroso; 18-losartana; 19-atorvastatina; 20-ciclobenzaprina; 21-alopurinol 22-
indapamida; 23-levotiroxina; 24-espironolactona; 25-olmesartan.



Apéndices 110

Tabela III: Dados demograficos individuais dos pacientes do Grupo Hemodiélise

Pacientes Idade Género IMC Farmacos associados
(kg/m*)
1 45 M 23,19 1,2,6,5,13,15, 19
2 32 F 19,05 2,5,15
3 38 F 20,78 1,2,3,4,7, 16
4 34 M 22,43 4,10,5,3,1,2, 13,15
5 33 F 26,40 6,1,2,15,13,5
6 31 F 19,53 15,1,2,13,20,5
7 61 M 23,73 15,13,10,5,1,2,4, 14
8 53 M 23,24 15,4, 10
9 40 M 27,26 1,2, 13, 18,
10 41 F 22,43 5, 6,
11 56 F 23,28 1,2,5,6,17, 8, 10, 15

IMC: Indice de massa corpérea; Farmacos associados: 1-acido félico; 2-complexo B; 3-AAS; 4-
omeprazol; S-enalapril; 6-furosemida; 7-sinvastatina; 8-calcitriol; 9-captopril; 10-anlodipina; 11-
hidroclorotiazida; 12-diazepam; 13-sevelamer; 14-alopurinol; 15-eritropoetina; 16-vitamina C;

17-sulfato ferroso;

18-losartana;

19-atorvastatina;

indapamida; 23-levotiroxina; 24-espironolactona; 25-olmesartan.

20-ciclobenzaprina; 21-alopurinol 22-
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ANEXO A — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa

HEEPITAL DS CUINBCAT W FACULDADE DF MEDIDINA

D RIBEIRAD PRETO DA UNNCRSIDEADE OF SAD PALILD . - —
- e o coiieei® " S . - —— e - - -

USP - RIBERAD

[ P ————

Ribeirfo Preto, 03 de setembro de 2009

Oficio n® 2980 /2009
CEP/ MOV

Prezados SBenhores,

Q trabalho intitulado “INFLUENCIA DA
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA E DA HEMODIALISE NA
FARMACODINAMICA E FARMACOCINETICA DOS ENANTIOMEROS DO
NEBIVOLOL EM PACIENTES HIFERTENS08™ foi analisado pelo Comité de
Etica. em Pesguisa, em sua 204" Reunifio Ordindria realizada em
317082009 ¢ enguadrado na carcporia: APROVADO, bem come o Termo
de Comsentimento Livre e Esclarecide, de acordo com o Processo HCRP
n® TA36/ 2009,

Este Comité  segue  integraimente o Conferdncio
Intemaconal de Hormonmizapdo de Boes Praficas Clinicas (MGH-GOP), Bem
como o Resolucdo n® 196796 CNS/MS.

Lembramos que devemn ser apresentados a este CER, o
Eelatdrio Parcial & o Belatdrio Final da uisg.

Atenciosamente,

Ha [1 B :: N
A i
* MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
“Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Hustrissimoes Senhores

DANIEL VALENTE NEVES
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
- UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario Monte Alegre —- RIBEIRAO PRETO - SP

PESQUISA CIENTIFICA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO PACIENTE / IDADE:......ccociiiiitiiiinieie ettt oo
REGISTRO E/OU DOCUMENTOS DE IDENTIFICACAO..........ccocoooevrrerrirreererreen.

NOME DA PESQUISA: Influéncia da insuficiéncia renal cronica e da hemodialise na
farmacodinimica e na farmacocinética dos isomeros do nebivolol em pacientes
hipertensos.

RESPONSAVEL CLINICO: Prof. Dr. Eduardo Barbosa Coelho (Departamento de Clinica
Meédica, Divisdo de Nefrologia HC-FMRP-USP) — CREMESP 68.329.

RESPONSAVEL PELA APLICACAO DO TCLE: Daniel Valente Neves (aluno de doutorado
da FCFRP-USP)

TELEFONE PARA CONTATO: (16) 3602-2543 ou (16) 3602-4699

OBSERVACOES: Projeto Integrado Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP e
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que em .......... S - concordei voluntariamente em participar, como paciente do
projeto de pesquisa acima referido. Fui devidamente informado em detalhes pelo médico
responsavel que:

1- “O nosso estudo procura entender se a doenca dos rins modifica o efeito de um remédio usado
para abaixar a pressdo arterial. Alguns remédios tém o efeito alterado pela doenga nos rins,
podendo aumentar ou mesmo ter o seu efeito diminuido. Para a realiza¢dao deste estudo, serdo
necessdrias pessoas com e sem problema nos rins. Assim, todas as pessoas que irdo participar
desta pesquisa vdo ter um exame de sadide feito em primeiro lugar para saber se existe algum
problema dos rins. Os remédios que vocé toma para controlar a pressdo serdo trocados para um
remédio chamado Nebivolol, que também ¢ utilizado para o controle da pressdo, no dia da
pesquisa. Pode acontecer de vocé sentir cadimbras, fraqueza e tonturas. Para ser incluido nesse
estudo, voce terd que vir até o Hospital (HC) em jejum de 12 horas, e ird receber um comprimido
de 10 mg de um remédio usado para abaixar a pressdo, chamado Nebivolol, que vocé tomara
com um copo de dgua. NOs iremos coletar amostras de 5 mL de sangue (cerca de uma colher de
sopa) da veia do seu braco vdrias vezes (cerca de 15 vezes). Um tubinho de pldstico serd
colocado dentro da sua veia, assim nds iremos picar vocé uma unica vez. Pode acontecer de
aparecerem efeitos exagerados do remédio como cansago, fraqueza ou falta de ar, além de poder
cair o valor da sua pressao. Se isso ocorrer, nés iremos trata-lo aqui mesmo no hospital e iremos
interromper a pesquisa. Apés o término das coletas de sangue, vocé€ receberd um comprimido
chamado metoprolol (100 mg) que € para avaliar como seu organismo elimina o remédio usado,
apods 3 horas da administracdo do metoprolol serd coletado 5 mL de sangue. Assim, se vocé
quiser participar da pesquisa, vocé terd que vir pelo menos 2 vezes ao Hospital: uma para ser
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examinado e uma para tomar os remédios. Nas vezes que vocé vier tomar os remédios, vocé terd
que ficar internado no Hospital durante 2 dias. Além de coletar o seu sangue, nds também vamos
medir durante o tempo em que vocé ficar no Hospital os seus batimentos cardiacos através de um
aparelho chamado monitor cardiaco Dixtal DX2021, em que colocaremos alguns elétrodos na
parte externa do peito, durante o periodo em que vocé estiver internado. Também iremos pedir
para que voc€ aperte uma mola a cada vez que for coletar sangue para ver o efeito do remédio
sobre os batimentos do coragao”.

A sua colaboragdo serd importante para entendermos como ajustar a dose desses
medicamentos para o controle de pressdo arterial. “Isto poderd ajudar na escolha do melhor
tratamento e no ajuste da dose dos remédios para pessoas que tem problema nos rins.”

2- Vocé nio é obrigado a continuar participando do projeto e pode, a qualquer momento sair do
mesmo, sem que isso impeca que voc€ deixe de ser tratado como os demais pacientes do
Hospital das Clinicas.

3- A pesquisa ndo serd feita se houver, relacionados a mesma, grandes riscos para vocé. Da
mesma forma, caso algum risco proibitivo venha a se revelar no decurso do estudo, o
pesquisador se compromete a me alertar sobre o fato e a suspender, de imediato, minha
participag@o como voluntdrio.

4- Os pesquisadores garantem que responderdo a qualquer pergunta ou fardo esclarecimentos a
qualquer duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com
a pesquisa e com o tratamento que vocé€ serd submetido.

5- Os pesquisadores se comprometem a proporcionar a vocé€ informagdes atualizadas durante o
estudo, ainda que estas possam afetar a sua vontade de continuar participando da pesquisa.

6- Os pesquisadores se comprometem a manter sigilo da sua participacdo e de publicar os
resultados da pesquisa para a comunidade médica e cientifica pertinente.

7- Vocé terd direito a ressarcimento financeiro caso hajam gastos gerados exclusivamente pela
sua participagcdo como voluntdrio desta pesquisa.

8- Caso haja dano comprovadamente decorrente da pesquisa vocé terd direito a indenizagdo.

Ribeirdo Preto, ...... de....cocoueene de............
Assinatura do paciente Prof. Dr. Eduardo Barbosa
ou de seu responsdvel Coelho. Cremesp 68.329

Telefones para contato: (16) 3602 2543 e (16) 3602 2950 (Unidade de Pesquisa Clinica)

TESTEMUNHAS NAO LIGADAS A PESQUISA:

Assinatura identificacao



