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Resumo



i

VIEIRA, C.P. Farmacocinética e PK-PD dos isémeros do nebivolol em
voluntarios sadios metabolizadores extensivos ou lentos para o CYP2D6. 2011.
83f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao
Preto — Universidade de Séao Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

O nebivolol, um farmaco com quatro centros quirais, esta disponivel na clinica como
mistura racémica dos isdmeros d-nebivolol (SRRR) e /-nebivolol (RSSS). A atividade
B-adrenérgica do nebivolol reside no isdmero d-nebivolol, enquanto o /-nebivolol
promove a liberagdo de 6xido nitrico das células endoteliais. O nebivolol é eliminado
por metabolismo dependente do CYP2D6. O estudo avalia a farmacocinética e a
relacdo farmacocinética-farmacodindmica (PK-PD) dos isdbmeros do nebivolol em
voluntarios sadios. Foram investigados 15 voluntarios sadios (10 homens e 5
mulheres) fenotipados com metoprolol como metabolizadores extensivos (EM, n=13)
ou metabolizadores lentos para o CYP2D6 (PM, n=2). Os voluntarios sadios foram
tratados com dose Unica oral de 10 mg de nebivolol racémico. As amostras seriadas
de sangue foram coletadas até 48 h apds a administracdo do farmaco. Os isémeros
do nebivolol foram resolvidos na coluna Chirobiotic® V e analisados nas amostras de
plasma empregando LC-MS/MS. Os parametros farmacocinéticos foram calculados
por modelo bicompartimental com /lag time, empregando o programa WinNonLin. A
farmacodinamica do nebivolol foi avaliada empregando como parametro a variagao
da frequéncia cardiaca entre os periodos final e anterior ao teste de esforco
isométrico durante 2 min utilizando o handgrip a 30% da contratilidade voluntaria
maxima. A analise PK-PD relacionando o efeito na variacdo da frequéncia cardiaca
induzida pelo exercicio isométrico com as concentracdes plasmaticas do isbmero d-
nebivolol foi avaliada empregando o modelo Emax sigmoide inibitério. A disposicao
cinética do nebivolol é enantiosseletiva nos voluntarios sadios EM, com razdes

isoméricas de AUC|/ AUCde 1,41. Os valores de concentra¢do plasmatica maxima
(1,46 vs 0,79 ng/mL), &rea sob a curva concentracdo plasmatica versus tempo (6,45
vs 3,99 ng.h/mL), clearance aparente (774,51 vs 1252,70 L/h) e volume de
distribuicdo aparente (10936 vs 19082 L) mostram diferencas com significancia
estatistica (Teste de Wilcoxon, p<0,05) entre os isémeros /-nebivolol e d-nebivolol
para os voluntarios sadios EM. A disposicdo cinética do nebivolol ndo é
enantiosseletiva nos voluntarios sadios PM investigados, com razdes isoméricas de

AUC|/AUCd de 0,93 e 0,98. Os valores de clearance aparente obtidos para os
voluntarios PM (87-350 vs 81-344 L/h, respectivamente para o l-nebivolol e d-
nebivolol) sdo menores do que para os EM (775 vs 1253 L/h). O modelo Emax
sigmdide inibitério descreveu a andlise PK-PD relacionando o efeito na variagdo da
frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico com as concentragdes
plasmaticas do isdmero d-nebivolol em voluntarios sadios EM com valores de Emax
de 4,47 bpm (IC 95% 1,37-7,57) e de EC50 de 222,16 pg/mL (IC 95% 96,29-540,60
pg/mL).

Palavras-chave: nebivolol, enantibmeros, farmacocinética , voluntarios sadios



Abstract



v

VIEIRA, C.P. Pharmacokinetics and PK-PD of the isomers of nebivolol in
healthy volunteers extensive metabolisers or poor metabolisers for CYP2D6.
2011. 83p Dissertation (Master Degree). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2011.

Nebivolol is a drug with four chiral centers. It is administered in clinical practice as a
racemic mixture of the isomers d-nebivolol (SRRR) and /-nebivolol (RSSS).

The B- blocking activity of nebivolol is attributed to d-nebivolol, whereas Fnebivolol
promotes the release of nitric oxide from endothelial cells. Nebivolol is eliminated by
metabolism dependent on CYP2D6. The present study evaluates the
pharmacokinetic and pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) of nebivolol
isomers in healthy volunteers (10 men and 5 women) phenotyped with metoprolol as
extensive metabolisers (EM, n=13) or poor metabolisers for CYP2D6. The healthy
volunteers receveid a single oral dose of 10mg of racemic nebivolol. Serial blood
samples were collected from 0 to 48 h after the administration of nebivolol. The
isomers of nebivolol were analyzed by LC-MS-MS on a Chirobiotic® V column and
the pharmacokinetic parameters (bicompartment model, micro, lag time, first order)
were calculated by the software Winnonlin. The pharmacodynamic of nebivolol was
evaluated using the variation of heart rate as parameter between the end and one
minute before the handgrip exercise. Thus, the patients were oriented to conduct the
isometric exercise with handgrip for 2 min at 30% of their maximum voluntary
contractility. The PK-PD analysis relating the effect on the variation of heart rate
induced by the isometric exercise and the plasma concentrations of the isomer d-
nebivolol were evaluated using the Inhibitory effect sigmoid Emax model. The kinetic
disposition of nebivolol is enantioselective on healthy volunteers EM, with isomeric
ratios of AUC/ AUC, of 0,93 e 0,98. The values of maximum plasma concentration
(1,46 vs 0,79 ng/mL), area under the concentration time curve (6,45 vs 3,99
ng.h/mL), apparent clearance(774,51 vs 1252,70 L/h) and volume of distribution
(10936 vs 19082 L) show statistically significant differences (p<0.05, Wilcoxon test)
between the isomers Fnebivolol and d-nebivolol for the healthy volunteers EM. The
kinetic disposition of nebivolol is not enantioselective on the healthy volunteers PM
investigated, with isomeric ratios of AUC/ AUC, of 1,07. The values of apparent
clearance obtained for the volunteers pm (87-350 vs 81-344 L/h, respectively to F
nebivolol and d-nebivolol) are smaller than that for EM (775 vs 1253 L/h). The
Inhibitory effect sigmoid Emax model described the PK-PD analysis described the
effect on the variation of heart rate induced by handgrip isometric exercise with the
plasma concentrations of the isomer d-nebivolol in healthy volunteers EM with Emax
values of 4,47 bpm (IC 95% 1,37-7,57) and EC50 of 222,16 pg/mL (IC 95% 96,29-
540,60 pg/mL).

Key-words: nebivolol, enantiomers, pharmacokinetics, healthy volunteers.
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A hipertenséao arterial atinge 30% da populacdo adulta mundial. A Sociedade
Brasileira de Hipertensao relata prevaléncia da doencga na populagdo adulta entre
22,3% a 43,9% (PINTO et al., 2011). Estima-se que no ano de 2025, 1,5 bilhdes de
pessoas serdao hipertensas no mundo (SHARMA & HAKIM, 2011).

Os beta-bloqueadores sdao considerados farmacos de primeira escolha no
tratamento da hipertensdo (BAEK et al., 2008). Os beta-bloqueadores néo seletivos
ou os bloqueadores dos receptores 1 e P2 adrenérgicos incluem o propranolol, o
pindolol, o nadolol, o timolol e o labetalol, entre outros. Os beta-bloqueadores
seletivos dos receptores 1 incluem o metoprolol, o atenolol, o0 esmolol, o acebutolol,
o0 nebivolol, entre outros.

O nebivolol € um beta-blogueador de terceira geragao altamente seletivo dos
receptores 1 com agdo vasodilatora mediada pelo 6xido nitrico e com efeitos
benéficos na fungdo endotelial vascular. O nebivolol é usado na clinica no
tratamento da hipertensdo e da insuficiéncia cardiaca crénica (SELVAN et al, 2007;
MUNZEL et al., 2009).

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-hidroxietillamino}etan-1-ol (Figura 1), um farmaco
com quatro centros quirais, esta disponivel na clinica como mistura racémica dos
isdbmeros d-nebivolol (SRRR) e /-nebivolol (RSSS) (SELVAN et al.; 2007).

T

2 2

Figura 1: Estrutura do nebivolol e principais sitios de metabolismo. * denota os
centros quirais. Principais sitios de metabolismo: 1-hidroxilacdo aromatica, 2-
oxidacao aliciclica, 3-glicuronidacao; 4 -N-desalquilacao.
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A atividade B-adrenérgica do nebivolol reside no isémero d-nebivolol, pois a
afinidade do Fnebivolol para os receptores B adrenérgicos € 175 vezes menor
(PAUWELS et al., 1991). Um estudo duplo cego, randomizado e cruzado mostrou
que em voluntarios sadios o l-nebivolol ndo atenua o aumento da freqiéncia
cardiaca e da pressao arterial sistélica induzidas pelo exercicio, enquanto 5 mg de
nebivolol racémico ou 2,5 mg de d-nebivolol atenua com significancia estatistica os
referidos parametros (NUETEM & CREE, 1998). No entanto, varios outros
mecanismos, além do bloqueio de adrenoceptores B¢ estdo envolvidos nas
propriedades hemodindmicas do nebivolol. O Fnebivolol, em doses que néo
interferem com os receptores B adrenérgicos, reduz a pressao arterial sanguinea. O
I-nebivolol promove a liberacao de éxido nitrico das células endoteliais, enquanto o
d-nebivolol é destituido desta atividade. Esses achados contribuem para explicar a
reducdo na resisténcia vascular periférica relatada para o nebivolol racémico. Os
efeitos do nebivolol racémico na fungao ventricular esquerda sao principlalmente
devido a acdo [B-bloqueadora do d-nebivolol, enquanto o /-nebivolol melhora os
efeitos hemodinamicos do d-nebivolol. Logo, o nebivolol racémico reduz a pressao
sistdlica e a pressao diastdlica e causa reducado da resisténcia vascular periférica,
sem deprimir a fungdo ventricular esquerda (EVANGELISTA et al., 2007;
MANGRELLA et al., 1998).

O nebivolol € um farmaco altamente lipofilico (coeficiente de distribuicdo
octanol/dgua log P= 4,08,) com eliminacdo dependente principalmente do
metabolismo hepatico. A fracdo da dose excretada na urina sob a forma inalterada é
menor que 0,05% (CHEYMOL et al., 1997).

O metabolismo do nebivolol ocorre via N-desalquilacéo direta, glicuronidacao
e complexa hidroxilacdo aromatica como mostra a Figura 2. As vias de N-
desalquilagcao e hidroxilacao sdo dependentes da atividade do CYP2D6, uma enzima
que exibe polimorfismo genético (INGELMAN-SUDBERG & RODRIGUEZ-ANTONA,
2005; LINDAMOOD et al.; 2010).

O polimorfismo genético pode influenciar a farmacocinética e a
farmacodindmica de muitos farmacos em uso na clinica. Com base no polimorfismo
genético do CYP2D6 as populacées sao classificadas como metabolizadores
extensivos (EM), metabolizadores lentos (PM) e metabolizadores ultrarapidos (UM)

(LU, 2007). A frequéncia de metabolizadores extensivos na populagao caucasiana é
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de 70-80% e de metabolizadores lentos (PM) é de 7 a 10% (FUX et al., 2005;
FRANK et al., 2007; LU, 2007).

Glicuronideo

|

o J Oxidagdo

: | T e |

Glicuronideo

Glicuronideo

N-desalquilagdo
oxidatiV

] " o - . - /
i " 0 Hidroxilagae
aromética 2 WA,
¥ —_— _PM o H o
p N Wt _'.\-“ g | ’
Hidroxilagio Hidrexilagdo Lo
Wi‘ca aliciclica L X
T i T o H oH
§ ) ’ o N & Hidrexilagdo
RediciD S aromatica
. , e |
o f r i i s e :
Oxidagae . o
Hidroxilagdo \‘
g lag=o aliciclica Glicuronideo
aliciclica
o " o
LIl I Redugdo P NP P WL Y
' | “ . ’ ] ——+Glicuronideo
! oH
- Oxidagdo

Glicuronideo

HENDRICKX etal., 1996

Figura 2: Metabolismo do nebivolol (HENDRICKX et al., 1996)

A hidroxilacdo aromatica representa a principal via de metabolismo do

nebivolol em metabolizadores extensivos (EM). Os metabdlitos hidroxilados do d-

nebivolol apresentam atividade -bloqueadora, enquanto os metabdlitos hidroxilados

do Fnebivolol retém a capacidade do farmaco inalterado de promover a liberacdo de

oxido nitrico das células endoteliais, embora em menor extensao (PRISANT et
al.,2008; MAFFEI et al., 2006). A N-desalquilacao, uma via também dependente do

CYP2D6, é pouco significativa tanto em pacientes EM quanto em pacientes PM

(VAN PEER et al., 1991).
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A glicuronidacdo constitue uma importante via metabdlica do nebivolol e os
conjugados com o &cido glicurénico sdo considerados farmacologicamente ativos.
Os metabdlitos encontrados no plasma em maior quantidade sdo os conjugados com
o acido glicurénico e os produtos N-desalquilados. Os conjugados hidroxilados séao
encontrados no plasma de pacientes EM, mas ndo no plasma de pacientes PM.
Considerando que tanto os metabdlitos hidroxilados quanto os conjugados sao
considerados ativos, os efeitos clinicos do nebivolol ndo diferem entre os pacientes
fenotipados como PM ou EM para o CYP2D6. Ressalta-se ainda que em pacientes
EM e em doses iguais ou menores que 10 mg, o nebivolol é preferencialmente B+
seletivo, sendo que em pacientes PM ou em doses maiores que 10 mg, o nebivolol
inibe tanto os receptores B1 quanto os receptores B, adrenérgicos (LINDAMOOD et
al., 2010).

A biodisponibilidade oral do nebivolol € de 12% em pacientes EM e 96% em
pacientes PM (VAN PEER et al.,, 1991). O tempo para atingir a concentracao
plasmatica maxima (tmax) é de 0,5-2h em pacientes EM e de 3-6h em pacientes PM
apds a administracao de dose unica oral de 15 mg. A administracdo oral de nebivolol
5mg/dia durante 7 dias resulta em maiores valores de concentracdo plasmatica
maxima (Cmax) em pacientes PM do que em pacientes EM (VAN PEER et al.,,
1991).

O volume de distribuicao do nebivolol € alto, com valores variando de 10,1-
39,4 L.Kg™'. A meia-vida de eliminagdo do nebivolol é de aproximadamente 8h em
pacientes EM e de 27 h em pacientes PM. As diferencas observadas nos valores de
meia-vida de eliminagdo entre pacientes EM e PM sao decorrentes dos valores de
clearance, 0s quais sao aproximadamente 4 vezes menores em pacientes PM (30 vs
111 L/h). 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).

Os enantibmeros individuais de um racemato, caracterizados por diferentes
orientacées espaciais, podem apresentar um perfil farmacoldgico e/ou toxicoldgico
distinto, em razado dos diferentes processos de ligacdo dos farmacos com
macromoléculas biolégicas quirais. Consequentemente, o tratamento com um

farmaco racémico constitui para a terapéutica uma combinagdo fixa de
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medicamentos com diferentes propriedades farmacoldgicas e diferentes potenciais
de manifestacdo de toxicidade (BROCKS, 2006).

A enantiosseletividade na farmacocinética é de interesse para os farmacos
quirais que exibem propriedade farmacodindmicas distintas entre os enantiémeros.
Sabe-se que os receptores, as proteinas plasmaticas, as proteinas transportadoras e
as enzimas sao capazes de discriminar entre os enantibmeros de um racemato
(CASLAVSKA & THORMANN, 2011; TUCKER et al.,, 1990; NATION, 1994;
DUCHARME et al.,1996; KROEMER et al., 1996; BROCKS, 2006).

A enantiosseletividade manifesta-se nos processos farmacocinéticos
relacionados com a absorcdo dependente de carreadores, com a ligacao as
proteinas plasmaticas, com os processos de secreg¢do biliar, excrecao renal e no
metabolismo. No entanto, o metabolismo é o processo que apresenta maior
influéncia na estereosseletividade observada na farmacocinética (OIAN & HALL,
1995; KROEMER et al., 1996; BROCKS, 2006; LU, 2007).

Os parametros farmacocinéticos dos isdbmeros do nebivolol estdo até entédo
descritos somente para a administracdo intravenosa do nebivolol racémico em
voluntarios sadios e em pacientes obesos. Os autores mostram valores proximos de
area sob a curva concentracdo plasmatica versus tempo (47,8 vs 48,0 ug.h/L),
clearance (48,6 vs 48,4 L/h) e volume de distribuicao (599 vs 739 L),
respectivamente apresentados para os isémeros d-nebivolol e [nebivolol, em
voluntarios sadios tratados com dose Unica intravenosa de 0,073 mg/kg de peso
corporal ideal do farmaco racémico (CHEYMOL et al., 1997).

Os estudos de administracdo oral do nebivolol racémico administrado em
regime de dose mdultipla a voluntarios sadios mostram acumulo plasmatico do
isdbmero /-nebivolol (os valores de AUC do Fnebivolol sdo aproximadamente o dobro
daqueles do d-nebivolol, considerando a soma do farmaco inalterado e dos
metabolitos hidroxilados) (VAN PEER et al., 1991; HIMMELMANN et al., 1996).

A relacao entre a concentracdo do farmaco e a resposta biolégica do organismo
pode ser analisada simultaneamente utilizando modelos matematicos. A
farmacodindmica pode ser definida como uma relacdo quantitativa entre as
concentracdes plasmaticas e/ou teciduais do farmaco observadas, e a magnitude do
efeito farmacoldgico observado (MEGARBANE et al., 2008).

O exercicio isométrico com o handgrip induz aumento da pressao arterial

acompanhado por aumento da frequéncia cardiaca e da resisténcia vascular na
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musculatura esquelética em repouso (KAMIYA et al,, 2001). Duprez et al. (1991)
avaliaram a influénica do nebivolol na hemodindmica cardiovascular, durante o
exercicio isométrico, em voluntarios sadios tratados durante 7 dias com doses diarias
de 5 mg de nebivolol racémico. Ao autores mostraram que o nebivolol reduziu de
maneira aguda e crénica a pressao arterial sanguinea devido a reducéo na frequéncia
cardiaca e no débito cardiaco.

A presente investigacdo abrange o estudo da farmacocinética dos isémeros
do nebivolol e a avaliacdo da relacdo farmacocinética-farmacodinamica,
empregando as concentracdes plasmaticas do d-nebivolol em funcao da variacao na
frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico em voluntarios sadios,
metabolizadores extensivos ou lentos para o CYP2D6 e tratados com dose Unica

oral do farmaco racémico.



2 Objetivos
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2.1 Geral

Avaliar a farmacocinética dos isémeros do nebivolol e a relagéao
farmacocinética- farmacodindmica em voluntarios sadios tratados com o farmaco

racémico em regime de dose Unica.

2.2 Especificos

e Desenvolver e validar o método de analise dos isbmeros do nebivolol em
plasma empregando LC-MS/MS e com aplicagdo em estudo de disposicao
cinética de dose Unica.

e Auvaliar o fenétipo CYP2D6 dos voluntarios sadios usando o metoprolol como

farmaco marcador.

e Avaliar a enantiosseletividade na farmacocinética do nebivolol em voluntarios
sadios fenotipados como metabolizadores extensivos ou lentos para o
CYP2D6 e tratados com dose Unica oral do farmaco racémico.

e Estabelecer a relagdo PK-PD (farmacocinética-farmacodindmica) entre as
concentracdes plasmaticas do eutdbmero d-nebivolol e a variagdo da frequéncia
cardiaca induzida pelo exercicio isométrico em voluntarios sadios tratados com

dose Unica oral do farmaco racémico.



3 Casuistica e Métodos
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3.1 Casuistica
3.1.1 Aspectos éticos do projeto

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP (HCFMRP-USP), em sua
2952 Reunidao Ordinaria realizada em 14/09/2009, Processo HCRP 4887/2009
(ANEXO 1).

Todos os voluntarios investigados assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (ANEXO 2), sendo garantida a liberdade a se recusarem a participar
ou retirarem seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacéao
alguma ou prejuizo ao seu cuidado e/ou tratamento. Os voluntarios sadios durante o
estudo foram internados na Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP.

3.1.2 Calculo amostral

O caélculo do tamanho amostral foi obtido através do programa Power and
Sample Calculation, versdao 2.1.30 (DUPONT & PLUMMER, 1997), utilizando
parametros farmacocinéticos do nebivolol em voluntarios sadios obtidos a partir de
concentracdes plasmaticas de misturas isoméricas do nebivolol. Para o calculo do
tamanho amostral fixou-se o nivel de significAncia em P>0,05, poder de 80% e
diferenga entre as médias de AUC dos isémeros do nebivolol em 50% (AUC 7,76
ng.h/mL e desvio padrdao de 3,07) (KAMALI et al., 1997). A Figura 2 mostra a
variacdo do poder do teste t pareado de acordo com o tamanho amostral. Como
pode ser observado na Figura 3, a inclusdo de 11 voluntarios sadios ira resultar em
poder do teste acima de 80%.
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Figura 3: Grafico do tamanho amostral em relacao ao poder do teste.

3.1.3 Selecao dos voluntarios sadios

3.1.3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos na investigacao voluntarios sadios (n= 15) com funcao
hepatica (dosagem sérica de ALT, AST, gama GT, bilirrubina e proteinas totais),
funcdo renal (dosagem sérica de uréia e creatinina) e com avaliagdo metabdlica
(dosagem sérica do colesterol, triglicérides, HDL, LDL e glicemia de jejum) dentro
dos limites da normalidade (Anexo 4).

3.1.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos da investigacdo os voluntarios portadores de insuficiéncia
cardiaca congestiva moderada ou grave (classificacgo NYHA acima de 2),
insuficiéncia renal crénica moderada ou grave (creatinina sérica maior que 1,4 mg/dL
ou clearance de creatinina <60 mL/min, classificacdo DOQI estagios acima de 2),
diabetes mellitus (definido de acordo com os critérios da ADA, ou seja, glicemia de
jejum acima de 126 mg/dL), estenose das artérias renais, hiperaldosteronismo
primario, hipertensdo grave (presséo arterial acima de 180 x110 mmHg), hipertenséo
refrataria (vigéncia de quatro medicamentos antihipertensivos de classes distintas
sem controle da PA), acidente vascular encefalico isquémico ou hemorragico recente
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(ha menos de 6 meses), angina instavel ou infarto agudo do miocardio ha menos de
6 meses, doenca hepatica ativa (virus B/C, alcoolismo e hepatopatia secundaria ao
uso de medicamentos), pacientes com doengas graves com risco de morte,
pacientes em uso de medicamentos que possam inibir ou induzir o CYP2D6 e
pacientes com doencgas psiquiatricas que afetem o juizo critico da realidade e todos
os voluntarios que nao concordarem em assinar o termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
3.2 Protocolo clinico

Os voluntarios sadios investigados receberam, via oral, dose Unica de 2
comprimidos de 5 mg de nebivolol racémico (Nebilet®, Biolab, Brasil) com 200 mL de
agua. As amostras de sangue (5 mL) foram coletadas em seringas heparinizadas
(Liquemine® 5000Ul, 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 administracao do farmaco. Os plasmas para analise
cromatografica foram obtidos por centrifugacdo (2500 rpm durante 15 min) das
amostras de sangue e armazenados a —70°C até o momento da andlise.

O registro da resposta simpatica frente ao teste de esforco isométrico (frequéncia
cardiaca), utilizando o handgrip Jamar® (Simmons Preston, EUA), foi realizado nos
mesmos tempos de colheita de sangue. Os voluntarios foram monitorados utilizando o
monitor multiparamétrico DIXTAL (modelo 2021) durante o periodo da investigacao.

Os voluntarios em posicao supina, antes da administracao do nebivolol, foram
solicitados a utilizar o handgrip na sua contratilidade voluntaria maxima, com o braco
dominante. A média da contratilidade voluntaria maxima foi obtida apdés 3
determinacdes. Em todos os tempos de colheita de sangue (0-48 h), os voluntarios
foram solicitados a realizar durante 2 min o exercicio isométrico com o handgrip a 30%
da contratilidade voluntaria maxima (KUBO et al., 2001).

A avaliagdo da atividade in vivo do CYP2D6 foi realizada 48 h apds a
administracdo do nebivolol. Os voluntarios receberam uma dose Unica oral de 1
comprimido 100 mg de tartarato de metoprolol (Seloken, AstraZeneca) com 200 mL
de agua. A urina foi coletada até 8h ap6s a administracéo do farmaco, o volume total
foi mensurado e uma aliquota armazenada a —70°C até o momento da analise. A

razdo de excrecdo urindria metoprolol/a-hidroximetoprolol maior que 12,6 (log
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metoprolol/a-hidroximetoprolol > 1,10) foi definida como o fenétipo de metabolizador
lento (HORAI et al., 1990).

3.3 Analise enantiosseletiva do nebivolol em plasma
3.3.1 Solucoes padrao e reagentes

A solucéo estoque de nebivolol racémico (cloridrato de nebivolol 98%, TRC,
North York, Canadd) foi preparada na concentragcao de 50 ug da base livre/mL de
metanol. A partir desta solucdo foram realizadas as diluigdes para a obtencao das
solugdes de uso, nas concentracoes 2; 4; 8; 20; 40; 80 e 200 ng de cada isdmero do
nebivolol/mL de metanol.

A solucdo do padrao interno tramadol (TRC, North York, Canada) foi
preparada na concentra¢ao de 50 ug/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 agua utilizada durante o experimento para o preparo dos reagentes foi
obtida em sistema de purificacdo Milli Q Plus (Millipore, Bedford, MA, EUA)

3.3.2 Analises cromatograficas

A separacdo dos isdmeros do nebivolol foi realizada 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.

O sistema de deteccao por espectrometria de massas (MS/MS) utilizado foi o
Quattro Micro LC triplo quadrupolo (Micromass, Manchester, Reino Unido) equipado
com uma interface electrospray (ESI). As analises foram executadas no modo de
ionizagao 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 gas de nebulizacdo na vazao de 400 L/h. O gas argbnio

foi utilizado como gas de colisdo na pressdo de aproximadamente 2,58x10° mbar. A
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voltagem do cone foi mantida em 40V para o nebivolol e para o padréao interno. A
energia de colisdo foi de 30 eV para o nebivolol e para o padréo interno.

As condicoes de otimizacdo do MS/MS foram obtidas por infusdo direta das
solugbes padrao de nebivolol (20 pg/mL de metanol) e tramadol (50 pg/mL de
metanol) preparadas na fase mével e introduzidas com bomba de infusdo, na vazao
de 10 uL/min. As analises foram executadas no modo MRM (Multiple Reaction
Monitoring). Os ions protonados [M + H]" e seus respectivos ions produtos foram
monitorados nas transicoes 406>151 para o nebivolol e 264>58 para o Pl tramadol.
A aquisicado de dados e a quantificagdo das amostras foram realizadas utilizando o

programa MassLynx versao 3,5 (Micromass, Manchester, ReinoUnido).
3.3.2.1 Preparo das amostras

Aliguotas de 2 mL de plasma branco (Hemocentro HCFMRP-USP)
enriquecidas com 25 pL da solucdo de padrao interno (tramadol) foram alcalinizadas
com 25 uL da solucdo aquosa de hidréxido de sodio 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 durante 40 min. Apds o procedimento de
centrifugacdo (10 min a 2500 rpm, 15°C), 3,6 mL do sobrenadante foram transferidos
para tubos cbnicos e concentrados sob fluxo de ar em temperatura ambiente. Os
residuos foram retomados em 130 uyL de fase mével e 100 pyL foram submetidos a

andlise cromatografica.
3.3.2.2 Determinacao do efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado através da comparacao direta das areas dos picos
do nebivolol e padréo interno injetados diretamente na fase mével, com as areas dos
picos de aliquotas de plasma branco, oriundas de quatro diferentes voluntarios,
submetidas ao procedimento de extracdo descrito no item 3.3.2.1 e enriquecidas

com solucdes padrao de nebivolol e padréo interno.
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3.3.2.3 Curvas de calibracao

As curvas de calibracdo foram construidas com a analise de aliquotas de 2
mL de plasma branco enriquecidas com 25 uL de cada uma das solugcdes de uso de
nebivolol. As concentragdes plasmaticas correspondem a 25; 50; 100; 250; 500;
1000 e 2500 pg de cada isébmero do nebivolol/mL. Para a construgao das curvas de
calibragao, as concentragdes foram relacionadas no eixo x, e as razdes de areas dos

piCOS NO €eixo y

3.3.2.4 Validacao do método de analise dos isbmeros do nebivolol em plasma

O método desenvolvido foi validado de acordo com as recomendacdes da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Resolugdo n® 899 de 29 de
maio de 2003) para métodos bioanaliticos.

3.3.2.4.1 Recuperacao

Para avaliar a eficiéncia do procedimento de extracdo, amostras de plasma
branco (n=6) enriquecidas com solucdes padrao de nebivolol (40; 1000 e 2000 pg de
cada isbmero/mL de plasma) foram submetidas ao procedimento de extracédo
descrito no item 3.3.2.1. A recuperacao foi analisada através da comparacgao direta
das areas dos picos do nebivolol e Pl adicionados a extratos de plasma branco com
as areas dos picos do nebivolol e Pl adicionados a aliquotas de plasma branco e
submetidos ao procedimento de extragéao.

3.3.2.4.2 Linearidade e limite de quantificacao

O limite de quantificacdo foi definido como a menor concentracdo plasmatica
de nebivolol quantificada com precisdo de 20% e exatiddo de 80-120%. Assim,
foram analisadas 10 replicatas na concentracdo de 25 pg de cada isdmero/mL de
plasma.

A linearidade do método analitico foi avaliada através da analise de aliquotas
de 2 mL de plasma branco enriquecidas com nebivolol nas concentracdes de 25;
50; 100; 250; 500; 1000 e 2500 pg cada isébmero/mL de plasma. O método foi
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considerado linear até a maior concentracdo plasmatica que apresentou desvio
menor ou igual a 15% em relacdo a concentracdao nominal e com coeficiente de

correlacao linear igual ou superior a 0,98.

3.3.2.4.3 Precisao e exatidao

A repetibilidade e a exatiddo do método foi avaliada através de estudos intra e
intercorridas. Os estudos foram realizados nas concentracdes de 40; 1000 e 2000 pg
de cada isébmero do nebivolol/mL de plasma. Essas solu¢des foram separadas em
aliquotas e armazenadas a -20 °C até a analise.

Para a avaliagdo da precisdo e da exatidao intra-corrida foram analisadas 10
aliquotas dessas solucdes através de uma unica curva de calibracdo. Na avaliagao
da precisao e da exatidao intercorridas foram analisadas 5 aliquotas de cada uma
das solucdes de nebivolol durante 5 diferentes corridas.

A avaliacao da precisao intra e intercorridas foi realizada através do célculo
do coeficiente de variagdo dos resultados obtidos. Para que o método possa ser
referido de alta precisdo, o coeficiente de variacao deve ser igual ou inferior a 15%.
O desvio entre a concentracdo experimental e a concentracdo tedrica nao deve

exceder 15% para que o método possa ser considerado de alta exatidao.

3.3.2.4.4 Estabilidade

Foram avaliadas as estabilidades de ciclos de congelamento e
descongelamento, pds-processamento e estabilidade de curta duracdo. Para a
avaliagao da estabilidade do nebivolol foram preparadas amostras de plasma branco
enriquecidas com concentracdes baixa e alta de nebivolol (40 e 2000 pg de cada
isdbmero 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 horas, apds
esse periodo, foram descongeladas e congeladas novamente por 24 horas,
repetindo-se esse processo até o terceiro ciclo de descongelamento quando foram
extraidas e analisadas. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos apds

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

Para a avaliagdo da estabilidade de curta duragdo as amostras enriquecidas
foram mantidas na bancada por 4 horas. Os resultados foram comparados com
aqueles obtidos apds analise das amostras recém preparadas.

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

3.4. Analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina

O método de analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina foi
desenvolvido e validado em estudo anterior no Laboratério de Farmacocinética e
Metabolismo da FCFRP-USP (NEVES, 2009).

3.4.1. Solucoes padrao e reagentes

As solucoes estoque de metoprolol (tartarato de metoprolol - 97%, Sigma, St.
Louis, MO, EUA) e a-hidroximetoprolol (a-OH metoprolol 100%, Toronto Research
Chemicals Inc, North York, Canada) foram preparadas na concentragcdo de 100
Hg/mL de metanol. A partir desta solucdo foram realizadas as diluicbes para a
obtencao das solugdes de uso nas concentracdes de 0,8; 1,6; 4; 16; 32 e 80 ug de
metoprolol e 0,4; 0,8; 2; 8; 16 e 40 ug de a-hidroximetoprolol /mL de metanol.

A solucdo do padrao interno tramadol (cloridrato de tramadol 99%, Globe
Quimica, Janssen-Cilag, Alemanha) foi preparada na concentracdo de 1mg/mL de
metanol. A partir dessa solucao foi realizada diluigdo para a obtencdo da solucéao de

uso na concentracéo de 50 ug/mL de metanol.

3.4.2. Analise Cromatografica

Para a analise do metoprolol e do a-hidroximetoprolol em urina foi empregado

um sistema cromatografico constituido por bomba, auto-injetor com controlador de
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temperatura em 12°C e detector por fluorescéncia, operando em 229 nm (excita¢ao)
e 298 nm (emissao). Foi empregada a coluna Select B LiChrospher 60 RP (250 x 4
mm, tamanho da particula 5 um, Merck) e fase movel constituida de tampéao fosfato
0,05 M pH 3,5: acetonitrila (9:1 v/v) com fluxo de 1 mL/min.

3.4.3. Procedimento de extracao

Aliquotas de 100 puL de urina foram adicionadas de 25 pL da solugao de
padrao interno (tramadol 50 pug/mL), 25 pL da solugdo aquosa de hidroxido de sddio
1 M, 100 mg de cloreto de s6dio e 2 mL do solvente extrator diclorometano:éter di-
isopropilico (1:1, v/v). A extracédo foi realizada através de agitacdo durante 30 min
em agitador horizontal (220 + 10 ciclos/min), seguida de centrifugacdo a 2500 rpm
durante 5 min, separacao das fases orgéanicas (1,6 mL) e concentracao sob fluxo de
ar em temperatura ambiente. Os residuos foram retomados em 150 uL de fase
mével, dos quais 100 pL foram submetidos a analise cromatografica.

As curvas de calibragado par a analise de metoprolol e a-hidroximetoprolol em
urina foram construidas com dados obtidos ap6s a andlise de aliquotas de 100 uL de
urina branco (obtido de voluntario sadio ndo tratado com medicamentos nas ultimas
72h) enriquecidas de 25 uL de cada solugdo de uso de metoprolol e o-
hidroximetoprolol. Assim, as concentragdes correspondem a 0,2-20 ug de metoprolol
/mL de urina e 0,1-10 pg de a-hidroximetoprolol/mL de urina.

Para a constru¢do das curvas de calibragcdo, as concentracbes foram
relacionadas no eixo x, e as alturas dos picos no eixo y. Foram determinadas as

equacles de regressao linear e 0s seus respectivos coeficientes de correlacao linear.

3.5 Analise farmacocinética

A analise farmacocinética foi realizada utilizando-se o programa WinNonlin
versdao 4,0 (Pharsight Corp, Moutain View, Calif, EUA). Os parametros
farmacocinéticos foram calculados com base nas concentracdes plasmaticas obtidas
experimentalmente. Os dados de concentragdo plasmatica versus tempo apds a
administracdo oral do nebivolol racémico foram analisados com base no modelo

bicompartimental com lag time (modelo 12).
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3.6 Analise farmacocinética-farmacodinamica

A analise farmacocinética-farmacodindmica (PK/PD), empregando o
programa WinNonlin versdo 4,0, foi realizada utilizando as concentragdes
plasmaticas do d-nebivolol como parédmetro farmacocinético e as medidas da
variagcdo da frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico como parametro
farmacodinamico.

O efeito do nebivolol foi calculado como a variacdo da freqiiéncia cardiaca
entre os periodos final e anterior ao exercicio isométrico durante 2 min com o
handgrip a 30% da contratilidade voluntaria maxima, realizado em diferentes tempos
(0-48 h) ap6s a administracdo de dose Unica oral de 10 mg de nebivolol racémico. O
efeito do nebivolol na variacdo da freqiéncia cardiaca induzida pelo exercicio
isométrico foi avaliado de acordo com o estudo de Kubo et al.; 2001.

A andlise PK-PD relacionando as concentragbes plasmaticas do isbmero d-
nebivolol em funcdo do efeito na variacdo da frequéncia cardiaca induzida pelo
exercicio isométrico, foi descrita pelo modelo Emax sigméide inibitério (E=Emax*(1-
(C**Gamma/C**Gamma+EC50**Gamma)))), o qual assume que o0 aumento da
concentracdo plasmatica do d-nebivolol reduz a variagdo da frequéncia cardiaca
induzida pelo exercicio isométrico, ou seja, a variagdo da frequéncia cardiaca € zero
quando a concentragdo=infinito e na concentracdo zero a variacdo da frequéncia

cardiaca = Emax.

Sample Graph

Emax

Effrrt

Concentration

Os parametros avaliados incluem o Emax como o efeito maximo de variagéo na
frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico, o EC50 como a concentracao
plasmatica de d-nebivolol que resulta em 50% do Emax e pelo gama que descreve a

inclinacdo da curva.
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3.7 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa GraphPad
Instat para obtencao da mediana, média, erro padrao da média (EPM) e intervalo de
confianca de 95% (IC 95%). Para a avaliagdo das razdes isoméricas de nebivolol
diferentes da unidade foi empregado o teste de Wilcoxon bicaudal. Em todos os

testes estatisticos, o nivel de significancia foi fixado em 5%.



4 Resultados
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4.1 Caracteristicas dos voluntarios sadios investigados
Os dados demograficos dos voluntarios investigados estao apresentados na
Tabela 1 e no ANEXO 3 (Tabelas i e ii) como valores individuais. A idade variou

entre 21 a 41 anos e o IMC entre 21,5 a 27,4 Kg/m?

Tabela 1: Caracteristicas individuais dos voluntarios sadios investigados (n=15)

Voluntarios  Sexo Idade Peso Altura IMC
(anos) (Kg) (m)  (Kg/m?
1 F 29 59,3 1,58 23,8
2 F 41 62,9 1,66 22,8
3 M 34 65 1,73 21,7
4 M 30 75,4 1,75 24,6
5 F 25 71,6 1,67 25,7
6 F 30 62,5 1,68 22,1
7 M 30 64 1,64 23,8
8 M 21 75,8 1,88 21,5
9 M 27 89 1,80 27,4
10 M 26 93 1,88 26,3
11 M 26 65,8 1,71 22,5
12 M 30 73,6 1,74 24,3
13 M 27 65 1,68 23,0
14 F 29 59,9 1,71 20,5
15 M 29 68 1,70 23,5

Os voluntarios investigados mostram parametros bioquimicos dentro dos
limites da normalidade para as func¢des renal e hepética. Os parametros bioquimicos

estdo apresentados no ANEXO 4 (Tabelas i) como valores individuais.
4.2 Analise do nebivolol em plasma empregando LC-MS/MS
A Figura 4 mostra os ions protonados [M + H]" e seus respectivos ions

produtos monitorados nas transicées 406>151 para o nebivolol e 264>58 para o PI

tramadol.
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Figura 4: Espectro de massas do ion produto do nebivolol (A), ion molecular
protonado do nebivolol (B), ion produto do tramadol (C) e do ion molecular
protonado do tramadol (D).

A Figura 5 apresenta os cromatogramas referentes a andlise dos isbmeros do
nebivolol em plasma humano (2500 pg de cada isémero/mL) enriquecido com

nebivolol racémico.
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Figura 5: Cromatogramas referentes a andlise dos isdmeros do nebivolol em plasma.
(A) Plasma humano branco; (B) Plasma humano enriquecido com nebivolol racémico
(2500 pg de cada isbmero/mL) e padrao interno tramadol (3125 pg/mL) e (C) Plasma de
voluntario sadio obtido 1 h ap6s a administracdo de dose unica de 10 mg de nebivolol
racémico. Picos 1- padrao interno (tramadol), 2- /-nebivolol, 3-d-nebivolol.

Os dados referentes a avaliacao do efeito matriz na analise dos isdmeros do
nebivolol e do Pl tramadol em plasma estdo apresentados na Tabela 2 como a
porcentagem em relacdo ao sinal original. Os dados estdo apresentados como a
média dos valores obtidos para quatro diferentes lotes de plasma.

Tabela 2: Efeito matriz na andlise dos isébmeros do nebivolol e Pl em quatro
diferentes lotes de plasma humano. Os dados estao apresentados como média.

Concentracao Efeito Matriz (% em relacao ao sinal original )
(pg/mL) lnebivolol  d-nebivolol PI
40 94,27 99,68 94,28
1000 85,59 85,86

2000 90,24 92,41
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4.2.1 Validacao do método de analise dos isdmeros do nebivolol em plasma

As Tabelas 3 e 4 mostram os resultados obtidos na validacdo do método de

andlise dos isdmeros do nebivolol em plasma.

Tabela 3: Pardmetros de validacao do método de analise 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
Equacéo da reta y=0,0002x+0,001278 | y=0,0001x+0,001149
Coeficiente de correlacao r=0,997 r=0,998
linear
Limite de Quantificacao 25 25
(pg/mL)
Precisao (CV %, n = 10) 7,05 8,08
Exatid&o (Inexatiddo %) 0,02 0,07
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
(n=10; 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
(n=10; 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 variagao [(desvio padrdao/ média) x 100]; % Inexatidao=

[(Cobs'Cadicionada)/Cadicionada]X 100.
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Tabela 4: Estudo de estabilidade dos isdbmeros do nebivolol em plasma.

Desvio (%) I-nebivolol d-nebivolol
Curta duracao (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
Pos-processamento (12h)

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

% desvio em relagdo as amostras recém preparadas.

4.3 Analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol em urina

A Figura 6 mostra os cromatogramas referentes a analise do metoprolol e a-
hidroximetoprolol em urina empregando HPLC com deteccéao por fluorescéncia.

1
(B) 1
) (©)
2
3 3
(A)
A an-_l_”L. hLl___JLIL-

Figura 6: Cromatogramas referente a analise do metoprolol e a-hidroximetoprolol
em wurina. (A) Urina branco; (B) Urina enriquecida com metoprolol, a-
hidroximetoprolol e padréao interno tramadol; (C) Urina coletada no periodo de 0-8h
apos a administracao de 100 mg de tartarato de metoprolol. 1-a-hidroximetoprolol, 2-
tramadol e 3-metoprolol
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4.3.1 Fenétipo oxidativo tipo metoprolol

Os resultados da investigacdo do fendétipo oxidativo tipo metoprolol estao
apresentados na Tabela 5. As razdes metabodlicas de concentragdes urinarias
metoprolol/a-hidroximetoprolol foram obtidas da urina coletada até 8 horas apos a
administracdo de dose Unica de 100 mg do farmaco marcador tartarato de
metoprolol. A razdo de excrecdo urinaria metoprolol/o-hidroximetoprolol menor ou igual
a 12,6 (log metoprolol/a-hidroximetoprolol > 1,10) é definida como o fendtipo de
metabolizador extensivo (HORAI et al., 1990).

Tabela 5: Investigacao do fenétipo oxidativo tipo metoprolol (n=15)

Voluntario razoes metabdlicas em urina Fendtipo
metoprolol/a-hidroximetoprolol
1 1,20 EM
2 0,62 EM
3 1,15 EM
4 0,43 EM
5 0,81 EM
6 1,24 EM
7 0,49 EM
8 0,53 EM
9 3,24 EM
10 0,85 EM
11 3,00 EM
12 1,30 EM
13 0,85 EM
14 20,12 PM
15 16,67 PM

EM=metabolizador extensivo PM=metabolizador lento
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4.4 Farmacocinética dos isomeros do nebivolol em voluntarios sadios

A disposicao cinética dos isémeros do nebivolol foi avaliada em 15 voluntarios
sadios tratados com dose Unica oral de 10 mg do farmaco racémico.

As curvas de concentracao plasmatica dos isémeros do nebivolol versus
tempo obtidas para os voluntarios sadios fenotipados como metabolizadores
extensivos do CYP2D6 estdo apresentadas na Figura 7, como média e erro padrao
da média (n=13).
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Figura 7: Curva de concentracdo plasmatica versus tempo dos isébmeros do
nebivolol em voluntarios sadios tratados com dose Unica oral de 10 mg de nebivolol
racémico (n=13). Os dados estdo expressos como média e erro padrao da média.

A curvas de concentracoes plasmaticas dos isémeros do nebivolol versus
tempo obtidas para os voluntarios fenotipados como metabolizadores lentos do
CYP2D6 (n=2) estdo apresentadas nas Figuras 8 e 9 como dados individuais.
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Figura 8: Curvas concentracao plasmatica dos isdmeros do nebivolol versus tempo
referentes ao voluntario 14 fenotipado como metabolizador lento do CYP2D6 (razéo
metabdlica metoprolol/a-hidroximetoprolol em urina= 20,12) e tratado com dose Unica
oral de 10 mg de nebivolol racémico.
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Figura 9: Curvas de concentracdo plasmatica dos isdbmeros do nebivolol versus
tempo referentes ao voluntario 15 fenotipado como metabolizador lento do CYP2D6
(razdo metabdlica metoprolol/a-hidroximetoprolol em urina= 16,62) e tratado com dose
Unica oral de 10 mg de nebivolol racémico.
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A figura 10 apresenta em um mesmo grafico as curvas concentragdo
plasmatica dos isémeros do nebivolol versus tempo para os 13 voluntarios sadios
classificados como metabolizadores extensivos (média e erro padrao da média) e
para os 2 voluntarios sadios classificados como metabolizadores lentos do CYP2D6
(dados individuais).
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Figura 10: Curvas concentragédo plasmatica dos isdbmeros do nebivolol versus tempo
obtidas para os voluntarios sadios metabolizadores extensivos (n=13, média e erro
padrdao da média) e metabolizadores lentos (n=2, dados individuais). Todos os
voluntarios sadios foram tratados com dose Unica oral de 10 mg de nebivolol
racémico.

A disposicao cinética dos isébmeros do nebivolol para os voluntarios sadios
classificados como metabolizadores extensivos do CYP2D6 (n=13) esta apresentada
na Tabela 6 como mediana, média e intervalo de confianca 95%. Os dados para os
voluntarios individuais estdo apresentados no ANEXO 3 (Tabelas i-ii).
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Tabela 6: Disposicao cinética dos isdmeros do nebivolol em voluntarios sadios
classificados como metabolizadores extensivos do CYP2D6 (n=13) e tratados com
dose unica oral de 10 mg de nebivolol racémico. Os valores estdo expressos como
mediana, média (IC 95%).

Parametro I-nebivolol d-nebivplol
Cmax (ng/mL) 1,46 0,79
1,45(1,10-1,80) 0,77(0,58-0,96)
tmax (h) 0,94 0,99
0,86(0,66-1,05) 0,97(0,83-1,12)
AUC™™ 6,45 3,99
(ng.h/mL) 7,62(5,68-9,55) 4,91(3,68-6,15)
t 12p (h) 14,85 11,90
14,61(11,85-17,36) 14,79(10,26-19,32)
a(h™ 0,98 1,52
1,27(0,66-1,87) 1,61(0,89-2,33)
B(h™) 0,047 0,053
0,053(0,041-0,065) 0,057(0,042-0,073)
Vd/f (L) 10936 19082
11667(8267-15067) 23869(8195-39543)
Cl/f (L/h) 774,51 1252,70°
798,91(544,65-1053,20) 1193,50(878,93-1508,10)
0o 1,41
AUC™1d 1,42 (1,04-1,80)

Vd/f= calculado como a soma do V1/f (volume do compartimento central) e V2/f
(volume do compartimento periférico); * Teste de Wilcoxon, bicaudal para dados
pareados, p<0,05

A Tabela 7 mostra a disposicao cinética dos isdbmeros do nebivolol referentes
aos dois voluntarios (voluntarios 14 e 15) classificados como metabolizadores lentos
do CYP2D6.
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Tabela 7: Disposi¢do cinética dos isbmeros do nebivolol em voluntarios sadios
classificados como metabolizadores lentos do CYP2D6 (n=2) e tratados com dose
unica oral de 10 mg de nebivolol racémico. Dados individuais referentes aos
voluntarios 14 e 15.

Voluntario 14 Voluntario 15
Parametro I-nebivolol  d-nebivolol  /nebivolol d-nebivolol

Cmax (Ng/mL) 3,87 3,70 2,21 1,86
tmax () 2,55 2,50 1,60 1,60
AUC®™ (ng.h/mL) 57,45 61,83 14,26 14,5
t12B (h) 15,0 12,0 10,0 14,0
a(h) 0,62 0,61 1,23 1,28
B(h™) 0,04 0,04 0,05 0,04
Vd/f (L) 772,0 925,0 3864,30 5320,77
Cl/f (L/h) 87,00 81,00 350,0 344,0
AUC™™ /g 0,93 0,98

4.5. Farmacocinética-farmacodinamica do nebivolol

A andlise PK-PD relacionando as concentragbes plasmaticas do isbmero d-
nebivolol em fungédo do efeito na frequéncia cardiaca, foi descrita pelo modelo Emax
sigmoide inibitério (E=Emax*(1-(C**Gamma/C**Gamma+EC50**Gamma)))), o qual
assume que o aumento da concentracdo plasmatica do d-nebivolol reduz a variagdo da
frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico (Figuras 11 e 12). Os parametros
avaliados incluem o Emax como o efeito maximo de variacdo na frequéncia cardiaca
induzida pelo exercicio isométrico, o EC50 como a concentragdo plasmatica de d-
nebivolol que resulta em 50% do Emax e pelo gama que descreve a inclinacao da curva
(Tabela 8).
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Figura 11: Curvas de variagdo da frequéncia cardiaca versus tempo para 0s
voluntarios sadios fenotipados como metabolizadores extensivos para o CYP2D6 e
tratados com dose Unica oral de 10 mg de nebivolol racémico (n=13).
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Figura 12: Andlise PK-PD relacionando as concentracdes plasmaticas do isbmero d-
nebivolol em funcdo do efeito na variacdo da frequéncia cardiaca induzida pelo
exercicio isométrico (modelo Emax sigméide inibitério) em voluntarios sadios
fenotipados como metabolizadores extensivos para o CYP2D6 e tratados com dose
unica oral de 10 mg de nebivolol racémico (n=13).
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Tabela 8: Parametros obtidos na andlise PK-PD relacionando as concentragbes
plasmaticas do isémero d-nebivolol em funcdo do efeito na variacdo da frequéncia
cardiaca induzida pelo exercicio isométrico (modelo Emax sigméide inibitério) em
voluntarios sadios fenotipados como metabolizadores extensivos para o CYP2D6 e
tratados com dose Unica oral de 10 mg de nebivolol racémico (n=13).

Média IC 95% CV (%)
Emax (bpm) 4,47 1,37 - 7,57 24,74
EC50 (pg/mL) 222,16 96,29 - 540,60 51,15
Gamma 2,07 2,97-7,10 86,87

CV = (desvio padrdo /média) x 100



5 Discussao
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O presente estudo avalia a farmacocinética dos isébmeros do nebivolol e a
relagdo farmacocinética - farmacodinamica em voluntarios sadios tratados com dose
unica oral de 10 mg do farmaco racémico. O estudo exigiu o desenvolvimento e a
validacdo de um método analitico enantiosseletivo empregando LC-MS/MS com
sensibilidade para quantificar os isdbmeros do nebivolol em concentragbes tédo baixas
quanto 25 pg/mL de plasma.

A farmacocinética dos isémeros do nebivolol foi inicialmente descrita em
pacientes hipertensos tratados durante 4 semanas com 5mg/dia de nebivolol
racémico. Os isdbmeros do nebivolol foram quantificados nas amostras de plasma
empregando como método analitico radioimunoensaio estereoespecifico, o qual sem
extragdo nao discrimina o farmaco inalterado dos seus metabdlitos hidroxilados,
apresentando limite de deteccdo de 1 ng/mL de plasma. Os autores relatam que a
concentragdo plasmatica maxima (Cmax) do /-nebivolol mais os metabdlitos
hidroxilados é maior do que a do d-nebivolol mais os metabdlitos hidroxilados, com
valores respectivamente de 13,1 e 7,3 ng/mL apds a primeira dose e 19,0 e 9,1
ng/mL apds quatro semanas de tratamento (HIMMELMANN et al.; 1996).

Outros autores também avaliam a enantiosseletividade na farmacocinética do
nebivolol em voluntarios sadios e em pacientes obesos empregando extracéo e
radioimunoensaio estereoespecifico (isdbmeros do nebivolol) e HPLC com detecgéo
por fluorescéncia (nebivolol inalterado como mistura isomérica). Os valores de AUC
reportados foram préximos para o /-nebivolol e para o d-nebivolol (47,8 vs 48,0
ng.h/mL para voluntarios sadios e 38,3 vs 36,7 ng.h/mL para pacientes obesos)
(CHEYMOL et al.; 1997). Lefebvre et al. (2006) empregando extracdo e
radioimunoensaio estereoespecifico também relatam valores préximos para as
concentracdes plasmaticas maximas do /[-nebivolol e d-nebivolol (0,48 vs 0,57
ng/mL) em pacientes hipertensos tratados com dose Unica oral de 5 mg do farmaco
racémico.

A farmacocinética dos isémeros do nebivolol também foi avaliada em
voluntarios sadios tratados com doses diarias de 10 mg de nebivolol racémico
durante 21 dias, associado ou ndo com doses diarias de 20 mg de fluoxetina. Os
autores relatam que os isdmeros do nebivolol foram quantificados nas amostras de
plasma empregando LC-MS/MS com limite de quantificacdo de 40 pg de cada
isbmero/mL de plasma. No entanto, ndo ha descricao ou qualquer referéncia relativa
a metodologia empregada. Ressalta-se ainda que os parametros farmacocinéticos
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do referido estudo encontram-se descritos apenas para o nebivolol como mistura
isomérica e apenas uma figura mostra as concentracbes plasmaticas dos isbmeros
do nebivolol em funcdo do tempo. Na situacdo de monoterapia, as concentracdes
plasmaticas maximas observadas ap6s a administracdo de 10 mg de nebivolol
racémico a voluntarios sadios foram de aproximadamente 0,7 ng/mL para o d-
nebivolol e 1,3 ng/mL para o Fnebivolol (LINDAMOOD et al.; 2010).

A separacao dos isdmeros do nebivolol em coluna de fase quiral foi até entéo
relatada apenas por Hassan et al. (2001). Os autores usaram colunas com fases de
amilose carbamato (Chiralpak® AD e Chiralpak® AD-RH) empregando metanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol e 1-butanol como fases méveis. Os isdmeros foram
eluidos na sequéncia d-nebivolol e Fnebivolol com as fases mdveis metanol, etanol e
1-propanol e na sequéncia inversa com as fases méveis 2-propanol e 1-butanol.

O presente estudo reporta pela primeira vez o desenvolvimento e a validacao
do método de andlise dos isdmeros do nebivolol em plasma empregando LC-MS/MS
com coluna de fase estacionaria quiral.

A separacdo dos isdmeros do nebivolol foi realizada na coluna Chirobiotic® V
(Sigma-Aldrich), com particulas de 5 um (250 x 4,6 mm) empregando a fase movel
metanol:acido aceético:dietilamina (100:0,15:0,05 v/v/v) com fluxo de 1 mL/min a
24°C. A resolucdo dos isébmeros do nebivolol com tempo de corrida de
aproximadamente 15 min esta apresentada na Figura 5. A ordem de eluicdo dos
isbmeros na sequéncia [-nebivolol e d-nebivolol foi estabelecida com base em
estudos anteriores que reportam maiores concentracdées plasmaticas do /-nebivolol
quando comparado ao d-nebivolol (HIMMELMANN et al.; 1996; LINDAMOOD et al.;
2010).

O método desenvolvido foi avaliado quanto ao efeito matriz, considerando que
os componentes enddgenos do plasma podem resultar em supressao ou aumento
do sinal no sistema LC-MS/MS. O efeito matriz foi avaliado comparando os
cromatogramas obtidos da injecao de solucdes padrao de nebivolol e padrao interno
tramadol em fase mével com os cromatogramas obtidos da injecdo das referidas
solugbes padrédo em extratos de plasma branco oriundos de quatro diferentes
voluntarios. Os dados apresentados na Tabela 2 indicam que o efeito matriz é
praticamente ausente na andlise dos isdmeros do nebivolol e do padrdo interno
tramadol. Os dados mostram valores acima de 85% quando foram comparadas as
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areas dos picos resultantes da injecdo de solugcdes padrao em fase mével e de
solucdes padrao adicionadas a extratos de plasma branco.

Os isébmeros do nebivolol foram extraidos do plasma humano em meio
alcalino empregando éter di-isopropilico:diclorometano (70:30, v/v) como solvente
extrator. A recuperacado (Tabela 3) mostra valores acima de 90% para ambos os
isdbmeros do nebivolol. Ramakrishna et al. (2005) relatam recuperagdo de 73,4 +
3,7% do nebivolol plasmatico como mistura isomérica empregando como solvente
extrator a mistura éter-dietilico:diclorometano (70:30, v/v). Selvan et al. (2007)
mostram recuperagées de aproximadamente 85% do nebivolol plasmatico como
mistura isomérica empregando precipitagdo protéica com acetonitrila.

O método desenvolvido mostrou linearidade no intervalo de concentracdes
plasmaticas de 25-2500 pg de cada isbmero/mL (coeficientes de correlagdo maiores
que 0,99); Tabela 3. O limite de quantificacdo de 25 pg/mL de plasma (Tabela 3)
permitiu a analise dos isdmeros do nebivolol até 48 h ap6s a administracao de dose
unica de 10 mg de nebivolol racémico. Logo, o presente método enantiosseletivo
pode ser relatado como o mais sensivel até entdo desenvolvido. O estudo de
Lindamood et al. (2010) empregando LC-MS/MS relata limite de quantificacdo de 40
pg de cada isdmero /mL, enquanto os métodos que empregam radioimunoensaio e
que nao distinguem o farmaco inalterado dos metabdlitos hidroxilados reportam
limites de deteccédo de 1 ng /mL de plasma (HIMMELMANN et al., 1996) ou de 0,1
ng/mL de plasma (CHEYMOL et al., 1007). Ressalta-se ainda que os métodos que
empregam LC-MS/MS descritos na analise do nebivolol em plasma como mistura
isomérica relatam limites de quantificacdo de 50 pg/mL na andlise de aliquotas de
500 uL de plasma (RAMAKRISHNA et al.; 2005) ou de 10 pg/mL na analise de
aliquotas de 200 uL de plasma (SELVAN et al.; 2007).

Os coeficientes de variacao obtidos nos estudos de precisédo e inexatidao intra
e inter-corridas (Tabelas 3) 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 4 h em
temperatura ambiente e apés o processamento durante 12 h no auto-injetor a 5°C, ja
que foram revelados desvios inferiores a 15% (Tabela 4).

A disposicéao cinética dos isbmeros do nebivolol foi avaliada em 15 voluntarios
sadios ap6s a administracao de dose Unica oral de 10 mg de nebivolol racémico.
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O metabolismo do nebivolol é dependente da atividade do CYP2D6. As
concentracdes plasmaticas médias no estado de equilibrio do d-nebivolol e do F
nebivolol, respectivamente sdo 10 e 15 vezes maiores em metabolizadores lentos
quando comparados com metabolizadores extensivos para o CYP2D6 (LEFEBVRE
et al., 2006). Logo, os voluntarios sadios investigados foram fenotipados quanto a
atividade do CYP2D6 empregando metoprolol como farmaco marcador.

Os voluntérios investigados foram tratados com dose Unica oral de 100 mg de
tartarato de metoprolol apds 48 h da administracao do nebivolol. A urina foi coletada
até 8 h ap6s a administracdo do metoprolol. As concentragdes urindrias de
metoprolol e a-hidroximetoprolol foram determinadas por HPLC com detecgdo por
fluorescéncia, como mostra o cromatograma apresentado na Figura 6, obtido de
acordo com estudo anterior do grupo (NEVES, 2009). As razées metabdlicas de
concentragdes urinarias metoprolol/a-hidroximetoprolol inferiores a 12,6 designam o
fenétipo de metabolizador extensivo para o CYP2D6 (HORAI et al., 1990). As razdes
metabdlicas de concentracbes urinarias metoprolol/a-hidroximetoprolol apresentadas
na Tabela 5 mostram valores entre 0,4 a 3,2 e portanto compativeis com o fenétipo
de metabolizador extensivo para 13 voluntarios e valores entre 16 a 20 para 2
voluntarios (voluntarios 14 e 15) classificados como metabolizadores lentos para o
CYP2D6.

As curvas de concentracao plasmatica dos isémeros do nebivolol versus
tempo para os voluntarios metabolizadores extensivos (n= 13) estdo apresentadas
na Figura 7. As concentracbes plasmaticas de ambos os isémeros do nebivolol
foram quantificadas até 48 h apds a administracdo de dose Unica oral de 10 mg do
farmaco racémico (limites de quantificacdo de 25 pg de cada isébmero/mL de
plasma). As curvas de concentracdo plasmatica dos isbmeros do nebivolol versus
tempo em metabolizadores extensivos permitem inferir maiores concentracdes

plasmaticas do Inebivolol quando comparado ao d-nebivolol. As razbes isoméricas

de &rea sob a curva concentragdo plasmatica versus tempo (AUC/ AUCq) mostram

valores de 1,41 (mediana, Tabela 6).

As curvas de concentracao plasmatica dos isémeros do nebivolol versus
tempo para os voluntarios fenotipados como metabolizadores lentos para o CYP2D6
(voluntarios 14 e 15) estdo apresentadas nas Figuras 8 e 9. A analise dos dados
permite inferir perda da enantiosseletividade na disposicao cinética do nebivolol nos
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voluntarios fenotipados como metabolizadores lentos para o CYP2D6, com
observagdes de razbes isoméricas de AUC/ AUCq de 0,93 e 0,98, respectivamente

para os voluntarios 14 e 15 (Tabela 7).

Os parametros farmacocinéticos dependentes da biodisponibilidade como o
clearance (Cl) e o volume de distribuicdo (Vd), sdo calculados de maneira mais
precisa como valores aparentes, ou seja, clearance total aparente (Cl/f) e volume de
distribuicdo aparente (Vd/f) uma vez que o nebivolol foi administrado aos voluntarios
sadios somente por via oral e nao ha dados da biodisponibilidade dos enantibmeros
individuais do nebivolol na populacéo inestigada.

A disposicdo cinética do nebivolol € enantiosseletiva nos voluntarios
investigados fenotipados como metabolizadores extensivos para o CYP2D6. Os
valores de concentracao plasmatica maxima (Cnax), area sob a curva concentracao
plasmatica versus tempo (AUC®>), Cl/f e Vd/f mostram diferencas com significancia
estatistica (p<0,05) entre os isdbmeros do nebivolol (Tabela 6).

Os maiores valores de AUC®™ para o I-nebivolol em relagdo ao d-nebivolol
(6,45 vs 3,99 ng.h/mL) resultam em menores valores de Cl/f (775 vs 1253 L/h). A
Cmax Obtida para o isémero I-nebivolol é praticamente o dobro do valor obtido para o
isbmero d- nebivolol (1,46 vs 0,79 ng/ml). Os valores de Vd/f sdo extremamente
altos para o /-nebivolol e d- nebivolol, respectivamente 10936 e 19082 L. A meia-
vida de eliminacdo ndo mostra diferengcas com significancia estatistica entre os
isbmeros (14,65 vs 11,90 h).

Os parametros farmacocinéticos como AUC®>, clearance e volume de
distribuicao para os isbmeros individuais do nebivolol, empregando metodologias
que separam o farmaco inalterado dos metabdlitos hidroxilados, foram até entédo
descritos apenas por Cheymol et al. (1997) na investigacao de voluntarios sadios e
pacientes obesos fenotipados como metabolizadores extensivos e tratados com
dose unica intravenosa (0,073 mg/Kg de peso corporal ideal) de nebivolol racémico.

Os autores ndao mostram enantiosseletividade na disposicao cinética do
nebivolol em voluntarios sadios tratados com nebivolol por via intravenosa em
funcédo da obtencao de valores similares de AUC (47,8 vs 48,0 ug.L/h), Cl (48,6 vs
48,4 L/h) e Vd (599 vs 739 L), respectivamente apresentados para os isbmeros d-
nebivolol e [-nebivolol. Logo, a enantiosseletividade observada na presente
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investigagdo de voluntérios sadios metabolizadores extensivos tratados com dose
unica oral de nebivolol racémico é consequente da eliminagdo pré-sistémica.

A farmacocinética do nebivolol como mistura isomérica foi descrita por
Lindamood et al. (2010) na investigacdo de voluntarios sadios tratados com dose
multiplas oral de 10mg/dia de nebivolol racémico como monoterapia ou em
associacdo com outros farmacos tais como hidroclorotiazida, furosemida, ramipril,
digoxina, warfarina, losartam e fluoxetina. Os valores de Cl/f descritos para o
nebivolol como mistura isomérica variam de 585 — 787 L/h em voluntarios sadios
fenotipados como metabolizadores extensivos para o CYP2D6 e tratados com
nebivolol oral em monoterapia. Os valores de Cl/f apresentados por Lindamood et
al. (2010) para o nebivolol como mistura isomérica sdo proximos aos valores obtidos
na presente investigacao de 775 e 1253 L/h, respectivamente para os isbmeros |-
nebivolol e d- nebivolol, os quais inferem eliminacdo pré-sistémica preponderante
para o isdbmero d-nebivolol.

Os valores de Vd/f obtidos no presente estudo (10936 e 19082 L
respectivamente para o /-nebivolol e d- nebivolol) sdo comparaveis com aqueles
apresentados como mistura isomérica por Lindamood et al. (2010) na investigacao
de voluntarios sadios tratados por via oral com doses multiplas de nebivolol racémico
(11467 a 16160 L). Os maiores valores de Vd/f para o isbmero d-nebivolol podem
ser explicados em funcao de diferencas na biodisponibilidade entre os isémeros
individuais do nebivolol, considerando que na administracdo intravenosa de nebivolol
a voluntarios metabolizadores extensivos (CHEYMOL et al.; 1997), os valores de Vd
sdo maiores para o Flnebivolol do que para o d-nebivolol (739 vs 599 L),
provavelmente em fungao de diferengas entre os isbmeros na ligacdo as proteinas
plasmaticas (98,0+0,3% para o /-nebivolol e 98,1+0,2% para o d-nebivolol) e na
distribuicao para os eritrécitos (51% para o -nebivolol e 46% para o d-nebivolol ).

Os parametros farmacocinéticos para os isémeros individuais do nebivolol
obtidos para os voluntarios sadios metabolizadores lentos para o CYP2D6
(voluntarios 14 e 15) estdo apresentados na Tabela 7. Os dados permitem inferir
perda da enantiosseletividade nos parametros AUC (57,5 vs 61,8 e 14,26 vs 14,5
ng.h/mL), Cmax (3,87 vs 3,70 e 2,21 vs 1,86 ng/mL) e Cl/f (87 vs 81 e 350 vs 344
L/h), apresentados respectivamente para os isdbmeros /-nebivolol e d-nebivolol e
referentes aos voluntarios 14 e 15. Os valores de Cl/f para os metabolizadores lentos
(87 vs 81e 350 vs 344 L/h; Tabela 7) sdo muito menores que aqueles relatados para
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0os metabolizadores extensivos para o CYP2D6 (775 vs 1253 L/h respectivamente
para o I-nebivolol e d-nebivolol; Tabela 6). A biodiponibilidade oral do nebivolol em
metabolizadores extensivos é de 12%, enquanto em metabolizadores lentos para o
CYP2D6 é de aproximadamente 96% (VAN PEER et al.; 1991). O Cl/f do nebivolol
como mistura isomérica relatado por Lindamood et al. (2010) na investigacao de 3
voluntarios sadios metabolizadores lentos para o CYP2D6 e tratados com doses
multiplas oral de nebivolol é de 14 L/h. A perda da enantiosseletividade nos
valores de Cl/f para os metabolizadores lentos permite sugerir que diferentes
enzimas estdo envolvidas no metabolismo dos isémeros individuais do nebivolol.
Cheymol et al. (1997) observam que na administragdo intravenosa os valores de
clearance entre os isbmeros do nebivolol ndo diferem para os metabolizadores
extensivos, mas diferem para os metabolizadores lentos, com observacdes de
maiores valores para o d-nebivolol (8,6 vs 22,3 L/h), e que portanto o metabolismo
do -nebivolol é mais dependente do CYP2D6 do que o metabolismo do d-nebivolol.

Em relagdo aos valores de Vd/f para os metabolizadores lentos tratados com
dose Unica oral de nebivolol racémico, os dados apresentados na Tabela 7 mostram
maiores valores para o [-nebivolol (772 vs 3864,30 e 925 vs 5320,77 L,
respectivamente para os voluntarios 14 e 15; Tabela 7) quando comparado ao d-
nebivolol. Os menores valores de Vd/f obtidos para os metabolizadores lentos
quando comparados aos metabolizadores extensivos (10936 e 19082 L,
respectivamente para o /-nebivolol e d- nebivolol; Tabela 6) podem ser atribuidos ao
aumento da biodisponibilidade para os metabolizadores lentos. Os dados ainda
permitem observar que os valores de Vd/f sdo maiores para o d-nebivolol nos
metabolizadores extensivos € maiores para o /-nebivolol nos metabolizadores lentos,
provavelmente em fungcédo de diferencas na biodisponibilidade entre os isémeros
individuais do nebivolol.

A farmacodindmica do nebivolol foi avaliada empregando como parametro a
variacao da frequéncia cardiaca entre os periodos final e anterior ao teste de esforgo
isométrico durante 2 min utilizando o handgrip a 30% da contratilidade voluntaria
maxima (KUBO et al.; 2001). O exercicio isométrico com o handgrip induz aumento da
pressao arterial acompanhado por aumento da frequéncia cardiaca e da resisténcia
vascular periférica na musculatura esquelética em repouso (KAMIYA, 2001). Nao ha
dados na literatura referentes ao efeito do nebivolol na variacao da frequéncia cardiaca

induzida pelo exercicio isométrico.
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O modelo Emax sigmaide inibitério foi empregado para descrever a analise PK-
PD relacionando o efeito na variacdo da frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio
isométrico com as concentracdes plasmaticas do isébmero d-nebivolol, considerado o
mais potente no bloqueio do receptor B+ (NUETEN & CREE, 1998).

Na andlise PK-PD foram incluidos apenas os voluntarios metabolizadores
extensivos (n=13) em funcdo das pronunciadas diferencas observadas nas
concentragdes do d-nebivolol entre os metabolizadores extensivos e metabolizadores
lentos para o CYP2D6. 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 31 € que a soma do nebivolol inalterado e dos
metabolitos hidroxilados é similar entre metabolizadores extensivos e metabolizadores
lentos (Lefebvre et al.; 2006). Logo, os metabolizadores lentos ndo puderam ser
incluidos na andlise PK-PD em funcdo da nao disponibilidade das concentracdes
plasmaticas dos metabdlitos hidroxilados.

A analise PK-PD relacionando o efeito na variacdo da frequéncia cardiaca
induzida pelo exercicio isométrico em fungdo das concentragées plasmaticas do
isdbmero d-nebivolol esta apresentada na Figura 12 e na Tabela 8. O modelo Emax
sigmoide inibitério mostrou-se o mais adequado em fungéo da obtengédo dos menores
valores de coeficientes de variagdo para os parametros Emax, EC-50 e gama. Os
dados apresentados na Tabela 8 mostram valores de Emax de 4,47 bpm (IC 95% 1,37-
7,57) e de EC50 de 222,16 pg/mL (IC 95% 96,29-540,60 ng/mL) para os voluntarios

sadios metabolizadores extensivos tratados com dose Unica oral do farmaco racémico.



6 Conclusdes
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1- O método desenvolvido e validado para a analise dos isémeros do nebivolol em
plasma é sensivel (limite de quantificacao de 25 pg de cada isébmero/mL), preciso e
exato (coeficientes de variacao e erros relativos < 15%), permitindo a quantificacéo
dos isbmeros do nebivolol até 48 h apdés a administracdo de dose Unica oral de 10

mg do farmaco racémico a voluntarios sadios.

2- A disposigcao cinética do nebivolol ¢é enantiosseletiva em voluntarios sadios

metabolizadores extensivos para o CYP2D6, com razdes isoméricas de AUC|/

AUCq de 1,41 (n=13). Os valores de concentracdo plasmatica maxima (Cmax), area

sob a curva concentragdo plasmatica versus tempo (AUC®™), Cl/f e Vd/f mostram

diferencas com significAncia estatistica (p<0,05) entre os isdbmeros do nebivolol

3-A disposicao cinética do nebivolol ndo é enantiosseletiva em voluntarios sadios
metabolizadores lentos para o CYP2D6, com razdes isoméricas de AUC|/AUCd de

0,93 e 0,98.

4-Os valores de Cl/f obtidos para os metabolizadores lentos (87-350 vs 81-344 L/h)
sdo menores do que para os metabolizadores extensivos para o CYP2D6 (775 vs
1253 L/h, respectivamente para o I-nebivolol e d-nebivolol).

5-O modelo Emax sigméide inibitério descreveu a analise PK-PD relacionando o efeito
na variagdo da frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico com as
concentracbes plasmaticas do isbmero d-nebivolol em voluntarios sadios
metabolizadores extensivos para o CYP2D6 com valores de Emax de 4,47 bpm (IC
95% 1,37-7,57) e de EC50 de 222,16 pg/mL (IC 95% 96,29-540,60 ng/mL).
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Anexo 1- Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Ribeirdo Preto, 16 de setembro de 2000

Oficio n® 3091 /2009
CEP/MGV

Prezada Senhora,

O trabalho intitulado “INFLUENCIA DA SINDROME
NEFROTICA PRIMARIA NA FARMACODINAMICA E NA
FARMACOCINETICA DOS _ENMTI’I}HER'UE DO NEBIVOLOL", foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 295" Reunifo
Ordinaria realizada em 14/09/2009, e enquadrado na categoria:
APROVADO, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
de acordo com o Processo HCRP n® 4887 /2009,
Este Comité segue integralmente @ Conferéncia
Internacional de Harmonizacde de Boas Priticas Clinicas (IGH-GCP|, bem
como d Resolucdo n™ 196/ 96 CNS/MS.
Lembramos que dewem ser apresentados a este CEP. o
Eelatdrio Parcial e o Belatério Final da pesquisa
."I.'|'[|(:il):\l'”[]‘:”!t'.

L e O AN
DR. MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
Vicé-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Nustrissima Senhora

CAROLINA PINTO VIEIRA

PROF*. DR*. VERA LUCIA LANCHOTE(Orientadora)

Depta, de Analises Clinicas, Toxicologicas e Bromatologicas - FCFRP-USP

Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-UISP- Campus Universfano
FW A0 TY, [RB-002 | &6 ¢ Registro SISNEPCONER 5° 4

B d LA BRIVE YYD sl e L T
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

HOSPITAL DAS CLI'NIC~AS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
- UNIVERSIDADE DE SAO PAULO B
Campus Universitario Monte Alegre — RIBEIRAO PRETO - SP

PESQUISA CIENTIFICA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO PACIENTE / IDADE:.......cooiiieee e [oiiiinann.
REGISTRO E/OU DOCUMENTO DE IDENTIFICAGAO.......ccccoeuiveveeereeerrrene.

NOME DA PESQUISA: “Influéncia da sindrome nefrética primaria na

farmacodinamica e na farmacocinética dos enantiomeros do nebivolol”

RESPONSAVEL CLINICO: Prof. Dr. Eduardo Barbosa Coelho (Departamento de
Clinica Médica, Divisdo de Nefrologia HC-FMRP-USP) — CREMESP 68.329.
RESPONSAVEL PELA APLICACAO DO TCLE: Carolina Pinto Vieira (aluna de p6s-
graduacao FCFRP-USP)

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

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que em .......... [oeeeeaan. [oeeeeeann. 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 doenga dos rins, chamada de sindrome
nefrética, modifica o efeito de um remédio usado para abaixar a pressao arterial. A
sindrome nefrética € uma doenca que afeta os rins e ocasiona inchaco no corpo e
presenca de espuma na urina. Alguns remédios tém o efeito alterado pela doenca
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nos rins, podendo aumentar ou mesmo ter o seu efeito diminuido. Para a realizacdo
deste estudo, serdo necessarias pessoas com e sem problema nos rins (sindrome
nefrética). Assim, todas as pessoas que irdo participar desta pesquisa vao ter um
exame de saude feito em primeiro lugar para saber se existe algum problema dos
rins. Os remédios que vocé toma para controlar a pressao serdao trocados para um
remédio chamado Nebivolol, que também é utilizado para o controle da pressao
arterial. Pode acontecer de vocé sentir caimbras, fraqueza e tonturas. Este estudo
terd somente uma etapa, em que vocé tera que vir até o Hospital (HC) em jejum de
12 horas, e ira receber um comprimido de 5 mg uma Unica vez de um remédio usado
para abaixar a pressao, chamado Nebivolol, que vocé tomara com um copo de agua.
Nés iremos coletar amostras de 5 mL de sangue (cerca de uma colher de sopa) da
veia do seu brago varias vezes (cerca de 15 vezes). Um tubinho de plastico sera
colocado dentro da sua veia, assim nds iremos picar vocé uma unica vez. Por se
tratar de apenas uma dose nés nao esperamos que vocé apresente nenhum efeito
colateral do remédio. Em todo caso, pode acontecer de aparecerem efeitos
exagerados do remédio como cansaco, 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. Apdés o término da fase, vocé recebera um
comprimido chamado metoprolol (100 mg) para avaliar como o seu figado esta
funcionando e durante 8 horas apds a administracdo deste remédio sera coletada
toda sua urina. Assim, se vocé quiser participar da pesquisa, vocé tera que vir pelo
menos 2 vezes ao Hospital: uma para ser examinado, uma para tomar o remédio. Na
vez que vocé vier tomar o remédio, vocé tera que ficar internado no Hospital por 48
horas para as coletas de sangue. Além de coletar o seu sangue, ndés também vamos
medir durante o tempo em que vocé ficar no Hospital a sua pressao arterial e os
seus batimentos cardiacos através de um monitor. Iremos colocar alguns elétrodos
na parte externa do peito, durante o periodo em que vocé estiver internado e uma
bolsa de borracha para medir a sua pressdo a cada meia hora. Nés iremos pedir
para que vocé aperte uma mola a cada vez que for coletar sangue para ver o efeito
do remédio sobre os batimentos do coracao

A sua colaboragdo sera importante para entendermos como ajustar a dose
desses medicamentos para o controle de pressao arterial. Isto podera ajudar na
escolha do melhor tratamento e no ajuste da dose dos remédios para pessoas que
tem problema nos rins, em especial pacientes com sindrome nefrética.
2- Vocé nao é obrigado a continuar participando do projeto e pode, a qualquer
momento sair do mesmo, sem que isso impecga que vocé deixe de ser tratado como
os demais pacientes do Hospital das Clinicas.
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3- A pesquisa nao sera 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 participacdo como voluntario.

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

5- Os pesquisadores se comprometem a proporcionar a vocé informacdes
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 participagdo e de
publicar os resultados da pesquisa para a comunidade médica e cientifica
pertinente.

7- Vocé tera direito a ressarcimento financeiro caso hajam gastos gerados
exclusivamente pela sua participacdo como voluntario desta pesquisa.

8- Caso haja dano comprovadamente decorrente da pesquisa vocé tera direito a
indenizacgao.

TESTEMUNHAS NAO LIGADAS A PESQUISA:

Assinatura

Assinatura
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Anexo 3 — Caracteristicas dos voluntarios investigados

Tabela i: Dados individuais da disposicéo cinética enantiosseletiva do d-nebivolol
em plasma de voluntarios sadios tratados com dose unica oral de 10 mg de nebivolol
racémico.

Voluntarios Cmax Tmax AUC Vd/F CI/F a(1/hr) B(1/hr) T1/2
(pg/mL) (h) (h*pg/mL) (L) (L/h)

1 382 1,4 5746 16193 870 0,63 0,03 22
2 541 0,6 3677 46200 1360 1,69 0,05 15
3 845 1,0 3947 4231 1267 0,69 0,10 7
4 1214 1,0 6565 7715 762 1,52 0,06 11
5 1275 0,9 8311 3353 602 0,64 0,08 9
6 1003 1,0 8985 2980 556 5,13 0,11 6
7 818 0,8 3070 13435 1629 2,34 0,08 9
8 435 1,3 3869 32274 1292 1,17 0,03 25
9 1110 0,6 5519 9439 906 1,79 0,06 11
10 648 0,8 3685 17957 1357 1,32 0,04 16
11 793 1,0 3991 14940 1253 0,63 0,04 17
12 513 1,2 4511 42007 1108 1,72 0,02 32
13 414 1,2 1957 9949 2554 1,70 0,05 12
14 3877 2,5 57452 771 82 0,74 0,05 12

15 1857 1,6 13495 323 370 1,31 0,07 10
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Tabela ii: Dados individuais da disposicao cinética enantiosseletiva do Fnebivolol
em plasma de voluntarios sadios tratados com dose unica oral de 10 mg de nebivolol
racémico.

Voluntarios Cmax Tmax AUC Vd/F CI/F a(1/hr) B(1/hr) T1/2
(pg/mL) (h) (h*pg/mL) (L) (L/h)

1 584 1,3 6132 10306 815 0,34 0,03 23
2 835 0,5 3763 23846 1329 4,42 0,06 12
3 2384 0,9 9398 5717 532 1,00 0,05 15
4 2029 0,9 12353 3912 405 0,98 0,06 12
5 1763 0,6 11897 5774 420 1,21 0,05 15
6 2146 0,8 12672 1837 395 0,85 0,08 9

7 1852 0,5 6456 5721 775 0,83 0,06 13
8 1978 0,6 8040 11165 622 1,74 0,04 17
9 1166 1,1 6075 11585 823 1,30 0,05 15
10 1456 1,2 5380 14207 929 0,92 0,04 19
11 1469 1,1 8097 8960 618 0,73 0,03 20
12 1464 0,3 6119 9524 817 0,82 0,05 15
13 609 1,2 2622 8803 1907 1,30 0,11 7
14 3719 2,5 61832 4874 81 0,62 0,04 15

15 2214 1,6 14315 4411 349 1,42 0,05 14
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Anexo 4 - Parametros bioquimicos usados para a avaliacdo da normalidade
funcional dos sistemas/érgaos hematolégico, renal, hepatico e endécrino

Tabela i: Parametros bioquimicos dos voluntarios investigados

Parametros | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Valores de
Referéncia

Na+ 138 | 139 | 140 | 136 | 138 | 142 | 140 | 141 | 140 | 140 | 135 | 134 | 140 | 139 | 143
135-145
mmol/L

Creatinina | 09 (09 |082 (1,1 |07 |08 |1 1 1,1 10,83 | 1,1 1,1 (1,2 |09 |07
0,7-1,5
mg/dL

AST 15 | 14 13 22 13 20 20 20 22 21 16 18 | 41 15 19
Até 38 U/L

ALT 21 22 8 13 16 17 14 15 25 15 13 32 | 42 40 33
Até 31 U/L

Bilirrubina | 0,68 | 0,26 | 0,38 | 0,91 | 0,39 | 1,56 | 0,59 | 0,56 | 0,69 | 0,51 | 0,61 | 0,67 | 0,76 | 0,37 | 1,16
total
0,2-1,2
mg/dL

Bilirrubina | 0,24 | 0,11 | 0,15 | 0,25 | 0,14 | 0,48 | 0,20 | 0,22 | 0,26 | 0,16 | 0,23 | 0,21 | 0,22 | 0,13 | 0,42
direta
0,0-0,3
mg/dL

Bilirrubina | 0,44 | 0,15 | 0,24 | 0,65 | 0,25 | 1,08 | 0,40 | 0,39 | 0,43 | 0,35 | 0,38 | 0,47 | 0,54 | 0,24 | 0,74
indireta
0,3-1,9
mg/dL

Glicemia 73 | 85 92 77 |79 |76 84 |78 140 | 76 75 81 |78 |86 85
70-110
mg/dL

K+ 4 45 |4 44 |42 |43 |42 |4 41 43 |42 4 43 |46 | 4,2
3,5-5,0
mmol/L

Gama GT 22 | 17 15 61 15 17 23 22 23 12 15 29 | 25 15 19
homem:10 A
50 U/L
mulher:07 A
32 U/L

Colesterol 40 |42 |36 |35 39 |45 |38 |36 36 |39 |38 36 [38 |48 |27
HDL
40a 80
mg/d|

Colesterol 99 | 119 | 124 | 112 | 108 | 85 83 83 88 |98 58 141 |84 |87 |46
LDL
50 a 140
mg/d|

Triglicérides | 38 | 154 | 73 154 | 78 | 57 69 75 76 | 97 73 77 |72 127 | 36
< 150 mg/dl

Albumina | 46 |44 |43 |4 |41 |42 |42 |4 |4 |45 |41 | 43 |44 |46 |97
3,5-4,8 g/dL




