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Resumo




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

O nebivolol, um farmaco com quatro centros quirais, esta disponivel na clinica como
mistura racémica dos isémeros d-nebivolol (SRRR) e /-nebivolol (RSSS). A atividade
[3-adrenérgica do nebivolol reside no isbmero d-nebivolol, enquanto o /-nebivolol
promove a liberagcado de 6xido nitrico das células endoteliais. O nebivolol é eliminado
por metabolismo dependente do CYP2D6. O estudo avalia a farmacocinética e a
relagcdo farmacocinética-farmacodinamica (PK-PD) dos isdmeros 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 administragdo do farmaco. Os isbmeros
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 /ag time, empregando o programa WinNonLin. A
farmacodinédmica do nebivolol foi avaliada empregando como parametro a variagéo
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 variagao da frequéncia cardiaca
induzida pelo exercicio isométrico com as concentragdes plasmaticas do isbmero d-
nebivolol foi avaliada empregando o modelo Emax sigmadide inibitério. A disposi¢cao
cinética do nebivolol €& enantiosseletiva nos voluntarios sadios EM, com razdes

isoméricas de AUC|/ AUCq de 1,41. Os valores de concentragao plasmatica maxima
(1,46 vs 0,79 ng/mL), area sob a curva concentragédo 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 diferengas com significancia
estatistica (Teste de Wilcoxon, p<0,05) entre os isbmeros /-nebivolol e d-nebivolol
para os voluntarios sadios EM. A disposicao 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 /-nebivolol e d-
nebivolol) sdo menores do que para os EM (775 vs 1253 L/h). O modelo Emax
sigmoide inibitério descreveu a analise PK-PD relacionando o efeito na variacédo da
frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico com as concentragbes
plasmaticas do isbmero 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, enantidbmeros, farmacocinética , voluntarios sadios






A
bstract

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
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo 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 (- blocking activity of nebivolol is attributed to d-nebivolol, whereas /-nebivolol
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 /-nebivolol 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/ AUC4 of 1,07. The values of apparent
clearance obtained for the volunteers pm (87-350 vs 81-344 L/h, respectively to /-
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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1 Introducdo

A hipertensao arterial atinge 30% da populagédo adulta mundial. A Sociedade

Brasileira de Hipertensao relata prevaléncia da doenga na populagcéo 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 sao considerados farmacos de primeira escolha no
tratamento da hipertensao (BAEK et al., 2008). Os beta-bloqueadores nao seletivos
ou os bloqueadores dos receptores 31 e [, adrenérgicos incluem o propranolol, o
pindolol, o nadolol, o timolol e o labetalol, entre outros. Os beta-bloqueadores
seletivos dos receptores [3+incluem o metoprolol, o atenolol, o esmolol, o acebutolol,
o nebivolol, entre outros.

O nebivolol € um beta-bloqueador de terceira geragao altamente seletivo dos
receptores [31+ com acgdo vasodilatora mediada pelo éxido nitrico e com efeitos
benéficos na funcdo 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
isémeros d-nebivolol (SRRR) e /-nebivolol (RSSS) (SELVAN et al.; 2007).

——
p—

Figura 1: Estrutura do nebivolol e principais sitios de metabolismo. * denota os
centros quirais. Principais sitios de metabolismo: 1-hidroxilacdo aromatica, 2-
oxidagéo aliciclica, 3-glicuronidagao; 4 -N-desalquilagao.

A atividade (-adrenérgica do nebivolol reside no isébmero d-nebivolol, pois a
afinidade do /-nebivolol para os receptores (1 adrenérgicos € 175 vezes menor
(PAUWELS et al., 1991). Um estudo duplo cego, randomizado e cruzado mostrou
que em voluntarios sadios o /-nebivolol ndo atenua o aumento da frequéncia
cardiaca e da pressao arterial sistolica 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 [+ estdo envolvidos nas
propriedades hemodindmicas do nebivolol. O /-nebivolol, em doses que nao
interferem com os receptores [ adrenérgicos, reduz a pressao arterial sanguinea. O
I-nebivolol promove a liberacdo de é6xido nitrico das células endoteliais, enquanto o
d-nebivolol é destituido desta atividade. Esses achados contribuem para explicar a
reducao na resisténcia vascular periférica relatada para o nebivolol racémico. Os
efeitos do nebivolol racémico na fungao ventricular esquerda sao principlalmente
devido a agao [-bloqueadora do d-nebivolol, enquanto o /-nebivolol melhora os
efeitos hemodindmicos do d-nebivolol. Logo, o nebivolol racémico reduz a pressao
sistdlica e a pressao diastdlica e causa reducido da resisténcia vascular periférica,
sem deprimir a funcdo ventricular esquerda (EVANGELISTA et al., 2007;
MANGRELLA et al., 1998).

O nebivolol € um farmaco altamente lipofilico (coeficiente de distribuigdo
octanol/agua log P= 4,03,) com eliminacdo dependente principalmente do
metabolismo hepatico. A fragdo 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-desalquilagdo direta, glicuronidagao
e complexa hidroxilagdo aromatica como mostra a Figura 2. As vias de N-
desalquilacao e hidroxilagao sdo dependentes da atividade do CYP2D6, uma enzima
que exibe polimorfismo genético (INGELMAN-SUDBERG & RODRIGUEZ-ANTONA,
2005; LINDAMOOQOD et al.; 2010).

O polimorfismo genético pode influenciar a farmacocinética e a
farmacodindmica de muitos farmacos em uso na clinica. Com base no polimorfismo
genetico do CYP2D6 as populagdes sao classificadas como metabolizadores
extensivos (EM), metabolizadores lentos (PM) e metabolizadores ultrarapidos (UM)
(LU, 2007). A frequéncia de metabolizadores extensivos na populagédo caucasiana é
de 70-80% e de metabolizadores lentos (PM) é de 7 a 10% (FUX et al., 2005;
FRANK et al., 2007; LU, 2007).
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Figura 2: Metabolismo do nebivolol (HENDRICKX et al., 1996)

A hidroxilagdo aromatica representa a principal via de metabolismo do
nebivolol em metabolizadores extensivos (EM). Os metabdlitos hidroxilados do d-
nebivolol apresentam atividade B-bloqueadora, enquanto os metabdlitos hidroxilados
do /-nebivolol retém a capacidade do farmaco inalterado de promover a liberacado de
oxido nitrico das células endoteliais, embora em menor extensdao (PRISANT et
al.,2008; MAFFEI et al., 2006). A N-desalquilagdo, uma via também dependente do
CYP2D6, ¢é pouco significativa tanto em pacientes EM quanto em pacientes PM
(VAN PEER et al., 1991).

A glicuronidacao constitue uma importante via metabdlica do nebivolol e os
conjugados com o acido glicurénico sao considerados farmacologicamente ativos.
Os metabdlitos encontrados no plasma em maior quantidade sdo os conjugados
com o acido glicurdnico e os produtos N-desalquilados. Os conjugados hidroxilados
sdo encontrados no plasma de pacientes EM, mas nao 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 [34
seletivo, sendo que em pacientes PM ou em doses maiores que 10 mg, o nebivolol
inibe tanto os receptores (31 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 concentragcao
plasmatica maxima (tmax) é de 0,5-2h em pacientes EM e de 3-6h em pacientes
PM apd6s a administragdo de dose unica oral de 15 mg. A administragao oral de
nebivolol 5mg/dia durante 7 dias resulta em maiores valores de concentragao
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™'. 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 eliminagédo entre pacientes EM e PM s&o decorrentes dos valores de
clearance, os quais sdo 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
orientagdes espaciais, podem apresentar um perfil farmacolégico e/ou toxicoldgico
distinto, em razdo dos diferentes processos de ligagdo dos farmacos com
macromoléculas biolégicas quirais. Consequentemente, o tratamento com um
farmaco racémico constitui para a terapéutica uma combinagdo fixa de
medicamentos com diferentes propriedades farmacoldgicas e diferentes potenciais
de manifestagéo de toxicidade (BROCKS, 2006).

A enantiosseletividade na farmacocinética é de interesse para os
farmacos quirais que exibem propriedade farmacodinamicas distintas entre os
enantibmeros. 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 absorgdo dependente de carreadores, com a ligagdo as



proteinas plasmaticas, com os processos de secrec¢do biliar, excrecdo 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 isbmeros do nebivolol estdo até entido
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 concentragdo plasmatica versus tempo (47,8 vs 48,0 ug.h/L),
clearance (48,6 vs 48,4 L/h) e volume de distribuigdo (599 vs 739 L),
respectivamente apresentados para os isébmeros 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 administragcdo oral do nebivolol racémico administrado em
regime de dose multipla a voluntarios sadios mostram acumulo plasmatico do
isdmero /-nebivolol (os valores de AUC do /-nebivolol sdo aproximadamente o dobro
daqueles do d-nebivolol, considerando a soma do farmaco inalterado e dos
metabdlitos hidroxilados) (VAN PEER et al., 1991; HIMMELMANN et al., 1996).

A relagao entre a concentragéo do farmaco e a resposta bioldgica do organismo
pode ser analisada simultaneamente utilizando modelos matematicos. A
farmacodinamica pode ser definida como uma relagdo quantitativa entre as
concentragdes 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
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 cronica a pressao arterial sanguinea devido a redug¢ao na frequéncia
cardiaca e no débito cardiaco.

A presente investigacao abrange o estudo da farmacocinética dos isdmeros
do nebivolol e a avaliagio da relagdo farmacocinética-farmacodinamica,
empregando as concentragdes plasmaticas do d-nebivolol em fungédo da variagéo na
frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico em voluntarios sadios,
metabolizadores extensivos ou lentos para o CYP2D6 e tratados com dose uUnica

oral do farmaco racémico.






Conclusées

1- O método desenvolvido e validado para a analise dos isdbmeros do nebivolol em
plasma é sensivel (limite de quantificacdo de 25 pg de cada isébmero/mL), preciso e
exato (coeficientes de variagcéo e erros relativos < 15%), permitindo a quantificacéo
dos isbmeros do nebivolol até 48 h apds a administragdo de dose unica oral de 10

mg do farmaco racémico a voluntarios sadios.

2- A disposicao cinética do nebivolol € enantiosseletiva em voluntarios sadios

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

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

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

diferengas com significancia estatistica (p<0,05) entre os isdbmeros do nebivolol

3-A disposicéo cinética do nebivolol ndo € 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 /-nebivolol e d-nebivolol).



5-O modelo Emax sigmaide inibitério descreveu a analise PK-PD relacionando o efeito
na variagdo da frequéncia cardiaca induzida pelo exercicio isométrico com as
concentragdes 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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