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congelamento/descongelamento (ciclo 2). Cada resultado representa
a média de trés determinagoes.

Tabela 26 Estabilidade do enantibmero (R)-metoprolol em
amostras de plasma de controle de qualidade analisadas
imediatamente ap6s o preparo (tempo Oh) e apods trés ciclo de
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congelamento/descongelamento (ciclo 3). Cada resultado representa
a média de trés determinagdes.

Tabela 27 Estabilidade do enantibmero (S)-metoprolol em
amostras de plasma de controle de qualidade analisadas
imediatamente apdés o preparo (tempo 0Oh) e apés um ciclo de
congelamento/descongelamento (ciclo 1). Cada resultado representa
a média de trés determinacgdes.

Tabela 28 Estabilidade do enantibmero (S)-metoprolol em
amostras de plasma de controle de qualidade analisadas
imediatamente ap6s o preparo (tempo Oh) e apds dois ciclo de
congelamento/descongelamento (ciclo 2). Cada resultado representa
a média de trés determinacgdes.

Tabela29 Estabilidade do enantibmero (S)-metoprolol em
amostras de plasma de controle de qualidade analisadas
imediatamente ap6s o preparo (tempo Oh) e apods trés ciclo de
congelamento/descongelamento (ciclo 3). Cada resultado representa
a média de trés determinacgdes.

Tabela 30 Estabilidade do (R)-metoprolol em amostras de plasma
de controle de qualidade submetidas ao processo de purificacao
imediatamente apds o preparo (tempo Oh) e submetidas ao processo
de purificagdo 4 horas apos o descongelamento (tempo 4h). Cada
resultado representa a média de trés determinacdes.

Tabela 31 Estabilidade do (S)-metoprolol em amostras de plasma
de controle de qualidade submetidas ao processo de purificacao
imediatamente apds o preparo (tempo Oh) e submetidas ao processo
de purificagdo 4 horas apos o descongelamento (tempo 4h). Cada
resultado representa a média de trés determinagdes.

Tabela 32 Estabilidade do (R)-metoprolol em amostras de plasma de
controle de qualidade analisadas imediatamente apds o processo de
purificacdo (tempo 0h) e 24h apds o processo de purificagdo. Cada
resultado representa a média de trés determinacdes

Tabela 33 Estabilidade do (S)-metoprolol em amostras de plasma de
controle de qualidade analisadas imediatamente apds o processo de
purificacdo (tempo 0h) e 24h apds o processo de purificagdo. Cada
resultado representa a média de trés determinagdes.

Tabela 34 Concentragdes plasmaticas médias de (R)-metoprolol na
Fase 1 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco a 20 voluntarios sadios. DP = desvio padrdo; CV =
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coeficiente de variagdo; NQ = nao quantificado.

Tabela 35 Concentragdes plasmaticas médias de (S)-metoprolol na
Fase 1 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco a 20 voluntarios sadios. DP = desvio padrdo; CV =
coeficiente de variagdo; NQ = ndo quantificado.

Tabela 36 Concentracdes plasmaticas médias de (R)-metoprolol na
Fase 2 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco, em duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a
20 voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV = coeficiente de
variacao; NQ = nado quantificado.

Tabela 37 Concentragcbes plasmaticas médias de (S)-metoprolol na
Fase 2 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco, em duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a
20 voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV = coeficiente de
variacao; NQ = ndo quantificado.

Tabela 38 Concentragdes plasmaticas médias de (R)-metoprolol na
Fase 3 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco, em cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a
20 voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV = coeficiente de
variacdo; NQ = nado quantificado.

Tabela 39 Concentragbes plasmaticas médias de (S)-metoprolol na
Fase 3 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco, em cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a
20 voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV = coeficiente de
variacdo; NQ = nao quantificado.

Tabela 40 Parametros farmacocinéticos para o (R)-metoprolol na
Fase 1 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco a 20 voluntarios sadios. DP = desvio padrdo; CV =
coeficiente de variago.

Tabela 41 Parametros farmacocinéticos para o (S)-metoprolol na
Fase 1 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco a 20 voluntarios sadios. DP = desvio padrdao; CV =
coeficiente de variagao.

Tabela 42 Parametros farmacocinéticos para o (R)-metoprolol na
Fase 2 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco, em duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a
20 voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV = coeficiente de
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variacao.

Tabela 43 Parametros farmacocinéticos para o (S)-metoprolol na
Fase 2 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco, em duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a
20 voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV = coeficiente de
variacao.

Tabela 44 Parametros farmacocinéticos para o (R)-metoprolol na
Fase 3 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
farmaco, em cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a
20 voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV = coeficiente de
variacao.

Tabela 45 Parametros farmacocinéticos para o (S)-metoprolol na
Fase 3 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do
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20 voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV = coeficiente de
variagao.

Tabela 46 Razao entre os parametros farmacocinéticos médios de
ASC,.: e Cmax para os enantidmeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol.

Tabela 47 Parametros farmacocinéticos de (R,S) metoprolol apés
a administracdo de 100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes
regimes.

Tabela 48 Intervalo de confianga (IC 95%) para os valores dos
parametros farmacocinéticos para o (R,S) metoprolol, considerando o
regime de tratamento.

Tabela49 Parametros farmacocinéticos de (R)-metoprolol apds a
administracao de 100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes
regimes.

Tabela 50 Intervalo de confianga (IC 95%) para os valores dos
parametros farmacocinéticos para o (R)-metoprolol, considerando o
regime de tratamento.

Tabela 51 Parametros farmacocinéticos de (S)-metoprolol apéds a
administracao de 100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes
regimes.

Tabela 52 Intervalo de confianga (IC 95%) para os valores dos
parametros farmacocinéticos para o (S)-metoprolol, considerando o
regime de tratamento.
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Tabela 53 Razdo entre os parametros farmacocinéticos de (R,S)
metoprolol e seu enantibmero (R)-metoprolol (R,S/R), apdés a
administracao de 100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes
regimes.

Tabela 54 Intervalo de confianca (IC 95%) para as razdes entre 0s
parametros farmacocinéticos de (R,S) metoprolol e seu enantibmero
(R)-metoprolol (R,S/R), considerando o regime de tratamento.

Tabela 55 Razdo entre os parametros farmacocinéticos de (R,S)
metoprolol e seu enantibmero (S)-metoprolol (R,S/S), apdés a
administracdo de 100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes
regimes.

Tabela 56 Intervalo de confianga (IC 95%) para as razdes entre 0s
parametros farmacocinéticos de (R,S) metoprolol e seu enantibmero
(S)-metoprolol (T/S), considerando o regime de tratamento.
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Resumo

Investigacao da influéncia da velocidade de liberacao do farmaco
metoprolol a partir da forma farmacéutica sobre seu processo de
absorcao e de seus enantiomeros

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) nao exige a realizagao de
ensaios de bioequivaléncia utilizando métodos enantiosseletivos de
quantificacdo de farmacos para o registro de medicamentos genéricos ou
similares contendo farmacos racémicos. Porém, existe a possibilidade das
diferencas de concentragdes plasmaticas dos enantibmeros entre o
medicamento referéncia e os genéricos e/ou similares comercializados no
Brasil serem maiores que as estabelecidas pelos limites de bioequivaléncia.
Esse estudo teve a finalidade de investigar a influéncia da velocidade de
liberacdo do farmaco metoprolol, a partir da forma farmacéutica, sobre o
processo de absorcdo do farmaco total e de seus enantibmeros por meio da
avaliacao das concentracdes plasmaticas de metoprolol total, (S)-metoprolol e
(R)-metoprolol, e da relagdo entre as concentracées dos enantibmeros (S/R)
apds a administragao oral de medicamentos contendo mistura racémica deste
farmaco. Para isso, foi realizado ensaio de biodisponibilidade in vivo, em um
grupo de 20 voluntarios saudaveis, de acordo com procedimentos éticos
estabelecidos internacionalmente. Foram empregados trés esquemas de
administracdo do metoprolol, com a finalidade de simular diferentes
velocidades de liberacao do farmaco a partir da forma farmacéutica, na Fase 1
foi administrado uma dose unica de 100 mg de metoprolol em solugéo, na Fase
2 e Fase 3 essa mesma dose foi particionada em duas e cinco administragdes,
respectivamente, com intervalo de 30 minutos entre elas. Foram coletadas
amostras de sangue, e estas foram analisadas utilizando método convencional
e método quiral para quantificacdo do metoprolol total e seus enantibmeros,
respectivamente, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
detector de fluorescéncia. Os parametros farmacocinéticos de ASCo.t, Cnax €
Tmax foram utilizados para comparacao entre as trés velocidades de liberacao
do farmaco a partir da forma farmacéutica. A analise farmacocinética para o
famaco (R,S) metoprolol e seus enantibmeros e a comparagdo entre seus
parametros farmacocinéticos obtidos apds administragdo oral do metoprolol,
indicam uma cinética enantioseletiva para o metoprolol, que pode ter ocorrido
devido a uma biotransformacéo pré-sistémica dose-dependente, ou a uma
inibicado do metabolismo do (S)-metoprolol pela forma (R)-metoprolol;

Palavras chave: Metoprolol, Estudo de Biodisponibilidade, Metodo Bioanalitico

Enantioseletivo, Farmacocinética de enantibmeros.
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Abstract

Influence of the input rate of metoprolol on the absorption of its
enantiomers

ANVISA, brazilian regulatory agency for drug products, does not require the use
of enantioselective bioanalytical methods in bioequivalence assays of generic
and similar drug products containing racemic drugs. Therefore, it is possible
that two formulations are bioequivalent based on plasmatic concentration of
total drug, but are not bioequivalent on the basis of the comparison of the data
of the stereoisomers. The objective of this study was to investigate the influence
of the release rate of metoprolol from the dosage form on its absorption process
and on its enantiomers' absorption process by measuring plasmatic
concentrations of total metoprolol, (S)-metoprolol and (R)-metoprolol after oral
administration of drug products containing racemic metoprolol. An in vivo
bioavailability study was conducted in a group of 20 healthy volunteers,
according to national and international guidelines for biomedical research, in
which the administration rate of metoprolol was varied. In Phase 1 a single dose
of 100 mg metoprolol was administered in solution, in Phase 2 and Phase 3 the
same dose was partitioned into two and five administrations, respectively, with
an interval of 30 minutes between them. Blood samples were collected, and
these were analyzed using the conventional method and chiral method for
quantification of (R,S)-metoprolol and for its enantiomers, using high
performance liquid chromatography with fluorescence detection. The
pharmacokinetic parameters AUCq.+, Cmax and Tmax were used for comparisons
between three different drug release rates. Pharmacokinetic analysis for (R, S)
metoprolol and its enantiomers and comparison of their pharmacokinetic
parameters obtained after oral administration of metoprolol, to indicate an
enantioselective kinetic, which may be due to a biotransformation pre-systemic
dose dependent or the inhibition of metabolism of the (S)-form for metoprolol
(R)-metoprolol.

Keywords: Metoprolol, Bioavailability Study, Enantioselective Bioanalytical

Methods, Stereoselective Pharmacokinetic.



1. INTRODUCAO



A quiralidade é um fendmeno que ocorre em muitas moléculas sintéticas
utilizadas hoje pelas industrias de alimentos, de perfumaria, de cosméticos e
farmacéuticas, entre outras, por isso a relevancia do estudo da estereoquimica.
Uma molécula é dita quiral quando apresenta em sua estrutura um ou mais
atomos ligados a quatro substituintes diferentes, originando uma orientagéo
tridimensional bem definida (Davies, 2003).

Os isbmeros sao diferentes compostos com a mesma férmula molecular,
e podem ser classificados em isémeros constitucionais, com mesma férmula
molecular mas diferentes conectividades, e estereoisébmeros, isbmeros que
apresentam a mesma conectividade mas diferem no seu arranjo espacial. Os
estereoisdmeros podem ser subdivididos em enantibmeros e diasteroisdbmeros.
Os enantibmeros sao estereoisbmeros cujas moléculas sdao imagens
especulares nao superponiveis, enquanto o0s diasteroisbmeros sao
estereoisdbmeros cujas moléculas ndo sao imagens especulares uma da outra
(Smith, 2009).

Os enantibmeros apresentam a mesma estrutura quimica e as mesmas
propriedades fisico-quimicas, com excecdao do desvio do plano da luz
polarizada. Os enantibmeros que desviam o plano de luz polarizada no sentido
horario recebem a denominagao dextrégiro e o sinal (+) e aqueles que desviam
no sentido anti-horario recebem a denominagédo levégiro e o sinal (-). Eles
diferem em sua estrutura tridimensional, apresentando-se como imagens
especulares nao superponiveis. Os enantibmeros ocorrem apenas com

compostos cujas moléculas sdo quirais (Solomons e Fryhle, 2005).

A maioria dos farmacos utilizados na pratica clinica sdo encontrados na
forma de misturas racémicas ou racematos, ou seja, misturas contendo dois
enantibmeros complementares na propor¢cdo de 50:50. Esses farmacos
geralmente apresentam o atomo de carbono como centro assimétrico, porém
outros atomos como fésforo e enxofre também possam conferir assimetria a

molécula (Leffingwell, 2003).

O conhecimento aprofundado desses farmacos quirais é de grande
importancia, uma vez que a estereoquimica pode influenciar nas suas

caracteristicas farmacolégicas, metabdlicas e toxicolégicas.



Os processos biolégicos envolvem a interagdo do farmaco com
macromoléculas  quirais, originando, muitas vezes, propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas distintas entre enantibmeros. No
processo de absor¢do ha poucos exemplos de farmacos que apresentam
caracteristicas de enantioseletividade, ja& que para a maioria deles a
transposi¢cdo das membranas biolégicas se da por transporte passivo. Porém
para os farmacos que apresentam absor¢do dependente de carreador podem-
se observar diferencas de absorcao entre seus enantibmeros. Em relacdo aos
demais processos farmacocinéticos, ha relatos na literatura de numerosos
casos onde ocorre ligagcdo estereoseletiva com componentes do sangue ou
plasma e proteinas dos tecidos, originando diferencas no volume de
distribuicdo. Para os processos de excrecao biliar e urinaria, o transporte
através de proteinas ou transportadores de cations e anions organicos pode
levar a estereoseletividade no clearance e nos valores de concentracéo
plasmatica (Brocks, 2006).

A biotransformagéao €, na maioria dos casos, a etapa mais afetada pela
estereoseletividade, o0 que pode originar diferencas de clearance e
concentragbes plasmaticas entre enantibmeros. Além disso, a grande
variabilidade individual também pode originar diferengcas entre os
enantibmeros, podendo levar a resultados indesejados e dificeis de prever,
como a variagao no intervalo terapéutico, a auséncia de efeito terapéutico ou
aparecimento de efeitos tdxicos em sub-populacées especificas. Essas
diferencas podem se dar devido ao polimorfismo genético, estado fisiolégico e
doencas, além de interacdo com outros farmacos. A inducdo e inibicao
enzimatica sao fatores que também podem afetar um farmaco quiral em
diferentes extensbes, especialmente quando os enantibmeros sofrem
biotransformacao através de diferentes enzimas ou pelas mesmas enzimas em

velocidades diferentes (Tracy, 2002).

Assim sendo, no caso de farmacos que se apresentam como misturas
racémicas, € possivel que ocorram diferencas quantitativas e qualitativas de
acao farmacoldgica entre os enantibmeros, bem como diferencas entre seus

perfis de decaimento plasmatico ap6s a administragédo da mistura racémica.



A maioria dos farmacos quirais obtidos por vias sintéticas sao
comercializados como racematos, muitas vezes devido a falta de tecnologia
eficiente na sintese organica dos seus enantibmeros, ou por razdes
econbmicas, j& que € mais vantajoso produzir a mistura racémica (Bonato,
2005). Devido a observacdo das diferentes formas de interagdo dos
enantibmeros no organismo humano, a enantioseletividade passou a ser
considerada no planejamento e sintese de novos produtos farmacéuticos, bem
como em ensaios posteriores, como o0s de bioequivaléncia e biodisponibilidade

relativa.

As agéncias regulatérias da producdo e comercializacdo de
medicamentos, como o FDA (Food and Drug Administration), nos Estados
Unidos, EMA (European Medicine Agency), na Europa, e o0s 0rgaos
equivalentes no Japao e Canada, destacam a necessidade de informacaos
acerca das propriedades fisico-quimicas, cinéticas e dindmicas
estereoseletivas dos farmacos quirais, a fim de garantir sua seguranca e
eficacia (Federsel, 2003). No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria) ainda nao publicou recomendacdes especificas a esse respeito.

Assim, é de suma importancia o estudo dos fatores relacionados a via de
administragdo e as diferentes velocidades de liberagdo do farmaco de sua
forma farmacéutica para farmacos racémicos, pois estes podem influenciar no
seu processo de absorcdo, afetando a disposicdo cinética e a
biodisponibilidade de cada enantidmero e, consequentemente, a seguranca e a
eficacia desses farmacos.



2. REVISAO
DA LITERATURA



2.1 Ensaios de bioequivaléncia para medicamentos contendo farmacos

racémicos

Em funcdo das diferencas farmacolégicas observadas entre os
enantibmeros, a quantificacdo de farmaco total em fluidos biolégicos pode
ocasionar falhas na interpretacdo de dados farmacocinéticos e
farmacodinamicos e de relagdo entre concentracdo e efeito farmacoldgico
(Nation, Sansom, 1994). Consequentemente, o emprego de métodos
estereosseletivos de quantificagdo de farmacos para avaliar a absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo de enantibmeros presentes em uma
mistura racémica tornou-se pratica comum em ensaios clinicos. Entretanto, o
uso destes métodos em ensaios de bioequivaléncia ainda é controverso, e
diversos argumentos favoraveis e desfavoraveis sdo citados pelos cientistas

envolvidos com essa questao (Srinivas, 2004).

Os ensaios de bioequivaléncia ganharam visibilidade no Brasil
principalmente apds a promulgagao da Lei 9.787, em 10 de fevereiro de 1999,
que instituiu o medicamento genérico no Brasil de acordo com as normas
internacionais adotadas por paises da Comunidade Européia, Estados Unidos
e Canada, além da OMS, e a publicacao das Resolucdes que estabeleceram
os critérios técnicos para seu registro. A Lei 9.787 e as resolugcdes que a
regulamentam revolucionaram o mercado farmacéutico brasileiro e
introduziram conceitos como equivaléncias farmacéutica e terapéutica,

biodisponibilidade e bioequivaléncia. (Bueno, 2005).

A intercambialidade, ou equivaléncia terapéutica, pode ser demonstrada
por métodos convencionais como 0s ensaios clinicos de longa duragéo.
Entretanto, com o objetivo de economizar recursos financeiros e tempo, e
também em virtude de consideragdes éticas em relagcdo ao elevado numero de
pacientes envolvidos em tais ensaios, a comparagéo clinica direta tem sido
substituida por avaliagdes indiretas. Com base no principio de que curvas
semelhantes de decaimento sanguineo de farmacos produzem o mesmo
resultado em termos de eficacia e seguranca, realizam-se ensaios de
bioequivaléncia em que a biodisponibilidade do produto candidato a genérico
ou similar é comparada a do produto referéncia. Neste contexto, a



bioequivaléncia pode ser considerada um substituto da equivaléncia
terapéutica, desde que exista relagdo bem definida entre concentragdo do
farmaco e efeito terapéutico e seguranca (Porta, 1999; Gleiter et al., 1998;
Herchuelz, 1996; Meredith, 1996; Nation, Sansom, 1994).

Os ensaios de bioequivaléncia sao realizados em humanos por meio da
administracdo dos medicamentos a serem avaliados, seguida pela
determinacdo das concentragbes plasmaticas, séricas ou sangilineas do
farmaco ou metabdlito ativo em funcdo do tempo. A partir das curvas de
concentracdo em funcdo do tempo obtidas, determinam-se os parametros
farmacocinéticos utilizados na avaliagdo da bioequivaléncia e que séo,
basicamente, a concentracdo sanguinea maxima do farmaco ou metabdlito

(Cmax), € a @rea sob a curva de decaimento sanguineo (ASC) (Porta, 1999).

Assim, embora normalmente se considere que duas formulacoes
bioequivalentes sdo terapeuticamente equivalentes, isto pode nao ser verdade
para alguns produtos contendo farmacos racémicos: nestes casos, a
quantificacao de farmaco total, sem discriminacao dos enantidmeros, pode nao

significar equivaléncia terapéutica (Mehvar, 1997).

Embora exista consenso entre pesquisadores e entre agéncias
reguladoras em relagdo ao planejamento, execucdo e interpretacdo de
resultados de ensaios de bioequivaléncia em geral, 0 mesmo nao acontece
quando se trata de ensaios de bioequivaléncia de medicamentos contendo
farmacos na forma de misturas racémicas, uma vez que existe grande
controvérsia em relacdo a qual substancia deve ser quantificada nos fluidos

biol6gicos dos voluntérios (Nation, Sansom, 1994):

¢ todos os enantibmeros individualmente, por meio de método analitico
estereosseletivo;
e apenas o0 enantibmero ativo, por meio de método analitico

estereosseletivo;



e o farmaco total sem distingdo entre os enantibmeros, por meio de

método analitico nao estereosseletivo.

Como reflexo desta situagdo, observa-se que as agéncias reguladoras
apresentam visdes distintas sobre a necessidade de se realizar ensaios de
bioequivaléncia com quantificacdo de enantibmeros. Assim, enquanto a
ANVISA ndo exige o emprego de metodos bioanaliticos estereosseletivos em
nenhuma situacdo, a agéncia européia EMA (European Medicine Agency),
estabelece que os estudos de bioequivaléncia de medicamentos contendo
farmacos quirais devem empregar tais métodos, exceto nos casos em que 0s
medicamentos teste e referéncia contém o mesmo enantibmero estavel ou
ambos contém o racemato e os enantibmeros apresentam farmacocinética
linear. As agéncias Health Canada, canadense, e FDA (Food and Drug
Administration), americana, adotam posi¢cdes intermediarias: o Health Canada
recomenda a quantificacdo separada dos enantibmeros nos casos em que a
velocidade de absorgao do farmaco influencia a razéo entre os enantibmeros in
vivo, e o FDA faz esta exigéncia para estudos de bioequivaléncia em que todas

as condi¢oes a seguir estejam presentes:

e 0s enantibmeros apresentam caracteristicas farmacodinamicas
diferentes;

e 0s enantibmeros apresentam caracteristicas farmacocinéticas
diferentes;

e 0 enantibmero de menor concentragdo plasmatica € o principal
responsavel pela eficacia e seguranca do medicamento;

e a absorgdo € nao-linear, caracterizada por alteragdes na razdo entre
os enantibmeros in vivo em decorréncia de alteracées na velocidade

de absor¢ao do farmaco.

Midha e col. (1998) propuseram um algoritmo de deciséo (Figura 1) para
avaliacao da necessidade de emprego ou ndo de métodos estereosseletivos de
quantificacdo de farmacos em ensaios de bioequivaléncia. De acordo com esse

algoritmo, seria necessario usar tais métodos nas seguintes situagdes:



Mistura Racémica

Baixa taxa de bio- Alta taxa de bio-
transformacéo fransformacdo
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do enantiémero ativo do enantiémero ativo
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de enantidmeros de enantimeros
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Figura 1: Algoritmo de decisdo para avaliacdo da necessidade de emprego ou

ndo de métodos estereosseletivos de quantificagdo de farmacos em

ensaios de bioequivaléncia (modificado de Midha et al., 1998).

nos casos em que o enantibmero ativo apresente alta taxa de
biotransformacao pré-sistémica estereosseletiva e exista relagdo
entre a velocidade de entrada do farmaco no organismo e a
propor¢cdo entre as concentragdes plasmaticas dos enantibmeros
(quantificar farmaco total e enantidmero ativo);

nos casos em que o enantibmero ativo apresente baixa taxa de
biotransformacao pré-sistémica estereosseletiva e a proporcao
especifica entre as concentracdes plasmaticas dos enantibmeros
seja importante para atingir o efeito terapéutico 6timo (quantificar

cada enantibmero separadamente).



De acordo com Srinivas (2004), outras informacdes, além daquelas
relacionadas a biotransformacao pré-sistémica de farmacos racémicos, sao
importantes no processo de decisdo sobre a utilizacdo ou ndo de métodos

analiticos estereosseletivos:

¢ saturabilidade do processo de biotransformacao pré-sistémica;

e papel de outros mecanismos ativos ou passivos no processo de
eliminag&o do farmaco (por exemplo, eliminag&o biliar ou renal) e sua
saturabilidade;

o cfeitos da ligacdo a proteinas plasmaticas e de alteragdes no
equilibrio farmaco livre/farmaco ligado na distribuicdo e eliminagéao

dos enantibmeros.

Por meio dessas informacgdes é possivel obter uma melhor compreensao
da farmacocinética dos enantibmeros em diferentes dosagens (dentro da faixa
terapéutica) e diferentes velocidades de entrada no organismo (comprimidos,

capsulas, solugdes) (Srinivas, 2004).

Em outro trabalho, Mehavar e Jamali (1997) recomendam a utilizagéo de
métodos enantiosseletivos em estudos com racematos de farmacocinética nao-
linear ou cujos enantibmeros apresentem diferencas significativas de perfis
farmacocinéticos, mesmo que a farmacocinética seja linear. Adicionalmente, os
autores sugerem a mesma abordagem no caso de farmacos que sofrem
inversdo quiral (conversdo de um enantidmero no outro) in vivo. Os métodos
nao estereosseltivos seriam empregados na avaliagdo de bioequivaléncia de
medicamentos contendo farmacos racémicos de farmacocinética linear e pouco

estereosseletiva.

As diferengcas nas propriedades farmacodindmicas dos enantibmeros
tornam possivel que a concentragéo total de farmaco, obtida por meio de
método analitico ndo estereosseletivo, ndo apresente correlacdo com a
intensidade do efeito farmacoldgico, ou com a eficacia do produto. Nestes
casos, 0 ensaio de bioequivaléncia deveria ser conduzido utilizando-se
métodos estereosseletivos (Sahajwalla, 2004). Entretanto, uma vez que o0s

limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras para farmacos
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bioequivalentes sao bastante amplos, permitindo uma variagcao de 20% entre
os medicamentos testados, questiona-se se as eventuais diferencas entre
enantibmeros nao estariam incluidas nesses limites e, portanto, seria possivel
prescindir da utilizagdo de métodos enantiosseletivos em ensaios de
bioequivaléncia. Diversos ensaios de bioequivaléncia de medicamentos
contendo farmacos racémicos descritos na literatura indicam que as diferencas
entre enantibmeros podem extrapolar os limites estabelecidos para a

bioequivaléncia (Srinivas, 2004).

Garcia-Arieta e colaboradores (2005) realizaram ensaio de
bioequivaléncia de formulagbes contendo ibuprofeno racémico com
quantificacdo do farmaco total por método ndo estereosseltivo e dos dois
enantibmeros (S-ibuprofeno e R-ibuprofeno) por método estereosseletivo. Os
produtos testados foram bioequivalentes tanto para o farmaco total como para
os enantibmeros, entretanto a proporcao entre os dois enantibmeros (S/R) no

plasma foi diferente para os dois produtos testados.

Formulagdes contendo clorfeniramina, outro farmaco disponivel na forma
de mistura racémica, foram submetidas a ensaio de bioequivaléncia descrito
por Hiep e colaboradores (2000). Neste estudo, os autores comprovaram
bioequivaléncia entre as formulacbes com o emprego de método nao
estereosseltivo de quantificacao de clorfeniramina no plasma, mas auséncia de

bioequivaléncia com o emprego de método estereosseletivo.

Esta diferenca foi observada também por Srinivas e colaboradores
(1996) em estudo de bioequivaléncia entre formulagdes contendo nadolol: o
emprego de método ndo estereosseletivo levou a conclusdo de bioequivaléncia
entre as formulagdes, enquanto que o emprego de método estereosseletivo
originou resultados que indicaram a auséncia de bioequivaléncia entre as

mesmas formulagdes.

Os farmacos racémicos sujeitos a processos saturaveis, especialmente
durante a fase de absorgcdo (absorgcdo por transporte ativo, inversdo quiral in
vivo mediada por enzimas, biotransformagdo pré-sistémica) e cujos

enantibmeros apresentam diferencas farmacocinéticas, estdo sujeitos a
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alteracdes na proporcdao entre os enantibmeros no plasma em funcdo da
velocidade de introducdo do farmaco no organismo. Boni e colaboradores
(2000) avaliaram se os valores de Cnax de (S) - e (R,S) - etodolac sao afetados
pela taxa de absorgcdo, observando que o decréscimo na taxa de absorcao
diminui significativamente a razdo de Cnax entre o enantibmero (S) - e farmaco
total (R,S) -, devido a diferengas na saturagdo enantioseletiva da absorcéao e
nas diferengas na ligagdo com as proteinas.

Portando o0s processos farmacocinéticos de absorcdo no trato
gastrintestinal, distribuicdo nos tecidos e filtragdo glomerular sdo dependentes
das propriedades fisico-quimicas da molécula do farmaco. Uma vez que essas
propriedades sdo as mesmas para ambos 0s enantibmeros, ndao observa-se
enantioseletividade nesses processos. Entretando, em processos onde ocorre
a interagdo com macromoléculas opticamente ativas, como no caso de
absorcdo mediada por transportadores, ligacdo as proteinas plasmaticas,
excrecoes biliar e renal e nos processos de biotransformacdo, observa-se

diferentes comportamentos para os enantiémeros (Tucker, 1990).

A via de administracdo e velocidade de liberacao do farmaco da forma
farmacéutica sdo pontos relevantes nesse aspecto, jA& que no caso de
moléculas que sofrem baixa biotransformacédo hepética, a enantioseletividade
ocorre tanto apdés a administracdo oral quanto na intravascular, ja que as
diferengas no clearance intriseco sao diretamente relacionadas ao do
clearance hepético. Enquanto que para farmacos que sofrem alta
biotransformacao hepéatica, na administragao intravascular o clearance hepatico
€ dependente do fluxo de sangue hepatico e ndo do clearance intrinseco.
Entdo as diferencas observadas na razdo entre os enantibmeros de farmacos
com alta biotransformacdo hepatica esta relacionada a administragdo por via
oral. Esse processo de biotransformacao hepatica €, portanto, um parametro
farmacocinético critico na enantioseletividade de um farmaco, e pode-se
manisfestar tanto nas reagbes enzimaticas de fase | e fase Il, quanto nas
reacdes que levam a producao de metabdlitos quirais a partir de farmacos nao
quirais (Mistry, 2002).

Farmacos quirais com farmacocinética linear apresentam suas razées
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enantioméricas de area sob a curva (ASC) constantes para diferentes doses e
formas farmacéuticas, indicando que a extensao e velocidade de absor¢do dos
enantibmeros estdo diretamente relacionadas com as da forma racémica.
Porém os parametros de concentragdo plasmatica maxima (Cmsax) € de tempo
para se atingir esta concentragdo (Tmax) pode diferir entre os enantibmeros e o
farmaco total. Enquanto na farmacocinética ndo-linear, a razao entre os valores
de ASC para os enantibmeros pode ser dependente da velocidade e extensao

de absorcao do farmaco (Kroemer, 1996).

Essa farmacocinética ndo-linear pode ocorrer devido a
enantioseletividade no processo de biotransformacao ou excrecgao, resultando
em razdes enantioméricas de ASC distintas. No caso de enantioseletividade na
ligacdo as proteinas plasmaticas essa razdo enantiomérica pode ser afetada
para 0 Cnax, dependendo da velocidade de liberagdo do farmaco da forma
farmacéutica (Tucker, 1990).

Assim, a determinagdo dos parametros farmacocinéticos para o0s
farmacos racémicos e enatibmeros isolados € de grande importancia para a
farmacologia clinica, a fim de definir e controlar uma possivel variabilidade das
respostas dos individuos e nas definicdes dos parametros biofarmacotécnicos

no desenvolvimento do produto farmacéutico.

2.2 Metoprolol

O metoprolol [1-isopropilamino-3-[4-(2-metoxietil)fenoxi]propan-2-ol] €
um antagonista seletivo do receptor 31 adrenérgico, que possue um centro
assimétrico em sua cadeia (Figura 2), e é administrado na forma de mistura
racémica, sendo utilizado no tratamento de hipertensdo arterial sistémica,

infarto do miocérdio e insuficiéncia cardiaca (Mostafavi e Foster, 2000).
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Figura 2: Estrutura do f&rmaco metoprolol e seus enantibmeros.

Farmacos B-bloqueadores ocupam os receptores [-adrenérgicos e
reduzem, competitivamente, a ligagcdo de catecolaminas e B-agonistas pelo
receptor (Katzung, 2006). Parece provavel que um conjunto de mecanismos
contribua para o efeito benéfico dos B-bloqueadores na insuficiéncia cardiaca
cronica (Papadoupoulos e Papademetriou, 2009). Os possiveis mecanismos
mais importantes incluem a reduc&o dos niveis circulantes de vasoconstritores;
reducdes na pressao arterial, frequéncia cardiaca e consumo de oxigénio pelo
miocardio; diminuicdo da densidade de receptores p1-adrenérgicos do
miocardio; reducdo na producdo de genes de citocinas inflamatérias do
miocardio; efeitos favoraveis sobre a remodelacdo cardiaca; aumento da
perfuséo diastolica; e normalizagdo da expressao de varios genes do miocardio
envolvidos no desenvolvimento de hipertrofia patologica (Kubon, 2011).

O metoprolol reduz a pressao arterial elevada, e o0 aumento de pressao
arterial que ocorre em resposta a exercicios fisicos. O tratamento resulta,
inicialmente, em aumentos na resisténcia vascular periférica, que durante a

administragdo a longo prazo € normalizada ou, em alguns casos, reduzida.
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Como para os demais beta-bloqueadores 0 mecanismo farmacolégico anti-
hipertensivo ainda ndo esta completamente elucidado, no entanto, a reducao
da pressao arterial a longo prazo, observada com metoprolol, parece ser
paralela ao decréscimo gradual na resisténcia periférica total. Nos pacientes
com angina o metoprolol reduz a freqiéncia e a gravidade dos episddios
isquémicos e aumenta a capacidade de trabalho fisico. Esse efeito benéfico
pode ser causado pelo decréscimo na demanda de oxigénio do miocardio que
ocorre em resposta a reducao da freqiiéncia cardiaca e a contratilidade do
miocardio. J& em pacientes com taquicardia supraventricular, com fibrilacao
atrial, com extra-sistoles ventriculares ou outra arritmia ventricular, o metoprolol
tem efeito regulador sobre a freqiéncia cardiaca. Sua atividade antiarritmica
deve-se, principalmente, a inibigdo da automaticidade das células marcapasso
e ao prolongamento da conducao atrioventricular (Regardh, 1980).

Por seu efeito beta-bloqueador, o metoprolol é adequado para o
tratamento de disturbios cardiacos funcionais com palpitacédo, para prevencao
de enxaqueca e tratamento coadjuvante do hipertireoidismo. O tratamento
crénico com metoprolol pode reduzir a sensibilidade a insulina, no entanto,
metoprolol interfere em menor grau na liberagdo de insulina e no metabolismo
dos carboidratos, quando comparado aos beta-bloqueadores néo seletivos.
Estudos de curta duragdo demonstraram que o metoprolol pode alterar o perfil
lipidico sanguineo e levar a um aumento dos triglicérides e a diminuicdo dos
acidos graxos livres, porém em extensdo menor do que 0 observado em

betabloqueadores nao seletivos.

Em relacdo a sua farmacocinética, a absor¢cdo do metoprolol apds
administracdo por via oral € praticamente completa, apesar de a sua
biodisponibilidade ser baixa, cerca de 40%, devido a sua significante
eliminagdo pré-sistémica (Goodman e Gilman, 2006). O metoprolol €
principalmente eliminado pelo metabolismo hepatico através de reacdes de a-
hidroxilagao (a-hidroximetoprolol) e de O-desmetilagdo (O-dimetilmetoprolol) e
apenas 10 + 3% do farmaco administrado sao recuperados na urina de forma
inalterada (Cerqueira, 2003). A formagédo da a-hidroximetoprolol e de parte do
O-dimetilmetoprolol sdo dependentes da CYP2D6 (debrisoquina/esparteina),

do complexo citocromo P450, responsavel pelo polimorfismo oxidativo das
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enzimas que divide a populagcdo caucasiana em metabolizadores extensos e
em metabolizadores deficientes. O metoprolol possui tempo de meia vida de
3,2 £ 0,2 horas. A ligacdao do farmaco as proteinas plasmaticas é quase
insignificante, com valores reportados de 11 + 1%. Seu volume de distribuicéo
é de 4,2 + 0,7 LKg™. As concentracées plasmaticas do farmaco podem variar
amplamente (até 17 vezes), devido a diferencas geneticamente determinadas
nas taxas de metabolismo ja citadas. A concentragdo maxima atingida do
metoprolol é de 99 + 53 ng.mL' para metabolizadores extensos e de 262 + 29
ng.mL" para metabolizadores deficientes em um tempo de concentragéo
maxima de 2 e 3 horas, respectivamente. O metoprolol possui um clearance de
15 +3ml x min” x Kg"' ( Mehvar, 2001 e Cerqueira, 1999)

Dados disponiveis sobre a acdo farmacolégica de farmacos beta
bloqueadores indicam que a interagdo desses agentes com beta-
adrenoceptores € altamente estereosseletiva (Mehvar e Brocks, 2001). Assim
como a maioria dos betabloqueadores, a afinidade do metoprolol por
receptores (1-adrenérgico € significantemente maior para o (S)-metoprolol
(Lanchote, 2000) sendo este, portanto, o enantibmero ativo (Seeringer, 2008).

No entanto, a estereosseletividade do farmaco pode ser melhor
observada em relacdo ao seu metabolismo, que gera algumas diferencas
farmacocinéticas entre os dois enantibmeros (Quadro 1). O metoprolol é
predominantemente eliminado pelo metabolismo hepatico. Nos humanos, as
principais vias metabodlicas sdo a O-desmetilagdo, a a-hidroxilagdo e a
desaminagao oxidativa. Estudos sugerem que ha enantiosseletividade nas vias
de metabolizacdo O-desmetilacdo e a-hidroxilagdo sendo esta estereosseletiva
para o (S)-metoprolol (Seeringer, 2008). A maior via metabdlica, no entanto, é a
O-desmetilagdo que favorece a metabolizagdo do (R)-metoprolol, sendo assim,
responsavel pela estereosseletividade observada nas concentragdes

plasmaticas do metoprolol (Cerqueira, 2003; Mehvar e Brocks, 2001).
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Quadro 1: Parametros farmacocinéticos dos enantibmeros do metoprolol apds
a administragcédo do racemato.

farrii?orgie;{é?i?:os (R)-metoprolol (S)-metoprolol
Cmaéax (nm ) 235 +138 227 +132
AUCo.. (ng h I'" 97 83
Clpo. (I min" kg™ 1.99 2.26
T1/2 (min) 35 35
Vo/F (Ikg™) 63 76

O metoprolol apresenta diversas caracteristicas que o colocam como
farmaco para o qual é recomendavel o emprego de método enantiosseletivo
em ensaios de bioequivaléncia (Cerqueira, 2003, Sandberg 1993). Seus
enantibmeros exibem diferencas farmacodinamicas, uma vez que a afinidade
do enantibmero (S)-metoprolol pelo receptor de subtipo Bi-adrenérgico é
significativamente maior (cerca de 500 vezes) que a do (R)-metoprolol
(Wahlund et al, 1990). Alem da afinidade estereoseletiva pelo receptor, séo
observadas também diferencas em relagdo ao clearance, ligacao as proteinas
e tecidos, metabolismo e interacdo com outros farmacos. Sendo assim,
podemos considerar que a utilizagdo clinica do racemato € equivalente a
administracdo de dois farmacos com diferencas farmacocinéticas e
farmacodinamicas (Kim et al, 2000).

Para farmacos com metabolismo pré-sistémico, como acontece com o
metoprolol, a razdo entre os valores de ASC de cada enantibmero pode ser
afetada pela velocidade de absor¢cdo do farmaco. Se os enantibmeros de um
farmaco quiral sdo absorvidos pelo trato gastrintestinal por um mecanismo
saturavel, como absor¢ao através de carreadores, os resultados de estudos de
bioequivaléncia com quantificagdo do farmaco total ndo podem ser
extrapolados para os enantibmeros individuais, ja que esse tipo de absorgéao &
enantiosseletivo (Mehvar et al, 1997). Além disso, a auséncia de linearidade na
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ligacdo enantiosseletiva de um farmaco as proteinas plasmaticas ou teciduais
pode resultar em alteracbes nas razdes enantioméricas de concentracdes
plasmaticas dependendo da velocidade de liberacdo do farmaco da formulacao

farmacéutica (Mistry, Leslie e Eddington, 2002).

Alguns trabalhos apontam as diferencas quirais observadas para o
metoprolol, como em um estudo de bioequivaléncia realizado por Menon e
colaboradores, onde eles compararam uma formulagao teste de 50 mg do
enantidbmero ativo (S)-metoprolol com uma formulacéo referéncia de 100 mg de
metoprolol racémico. O enantibmero (S)-metoprolol foi quantificado utilizano
método quiral por LC/MS/MS. O estudo foi realizado utilizando 24 voluntarios
homens, o valor de Cmax (ng/ml), Tmax (h), ASCo. (ng/ml.h) e ASCy.. (ng/ml.h)
para as formulacdes de referéncia e teste foram 50,03 e 53,76; 1,86 e 2,17;
352,24 e 387,92 e 363,75 e 402,55, respectivamente para (S)-metoprolol. A
propor¢cdo de médias ajustadas para Cmax, ASCo.t € ASCo... foram de 98,96%,
103,38% e 103,88% respectivamente. Como resultado observaram que as

duas formulagdes teste e referéncia foram bioequivalentes (Menon, et al 2011).

Wormke e colaboradores realizaram um estudo de bioequivaléncia a fim
de avaliar duas formulacdes de liberacao prolongada, contendo 190 mg de
succinato de metoprolol racémico. As formulacées de liberacdo prolongada
exibiram uma taxa de absorcdo reduzida, e foram bioequivalentes entre si
(Wromke, et al 2012).

Estdo disponiveis, no mercado brasileiro, medicamentos genéricos e
similares contendo metoprolol na forma de mistura racémica. Como nao é
exigida pela ANVISA a realizagdo de ensaios com metodos enantiosseletivos
de quantificagdo de farmacos para avaliar a bioequivaléncia entre essas
formulacdes, existe a possibilidade de diferengas entre as concentracdes
plasmaticas de (S)-metoprolol e (R)-metoprolol serem maiores que as
estabelecidas pelos limites de bioequivaléncia. Esta pode ser, inclusive, uma
possivel explicagcdo para diferencas de agdo entre medicamentos referéncia e
genérico relatadas por alguns pacientes e médicos. Desta forma, justifica-se a
realizacdo de investigagdo cientifica para avaliar a influéncia de diferencas
farmacotécnicas, como a velocidade de liberagdo do farmaco da formulagéo,
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na farmacocinética do metoprolol total e de seus enantibmeros, (S)-metoprolol
e (R)-metoprolol e na avaliagdo de bioequivaléncia entre diferentes
formulagdes.

2.3 Métodos enantioméricos de quantificacao de farmacos

Para uma andlise eficiente e precisa das diferencas biolégicas
observadas entre os enantibmeros de um farmaco quiral, € necessario o
desenvolvimento de metodologias analiticas adequadas para a determinagao
das concentracées desses enantibmeros em fluidos biologicos ou em
preparacoes farmacéuticas. As técnicas mais utilizadas sdo a cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC) (Bonato e Jabor,
2005).

A técnica de cromatografia liquida € a mais empregada para a
separacao dos enantibmeros, e ela ocorre pelo uso de fases moveis contendo
aditivos quirais, pelo uso de fases estacionarias quirais, ou por processo de
derivatizacdo com reagentes quirais e posterior analise por método nao quiral
(Schimid e Gubitz, 2011). Nas colunas quirais, os enantidmeros sao retidos de
formas distintas, e a separacdo depende da formacdo de diastereoisdmeros
transitérios na superficie da fase estacionaria. Aquele que formar o
diastereoisdbmero mais estavel ficara mais retido na fase estacionaria, enquanto
o outro formarda um diasterecisbmero menos estavel e sera eluido mais
rapidamente. As forgcas responsaveis por essa separagcao sdao muito fracas e
requerem otimizacao por ajustes de fase mével e temperatura para obter uma
melhor seletividade (Beesley, 2011).

As interacGes intermoleculares envolvidas no reconhecimento quiral sdo
do tipo polares/idnico, pi-pi, ligagdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio.
Essas interagcbes podem ser aumentadas pela formagdo de complexos de

inclusdo e de ligacao a sitios especificos, como peptideos (Gubitz, 1990). O
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analista pode, ainda, maximizar essas interacbes através de fases moveis
adequadas ou ajustes de pH. O controle da temperatura é outro fator
importante na separacdo quiral, sendo que temperaturas mais baixas

aumentam o reconhecimento quiral (Srinivas, 2004).

O tipo de fase estaciondria utilizada para separar uma classe de
enantibmeros é muitas vezes especifica, e combinada ao alto custo dessas
colunas quirais fazem da decisdo de qual coluna utilizar uma etapa muito
importante. As colunas quirais séo classificadas de acordo com 0 mecanismo
de interacdo com o analito, e podem ser dos tipos brush (Pirkle), celulose,
ciclodextrina, antibiéticos macrociclico, proteinas, cavidade de inclusédo, entre
outras (Ahuja, 2000).

Nos ultimos tempos, inUmeros seletores quirais foram desenvolvidos,
sendo avaliados tanto para verificar suas habilidades de resolugdo quiral,
quanto para serem empregadas no preparo de fases estaciondrias quirais. As
fases mais promissoras estdo disponiveis comercialmente e sdo empregadas
para aplicagdes diversas. As fases estacionarias quirais pode ser classificadas
de acordo com seu mecanismo de interagcdo com o analito (Li, 2006). Elas

podem ser classificadas como:

- Tipo |, que sédo aqueles que diferenciam os enantiomeros pela formacao de
complexos com base em interacdes intermoleculares, como pontes de

hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo.

- Tipo ll;, que sédo aquelas que envolvem uma combinagdo de interagdes
intermoleculares e complexos de inclusdo para produzir uma melhor

separacao. Esse tipo de fase sédo derivados de celulose.

- Tipo Ill, possuem cavidades quirais onde o analito é retido formando um

complexo de inclusdo.

- Tipo IV, a separacdo se da por meio de formacdo de complexos

diastereoméricos com metais.
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- Tipo V, sao derivadas de proteinas e a separacdo é dependente de uma

combinacgao de interagdes hidrofdbicas e polares.

Todos esses fatores combinados permitem o desenvolvimento de um
método sensivel e seletivo para a determinagédo quantitativa e qualitativa dos
enantibmeros, sendo assim uma importante ferramenta para realizagdo de

estudos dos farmacos quirais e seus metabdlitos.

Varios trabalhos foram realizados utilizando cromatografia quiral para
analise de metoprolol e demais beta bloqueadores, como Ali e colaboradores,
que realizaram a andlise quiral de varios beta bloqueadores, alprenolol,
carazolol, metoprolol e oxprenolol, em plasma humano. Foi utilizada coluna do
tipo celulose, CelluCoat®, com fase mobvel composta por n-
heptano:etanol:dietilamina (v/v/v), o método foi eficiente para a resolugéo quiral
de todos os analitos, e tinha como finalidade a utilizagdo em ensaios
farmacocinéticos e de desenvolvimento de novos farmacos quirais (Ali, 2011).

Um outro método quiral foi desenvolvido por Jesen e colaboradores,
utilizando LC/MS/MS, para quantificar os enantibmeros do metoprolol em
plasma humano na faixa de 0,5 a 50 pg.mL™". A separacdo dos enantidmeros
foi realizando utilizando coluna Chirobiotic T®, com fase mével constituida de
metanol:acido acético:amoénia (100:0,15:0,15; v/v/v). O método se mostrou
eficiente na quantificagcdo dos enantiémeros do metoprolol em plasma humano,

para aplicacdo em ensaios clinicos (Jesen, 2008).

Svensson e colaboradores, avaliaram a influéncia da concentragdo de
metanol, temperatura da coluna e pressdo na coluna, no método quiral
comparando as colunas Chiralcel OD® e Chiralpak AD®, utilizando fluido
supercritico. Eles observaram que a temperatura da coluna teve um maior
efeito sobre a enanteosselectividade que o teor de metanol. Mudangas no
sistema de pressdo do sistema de fluido supercritico ndo teve influéncia

significativa sobre enantiosseletividade.

Singh e colaboradores desenvolveram um método quiral para

quantificagdo de atenolol e metoprolol, utilizando uma coluna Chiralcel OD®,
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com fase mbvel constituida por hexano:etanol:dietilamina:acido aceético
(60:40:0,2:0,2, v/v/viv). O metddo se mostrou eficiente para a quantificacao dos
farmacos em comprimidos, para controle de qualidade das formas

farmacéuticas (Singh, 2001).



3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo

O presente estudo tem como objetivo investigar a influéncia da
velocidade de liberagdo do metoprolol a partir da forma farmacéutica sobre o
processo de absorgcdo do farmaco total e dos enantibmeros (S)-metoprolol e
(R)-metoprolol sobre a relacdo entre as concentragcdes plasmaticas destes

enantibmeros.

3.2 Objetivos especifico

e Desenvolver método bioanalitico para a quantificacdo de (R,S)
metoprolol em amostras de plasma humano, utilizando cromatografia

liquida de alta eficiéncia;

e Desenvolver método enantioseletivo para quantificacdo dos
enantibmeros R-metoprolol e S-metoprolol em amostras de plasma

humano, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Realizar analise farmacocinética para o famaco (R,S) metoprolol e seus
enantibmeros e comparar os parametros farmacocinéticos obtidos apo6s

administragcao oral do metoprolol;

e Verificar se diferentes tratamentos simulando velocidades de liberagao
diferentes, do farmaco metoprolol, causam influéncia nas relacoes entre

as concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol e seus enantibmeros.



4. MATERIAIS E
METODOS
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4.1 Materiais

4.1.1 Substancia quimica padronizada

e Metoprolol: (x) — tartarato de metoprolol, lote 018k0760, teor 99%,
Sigma-Aldrich.

e Enantibmero (R)—-metoprolol, lote 12011, Santa Cruz Biotechnology.

e Enantibmero (S)—metoprolol, lote 12311, Santa Cruz Biotechnology.

4.1.2 Medicamento

Foram utilizados utilizados comprimidos de tartarato de metoprolol.
e Produto: Lopressor ®- comprimido 100 mg de tartarato de metoprolol
e Laboratério: Novartis
e |ote: Z0026
e Fabricacao: 02/2011

e Validade: 01/2014

4.1.3 Reagentes e solventes

Foram empregados, no desenvolvimento do presente estudo, os
seguintes reagentes e solventes:

e Padrao secundario de atenolol;
e Padréo secundério de propranolol;
e Padrao secundario de fluoresceina;

e Padrao secundario de ofloxacino;
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e Acetonitrila grau HPLC, Merck;

e Metanol grau HPLC, Merck;

e Hexano grau HPLC, Merck

e Etanol grau HPLC, Carlo Erba

e Trietilamina ps., Vetec;

e Acido trifluoroacético pa, Merck;

e Acido fosférico 85,0% pa, Synth;

e Fosfato de potassio monobasico, Merck;
e Dietilamina, Merck

e Agua purificada obtida em equipamento de osmose reversa,
Gehaka®;

e Agua ultrapura obtida em equipamento Millipore, modelo MilliQ

Academic;

e Unidades filtrantes Millipore, tipo HV Milex em polietileno com
membrana de PVDF, 0,45 um de poro, 13 mm de didametro, N.
AJO-4287,C 18 4 x 3,0 mm

e Coluna cromatogréafica Phenomenex, C18 modelo Gemini (150 x
4,6 mm, 5 p di);

e Coluna cromatografica Phenomenex, Phenyl-2 modelo Hypersil
(150 x 4.6 mm, 5 p di);

e Coluna cromatogréfica Kinetex C18 (100 x 4,6 mm, 2.6 p di);
e Pré-coluna C18/14, n.AJO-4287, C 18 4 x 3,0 mm;

e Coluna quiral Chiralcel OD-R (150 mm x 4,6 mm, 5 p di), Daicel
Chemical Industries LTD;

Nitrogénio White Martins

4.1.4 Equipamentos



27

e Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Merck Hitachi, composto
por uma bomba L7100, injetor automatico de amostras L7200,
detector UV L7400 e FL L7485, e forno de coluna L7300;

e Balanca analitica modelo AX200, Shimadzu;
e pHmetro HI221, Hanna instruments;

e Banho ultrassénico USC 2800, Unique;

e Banho-maria

e Agitador de tubos tipo vértex

e Sistema de filtracao a vacuo, Sartorius;

e Pipetas atomaticas Transferpette, Brand;

e Centrifuga

4.1.5 Materiais

e Balbes volumétricos de vidro Pirex®;

e provetas de vidro Pirex®;

e tubos de ensaio de vidro de 10 mL com rolha esmerilhada;
e tubos conicos de vidro de 10 mL;

e frascos de polipropileno de 4 mL;

e ponteiras de polipropileno descartaveis Brand® para pipetas

automaticas;
e Material médico-hospitalar:
o seringas descartaveis BD de 5 e 10 mL;
o agulhas descartaveis BD 25x7 mm

o escalpe BD 21 G
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cateteres intravenosos periféricos Safe-t-intima® 20G, 22G
e 24G;

cateteres intravenosos periféricos Gelco® 20G, 22G e 24G;
heparina sédida frasco-ampola 5000 Ul Ariston;

algodao hidréfilo ndo estéril Cremer;

soro fisioldgico 0,9 % de 250 e 500 mL;

alcool 70° de 100 mL;

coletores para artigos descartaveis Descartex® 3 e 7 litros;
luvas para procedimento nao estéreis Supermax®;

tubos para coleta de sangue Vacutainer® de 10 mL
contendo heparina.
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4.2 Métodos

4.2.1 Desenvolvimento e validacao de método bioanalitico para
quantificacao de (R,S) metoprolol em plasma humano

O desenvolvimento de um método analitico envolve a otimizacdo de
varias etapas, como preparacdo da amostra e condigdes cromatograficas. O
método de quantificagdo deve ser especifico para cada analito, ou seja,
apresentar separagao cromatografica livre de interferentes.

A andlise cromatografica de substancias presentes em matrizes
biol6gicas (soro, plasma, sangue, urina), em geral, requer um pré-tratamento
da amostra, devido a complexidade das matrizes biol6gicas. A existéncia de
proteinas, que sao incompativeis com as colunas cromatogréficas, e a
necessidade de concentragcdo das substancias a serem analisadas, tornam
necessario o desenvolvimento e otimizacao das técnicas de extracdo e/ou pré-

concentracao, tornando possivel a anélise dos componentes de interesse.

Estdo descritos na literatura alguns métodos para a quantificacdo do
metoprolol em plasma, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com deteccao ultravioleta e de fluorescéncia. A partir desses estudos,
foram testadas as variaveis (padrao interno, fase mével, método de deteccédo e
coluna) e avaliados os resultados (tempo de retencao, resolucdo dos picos e
seletividade).

Para o desenvolvimento do metddo foi avaliado o efeito de diferentes
fatores, como porcentagem de solvente organico - acetonitrila e/ou metanol - e
composicao da fase-maével, pH, coluna e fluxo de fase-maével.

Foram testados os padrdes internos propranolol, atenolol, fluoresceina e
ofloxacino, bem como as colunas cromatograficas Phenomenex C18 modelo
Gemini e Phenyl-2 modelo Hypersil, ambas com 150 mm de comprimento e 4,6
mm de didmetro interno, contendo particulas de 5 um; e a coluna Kinetex C18
com 100 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno, contendo

particulas de 2.6 uym.
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Todas as condi¢cdes foram testadas utilizando deteccédo por ultravioleta
no comprimento de onda de 254 nm e por fluorescéncia nos comprimentos de
onda de 230 (excitacdo) e 305 nm (emissao) para o metoprolol. Para as
analises foram utilizadas solugbes preparadas em agua:metanol (90:10), na
concentragdo de 250 ng.mL" para o metoprolol, € na concentragdo de 100
ng.mL" para as substancias testadas como padrdo interno, atenolol,

propranolol, fluoresceina e ofloxacino.

A partir dos resultados dos ensaios realizados o método foi desenvolvido
e validado para quantificacdo de metoprolol em plasma por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia com deteccéo por fluorescéncia, apds extragdo por
precipitacdo de proteinas, utilizando acetonitrila, e ofloxacino como padrao
interno (PI).

4.2.1.1 Preparo da solucao estoque padrao e solucoes de
trabalho padrao de metoprolol

Preparou-se solugcao estoque padrdao de metoprolol na concentracao de
250 pug.mL" em &gua:metanol (10:90, v/v). Esta solugéo foi acondicionada em

frasco de vidro ambar e armazenada em freezer a temperatura de -20°C.

As solucdes de trabalho padrédo de metoprolol foram preparadas a partir
da solucdo estoque padrao, transferindo-se aliquotas adequadas para baldes
volumétricos e completando-se o volume com &gua:metanol (90:10, v/v),
conforme descrito no Quadro 2 As solugcdes obtidas foram acondicionadas em

frascos de vidro ambar e armazenada em geladeira a temperatura de 4°C.
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Quadro 2: Preparo das solugdes de trabalho padrdao de metoprolol.

Solucao de | Concentracdo | Volume de | Volume final | Concentragao
trabalho da solucao solucao final
padrao estoque estoque
padrao padrao
CSt 250 ug.mL” 100 pL 1000 mL 25 ng.mL"
Cs2 250 ug.mL" 100 pL 250 mL 100 ng.mL"
CS3 250 ug.mL" 100 pL 100 mL 250 ng.mL"
CS4 250 pg.mL™ 100 pL 50 mL 500 ng.mL"
CS5 250 ug.mL" 500 pL 100 mL 1250 ng.mL"
CS6 250 pg.mL™ 500 pL 50 mL 2500 ng.mL"

4.2.1.2 Preparo de amostras de plasma padrao da curva de

calibracao

As amostras de plasma padrao da curva de calibracao foram preparadas

diariamente a partir de solugdes de trabalho padrdo de 25 ng.mL", 100 ng.mL’
' 250 ng.mL", 500 ng.mL", 1250 ng.mL™" e 2500 ng.mL" de metoprolol em

agua:metanol (90:10, v/v). Tomaram-se aliquotas de 50 pL de solucao de

trabalho padrdo de metoprolol e 20 pL de solugcao-padrdao de ofloxacino a 100

ng.mL" em &gua:metanol (90:10, v/v). Adicionaram-se 200 pL de plasma

branco e as amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex

por 30 segundos. O Quadro 3 apresenta as diluicdes realizadas para obtencao

das amostras de plasma padrao da curva de calibracao.
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Quadro 3: Preparo das amostras de plasma padrao da curva de calibracao

Amostra de | Concentracao da | Volume de | Volume de | Concentracao
plasma solucao padrao solucao plasma final
padrao padrao branco

CCt 25 ng.mL" 50 pL 200 pL 5ng.mL"

cc2 100 ng.mL™ 50 pL 200 pL 20 ng.mL"
CcC3 250 ng.mL" 50 uL 200 L 50 ng.mL"
CC4 500 ng.mL" 50 uL 200 L 100 ng.mL™
CC5 1250 ng.mL" 50 pL 200 pL 250 ng.mL"
CC6 2500 ng.mL" 50 pL 200 pL 500 ng.mL™"

4.2.1.3 Preparo das solucoes de trabalho padrao de controle de

qualidade

As solugbes de trabalho padrdo de controle de qualidade foram

preparadas a partir da solugao estoque padrdo de metoprolol na concentracéo

de 250 pg.mL™", transferindo-se aliquotas adequadas para baldes volumétricos

e completando-se o volume com agua:metanol (90:10, v/v), conforme descrito

no Quadro 4. As solugbes obtidas foram acondicionadas em frascos de vidro

ambar e armazenada em geladeira a temperatura de 4°C.

Quadro 4: Preparo das solugdes padrao de controle de qualidade (CQ) de

metoprolol.
Solucao de | Concentracao | Volume de | Volume final | Concentracao
trabalho da solucao solucao final
padrao estoque estoque
padrao padrao

CQA 250 ug.mL" 400 pL 50 mL 2000 ng.mL"

cQaMm 250 pg.mL™ 400 uL 100 mL 1000 ng.mL"

CQB 250 pg.mL 200 uL 1000 mL 50 ng.mL"
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4.2.1.4 Preparo de amostras de plasma de controle de
qualidade

Para preparagcédo das amostras de plasma de controle de qualidade alto
(CQA, 400 ng.mL"), médio (CQM, 200 ng.mL") e baixo (CQB, 10 ng.mL™)
transferiram-se aliquotas de solu¢des de trabalho padrdo de metoprolol em
agua:metanol (90:10, v/v), nas concentracdes de 50 ng.mL™", 1000 ng.mL™ ou
2000 ng.mL™, conforme descrito no Quadro 4, para baldes volumétricos de 25
mL. A seguir, adicionou-se lentamente o plasma branco e homogeneizou-se
gentilmente para evitar a formacdo de espuma. Apds completar o volume

agitou-se vigorosamente para garantir a homogeneizacao.

Apés o preparo, estas solugdes foram aliquotadas em frascos de

polipropileno de 2 mL e armazenadas em freezer a - 20°C.

Quadro 5: Preparo das amostras de plasma de controle de qualidade

Amostra de | Concentracao | Volume de Volume de | Concentracao
plasma de |da solucao de | solucao de plasma final
controle de trabalho trabalho branco
qualidade padrao padrao
CQA 2000 ng.mL" 5mL 25 mL 400 ng.mL"
cam 1000 ng.mL" 5mL 25 mL 200 ng.mL"
CQB 50 ng.mL" 5mL 25 mL 10 ng.mL’

4.2.1.5 Tratamento das amostras de plasma para quantificacao
de metoprolol

Para o procedimento de purificacdo das amostras de plasma branco,
amostras de plasma padrdo da curva de calibragcdo, amostras de plasma de
controle de qualidade e amostras de plasma de voluntarios apés administragao
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oral de metoprolol foi utiizado o método de precipitacdo de proteinas com

acetonitrila.

As amostras de plasma padrdo da curva de calibracdo (preparadas
conforme indicado no item 4.2.1.3) foram adicionados 3mL de acetonitrila. Para
as demais amostras foram adicionados, em tudo de ensaio, 250 pL de plasma
e 20 pL da solugdo do padrdo interno (ofloxacino 100 ng.mL™"). Em seguida,
todas as amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex por
1 minuto. Apés centrifugagéo por 10 minutos a 3500 rpm, as amostras foram
filtradas, transferidas para tubos coOnicos e evaporadas em corrente de
nitrogénio a 45°C em banho maria. As amostras foram ressuspendida em 250
uL de fase movel para injecdo em CLAE.

4.2.1.6 Condicoes cromatograficas para quantificacao (R,S)-

metoprolol em plasma humano

Empregou-se para separacao coluna cromatografica Phenomenex C18
modelo Gemini 150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,

contendo particulas de 5 pm.

A fase mével foi composta por uma mistura de agua e metanol (70:30,
v/v), contendo 0,1% de acido trifluoroacético. A fase movel foi filtrada em
membrana de acetato de celulose 0,45 uym e degaseificada em banho de
ultrassom por 15 minutos. Utilizou-se o fluxo de 1,2 mL.min™", com tempo total
de corrida de 10 minutos. A temperatura da coluna foi de 30°C. Foram
injetados 50 pL da amostra e empregaram-se para detecgao por fluorescéncia
os comprimentos de onda de 230 nm (excitagdo) e 305 nm (emiss&o) para o
metoprolol, e de 338 nm (excitacdo) e 425 nm (emissdo) para o padrao interno

ofloxacino.
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4.2.1.7 Validacao do método para quantificacao de (R,S)-
metoprolol em plasma humano

A validacao foi realizada através da determinacdo de especificidade,
recuperacao, limite de quantificacdo, linearidade, precisdo, exatidao e
estabilidade, conforme estabelecido pela RE 899 da ANVISA (Brasil, 2003).

4.2.1.7.1 Especificidade

Especificidade é a capacidade de um método analitico de diferenciar e

quantificar o analito na presente de outros componentes da amostra.

Tal parametro foi investigado pela analise de, no minimo, seis amostras
de plasma branco para verificagdo da existéncia de interferéncia por parte de
componentes enddgenos, sendo uma amostra de plasma lipémico, uma
amostra de plasma hemolisado e quatro amostras de plasma normal, obtidas
de voluntarios sadios e isentas de farmaco e padrao-interno. Interferentes no
tempo de retencdo do padrao e padréo interno foram aceitos desde que sua
resposta representasse no maximo 20% da area do pico correspondente ao
limite de quantificagéo inferior para o padrao e 5% da area do pico do padréo-
interno.

4.2.1.7.2 Recuperacao

A recuperacdo € a medida da eficiéncia de extragdo de um método
analitico, expressa como a porcentagem da quantidade conhecida de um
analito, obtida da comparagédo dos resultados analiticos de amostras branco
acrescidas de padrdo e submetidas ao processo de extracdo, com o0s
resultados analiticos de solucbes padrdao nao submetidas ao processo de
extragao.



36

Foi determinada comparando-se resultados de analises de amostras de
plasma adicionado de padrdo de metoprolol e padrdo-interno, submetidas ao
processo de extracdo, a resultados de analises de amostras de metoprolol e
padrao interno, ndo submetidas a esse processo, em trés diferentes
concentragdes para o metoprolol (alta: 400 ng.mL”, média: 200 ng.mL " e
baixa: 10 ng.mL™") e seis repetigdes.

4.2.1.7.3 Limite de Quantificacao

Limite de quantificagdo € a menor concentragdo de um analito numa
amostra que pode ser determinada quantitativamente com precisao e exatidao

aceitaveis.

O limite de quantificacdo foi determinado utilizando-se concentragdes
decrescentes do farmaco, em seis repeti¢cdes, até o menor nivel quantificado. A
exatiddo deve estar entre + 20 % do valor nominal da concentragcdo, com

coeficiente de variagdo de, no maximo, 20 %.

4.2.1.7.4 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do meétodo de fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito. A curva de
calibracdo representa a relacédo entre a resposta do instrumento (representada
pela razdo da area do pico do padrao/ area do pico do Pl) e a concentracao

conhecida do analito.

Para avaliar a linearidade da curva de calibracdo de metoprolol foram
utilizadas amostras de plasma padrdo em oito concentragdes diferentes, de 5,
20, 50, 100, 250 e 500 ng.mL'. Estabeleceu-se correlacdo linear entre a
concentragao, considerada variavel independente (x) e a relagédo entre as areas
do pico do metoprolol e do padrdao interno (P/Pl), considerada variavel
dependente (y). Os parametros da correlacdo foram estimados através do
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método dos minimos quadrados. A linearidade foi avaliada pelo valor do

coeficiente de correlagao linear (r?), que deve ser superior a 0,98.

4.2.1.7.5 Precisao

A precisdao de um método representa o grau de repetibilidade entre os
resultados de analises individuais, quando o procedimento € aplicado diversas
vezes numa mesma amostra homogénea, em idénticas condicbes de ensaio.
Este parametro possibilita medir o erro aleatério e expressa-lo em porcentagem
como coeficiente de variagdo (C.V. %).

vy =LF
CMD

%100,

onde:
CV (%) = coeficiente de variagao
DP = Desvio Padréo

CMD = Concentracao média determinada

Esse parametro foi determinado pela analise de amostras de plasma de
controle de qualidade em trés diferentes concentragbes (alta: 400 ng.mL™,
média: 200 ng.mL" e baixa: 10 ng.mL™). O valor do coeficiente de variagéo
(CV%) nao deve ser superior a 15%.

Foram avaliadas a precisao intra-dia, por meio de analises realizadas no
mesmo dia em réplicas de seis, e inter-dias, por meio de analises realizadas
em trés dias diferentes em réplicas de seis por dia.

4.2.1.7.6 Exatidao

A exatiddo do meétodo representa o grau de concordancia entre os
resultados individuais encontrados e um valor aceito como referéncia. O calculo
da exatiddo pode ser efetuado pela relagdo entre a concentragdo media
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determinada e a concentracao tedrica correspondente, conforme representado

na equagao abaixo:

Exatiddao(%) = CMD
CT

%100,

onde,
CMD= concentracdao média determinada
CT = concentracao teotrica

O referido parametro foi determinado pela andlise de amostras de
plasma de controle de qualidade em trés diferentes concentracdes (alta: 400
ng.mL", média: 200 ng.mL™" e baixa: 10 ng.mL™"). A exatido deve estar entre +

15% do valor nominal da concentragéo.

Foram avaliadas a exatidao intra-dia, por meio de analises realizadas no
mesmo dia em réplicas de seis, e inter-dias, por meio de analises realizadas

em trés dias diferentes em réplicas de seis por dia.

4.2.1.7.7 Estabilidade

A estabilidade é o parametro que visa determinar se um analito mantém-
se quimicamente inalterado numa dada matriz sob condigdes especificas, em

determinados intervalos de tempo (Brasil, 2003c).

Determinou-se a estabilidade das solu¢des padrao de trabalho utilizadas
para preparacdo diaria da curva de calibracdo, de amostras de plasma
mantidas a -20°C, de amostras de plasma submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento, além da estabilidade de curta duracao
(estabilidade de amostras de plasma a temperatura ambiente durante 4 horas)
e estabilidade pds-processamento (estabilidade de amostras de plasma

processadas e mantidas por 24 horas a temperatura ambiente). Os desvios em
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relagdo a amostras recém-preparadas devem estar entre £ 15% e o coeficiente

de variagédo ndo deve ser superior a 15%.

A determinacao da estabilidade de longa duragéo excedeu o intervalo de
tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra na etapa clinica e

andlise da ultima na etapa analitica.

4.2.1.7.7.1 Estabilidade em ciclos de congelamento e
descongelamento

Para determinar este parametro foram utilizadas trés amostras de
plasma de controle de qualidade em trés concentragbes ((alta: 400 ng.mL",
média: 200 ng.mL" e baixa: 10 ng.mL™), submetidas as seguintes condi¢des:
congelamento a — 20°C por 24 horas, descongelamento e recongelamento por
mais 24 horas e assim sucessivamente até completar trés ciclos. A
concentracao do farmaco nas amostras de plasma de controle de qualidade foi
determinada nos trés ciclos, inclusive no tempo zero (recém-preparadas),
correspondente a preparagdo das amostras de plasma de controle de

qualidade e andlise das mesmas sem submeté-las ao congelamento.

4.2.1.7.7.2 Estabilidade de curta duracao

Foram utilizadas trés amostras de plasma de controle de qualidade em
trés concentragées (alta: 400 ng.mL™', média: 200 ng.mL™" e baixa: 10 ng.mL™),
submetidas a descongelamento natural e mantidas a temperatura ambiente
durante 4 horas. Apds este periodo, as amostras foram analisadas e os
resultados comparados com os das amostras no tempo zero (recém-

preparadas).
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4.2.1.7.7.3 Estabilidade pds-processamento

Este parametro avaliou a estabilidade das amostras processadas,
contemplando o periodo de espera no auto-injetor do cromatégrafo. Conjuntos
de amostras de controle de qualidade processados foram analisados apo6s 24
horas a 4°C e os resultados comparados com 0s das amostras no tempo zero
(recém-preparadas).

4.2.1.7.7.4 Estabilidade das solucoes padrao de trabalho

Para avaliar a estabilidade das solugcdes padrao, estas foram preparadas
e analisadas imediatamente apds preparo, mantidas em temperatura
ambientes durante 6 horas, e analisadas novamente. A estabilidade das
solucbes de trabalho de metoprolol e ofloxacino (padrdo-interno) mantidas a
4°C foi determinada pela analise diaria das mesmas durante as corridas
analiticas das amostras de plasma dos voluntarios. Os resultados foram
comparados com os das solugbes-padrdo recém-preparadas. Admitiu-se

desvios entre = 15% com coeficiente de variagdo ndo superior a 15%.

4.2.1.8 Quantificacao de (R,S)-metoprolol nas amostras de

plasma humano

As amostras de plasma de voluntarios que receberam metoprolol foram
analisadas utilizando o processo de purificacdo e o método cromatografico
descritos nos itens 4.2.1.5 e 4.2.1.6, respectivamente, paralelamente a curva
de calibragdo com seis pontos (5, 20, 50, 100, 250 e 500 ng.mL™') e a amostras
de plasma de controle de qualidade em triplicata, e em trés concentragdes (10,
200 e 400 ng.mL"). As amostras de plasma de controle de qualidade foram

distribuidas regularmente ao longo das corridas analiticas.
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A validacao das corridas analiticas foi realizada por meio da anélise das
curvas de calibragao, obtidas a partir das amostras de plasma padrao da curva
de calibracao, e das amostras de plasma de controle de qualidade.

Os resultados das amostras de plasma de controle de qualidade

serviram de base para aceitacdo ou rejeicao da corrida analitica.
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4.2.2 Desenvolvimento e validacao de método bioanalitico
quiral para quantificacao dos enantiomeros (R)-metoprolol e
(S)-metoprolol em plasma humano

O meétodo analitico enantioseletivo por cromatografia liquida para
quantificacdo dos enantibmeros do metoprolol foi desenvolvido empregando-se
coluna cromatografica quiral.

Para que a separagdao quiral aconteca € necessario a formacado de
diastereoisbmeros na superficie da coluna, pois esses estereoisdmeros
possuem propriedades fisico-quimicas diferentes. O composto que formar o
diastereoisbmero mais estavel tera um tempo de eluigdo maior, enquanto
aquele menos estavel sera eluido primeiro. As forgcas que regem essa interacao
sao fracas e requerem uma otimizacdo cuidadosa por ajuste da fase mével e
de temperatura, a fim de maximizar a seletividade do método.

O efeito da temperatura € importante na separacdao quiral: baixas
temperaturas aumentam o reconhecimento quiral, mas com a desvantagem de
que elas podem alterar a cinética da transferéncia de massa, e também
prejudicar a separagao por causar alargamento dos picos.

Estao descritos na literatura alguns métodos quirais para a quantificagao
dos enantidbmeros do metoprolol em plasma, por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) com detecgéo de fluorescéncia. Os principais utilizam
a coluna quiral do tipo Chiralcel OD® derivada de carbamato de celulose tris-
3,5-dimetilfenil, com fase médvel constituida de hexano, etanol e dietilamina,
variando suas proporcgdes.

Para o desenvolvimento do metddo foi avaliado o efeito de diferentes
fatores, tais como proporcdo dos solventes organicos, pH e fluxo da fase
mével, e temperatura do forno. Todas as condigdes foram testadas utilizando
deteccado por fluorescéncia nos comprimentos de onda de 230 (excitagédo) e
305 nm (emissdo) para o metoprolol. Para as andlises foram utilizadas
solugdes preparadas em agua:metanol (90:10), na concentragdo de 250

ng.mL" para cada enantiémero do metoprolol.

A partir dos resultados observados o método enantioseletivo foi

desenvolvido e validado para quantificacdo dos enantibmeros do metoprolol em
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plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por
fluorescéncia, ap6s extracdo por precipitagdo de proteinas utilizando

acetonitrila, e ofloxacino como padréo interno (Pl).

4.2.2.1 Preparo das solucoes estoque padrao e solucoes de

trabalho padrao dos enantiomeros (R)-metoprolol e (S)-

metoprolol

Prepararam-se solugbes estoque padrdao dos enantibmeros do
metoprolol na concentracéo de 100 ug.mL™ em &gua:metanol (10:90, v/v), cada
um. Estas solugbes foram acondicionadas em frascos de vidro ambar e

armazenadas em freezer a temperatura de -20°C.

As solugbes de trabalho padréao de (R)-metoprolol e (S)-metoprolol foram
preparadas a partir das respectivas solugdes estoque padrao, transferindo-se
aliquotas adequadas para balées volumétricos e completando-se o volume com
agua:metanol (90:10, v/v), conforme descrito no Quadro 6. As solugbes de
trabalho foram acondicionadas em frascos de vidro ambar e armazenadas em

geladeira a temperatura de 4°C.

Quadro 6: Preparo das solu¢des de trabalho padréo de (R)-metoprolol e S

metoprolol.
Solucao de | Concentracdao | Volume de | Volume final | Concentragao
trabalho da solucao solucao final
padrao estoque estoque
padrao padrao
CS1 100 pg.mL™ 50 uL 100 mL 50 ng.mL"
CS2 100 pg.mL™ 50 pL 50 mL 100 ng.mL"
CS3 100 pug.mL" 50 uL 25 mL 200 ng.mL"
CS4 100 pg.mL™ 125 pL 25 mL 500 ng.mL"
CS5 100 pg.mL™ 125 uL 10 mL 1250 ng.mL"
CS6 100 pg.mL™ 250 pL 10 mL 2500 ng.mL"
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4.2.2.2 Preparo de amostras de plasma padrao da curva de
calibracao dos enantiomeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol

As amostras de plasma padrdo das curvas de calibragdo foram
preparadas diariamente a partir de solucdes de trabalho padrao de 50 ng.mL™,
100 ng.mL™", 200 ng.mL™", 500 ng.mL", 1250 ng.mL" e 2500 ng.mL"" para cada
enantibmero de metoprolol em agua:metanol (90:10, v/v). Tomaram-se
aliquotas de 50 pL de solugédo de trabalho padrdo de cada enantibmero de
metoprolol e 20 pL de solugdo-padrao de ofloxacino a 100 ng.mL' em
agua:metanol (90:10, v/v). Adicionaram-se 200 uL de plasma branco e as
amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex por 30
segundos. O Quadro 7 apresenta as diluicées realizadas para obtencéo das
amostras de plasma padrao da curva de calibragao.

Quadro 7: Preparo das amostras de plasma padrdo da curva de calibracao
para (R)-metoprolol e (S)-metoprolol.

Amostra | Concentracao da | Volume de Volume | Concentragcao
de plasma solucao de solucao de de final
padrao trabalho padrao trabalho plasma
padrao branco
CC1 50 ng.mL" 50 pL 200 pL 10 ng.mL™
CC2 100 ng.mL 50 pL 200 pL 20 ng.mL"
cC3 200 ng.mL" 50 uL 200 L 40 ng.mL"
cc4 500 ng.mL" 50 uL 200 L 100 ng.mL"
CC5 1250 ng.mL™ 50 uL 200 L 250 ng.mL"
CC6 2500 ng.mL" 50 uL 200 L 500 ng.mL"
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4.2.2.3 Preparo das solucoes de trabalho padrao de controle de
qualidade para os enantiobmeros (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol

As solugbes de trabalho padrdo de controle de qualidade foram
preparadas a partir das solugdes estoque padrdo dos enantibmeros (R)-
metoprolol e (S)-metoprolol na concentragdo de 100 pg.mL™, transferindo-se
aliquotas adequadas para baldes volumétricos e completando-se o volume com

agua:metanol (90:10, v/v), conforme descrito no Quadro 8.

As solugdes obtidas foram acondicionadas em frascos de vidro ambar e

armazenada em geladeira a temperatura de 4°C.

Quadro 8: Preparo das solugbes padrao de controle de qualidade (CQ) para
(R)-metoprolol e (S)-metoprolol.

Solucao de | Concentracdao | Volume de | Volume final | Concentragao
trabalho da solucao solucao final
padrao estoque estoque
padrao padrao
CQA 100 pug.mL" 500 uL 25 mL 2000 ng.mL"
cam 100 pg.mL 500 pL 50 mL 1000 ng.mL"™
CQB 100 pug.mL" 500 uL 500 mL 100 ng.mL""

4.2.2.4 Preparo de amostras de plasma de controle de
qualidade para os enantiobmeros (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol

Para preparacao das amostras de plasma de controle de qualidade alto
(CQA, 400 ng.mL™"), médio (CQM, 200 ng.mL") e baixo (CQB, 20 ng.mL™)

transferiram-se aliquotas de solugdes de trabalho padrao de metoprolol em
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agua:metanol (90:10, v/v), nas concentracdes de 100 ng.mL™", 1000 ng.mL™" ou
2000 ng.mL"!, conforme descrito no Quadro 8, para balées volumétricos de 25
mL. A seguir, adicionou-se lentamente o plasma branco e homogeneizou-se
gentilmente para evitar a formagcdo de espuma. Apds completar o volume

agitou-se vigorosamente para garantir a homogeneizacao.

Apés o preparo, estas solugdes foram aliquotadas em frascos de

polipropileno de 2 mL e armazenadas em freezer a - 20°C.

Quadro 9: Preparo das amostras de plasma de controle de qualidade para (R)-
metoprolol e (S)-metoprolol.

Amostra de | Concentracao | Volume de Volume de | Concentracao
plasma de |da solucao de | solucao de plasma final
controle de trabalho trabalho branco
qualidade padrao padrao
CQA 2000 ng.mL" 5mL 25 mL 400 ng.mL"
cam 1000 ng.mL" 5mL 25 mL 200 ng.mL"
CcaB 100 ng.mL" 5mL 25 mL 20 ng.mL™

4.2.2.5 Tratamento das amostras de plasma para quantificacao
dos enantiomeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol

Para o procedimento de purificacdo das amostras de plasma humando
contendo os enantibmeros do metoprolol foi utilizado o mesmo método
desenvolvido para quantificacdo do (R,S)-metoprolol, descrito no item 4.2.1.4,
utilizando precipitacao de proteinas com acetonitrila. Ao final do procedimento
as amostras foram ressuspendidas em 250 yL de fase movel para injecdo em
CLAE.
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4.2.2.6 Condicoes cromatograficas para quantificacao dos
enantiomeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol em plasma

humano

Para a quantificagdo dos enantidmeros (S)-metoprolol e (R)-metoprolol
empregou-se coluna cromatografica quiral Chiralcel OD-R com 150 mm de

comprimento e 4,6 mm de diametro interno, contendo particulas de 5 um.

A fase moével foi composta por uma mistura de
hexano:etanol:dietilamina, na propor¢cdo de 90:10:0,1 (v/v). A fase moével foi
degaseificada em banho de ultrassom por 15 minutos. Utilizou-se o fluxo de 1,0
mL/min. A temperatura do forno foi de 25°C. Foram injetados 50 pyL da amostra
e os comprimentos de onda para deteccao por fluorescéncia para o metoprolol
foram de 230 nm (excitacdo) e 305 nm (emissao) e de 338 nm (excitacdo) e

425 nm (emissao) para o padrao interno ofloxacino.

4.2.2.7 Validacao do método enantioseletivo para quantificacao
de (R)-metoprolol e (S)-metoprolol em plasma

A validacao foi realizada através da determinacdo de especificidade,
recuperacao, limite de quantificagdo, linearidade, precisdo, exatidao e
estabilidade para cada enantidmero, conforme estabelecido pela RE 899 da
ANVISA (Brasil, 2003) e da mesma forma que descrito para a validagdo do

método para quantificagao de (R,S)-metoprolol (item 4.2.1.7).

4.2.2.8 Quantificacao de (R)-metoprolol e (S)-metoprolol nas
amostras de plasma dos voluntarios

As amostras de plasma de voluntarios que receberam metoprolol foram
analisadas utilizando o processo de purificacdo e o método cromatografico

descritos nos itens 4.2.1.4 e 4.2.2.4, respectivamente. O procedimento
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realizado foi o0 mesmo que para o método descrito para analise de (R,S)-
metoprolol, descrito no item 4.2.1.8, com a diferenca de que para cada corrida
cromatografica foram incluidas curvas de calibragdo para cada enantibmero e

grupos de amostras de controle de qualidade também para cada enantiébmero.

4.2.3 Ensaios de Biodisponibilidade

Foi realizado o ensaio in vivo de biodisponibilidade com o objetivo de
investigar a influéncia da velocidade de liberacao do farmaco metoprolol a partir
da forma farmacéutica na velocidade de absor¢do do (R,S) metoprolol e de
cada um de seus enantibmeros e também sobre as concentracdes plasmaticas
de (S)-metoprolol e de (R)-metoprolol e sobre a relacdo entre estas

concentracoes (S/R);

Os protocolos dos estudos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP e pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da USP.

4.2.3.1 Administracao do medicamento

Foram administradas as seguintes solucdes contendo metoprolol:

e Solucdo oral contendo 100 mg de tartarato de metoprolol / dose
(Tratamento 1);

e Solucdo oral contendo 50 mg de tartarato de metoprolol / dose
(Tratamento 2);

e Solucdo oral contendo 20 mg de tartarato de metoprolol / dose

(Tratamento 3).

Os comprimidos contendo metoprolol foram triturados, pesados e
fracionados, de acordo com a fase do estudo, seguindo os tratamentos 1, 2 e 3.

As fracbes foram acondicionados em recipientes e no momento da
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administracao, para cada voluntario, foram dissolvidas em 25 mL de veiculo
aquoso edulcorado. As fragbes dissolvidas foram administradas juntamente

com 200 mL de agua.

4.2.3.2 Casuistica

Foram selecionados 20 voluntarios saudaveis de ambos 0s sexos, sendo
10 do sexo feminino e 10 do sexo masculino, que foram devidamente
informados sobre as caracteristicas da pesquisa e assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. A idade, altura e peso médio dos
voluntarios que concluiram a etapa clinica foram 27 anos, 171 cm e 66 kg,

respectivamente (Quadro 10).
Todos os voluntarios satisfizeram os critérios de incluséo:
¢ nao fumantes ou fumantes até 10 cigarros/dia;

e bom estado de saude, idade entre 21 e 45 anos, e peso dentro do
ideal + 15 %, calculado pela férmula Pl = (H — 100) para homens e PI
= 0,9 x (H — 100) para mulheres, em que Pl é o peso ideal (kg) e H, a

altura do voluntario (cm);

e auséncia de patologias cardiacas, renais, gastrintestinais,

neuroldgicas ou metabdlicas;
e sem antecedentes de hipersensibilidade a medicamentos;
¢ ndo estavam em tratamento com medicamentos;

e voluntarias do sexo feminino ndo estavam em estado de gravidez
(comprovado através de exame laboratorial) ou em periodo de

amamentagao.

A inclusdo dos individuos foi baseada também em resultados dos

seguintes exames clinicos e laboratoriais, além do eletrocardiograma.
e hemograma completo;

e uréia;
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e creatinina;

o fosfatase alcalina;

e glicemia;

e Dilirrubina total;

e proteinas totais e albumina;

e transaminase oxalacética e piruvica (TGO e TGP);
e acido urico;

¢ colesterol total;

e triglicérides;

e urina tipo I;

e sorologia para HIV, hepatite B e hepatite C;
e B-HCG para mulheres;

e eletrocardiograma com doze derivagoes.

Todos os exames laboratoriais, exceto a sorologia para HIV, hepatite B e

hepatite C, foram repetidos no periodo pos-estudo.
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Quadro 10 Caracteristicas dos voluntérios que concluiram a etapa clinica para
o estudo clinico

Voluntario | Sexo | Idade (anos) | Altura (cm) | Peso (kg) | D.P.lL (%)
1 M 25 180 82 1,4
2 F 38 157 64 9,0
3 F 25 168 68 4,8
4 M 24 165 60 3,5
5 M 25 170 68 1,4
6 M 28 168 70 1,4
7 M 27 180 80 0,0
8 F 26 170 58 3,5
9 F 30 166 60 0,4
10 F 30 166 58 1,0
11 M 32 173 60 9,2
12 F 31 170 62 0,7
13 M 23 173 70 2,1
14 F 24 168 62 0,6
15 M 21 183 80 2,1
16 M 26 178 75 2,1
17 F 24 170 60 2,1
18 F 31 175 65 1,8
19 F 27 165 55 2,5

20 M 21 178 73 3,5
Média 26,9 171,15 66,5 2,66
D.P. 4,04 6,23 7,88 2,44

D.P.l. = desvio do peso ideal; D.P. = desvio padrao
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4.2.3.3 Procedimento do ensaio de biodisponibilidade

4.2.3.3.1 Delineamento do estudo

No estudo clinico os voluntérios receberam os trés tratamentos
empregados em sequéncia (Fase 1, Fase 2 e Fase 3). As solugdes de
metoprolol foram administradas em trés regimes diferentes, que simulam
diferentes velocidades de liberacdo do farmaco a partir de uma forma

farmacéutica.

Durante a Fase 1 do estudo, os voluntarios receberam uma dose Unica
de 100 mg de tartarato de metoprolol (Tratamento 1). Na Fase 2 a dose Unica
de 100 mg foi administrada em duas tomadas de 50 mg de tartarato de
metoprolol com intervalo de 30 minutos entre elas (Tratamento 2). Finalmente,
na Fase 3 os voluntarios receberam a dose uUnica de 100 mg de tartarato de

metoprolol em cinco tomadas de 20mg a cada 30 minutos (Tratamento 3).

Entre as trés fases do estudo houve um periodo de “wash out”
adequado, correspondente a, no minimo, 10 vezes o valor da meia-vida de

eliminag&o do metoprolol.

4.2.3.3.2 Local, forma de internacao dos voluntarios e
alimentacao

As internagbes dos voluntarios selecionados para os estudos clinico

aconteceram no periodo de agosto a setembro de 2012.

Os voluntarios do estudo clinico foram internados as 6:30h da manha de
cada fase do ensaio no Hospital Universitario da USP. Todos compareceram
em jejum de pelo menos 8 horas. A administracdo das solugdes contendo
metoprolol ocorreu a partir das 7:00 horas. Os voluntarios permaneceram 4
horas em jejum apds a administragdo do medicamento, totalizando 12 horas de

jejum. O tempo de permanéncia no local do ensaio foi de aproximadamente 9
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horas, para coletas até a oitava hora apdés o inicio da administragdo do

medicamento.

Durante o periodo de internagédo foram oferecidos aos voluntarios duas

refeicbes padronizadas (almocgo e lanche).

Os voluntarios foram orientados a nao ingerir bebidas alcodlicas, café e
outras bebidas ou alimentos contendo xantinas a partir de 48 horas antes da
administracdo do medicamento em cada uma das fases. Durante o periodo de
internacdo estas bebidas e alimentos ndo foram oferecidos. Além disso, foram
orientados a ndo tomarem qualquer medicamento uma semana antes do

estudo ou durante sua realizagéo.

4.2.3.3.3 Coleta, processamento e armazenamento das

amostras

Foram coletadas amostras de 5 mL de sangue em tubo heparinizado a
0:00, 0:30, 1:00, 1:30, 2:00, 2:30, 3:00, 3:30, 4:00, 5:00, 6:00, 7:00, 8:00 horas
apos o inicio da administracdo do medicamento.

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 3500 rpm por
15 min e o plasma obtido foi transferido a tubos de polipropileno e congelados
a -20°C em congelador até a realizacdo do ensaio para quantificacdo do

metoprolol e seus enantibmeros.

4.2.4.5 Avaliacao da Biodisponibilidade

Ap6s a quantificacdo do metoprolol total e seus enantibmeros nas
amostras de plasma provenientes do estudo clinico, a biodisponibilidade foi
determinada através da avaliagdo dos parametros farmacocinéticos de
absorcéao do farmaco (Ritschel, 1992; Shargel, Yu, 1992):
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Os parametros avaliados foram:

Parametros relacionados a velocidade de absorcao do farmaco:

Cmax: concentracdo plasmatica méaxima que o farmaco atinge apos a
administragdo, determinada diretamente a partir das curvas de

concentracao plasmatica versus tempo;

Tmax: tempo necessario para Cma, determinado diretamente a partir das

curvas de concentragao plasmatica versus tempo.

Parametros relacionados a quantidade de farmaco absorvida:

ASCy.: area parcial sob a curva “concentragdo plasmatica versus tempo” do
tempo zero ao tempo da ultima concentracdo quantificavel, determinada

pelo método dos trapezoides;

ASCy.inf: area total sob a curva “concentracao plasmatica versus tempo” do
tempo zero extrapolada ao infinito, determinada pelo método dos
trapezoides, do tempo zero ao tempo da ultima concentracao quantificavel,
e por extrapolacado do tempo da ultima concentragao quantificavel a infinito,
ou seja, ASCy.: + Cy/ke, no qual C; é a ultima concentragdo quantificavel
experimentalmente e ke € a constante de eliminacao da fase terminal.

Parametros farmacocinéticos relativos a eliminagéo:

t1/2ei: Meia-vida de eliminagéo plasmatica do farmaco, determinada a partir

da férmula:

0,693

t(l/Z)el - k
el
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e Kke: constante de velocidade de eliminagdo do farmaco (B), determinada a
partir de equacgéao que define a parte terminal de decaimento plasmatico em

fungéo do tempo.
t(1:2)e1- Meia-vida de eliminagéo plasmatica do farmaco;

* K¢ constante de velocidade de eliminagao do farmaco.

4.2.4.6 Analise estatistica

As concentracdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol e seus enantibmeros
e os parametros farmacocinéticos obtidos para os diferentes tratamentos
empregados foram comparados utilizando analise de variancia (ANOVA) com
intervalo de confiangca de 95% (I.C. 95 %). Os testes estatisticos foram
realizados com o auxilio do software STATISTICA® (StatSoft. Inc., USA).

Foi realizada analise de variancia (ANOVA), para os parametros
farmacocinéticos Cmax, Tmax, 120 € ASGCo+ para (R,S)-metoprolol e seus
enantibmeros referentes aos trés esquemas de administragdo, seguindo o
modelo ndo compartimental. Foi considerado nivel de significancia (p) menor
que 0,05. Os parametros farmacocinéticos foram adicionalmente analisados
por teste post hoc (método de Scheffé) para discernir diferengas especificas
entre os tratamentos empregados.



5. RESULTADOS
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5.1 Desenvolvimento e validacao de método bioanalitico para
quantificacao de (R,S)-metoprolol em plasma humano

O método desenvolvido para quantificagdo de metoprolol total em
amostras de plasma apresentou especificidade, recuperacdo, limite de
quantificagao, linearidade, precisao e exatidao dentro dos limites estabelecidos.

5.1.1 Especificidade

O método desenvolvido demonstrou-se especifico para o farmaco
metoprolol e o padrédo interno ofloxacino, obtendo-se boa separagdo destes
entre si e dos componentes do plasma, com tempos de retengédo de 8,0 e 4,0
minutos respectivamente (Figura 3 e 4).

00—

200 —

Intensidade (mV})

100 —

~

RN AN LS LR L LR AR L LR ML LY LERRS LAY AN RARRS LLRLY RS MRS ML
) 1 2 3 4 Z g 7 & a

Tempo de retengdo (min)

Figura 3: Cromatograma referente a amostra de plasma branco.
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Figura 4: Cromatograma referente a amostra de plasma fortificada com os
padrdes de metoprolol (8 min) e ofloxacino (4 min).

5.1.2 Recuperacao

A recuperagdo media do processo de purificagdo utilizado para
quantificacdo de metoprolol em amostras de plasma foi de 71,26% para o
metoprolol (analito) com precisdo e exatiddo dentro dos limites especificados,
conforme detalhado na Tabela 1.

Tabela.1 Recuperacdo média de processo de purificacdo das amostras de
plasma para metoprolol. Cada valor representa a média de seis
determinacoes

Amostra de Concentracao de
plasma CQ

Metoprolol Recuperacao
CQB 10 ng.mL"! 67,30 %
cam 200 ng.mL™ 70,40 %

CQA 400 ng.mL" 76,10 %
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5.1.3 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo do método foi 5 ng.mL’, com precisdo e

exatidao de 10,13 % e 88,81 %, respectivamente.

5.1.4 Linearidade

O método mostrou-se linear entre as concentragdes de 5 ng.mL™" a 500
ng.mL". A Figura 5 e a Tabela 2 apresentam a curva de calibragdo e seus

parametros, respectivamente.

20,0
15,0 -
£ 10,0 -
a
B y =0,0349x +0,5796
& 50 A R2=0,9993
0,0 = T T T T T 1
] 100 200 300 400 500 600
-5,0 -
Concentragdo (ng.mL?)

Figura.5 Curva de calibracdo do metoprolol total em plasma na faixa de
concentragdo de 5 ng.mL" a 500 ng.mL". Cada valor representa
uma média de seis determinagdes
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Tabela 2 Parametros relativos a curva de calibragao do método bioanalitico
para quantificacao de metoprolol total em amostras de plasma por
cromatografia liquida de alta eficiéncia na faixa de concentragao
de 5ng.mL " a 500 ng.mL™".

Parametro Valor
Inclinacao (a) 0,0349
Intercepto (b) 0,5796
Coeficiente de determinacao (1) 0,9993

5.1.5 Precisao

A precisdo variou entre 3,76 a 5,71% para amostras analisadas no
mesmo dia (intra-dia) e entre 3,76 a 6,06 % para amostras analisadas em dias

diferentes (inter-dias), conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 Precisdo intra-dia e inter-dias do método bioanalitico para
quantificacdo de metoprolol total em amostras de plasma por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cada valor representa a
média de determinac¢des para precisao intra-dia e para inter-dias.

Amostra de Concentracao de Precisao

plasma €Q metoprolol Intra-dias Inter-dias
CQB 10 ng.mL" 5,71 6,06
cam 200 ng.mL" 3,76 4,49

CQA 400 ng.mL" 3,78 3,76
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5.1.6 Exatidao

A exatidao variou entre 90,28 a 95,67 % para amostras analisadas no
mesmo dia (intra-dia) e entre 91,29 a 96,68 % para amostras analisadas em

dias diferentes (inter-dias), conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 Exatiddo intra-dia e inter-dias do método bioanalitico para
quantificacdo de metoprolol total em amostras de plasma por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cada valor representa a
média de seis determinacbes para exatidao intra-dia e dezoito
determinacdes para inter-dias.

Amostra de Concentracao de Exatidao

plasma CQ metoprolol Intra-dias Inter-dias
cQaB 20 ng.mL" 90,28 91,29
CQMm 200 ng.mL"! 95,67 96,68
CQA 400 ng.mL" 94,02 95,02

5.1.7 Estabilidade

5.1.7.1 Estabilidade em ciclos de congelamento e
descongelamento

As amostras de plasma de controle de qualidade mantiveram-se
estaveis por até trés ciclos de congelamento a - 20°C e descongelamento a
temperatura ambiente, como observado nas Tabelas 5, 6 e 7.
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Tabela 5 Estabilidade do metoprolol em amostras de plasma de controle de
qualidade analisadas imediatamente apos o preparo (tempo 0Oh) e
apos um ciclo de congelamento/descongelamento (ciclo 1). Cada
resultado representa a média de trés determinacdes.

Amostra Conc.

de nomlnfl Amostras recém-preparadas Ciclo 1 Desvio
Peeg e (Tempo Oh) (%)
Conc. Precisdo Exatiddo Conc. Precisdo Exatiddo
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 10 9,55 1,84 95,55 9,35 2,06 93,51 0,19
cQaMm 200 198,96 6,42 99,48 196,08 5,93 98,04 11,63
CQA 400 381,14 5,91 95,28 377,11 5,82 94,28 11,93

Tabela 6 Estabilidade do metoprolol em amostras de plasma de controle de
qualidade analisadas imediatamente apds o preparo (tempo 0Oh) e
apos dois ciclo de congelamento/descongelamento (ciclo 2). Cada
resultado representa a média de trés determinacdes.

Amostra Conc.

I de ”Om'nf| Amostras recém-preparadas Ciclo 2 Desvio
Yeca o™ (Tempo Oh) (%)
Conc. Precisdo Exatiddo Conc. Precisdao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)

(ng/mL) (ng/mL)
CQB 10 9,55 1,84 95,55 9,18 9,72 91,81 0,89
cam 200 198,96 6,42 99,48 199,88 1,72 99,94 3,45
CQA 400 381,14 5,91 95,28 403,43 1528 100,86 1,63
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Tabela 7 Estabilidade do metoprolol em amostras de plasma de controle de
qualidade analisadas imediatamente ap6s o preparo (tempo 0Oh) e
apos trés ciclo de congelamento/descongelamento (ciclo 3). Cada

resultado representa a média de trés determinacodes

Amostra  Conc.

I de nominal  Amostras recém-preparadas Ciclo 3 Desvio
asma
Fc):le cQ (ng/mL) (Tempo 0 horas) (%)
Conc. Precisdao Exatiddo Conc. Precisao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 10 9,55 1,84 95,55 9,18 4,09 91,83 0,38
cQm 200 198,96 6,42 99,48 181,75 5,76 90,87 0,47
CQA 400 381,14 5,91 95,28 389,27 0,66 97,32 2,56

5.1.7.2 Estabilidade de curta duracao

As amostras de plasma de controle de qualidade apresentaram

estabilidade adequada para a conducao do estudo como observado na Tabela

8.
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Tabela 8 Estabilidade do metoprolol em amostras de plasma de controle de
qualidade submetidas ao processo de purificagdo imediatamente
apés o preparo (tempo Oh) e submetidas ao processo de
purificacdo 4 horas apdés o descongelamento (tempo 4h). Cada
resultado representa a média de trés determinagdes.

Amostra  Conc.

I de nominal  Amostras recém-preparadas Estabilidade de curta Desvio
asma
Fc)ie s (ng/mL) (Tempo 0h) (Tempo 4h) (%)
Conc. Precisdao Exatiddo Conc. Precisao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 10 9,55 1,84 95,55 9,32 5,89 93,23 0,55
cQm 200 198,96 6,42 99,48 189,58 5,39 94,79 10,21
CQA 400 381,14 5,91 95,28 393,92 3,07 98,48 2,09

5.1.7.3 Estabilidade pos-processamento

Os resultados obtidos para a estabilidade po6s-processamento sao
apresentados na Tabela 9, podendo-se observar resultados satisfatérios para a

finalidade do estudo.
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Tabela 9 Estabilidade do metoprolol em amostras de plasma de controle de
qualidade analisadas imediatamente ap6s o processo de
purificacdo (tempo 0h) e 24h apds o processo de purificagdo. Cada
resultado representa a meédia de trés determinagdes

Amostra  Conc.

I de nominal  Amostras recém-preparadas Estabilidade de curta Desvio
asma 9
Fc)ie ca (ng/mL) (Tempo 0Oh) (Tempo 4h) (%)
Conc. Precisdao Exatiddo Conc. Precisao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 10 9,55 1,84 95,55 9,30 10,08 93,00 0,94
cQm 200 198,96 6,42 99,48 201,86 2,06 100,93 415
CQA 400 381,14 5,91 95,28 409,47 15,46 102,37 3,28

5.1.7.4 Estabilidade das solucoes padrao de trabalho

As solugbes padrao de trabalho de metoprolol mantiveram-se estaveis
apos 6 horas de seu preparo e durante toda a etapa analitica. Os resultados
obtidos apresentaram-se dentro dos limites especificados, com desvio médio

de 2,46 % para o metoprolol, apds 6 horas de seu preparo.
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5.2 Desenvolvimento e validacao de método quiral para
quantificacao de (R)-metoprolol e (S)-metoprolol em plasma
humano

O método enantioseletivo desenvolvido para a quantificagdo quiral do
metoprolol em amostras de plasma apresentou boa separacdo para 0s
enantibmeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol, como observado na Figura 6. O
método apresentou especificidade, recuperacao, limite de quantificacao,
linearidade, precisdo e exatiddao dentro dos limites estabelecidos (Brasil,
2003c).

w00 - U

400 —
ELL

00 -
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100 —

Tempo de retencdo (min)

Figura 6: Cromatograma referente a amostra de plasma branco,
obtida por método quiral.
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5.2.1 Especificidade

O método desenvolvido demonstrou-se especifico para ambos os
enantibmeros do farmaco metoprolol, obtendo-se boa separacao destes entre
si e dos componentes do plasma, com tempos de retencao de 6,0 minutos para

(R)-metoprolol e 8,0 minutos para (S)-metoprolol (Figura 7).

o
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Figura 7 Cromatograma referente a separacao quiral, mostrando
(R)-metoprolol em 6,0 minutos e (S)-metoprolol em 8,0 minutos.

5.2.2 Recuperacao

A recuperagcdo media do processo de purificagdo utilizado para
quantificacao de (R)-metoprolol e (S)-metoprolol em amostras de plasma foi de
66,33 % e 66,00% respectivamente, com preciséo e exatiddao dentro dos limites

especificados, conforme detalhado nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela.10 Recuperacdao média de processo de purificacdo das amostras de
plasma para o enantidbmero (R)-metoprolol. Cada valor representa
a média de seis determinagdes.

Amostra de Concentracao de
plasma CQ

metoprolol Recuperacao
cQaB 20 ng.mL" 62,3 %
cam 200 ng.mL" 66,2 %
CQA 400 ng.mL™ 70,5 %

Tabela.11  Recuperagdo média de processo de purificagdo das amostras de
plasma para o enantibmero (S)-metoprolol. Cada valor representa
a média de seis determinagdes.

Amostra de Concentracao de

plasma CQ metoprolol Recuperacao
CQB 20 ng.mL" 63,0 %
cam 200 ng.mL" 64,4 %

CQA 400 ng.mL™ 70,6 %
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5.2.3 Limite de Quantificacao

O limite de quantificagdo do método foi 10 ng.mL" para ambos os
enantibmeros, com precisdo de 11,80 % e 11,54 % e exatidao de 74,88 % e

77,66% para (R)-metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente.

5.2.4 Linearidade

O método mostrou-se linear entre as concentragdes de 10 ng.mL™" a 500
ng.mL", para ambos os enantiémeros. As Figura 8 e 9 apresentam as curvas
de calibragdo para (R)-metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente, e as
Tabelas 12 e 13 mostram os parametros obtidos a partir das curvas para os

enantiomeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol, respectivamente.
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0,00 -

-5,00 -
Concentragio (ng.mL?)

Figura8 Curva de calibracdo para o (R)-metoprolol em plasma na faixa de
concentracdo de 10 ng.mL™ a 500 ng.mL™. Cada valor representa
uma média de seis determinacdes
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Tabela 12 Parametros relativos a curva de calibragdo do método bioanalitico
para quantificacdo do enantibmero (R)-metoprolol em amostras
de plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia na faixa de
concentragao de 10 ng.mL™" a 500 ng.mL™.

Parametro Valor
Inclinacao (a) 0,0414
Intercepto (b) 0,6496
Coeficiente de determinacao (1) 0,9952

25,0 -

20,0 -

15,0 -

10,0

Razdo P/PI

y = 0,0427x + 0,8025
R%=0,996

0,0 - : . . . . .
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Concentragio (ng.mL?)

Figura9 Curva de calibracdo para o (S)-metoprolol em plasma na faixa de
concentracdo de 10 ng.mL™ a 500 ng.mL™". Cada valor representa
uma média de seis determinacodes
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Tabela 13  Parametros relativos a curva de calibragdo do método bioanalitico
para quantificacdo do enantibmero (S)-metoprolol em amostras
de plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia na faixa de
concentragdo de 10 ng.mL " a 500 ng.mL™".

Parametro Valor
Inclinacao (a) 0,0427
Intercepto (b) 0,8025
Coeficiente de determinacao (1) 0,996

5.2.5 Precisao

Para o enantidmero (R)-metoprolol a precisdo variou entre 5,6 % a 8,69
% para amostras analisadas no mesmo dia (intra-dia) e entre 5,99 % a 8,33 %
para amostras analisadas em dias diferentes (inter-dias), conforme
apresentado na Tabela 14, ja para o enantibmero (S)-metoprolol a precisao
variou entre 4,75 % a 9,01 % para amostras analisadas no mesmo dia (intra-
dia) e entre 5,25 % a 10,07 % para amostras analisadas em dias diferentes

(inter-dias), conforme apresentado na Tabela 15.
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Tabela 14 Precisdo intra-dia e inter-dias do método bioanalitico para
quantificacdo do enantibmero (R)-metoprolol em amostras de
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cada valor
representa a média de determinacdes para precisdo intra-dia e
para inter-dias.

Amostra de Concentracao de Precisao

plasma CQ metoprolol Intra-dias Inter-dias
CcQaB 20 ng.mL" 8,69 8,33
caMm 200 ng.mL" 6,72 6,85
CQA 400 ng.mL"! 5,6 5,99

Tabela 15 Precisdo intra-dia e inter-dias do meétodo bioanalitico para
quantificacdo do enantidmero (S)-metoprolol em amostras de
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cada valor
representa a média de determinagdes para precisdo intra-dia e
para inter-dias.

Amostra de Concentracao de Precisao

plasma CQ metoprolol Intra-dias Inter-dias
CQB 20 ng.mL" 9,01 10,07
CQMm 200 ng.mL" 7,18 7,37

CQA 400 ng.mL™ 4,75 5,25
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5.2.6 Exatidao

Para o enantidmero (R)-metoprolol a exatiddao variou entre 84,62 % a
86,69 % para amostras analisadas no mesmo dia (intra-dia) e entre 84,63 % a
86,70 % para amostras analisadas em dias diferentes (inter-dias), conforme
apresentado na Tabela 16, ja para o enantibmero (S)-metoprolol a exatidao
variou entre 82,68 % a 84,84 % para amostras analisadas no mesmo dia (intra-
dia) e entre 82,63 % a 84,85 % para amostras analisadas em dias diferentes
(inter-dias), conforme apresentado na Tabela 17.

Tabela 16 Exatidao intra-dia e inter-dias do método bioanalitico para
quantificacdo do enantibmero (R)-metoprolol em amostras de
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cada valor
representa a média de seis determinagdes para exatidao intra-dia
e dezoito determinacdes para inter-dias.

Amostra de Concentracao de Exatidao

plasma CQ metoprolol Intra-dias Inter-dias
CcQaB 20 ng.mL" 84,90 84,91
(ofe] V) 200 ng.mL" 86,69 86,70
CQA 400 ng.mL" 84,62 84,63

Tabela 17 Exatiddo intra-dia e inter-dias do método bioanalitico para
quantificacdo do enantibmero (S)-metoprolol em amostras de
plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Cada valor
representa a meédia de seis determinagdes para exatidao intra-dia
e dezoito determinagdes para inter-dias.

Amostra de Concentracao de Exatidao

plasma €Q metoprolol Intra-dias Inter-dias
CQB 20 ng.mL"! 82,68 82,63
cam 200 ng.mL™ 84,84 84,85

CQA 400 ng.mL" 84,33 84,33
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5.2.7 Estabilidade

5.2.7.1 Estabilidade em ciclos de congelamento e

descongelamento

As amostras de plasma de controle de qualidade de ambos os
enantibmero mantiveram-se estaveis por até trés ciclos de congelamento a -
20°C e descongelamento a temperatura ambiente, e sao observados nas

tabelas 18, 19 e 20, e 21, 22 e 23 respectivamente.

Tabela 18 Estabilidade do enantibmero (R)-metoprolol em amostras de
plasma de controle de qualidade analisadas imediatamente apds
o preparo (tempo Oh) e apbés um ciclo de
congelamento/descongelamento  (ciclo 1). Cada resultado
representa a média de trés determinagoes.

Amostra Conc.

| de nomina11I Amostras recém-preparadas Ciclo 1 Desvio
plasma  (ng.mL™) Y%
S (Tempo Oh) (%)

Conc. Precisao Exatiddo Conc. Precisdo Exatidao

det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 2086 10,93 10435 21,89 380 10945 3,80
cam 200 177,09 1427 8854 17575 881 87,87 10,48

CQA 400 335,48 9,77 83,87 345,60 0,80 86,40 2,77
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Tabela 19 Estabilidade do enantibmero (R)-metoprolol em amostras de
plasma de controle de qualidade analisadas imediatamente apds
0o preparo (tempo Oh) e apdés dois ciclo de
congelamento/descongelamento  (ciclo 2). Cada resultado
representa a média de trés determinagoes.
Amostra Conc.
Ide nomma:l Amostras recém-preparadas Ciclo 2 Desvio
plasma (ng.mL' ) %
de CQ (Tempo 0Oh) (%)
Conc. Preciséao Exatiddo Conc. Precisdao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 20,86 10,93 104,35 20,44 3,37 102,20 0,69
cam 200 177,09 14,27 88,54 183,84 4,27 91,92 7,85
CQA 400 335,48 9,77 83,87 348,72 3,98 87,18 3,90
Tabela 20 Estabilidade do enantibmero (R)-metoprolol em amostras de
plasma de controle de qualidade analisadas imediatamente apds
o preparo (tempo Oh) e ap6s trés ciclo de
congelamento/descongelamento  (ciclo 3). Cada resultado
representa a média de trés determinagoes.
Amostra  Conc.
Ide nominal  Amostras recém-preparadas Ciclo 3 Desvio
p asma (ng/mL) O/
de CQ (Tempo 0 horas) (%)
Conc. Precisdo Exatiddo Conc. Precisao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 20,86 10,93 104,35 18,09 7,86 90,45 7,89
cam 200 177,09 14,27 88,54 173,21 5,64 86,60 5,64
CQA 400 335,48 9,77 83,87 327,88 7,23 81,97 7,23
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Tabela 21 Estabilidade do enantibmero (S)-metoprolol em amostras de
plasma de controle de qualidade analisadas imediatamente apds
o preparo (tempo Oh) e apbés um ciclo de
congelamento/descongelamento  (ciclo 1). Cada resultado
representa a meédia de trés determinagoes.

Amostra Conc.

Ide ”Om'”?| Amostras recém-preparadas Ciclo 1 Desvio
plasma  (ng.mL™) %
de CQ (Tempo 0Oh) (%)

Conc. Precisdao Exatiddo Conc. Precisdao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 16,25 3,95 81,26 15,10 2,75 75,53 0,42
cam 200 187,97 4,40 9398 176,36 11,93 88,18 1,04
CQA 400 366,16 3,26 91,54 358,66 0,81 89,66 2,92
Tabela 22 Estabilidade do enantibmero (S)-metoprolol em amostras de
plasma de controle de qualidade analisadas imediatamente apds
o preparo (tempo Oh) e apdés dois ciclo de
congelamento/descongelamento  (ciclo 2). Cada resultado
representa a média de trés determinagoes.

Amostra Conc.

Ide nom|ne11| Amostras recém-preparadas Ciclo 2 Desvio
p asma (ng.mL’ ) O/
o CQ (Tempo 0h) (%)

Conc. Precisdo Exatiddo Conc. Precisdao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 16,25 3,95 81,26 15,74 4,96 78,74 0,78
cam 200 187,97 4,40 93,98 180,84 14,75 90,42 6,67

CQA

400 366,16 3,26 91,54 362,38 6,18 90,60 2,41
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Tabela 23 Estabilidade do enantibmero (S)-metoprolol em amostras de
plasma de controle de qualidade analisadas imediatamente apds
o preparo (tempo Oh) e apo6s trés (ciclo de
congelamento/descongelamento  (ciclo 3). Cada resultado
representa a meédia de trés determinagoes.

Amostra  Conc.

Ide nominal  Amostras recém-preparadas Ciclo 3 Desvio
plasma  (ng/mL) %
de CQ (Tempo 0 horas) (%)

Conc. Precisdao Exatiddo Conc. Precisao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

CQB 20 16,25 3,95 81,26 16,25 10.06 81,28 1,63
cam 200 187,97 4,40 93,98 176,75 5,83 88,37 10,30

CQA 400 366,16 3,26 91,54 339,97 7,35 84,99 5,00

5.2.7.2 Estabilidade de curta duracao

A estabilidade de curta duragdo para os enatibmeros (R)-metoprolol e

(S)-metoprolol foram determinadas mantendo-se amostras de plasma de

controle de qualidade descongeladas a temperatura ambiente por 4 horas.

ApOs este periodo as amostras foram processadas e analisadas. Os resultados

obtidos foram comparados aos das amostras recém-preparadas (tempo 0Oh),

admitiram-se desvios entre + 15% (Tabela 24 e 25 respectivamente).
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Tabela 24 Estabilidade do (R)-metoprolol em amostras de plasma de
controle de qualidade submetidas ao processo de purificagdo
imediatamente apdés o preparo (tempo Oh) e submetidas ao
processo de purificagdo 4 horas apos o descongelamento (tempo
4h). Cada resultado representa a média de trés determinacdes.

Amostra  Conc.

I de nominal  Amostras recém-preparadas Estabilidade de curta Desvio
plasma (ng/mL) %
de CQ (Tempo 0Oh) (Tempo 4h) (%)
Conc. Precisdo Exatiddo Conc. Precisédo Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 20,86 10,93 104,35 16,58 7,57 82,92 1,26

cam 200 177,09 14,27 88,54 176,96 10,60 88,48 8,76

CQA 400 335,48 9,77 83,87 327,27 6,17 81,82 0,21

Tabela25 Estabilidade do (S)-metoprolol em amostras de plasma de
controle de qualidade submetidas ao processo de purificagdo
imediatamente apdés o preparo (tempo Oh) e submetidas ao
processo de purificagdo 4 horas apos o descongelamento (tempo
4h). Cada resultado representa a média de trés determinagdes.

Amostra  Conc.

I de nominal  Amostras recém-preparadas Estabilidade de curta Desvio
asma 9
Fc):le ca (ng/mL) (Tempo 0Oh) (Tempo 4h) (%)
Conc. Precisdao Exatiddo Conc. Precisao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 16,25 3,95 81,26 16,77 3,39 83,88 10,09
cQMm 200 187,97 4,40 93,98 171,95 8,76 85,97 5,06

CQA 400 366,16 3,26 91,54 330,40 4,26 82,60 0,57
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5.2.7.3 Estabilidade pdés-processamento

A estabilidade po6s-processamento de ambos os enantibmeros foi
determinada por meio da comparacao dos resultados de andlises de amostras
de controle de qualidade submetidas ao processo de purificacdo e mantidas a
temperatura de 4°C antes do inicio da analise cromatografica por 24 horas
(tempo 24h) com os resultados de amostras submetidas a analise
cromatografica imediatamente apds o processo de purificacdo (tempo 0h).
Admitiram-se desvios entre = 15%. Tabelas 26 e 27 para os resultados obtidos

para (R)-metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente.

Tabela 26 Estabilidade do (R)-metoprolol em amostras de plasma de controle
de qualidade analisadas imediatamente apds o processo de
purificacdo (tempo 0h) e 24h apds o processo de purificagdo. Cada
resultado representa a meédia de trés determinagdes

Amostra  Conc.

I de nominal  Amostras recém-preparadas Estabilidade de curta Desvio
asma
Fc)ie o (ng/mL) (Tempo 0Oh) (Tempo 4h) (%)
Conc. Precisdao Exatiddo Conc. Precisao Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 20,86 10,93 104,35 16,43 10,74 82,19 1,77
cQMm 200 177,09 14,27 88,54 179,53 5,39 89,77 9,68

CQA 400 335,48 9,77 83,87 325,59 4,51 81,40 4,69




80

Tabela 27 Estabilidade do (S)-metoprolol em amostras de plasma de controle
de qualidade analisadas imediatamente ap6s o processo de
purificacdo (tempo 0h) e 24h apds o processo de purificagdo. Cada
resultado representa a média de trés determinagdes.

Amostra  Conc.

I de nominal  Amostras recém-preparadas Estabilidade de curta Desvio
plasma  (ng/mL) %
de CQ (Tempo 0Oh) (Tempo 4h) (%)
Conc. Precisdo Exatiddo Conc. Precisédo Exatidao
det. (%) (%) det. (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
CQB 20 16,25 3,95 81,26 16,01 2,62 80,09 0,42
cQm 200 187,97 4,40 93,98 174,67 4,82 87,33 8,41
CQA 400 366,16 3,26 91,54 342,51 3,39 85,63 10.60

5.2.7.4 Estabilidade das solucoes padrao

As solugbes padrao de trabalho dos enantibmeros (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol mantiveram-se estaveis apos 6 horas de seu preparo e durante toda
a etapa analitica. Os resultados obtidos apresentaram-se dentro dos limites
especificados, com desvio médio de 3,24 e 2,96 % respectivamente, apos 6

horas de seu preparo.
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5.3 Quantificacao de (R,S)-metoprolol em amostras de plasma
humano

As amostras de plasma provenientes do estudo clinico do metoprolol

foram analisadas nas condi¢cdes determinadas na validacao do método.

5.3.1 Concentracoes plasmaticas médias de (R,S)-metoprolol

As concentragdes plasmaticas médias de (R,S)-metoprolol apds
administracao oral do farmaco estao apresentadas nas tabelas a seguir. Na
Fase 1 foi administrada a dose total de metoprolol em uma Unica tomada
(Tabela 26), na Fase 2 a dose total de metoprolol foi particionada em duas
tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas (Tabela 27), e para a Fase 3
houve a particdo da dose de metoprolol em 5 tomadas com intervalo de 30
minutos entre elas (tabela 28).
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Tabela 26 Concentragbes plasmaticas médias do metoprolol na Fase 1 do
estudo clinico, ap6s administragdo de dose unica do farmaco a 20
voluntérios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variacao; NQ = ndo quantificado

Concentragoes plasmaticas de metoprolol

(ng.mL") - Fase 1

Tempo (h) Média DP CV%
0,00 0,00 0 0
0,50 147,93 21,93 14,82
1,00 213,94 17,03 7,96
1,50 210,42 40,18 19,10
2,00 169,12 31,72 18,76
2,50 132,76 19,52 14,70
3,00 108,87 15,29 14,04
3,50 87,02 13,16 15,13
4,00 68,53 12,40 18,10
5,00 46,62 10,23 21,94
6,00 24,11 8,61 35,71
7,00 8,34 2,44 29,27
8,00 NQ 0,0 0,0
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Tabela 27 Concentracdes plasmaticas médias do metoprolol na Fase 2 do
estudo clinico, apds administragdo de dose unica do farmaco, em
duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntérios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variagdo; NQ = ndo quantificado.

Concentracoes plasmaticas de metoprolol
(ng.mL") - Fase 2

Tempo (h) Média DP CV%
0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 75,29 9,66 12,83
1,00 150,99 20,00 13,25
1,50 229,18 29,63 12,93
2,00 220,91 37,32 16,89
2,50 167,53 27,25 16,27
3,00 130,59 16,84 12,89
3,50 111,18 11,31 10,17
4,00 95,15 10,67 11,21
5,00 71,41 11,31 15,83
6,00 51,91 7,43 14,31
7,00 26,36 5,06 19,21

8,00 NQ 0,0 0,0
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Tabela 28 Concentragbes plasmaticas médias do metoprolol na Fase 3 do
estudo clinico, apds administragdo de dose unica do farmaco, em
cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntérios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variacao; NQ = ndo quantificado.

Concentragoes plasmaticas de metoprolol

(ng.mL") - Fase 3

Tempo (h) Média DP CV%
0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 24,61 5,36 21,79
1,00 68,40 8,65 12,64
1,50 104,81 15,41 14,71
2,00 145,07 39,89 27,50
2,50 193,78 19,57 10,10
3,00 165,41 21,78 13,17
3,50 135,23 22,29 16,48
4,00 105,98 11,75 11,09
5,00 85,91 11,16 12,99
6,00 65,29 8,50 13,01
7,00 43,33 7,46 17,22
8,00 18,68 6,83 36,59
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5.3.2 Curvas médias de decaimento plasmatico versus tempo
para (R,S)-metoprolol

As curvas médias de decaimento plasmatico referentes as Fases 1, 2 e
3 estéo apresentadas nas figuras 10, 11 e 12 respectivamente.

Metoprolol (Fase 1)
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Figura 10 Curva média de concentragcdo plasmatica do metoprolol na Fase 1
do estudo clinico, ap6s administracado de dose unica do farmaco a 20
voluntarios sadios.
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Figura 11 Curva média de concentragcdo plasmatica do metoprolol na Fase 2
do estudo clinico, apés administragdo de dose Unica do farmaco, em
duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20

voluntarios sadios.

Metoprolol (Fase 3)
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Figura 12 Curva média de concentracado plasmatica do metoprolol na Fase 3
do estudo clinico, apés administracao de dose Unica do farmaco, em
cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20

voluntarios sadios.
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5.3.3 Parametros farmacocinéticos para o (R,S)-metoprolol
As Tabelas 29, 30 e 31 apresentam os parametros farmacocinéticos

Cmaxs Tmaxs t1/2)e, ASCo.t € ASCo.int € a relagdo percentual entre os valores de

ASCy.: € ASCy.int para o metoprolol total, Fase 1, 2 e 3 respectivamente.
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Tabela29 Paradmetros farmacocinéticos para o metoprolol na Fase 1 do
estudo clinico, apés administragdo de dose uUnica do farmaco a 20
= desvio padrdao; CV = coeficiente de

voluntarios sadios. DP

variacao.
metoprolol (FASE 1)
Voluntarios Crax tmax Tare ASCy. ASC,... %
(ng.mL™) (h) (h) (ngxh.mL™) (ngxh.mL™)
1 218,84 1,00 0,94 690,07 700,80 98,47
2 207,61 1,50 0,83 687,02 693,93 99,00
3 276,89 1,50 1,21 700,10 720,41 97,18
4 294,76 1,50 0,91 764,84 772,52 99,01
5 236,38 1,00 0,92 694,52 704,63 98,57
6 225,19 1,00 1,53 577,19 609,03 94,77
7 232,14 1,00 1,21 607,19 625,62 97,06
8 242,68 1,50 0,76 793,17 800,62 99,07
9 218,69 1,00 1,03 697,85 712,78 97,91
10 222,60 1,00 1,13 601,15 616,64 97,49
11 226,76 1,00 0,89 669,57 677,99 98,76
12 210,47 1,50 0,81 673,59 680,67 98,96
13 259,49 1,50 1,02 659,22 672,99 97,95
14 280,49 1,50 1,03 764,59 778,59 98,20
15 214,63 1,00 0,80 592,17 597,46 99,12
16 216,00 1,00 0,96 543,89 552,28 98,48
17 239,04 1,00 1,10 618,62 631,61 97,94
18 216,36 1,00 0,99 699,61 714,40 97,93
19 200,83 1,00 1,00 649,86 664,00 97,87
20 216,56 1,00 0,96 577,31 585,88 98,54
Média 232,82 1,18 1,00 663,08 675,64 98,11
D.P 25,97 0,24 0,18 67,68 66,58 1,00
C.V. (%) 11,15 20,82 17,70 10,21 9,85 1,02
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Tabela 30 Parametros farmacocinéticos para o metoprolol na Fase 2 do
estudo clinico, apés administracdo de dose Unica do farmaco, em
intervalo de 30 minutos entre elas, a 20

duas tomadas com

voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV

= coeficiente de

variacao.
metoprolol (FASE 2)
Voluntarios Chax tmax T ASCy. ASC,.. %
(ng.mL™) (h) (h) (ngxh.mL") (ngxh.mL™)
1 232,86 1,50 1,51 766,99 823,21 93,17
2 286,39 1,50 1,90 894,76 917,84 97,49
3 212,57 1,50 1,65 720,45 742,50 97,03
4 203,26 1,50 1,72 707,47 717,10 98,66
5 254,17 2,00 1,37 791,41 809,67 97,75
6 236,53 2,00 1,89 690,71 711,06 97,14
7 265,63 2,00 1,51 738,59 750,58 98,40
8 260,23 1,50 1,97 811,10 828,56 97,89
9 260,47 1,50 1,73 833,47 846,27 98,49
10 288,12 2,00 1,56 805,36 826,35 97,46
11 268,71 1,50 1,32 795,25 807,65 98,46
12 217,46 1,50 1,48 730,56 744,49 98,13
13 252,76 1,50 1,51 710,29 733,31 96,86
14 241,72 1,50 1,63 662,21 682,61 97,01
15 235,06 1,50 1,56 714,99 756,52 94,51
16 232,86 2,00 1,69 748,59 755,56 99,08
17 287,14 2,00 1,30 828,92 836,69 99,07
18 241,51 1,50 1,74 765,49 790,32 96,86
19 241,39 1,50 1,83 791,40 808,40 97,90
20 235,84 2,00 1,70 840,69 849,79 98,93
Média 247,73 1,68 1,63 767,43 786,92 97,51
D.P 24,00 0,24 0,19 59,08 58,27 1,47
C.V. (%) 9,69 14,61 11,64 7,70 7,40 1,50




Tabela 31

cinco tomadas com
voluntarios sadios. DP = desvio padrao; CV
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Parametros farmacocinéticos para o metoprolol na Fase 3 do
estudo clinico, apés administracdo de dose Unica do farmaco, em
intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
= coeficiente de

variagao.
metoprolol (FASE 3)
Voluntarios Crax tmax Tare ASCy.¢ ASC,... %
(ng.mL™) (h) (h) (ngxh.mL™) (ngxh.mL™)
1 167,47 2,50 1,82 601,72 633,42 95,00
2 210,34 2,50 1,77 694,51 719,00 96,59
3 208,47 2,50 2,14 730,13 803,74 90,84
4 197,42 2,50 2,09 644,49 712,70 90,43
5 198,19 2,50 2,03 682,19 731,36 93,28
6 207,30 2,00 2,27 689,91 761,82 90,56
7 211,88 2,00 3,32 713,70 814,76 87,60
8 215,09 2,50 2,02 715,86 744,15 96,20
9 190,87 2,50 2,27 704,88 733,41 96,11
10 226,61 2,50 2,12 737,63 822,11 89,72
" 207,45 2,50 2,17 692,89 765,33 90,53
12 213,00 2,50 2,27 757,47 821,50 92,21
13 200,88 2,50 2,48 704,77 810,24 86,98
14 204,13 2,50 2,50 706,84 766,05 92,27
15 182,76 2,50 2,72 666,69 743,94 89,62
16 183,82 2,50 2,88 691,99 763,10 90,68
17 221,98 2,00 3,00 658,73 723,46 91,05
18 196,23 2,50 2,03 716,72 737,98 97,12
19 182,88 2,50 2,99 766,86 859,52 89,22
20 197,67 2,50 2,54 762,11 874,27 87,17
Média 201,22 2,43 2,37 702,01 767,09 91,66
D.P 14,56 0,18 0,42 40,27 56,62 3,14
C.V. (%) 7,24 7,55 17,84 5,74 7,38 3,43
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5.4 Quantificacao dos enantibmeros (R)-metoprolol e (S)-

metoprolol em amostras de plasma humano

As amostras de plasma provenientes dos estudo clinico do metoprolol
foram processadas e analisadas por dois métodos bianaliticos, um para a
quantificacdo do farmaco total, utilizando método convencional por CLAE, e
outro utilizando método enantioseletivo, também utilizando CLAE, nas
condi¢des determinadas na validacdo do método. Aseguir sdo observados os

dados obtidos para os enantidbmeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol.

5.4.1 Concentracoes plasmaticas médias de (R)-metoprolol e
(S)-metoprolol

As concentracdes plasmaticas médias obtidas para (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol, ap6s administragdo das solugdes, estdo apresentados nas tabelas
a seguir. Na Fase 1 do estudo clinico a dose unica de metoprolol foi
administrada em uma Unica tomada (Tabelas 32 e 33), na Fase 2 a dose total
de metoprolol foi particionada em duas tomadas com intervalo de 30 minutos
entre elas (Tabelas 34 e 35), e para a Fase 3 houve a particdo da dose de
metoprolol em 5 tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas (Tabelas 36 e
37).
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Tabela 32 Concentracbes plasmaticas médias de (R)-metoprolol na Fase 1 do
estudo clinico, ap6s administragdo de dose Unica do farmaco a 20
voluntarios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variacao; NQ = ndo quantificado.

Concentracoes plasmaticas de (R)-
metoprolol(ng.mL™) - Fase 1

Tempo (h) Média DP CV%
0,00 0,00 0 0
0,50 111,50 1,73 1,55
1,00 153,59 13,02 8,48
1,50 137,38 1,98 1,44
2,00 105,12 1,38 1,31
2,50 95,42 2,29 2,40
3,00 83,43 1,99 2,39
3,50 65,82 2,16 3,28
4,00 49,23 2,24 4,56
5,00 31,87 1,52 4,76
6,00 19,42 1,83 9,44
7,00 NQ NQ NQ

8,00 NQ NQ NQ
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Tabela 33 Concentracdes plasmaticas médias de (S)-metoprolol na Fase 1 do
estudo clinico, ap6s administragdo de dose Unica do farmaco a 20
voluntarios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variacao; NQ = ndo quantificado.

Concentracoes plasmaticas de (S)-
metoprolol(ng.mL™) - Fase 1

Tempo (h) Meédia DP CV%
0,00 0,00 0 0
0,50 96,91 8,67 8,94
1,00 122,31 8,02 6,55
1,50 109,23 10,25 9,38
2,00 97,34 8,16 8,38
2,50 77,94 3,97 5,10
3,00 69,16 5,45 7,87
3,50 58,86 5,80 9,85
4,00 46,23 5,21 11,27
5,00 30,36 2,02 6,66
6,00 17,46 2,32 13,31
7,00 NQ NQ NQ

8,00 NQ NQ NQ
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Tabela 34 Concentracbes plasmaticas médias de (R)-metoprolol na Fase 2 do
estudo clinico, apds administracdo de dose Unica do farmaco, em
duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntérios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variagdo; NQ = ndo quantificado.

Concentracoes plasmaticas de (R)-

metoprolol(ng.mL™") - Fase 2

Tempo (h) Média DP CV%
0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 56,69 1,76 3,11
1,00 91,95 1,53 1,67
1,50 153,31 19,71 12,86
2,00 147,06 14,47 9,84
2,50 108,31 1,79 1,66
3,00 87,40 2,01 2,30
3,50 79,65 1,58 1,98
4,00 69,18 2,02 2,91
5,00 51,12 1,63 3,18
6,00 32,50 1,44 4,42
7,00 18,49 1,61 8,69
8,00 NQ NQ NQ
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Tabela 35 Concentragdes plasmaticas médias de (S)-metoprolol na Fase 2 do
estudo clinico, apds administragdo de dose Unica do farmaco, em
duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntérios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variagdo; NQ = ndo quantificado.

Concentracoes plasmaticas de (S)-

metoprolol(ng.mL™") - Fase 2

Tempo (h) Meédia DP CV%
0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 52,06 2,67 512
1,00 91,02 9,67 10,63
1,50 143,60 21,52 14,99
2,00 125,10 8,38 6,69
2,50 100,53 6,09 6,06
3,00 74,44 6,32 8,49
3,50 66,57 5,13 7,70
4,00 60,21 4,00 6,65
5,00 43,39 6,46 14,89
6,00 31,42 3,13 9,96
7,00 17,53 2,78 15,84
8,00 NQ NQ NQ




96

Tabela 36 Concentragbes plasméticas médias de (R)-metoprolol na Fase 3 do
estudo clinico, apds administragdo de dose unica do farmaco, em
cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntérios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variacao; NQ = ndo quantificado.

Concentragoes plasmaticas de (R)-

metoprolol(ng.mL™) - Fase 3

Tempo (h) Meédia DP CV%
0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 12,21 1,59 13,03
1,00 40,40 1,55 3,84
1,50 61,81 1,56 2,52
2,00 63,74 1,75 2,74
2,50 114,23 1,69 1,48
3,00 103,05 1,54 1,49
3,50 72,84 1,51 2,07
4,00 61,45 1,95 3,17
5,00 41,68 1,48 3,55
6,00 32,93 1,83 5,56
7,00 18,93 1,98 10,45
8,00 NQ NQ NQ
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Tabela 37 Concentragdes plasmaticas médias de (S)-metoprolol na Fase 3 do
estudo clinico, apds administragdo de dose Unica do farmaco, em
cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntérios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de
variacao; NQ = ndo quantificado.

Concentracoes plasmaticas de (S)-

metoprolol(ng.mL™) - Fase 3

Tempo (h) Media DP CV%
0,00 0,00 0,00 0,00
0,50 11,57 1,91 16,54
1,00 38,50 3,57 9,28
1,50 56,37 3,62 6,42
2,00 60,73 5,27 8,68
2,50 106,58 7,70 7,23
3,00 94,26 10,39 11,02
3,50 80,35 6,78 8,44
4,00 67,44 5,72 8,48
5,00 45,78 3,19 6,96
6,00 35,62 4,44 12,46
7,00 22,60 2,76 12,19
8,00 NQ NQ NQ
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5.4.2 Curvas médias de decaimento plasmatico versus tempo
para os enantiomeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol

As curvas médias de decaimento plasmatico referentes as Fases 1, 2 e
3 estao apresentadas nas figuras 13, 15 e 17 para (R)-metoprolol e 14, 16 e 18
para (S)-metoprolol.
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Figura 13 Curva média de concentragao plasmatica de (R)-metoprolol na Fase
1 do estudo clinico, apds administracdo de dose unica do farmaco a
20 voluntarios sadios.
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Figura 14 Curva média de concentragédo plasmatica de (S)-metoprolol na Fase
1 do estudo clinico, apds administracdo de dose uUnica do farmaco a
20 voluntarios sadios.
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Figura 15 Curva média de concentracao plasmatica de (R)-metoprolol na Fase
2 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do farmaco,
em duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntarios sadios.
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Figura 16 Curva média de concentragédo plasmatica de (S)-metoprolol na Fase
2 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose unica do farmaco,
em duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20

voluntarios sadios
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Figura 17 Curva média de concentragao plasmatica de (R)-metoprolol na Fase

3 do estudo clinic

0, apos administracdo de dose unica do farmaco,

em cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20

voluntarios sadios.
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Figura 18 Curva média de concentragédo plasmatica de (S)-metoprolol na Fase
3 do estudo clinico, ap6s administracdo de dose Unica do farmaco,
em cinco tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntarios sadios.

5.4.3 Parametros farmacocinéticos para os enantiomeros (R)-
metoprolol e (S)-metoprolol

As Tabelas 38, 40 e 42 apresentam os parametros farmacocinéticos
Cmax, Tmax, t1/2061, ASCo.t € ASCo.int € a relacdo percentual entre os valores de
ASCy: e ASCqiny para o enantibmeros (R)-metoprolol, Fase 1, 2 e 3
respectivamente. As Tabelas 39, 41 e 43 apresentam os mesmos parametros
farmacocinéticos citados acima para o enantibmeros (R)-metoprolol, Fase 1, 2
e 3 respectivamente.
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Tabela 38 Parametros farmacocinéticos para o (R)-metoprolol na Fase 1 do
estudo clinico, apés administragdo de dose uUnica do farmaco a 20
= desvio padrdo; CV = coeficiente de

voluntarios sadios. DP

variagao.
(R)- metoprolol (FASE 1)
Voluntarios Cmax Timax T2 ASCy. ASC,... %
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
1 147,72 1,00 0,93 469,41 470,94 99,67
2 144,88 1,00 0,82 458,14 460,54 99,48
3 144,71 1,00 0,70 454,08 456,65 99,44
4 151,61 1,00 0,94 472,89 476,11 99,32
5 167,59 1,00 1,02 489,27 493,26 99,19
6 160,88 1,00 0,88 478,52 481,32 99,42
7 143,54 1,00 0,81 456,85 459,83 99,35
8 141,74 1,00 0,78 455,78 458,15 99,48
9 157,89 1,00 0,92 474,51 477,68 99,34
10 145,14 1,00 0,84 456,69 457,91 99,73
11 177,03 1,00 1,04 496,78 502,69 98,82
12 146,49 1,00 0,94 472,55 478,11 98,84
13 143,53 1,00 0,68 450,74 452,68 99,57
14 164,41 1,00 0,93 487,56 491,20 99,26
15 180,58 1,00 1,04 506,04 512,48 98,74
16 177,67 1,00 0,93 495,67 499,14 99,30
17 145,14 1,00 0,83 467,74 470,98 99,31
18 143,37 1,00 0,94 471,40 474,89 99,27
19 146,49 1,00 0,52 445,08 445,73 99,85
20 143,53 1,00 0,68 445,85 447,95 99,53
Média 153,70 1,00 0,86 470,28 473,41 99,35
D.P 13,03 0,00 0,14 17,75 18,96 0,29
C.V. (%) 8,48 0,00 15,73 3,78 4,00 0,29
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Tabela 39 Parametros farmacocinéticos para o (S)-metoprolol na Fase 1 do
estudo clinico, apés administragdo de dose uUnica do farmaco a 20
voluntarios sadios. DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de

variagao.
(S)- metoprolol (FASE 1)
Voluntarios Chnax Tmax T2 ASCy, ASC,.. %
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ngxh.mL™)
1 124,620 1,000 1,003 405,245 408,791 99,132
2 120,349 1,000 0,772 408,952 412,615 99,112
3 119,998 1,000 0,867 395,009 396,427 99,643
4 123,431 1,000 0,991 382,391 390,018 98,044
5 134,707 1,000 1,022 421,269 427,401 98,565
6 120,768 1,500 1,142 403,093 405,941 99,298
7 118,601 1,500 1,019 405,873 414,572 97,902
8 120,269 1,500 1,065 423,474 431,408 98,161
9 130,818 1,000 0,824 398,732 402,640 99,030
10 130,568 1,000 0,680 394,229 395,766 99,611
11 125,587 1,000 1,026 410,091 418,823 97,915
12 118,510 1,000 0,722 396,368 399,203 99,290
13 119,822 1,000 0,886 393,406 396,864 99,129
14 125,109 1,000 1,149 394,346 406,482 97,014
15 136,862 1,000 1,179 430,665 440,414 97,786
16 123,594 1,500 1,330 418,371 426,734 98,040
17 119,808 1,500 1,048 408,583 417,793 97,796
18 122,944 1,500 1,155 434,691 446,102 97,442
19 130,571 1,000 0,528 389,351 401,602 96,949
20 129,606 1,000 0,615 385,612 399,804 96,450
Média 124,84 1,16 0,95 404,97 412,14 98,27
D.P 5,70 0,24 0,21 15,08 16,13 0,94

C.V. (%) 4,56 20,62 22,63 3,72 3,91 0,96
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Tabela 40 Parametros farmacocinéticos para o (R)-metoprolol na Fase 2 do
estudo clinico, apés administracdo de dose Unica do farmaco, em

duas tomadas com

intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntarios sadios. DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de

variagao.
(R)- metoprolol (FASE 2)
Voluntarios Crax Tmax Tare ASCy.¢ ASC,... %
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
1 158,42 1,50 1,55 522,40 531,29 98,33
2 149,78 1,50 1,56 503,57 510,47 98,65
3 149,55 1,50 1,66 506,34 513,06 98,69
4 154,13 1,50 1,58 517,46 525,73 98,43
5 175,49 1,50 1,69 543,96 559,36 97,25
6 156,83 1,50 1,46 522,35 536,06 97,44
7 146,75 1,50 1,57 501,30 511,56 97,99
8 149,22 2,00 1,54 505,29 509,46 99,18
9 155,50 1,50 1,63 522,89 534,32 97,86
10 140,19 1,50 1,54 500,43 506,70 98,76
11 173,97 1,50 1,66 551,61 566,36 97,40
12 161,77 1,50 1,54 519,03 529,28 98,06
13 133,73 1,50 1,59 488,38 494,70 98,72
14 176,99 1,50 1,64 553,41 565,37 97,89
15 190,71 1,50 1,72 576,99 596,94 96,66
16 176,99 1,50 1,52 544,28 558,91 97,38
17 136,10 2,00 1,53 500,44 511,36 97,87
18 166,75 2,00 1,64 537,63 548,93 97,94
19 131,49 2,00 1,48 477,60 481,72 99,14
20 134,13 2,00 1,40 479,38 485,76 98,69
Média 155,92 1,63 1,58 518,74 528,87 98,12
D.P 16,83 0,22 0,08 26,22 29,92 0,68
C.V. (%) 10,79 13,67 5,06 5,06 5,66 0,69
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Tabela 41 Parametros farmacocinéticos para o (S)-metoprolol na Fase 2 do
estudo clinico, apés administracdo de dose Unica do farmaco, em
duas tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntarios sadios. DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de

variagao.
(S)- metoprolol (FASE 2)
Voluntarios Crax Tmax Tare ASCy.¢ ASC,... %
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
1 135,771 1,500 1,515 442,408 449,074 98,516
2 156,625 1,500 1,796 479,351 482,401 99,368
3 128,879 2,000 1,748 450,867 454,876 99,119
4 125,309 1,500 1,693 450,558 492,918 91,406
5 168,709 1,500 1,890 503,175 515,819 97,549
6 163,314 1,500 1,755 472,060 476,226 99,125
7 151,356 1,500 1,311 463,484 470,518 98,505
8 144,598 1,500 2,126 479,246 485,578 98,696
9 139,661 2,000 1,576 454,454 494,208 91,956
10 121,754 2,000 1,505 435,556 445,016 97,874
11 144,488 1,500 1,597 456,208 466,470 97,800
12 145,201 1,500 1,708 460,201 462,763 99,446
13 127,993 2,000 1,760 449,065 455,566 98,573
14 125,540 1,500 1,679 464,420 507,863 91,446
15 184,092 1,500 1,895 515,908 528,763 97,569
16 187,102 1,500 1,909 500,019 510,182 98,008
17 148,190 1,500 1,312 464,781 473,003 98,262
18 163,358 1,500 2,340 500,587 515,603 97,088
19 136,971 2,000 1,531 443,634 479,971 92,429
20 120,662 2,000 1,453 427,924 434,270 98,539
Média 146,52 1,66 1,71 466,92 481,68 96,99
D.P 20,03 0,24 0,26 24,16 25,97 2,83

C.V. (%) 13,67 14,40 14,91 5,17 5,39 2,91
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Tabela42 Parametros farmacocinéticos para o (R)-metoprolol na Fase 3 do

estudo clinico, apés administracdo de dose Unica do farmaco, em
intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntarios sadios. DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de

cinco tomadas com

variagao.
(R)- metoprolol (FASE 3)
Voluntarios Crax Tmax Tare ASCy.¢ ASC,... %
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
1 114,77 2,50 1,83 380,18 402,90 94,36
2 112,40 2,50 1,73 369,40 387,50 95,33
3 113,35 2,50 1,75 369,93 385,99 95,84
4 114,95 2,50 1,77 379,35 400,78 94,65
5 116,28 2,50 1,86 391,09 417,59 93,65
6 114,77 2,50 1,81 380,71 403,04 94,46
7 113,25 2,50 1,69 372,58 388,72 95,85
8 113,56 2,50 1,74 372,17 389,48 95,56
9 113,74 2,50 1,74 378,78 399,44 94,83
10 113,35 2,50 1,72 368,02 384,23 95,78
11 116,44 2,50 1,86 392,61 419,46 93,60
12 114,50 2,50 1,80 381,98 404,13 94,52
13 112,18 2,50 1,55 358,44 370,60 96,72
14 116,24 2,50 1,90 388,73 416,14 93,41
15 117,32 2,50 1,95 402,00 433,86 92,66
16 116,30 2,50 1,87 392,20 418,14 93,79
17 114,63 2,50 1,80 384,28 406,26 94,59
18 114,93 2,50 1,79 383,39 402,77 95,19
19 112,06 2,50 1,67 359,72 373,41 96,33
20 111,00 2,50 1,47 354,36 366,58 96,67
Média 114,30 2,50 1,77 378,00 398,55 94,89
D.P 1,69 0,00 0,11 12,47 17,76 1,13
C.V. (%) 1,48 0,00 6,40 3,30 4,46 1,19




107

Tabela 43 Parametros farmacocinéticos para o (S)-metoprolol na Fase 3 do
estudo clinico, apés administracdo de dose Unica do farmaco, em
intervalo de 30 minutos entre elas, a 20
voluntarios sadios. DP = desvio padrdao; CV = coeficiente de

cinco tomadas com

variagao.

(S)- metoprolol (FASE 3)

Voluntarios Crax Tmax Tare ASCy.¢ ASC,... %
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)

1 97,452 2,500 1,827 349,961 372,681 93,904
2 119,919 2,500 2,055 425,528 457,165 93,080
3 108,422 3,000 2,036 379,406 407,163 93,183
4 111,284 2,500 1,582 386,298 401,817 96,138
5 102,072 2,500 1,972 393,525 423,230 92,981
6 108,405 2,500 2,575 379,387 412,729 91,922
7 118,175 2,500 2,148 381,770 400,221 95,390
8 105,864 2,500 1,576 384,186 408,612 94,022
9 103,646 2,500 1,767 365,560 377,347 96,876
10 96,820 2,500 1,732 383,030 402,584 95,143
11 99,550 2,500 1,803 356,175 379,420 93,873
12 118,161 2,500 1,883 405,739 427,246 94,966
13 108,115 3,000 2,074 375,664 399,710 93,984
14 112,844 2,500 1,744 394,908 414,493 95,275
15 103,772 2,500 2,059 404,943 439,649 92,106
16 109,095 2,500 2,613 387,813 426,593 90,909
17 118,516 2,500 2,082 383,166 399,811 95,837
18 108,003 2,500 1,626 396,253 427,195 92,757
19 101,964 2,500 1,566 355,017 363,171 97,755
20 96,068 2,500 1,951 376,315 396,881 94,818
Média 107,93 2,55 1,94 384,98 408,69 94,26

D.P 7,25 0,16 0,30 16,88 22,29 1,78

C.V. (%) 6,72 6,18 1542 4,38 5,45 1,89
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5.5 Anadlise comparativa dos parametros farmacocinéticos de
(R,S)-metoprolol e seus enantibmeros

Os perfis médios de concentracdo plasmatica em fungdo do tempo
obtidos para o farmaco (R,S)-metoprolol e seus enantibmeros, a partir dos trés
diferentes regimes de tratamento empregados, sdo apresentados nas Figuras
19, 20 e 21. A Tabela 44 mostra as razbes entre os enantibmeros (R)-

metoprolol e S-metropolol para os parametros farmacocinétidos Cnax € ASCos.

Fase 1
250 - == (R,S)-metoprolol
== R-metoprolol
200 -
S-metoprolol
150 -

Concentragdo (ng.mL1)

L

|

O ' q T T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
Tempo (h)

Figura 19 Curva média de concentragcédo plasmatica em fungéo do tempo para
(R,S)-metoprolol e seus enantibmeros na Fase 1 do estudo clinico,
apdés administragdo de dose unica do farmaco a 20 voluntarios
sadios.
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Fase 2
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Figura 20 Curva média de concentragcédo plasmatica em fungédo do tempo para
(R,S)-metoprolol e seus enantibmeros na Fase 2 do estudo clinico,
apos administracdo de dose Unica do farmaco, em duas tomadas
com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20 voluntarios sadios.
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=~ 200 -+
o == (R,S)-metoprolol
Sb == R-metoprolol
£ 150 A
o S-metoprolol
AT
O
o
£ 100 -
Q
Q
5
O 50 A

0 'V T T T 1

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Tempo (h)

Figura 21 Curva média de concentracado plasmatica em fungéo do tempo para
(R,S)-metoprolol e seus enantibmeros na Fase 3 do estudo clinico,
apdés administracdo de dose uUnica do farmaco, em cinco tomadas
com intervalo de 30 minutos entre elas, a 20 voluntarios sadios.
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Tabela 44 Razdo entre os parametros farmacocinéticos médios de ASCo. €
Cmax para os enantibmeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol.

ASC,.; (ng.h.mL™") Cmax (ng.mL™)

F1 F2 F3 F1 F2 F3

(R,S)}-metoprolol 663,08 767,43 702,01 232,82 247,73 201,22
(R)-metoprolol 470,28 518,74 378,00 153,70 15592 114,30
(S)-metoprolol 404,97 466,92 384,98 124,84 14652 107,93

Razdo R/S 1,16 1,11 0,98 1,23 1,06 1,06

% 16,1 11,1 1,8 23,1 6,4 5,9

5.6 Analise estatistica

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA) com andlise post hoc
para os parametros farmacocinéticos de Cmax, Tmax, t(1/2) e ASCq. para o
(R,S)-metoprolol e os enantibmeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol sao
mostrados nas Tabelas 45, 47 e 49 respectivamente, para os trés diferentes
regimes de tratamento empregados.

As Tabelas 46, 48 e 50 monstram os dados de intervalo de confianga
para (R,S)-metoprolol, (R)-metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente, para
os trés diferentes regimes de tratamento empregados. As Figuras 22, 23 e 24
apresentam os graficos de Cmax em funcdo do tratamento empregado aos
voluntérios no estudo clinico e o grafico de ASC em funcdo do tratamento
empregado aos voluntarios no estudo clinico, para (R,S)-metoprolol, (R)-
metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente, para os trés diferentes regimes
de tratamento empregados, com intervalo de confiangca de 95%.
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As Tabelas 51 e 53 mostram os resultados da analise de variancia
(ANOVA) com analise post hoc para os parametros farmacocinéticos de Cmax,
Tmax, t(1/2) e ASCy. para as razdes de (R,S)-metoprolol sobra (R)-metoprolol
e (S)-metoprolol, respectivamente, para os trés diferentes regimes de
tratamento empregados.

Nas Tabelas 52 e 54 sao apresentados os dados de intervalo de
confianga para as razdes de (R,S)-metoprolol sobra (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol, respectivamente, para os trés diferentes regimes de tratamento
empregados. As Figuras 25 e 26 mostram os graficos de Cmax em fung¢ao do
tratamento empregado aos voluntarios no estudo clinico e o grafico de ASC em
funcdo do tratamento empregado aos voluntarios no estudo clinico, para as
razbes de (R,S)-metoprolol sobra (R)-metoprolol e (S)-metoprolol,
respectivamente, para os trés diferentes regimes de tratamento empregados,
com intervalo de confianga de 95%.



Tabela45 Parametros farmacocinéticos de (R,S)

112

metoprolol apds a

administragédo de 100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes

regimes.

Crnéx (ng-mL-1) Trnéx (h)

ASCq. (ng.h.mL™)

Tramento 1: tomada Unica de 100 mg

Média 232,82 1,18
DP 25,97 0,24
CV% 11,15 20,82

Tramento 2: duas tomadas de 50 mg

Média 247,73 1,68
DP 24,00 0,24
CV% 9,69 14,61

Tramento 3: trés tomadas de 20 mg

Média 201,22 2,43
DP 14,56 0,18
CV% 7,24 7,55

Analise de variancia (ANOVA): valores de p, usando método de Scheffé*

Tratamentos 1 e 2 0,111391 0,000000
Tratamentos 1e 3 0,000158 0,000000
Tratamentos 2 e 3 0,000000 0,000000
Analise post hoc 2,1>3 3>2>1

663,08
67,68

10,21

767,43
59,08

7,70

702,01
40,27

5,74

0,000002
0,105012
0,002588

1,3<2

*Diferengas significativas p<0,05
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Tabela 46

113

Intervalo de confianga (IC 95%) para as diferengcas entre os

valores médios dos parametros farmacocinéticos para o (R,S)-

metoprolol, considerando o regime de tratamento.

Tratamento Diferencas IC
Crmax (ng.mL")
Tratamento 1 e 2 14,9128 -2,6349 a 32,4604
Tratamento 1 e 3 -31,5988 -49,1464 a -14,0512
Tratamento 2 e 3 -46,5116 -64,0592 a -28,9639
ASCy. (ng.h.mL™)
Tratamento 1 e 2 104,3575 59,179 a 149,5363
Tratamento 1 e 3 38,9277 -6,251 a 84,1065
Tratamento 2 e 3 -65,4297 -110,609 a -20,2509
{ Crnax (R, 5) metoprolal { AUCIR,S) metoprolol
fivaa]
a0
Tad
TEd
T4
(=]
g T2
T0a
(=]
650
640
| . | - .
25 =) 100 25 50

dose

e

100

Figura 22 Grafico de Cnax em funcéo do tratamento aplicado aos voluntarios no
estudo clinico (esquerda) e grafico de ASC em fungéo do tratamento
aplicado aos voluntarios no estudo clinico (direita), para (R,S)
metoprolol, com intervalo de confianca de 0,95.
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Tabela 47 Parametros farmacocinéticos de (R)-metoprolol apdés a
administragédo de 100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes
regimes.

Crax (ng.mL™) Tmax (h) ASCy. (ng.h.mL™)

Tramento 1: tomada uUnica de 100 mg

Média 153,70 1,00 470,28
DP 13,03 0,00 17,75
CV% 8,48 0,00 3,78

Tramento 2: duas tomadas de 50 mg

Média 155,92 1,63 518,74
DP 16,83 0,22 26,22
CV% 10,79 13,67 5,06

Tramento 3: trés tomadas de 20 mg

Média 114,30 2,50 378,00
DP 1,69 0,00 12,47
CV% 1,48 0,00 3,30

Analise de variancia (ANOVA): valores de p, usando método de Scheffé*

Tratamentos 1 e 2 0,849696 0,000000 0,000000
Tratamentos 1 e 3 0,000000 0,000000 0,000000
Tratamentos 2 e 3 0,000000 0,000000 0,000000
Analise post hoc 1,2>3 3>2>1 2>1>3

*Diferencgas significativas p<0,05



115

Tabela 48 Intervalo de confianga (IC 95%) para as diferencas entre os
valores médios dos parametros farmacocinéticos para o (R)-
metoprolol, considerando o regime de tratamento.

Tratamento Diferencas IC
Crmax (ng.mL™)
Tratamento 1 e 2 2,2281 -7,5702 a 12,0264
Tratamento 1 e 3 -39,3947 -49,1930 a -29,5964
Tratamento 2 e 3 -41,6228 -51,4211 a -31,8245
ASC,, (ng.h.mL™)
Tratamento 1 e 2 48,460 32,841 a 64,079
Tratamento 1 e 3 -92,281 -107,900 a -76,662
Tratamento 2 e 3 -140,741 -156,360 a -125,122

[ Cmax R-metoprolol J

[ AUC R-metoprolol J

onv
Eg88a88888R888¢8

Figura 23 Grafico de Cnax em funcéo do tratamento aplicado aos voluntarios no
estudo clinico (esquerda) e grafico de ASC em fungao do tratamento
aplicado aos voluntarios no estudo clinico (direita), para (R)-
metoprolol, com intervalo de confianca de 0,95.




Tabela 49 Parametros farmacocinéticos

de

116

(S)-metoprolol apés a

administragédo de 100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes

regimes.

Cmsx (ng.mL™) Tmax (h) ASCy. (ng.h.mL™)
Tramento 1: tomada uUnica de 100 mg
Média 124,84 1,16 404,97
DP 5,70 0,24 15,08
CV% 4,56 20,62 3,72
Tramento 2: duas tomadas de 50 mg
Média 146,52 1,66 466,92
DP 20,03 0,24 24,16
CV% 13,67 14,40 517
Tramento 3: trés tomadas de 20 mg
Média 107,93 2,55 384,98
DP 7,25 0,16 16,88
CV% 6,72 6,18 4,38
Analise de variancia (ANOVA): valores de p, usando método de Scheffé*
Tratamentos 1 e 2 0,000010 0,000000 0,000000
Tratamentos 1 e 3 0,000246 0,000000 0,003416
Tratamentos 2 e 3 0,000000 0,000000 0,000000
Analise post hoc 2>1>3 3>2>1 2>1>3

*Diferencgas significativas p<0,05
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Tabela 50 Intervalo de confianga (IC 95%) para as diferencas entre os
valores médios dos parametros farmacocinéticos para o (S)-
metoprolol, considerando o regime de tratamento.

Tratamento Diferencas

Cmax (Ng.mL™)

Tratamento 1 e 2 21,1516

Tratamento 1 e 3 -17,4197

Tratamento 2 e 3 -38,5713
ASC,, (ng.h.mL™)

Tratamento 1 e 2 60,7079

Tratamento 1 e 3 -21,7553

Tratamento 2 e 3 -82,4631

11,1838 a 31,1194
-27,3875 a -7,4519

-48,5391 a -28,6035

45,2841 a 76,1316
-37,1790 a -6,3316

-97,8868 a -67,0394

[ Cmax S-metoprolol J

Is

490
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470
460
450
440
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420

5410
400
390
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360

dose

AUC S-metoprolol l
S

Figura 24 Grafico de Cnax em funcéo do tratamento aplicado aos voluntarios no
estudo clinico (esquerda) e grafico de ASC em fungao do tratamento
aplicado aos voluntarios no estudo clinico (direita), para (S)-
metoprolol, com intervalo de confianca de 0,95.
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Tabela 51 Raz&o entre os parametros farmacocinéticos de (R,S)-metoprolol
e seu enantibmero (R)-metoprolol (R,S/R), apds a administracéo de
100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes regimes.

Crax (ng.mL™) Tmax (h) ASCy. (ng.h.mL™)

Tramento 1: tomada uUnica de 100 mg

Média 1,53 1,18 663,08
DP 0,21 0,24 67,68
CV% 13,93 20,82 10,21

Tramento 2: duas tomadas de 50 mg

Média 1,61 1,05 767,43
DP 0,26 0,19 59,08
CV% 16,36 18,37 7,70

Tramento 3: trés tomadas de 20 mg

Média 1,76 0,95 702,01
DP 0,13 0,08 40,27
CV% 7,66 8,74 5,74

Analise de variancia (ANOVA): valores de p, usando método de Scheffé*

Tratamentos 1 e 2 0,444755 0,095306 0,335379
Tratamentos 1 e 3 0,003380 0,003747 0,000000
Tratamentos 2 e 3 0,085429 0,435044 0,000000
Analise post hoc 1<2<3 1>2>3 1,2<3

*Diferencgas significativas p<0,05
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Tabela 52 Intervalo de confianga (IC 95%) para as diferencas entre as
razbes dos parametros farmacocinéticos de (R,S)-metoprolol e seu
enantidmero (R)-metoprolol (R,S/R), considerando o regime de
tratamento.

Tratamento Diferencas IC

Cmax (ng.mL™)

Tratamento 1 e 2 0,085280 -0,081911 a 0,252471 -
Tratamento 1 e 3 0,236066 0,068875 a 0,403256
Tratamento 2 e 3 0,150786 0,016405 a 0,317977

ASCy. (ng.h.mL™)

Tratamento 1 e 2 0,072793 -0,049801 a 0,195386
Tratamento 1 e 3 0,448678 0,326084 a 0,571271
Tratamento 2 e 3 0,375885 0,253291 a 0,498478
[ Cmax (R,S/R) metoprolol } [ AUC (R,S/R) metoprolol J
20
1,9
1,9
1,8
1,8
17 1,7
16 e
Z15
1,5 °
31,4
L5 1,3
1,3 i>2;
20 50 100 20 50 100
dose dose

Figura 25 Grafico de Cnax em funcéo do tratamento aplicado aos voluntarios no
estudo clinico (esquerda) e grafico de ASC em fungao do tratamento
aplicado aos voluntarios no estudo clinico (direita), para as razdes
entre os parametros farmacocinéticos de (R,S)-metoprolol e seu
enantidmero (R)-metoprolol (R,S/R), com intervalo de confianca de
0,95.
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Tabela 53 Raz&o entre os parametros farmacocinéticos de (R,S)-metoprolol
e seu enantibmero (S)-metoprolol (R,S/S), ap6s a administracdo de
100 mg de metoprolol racémico em trés diferentes regimes.

Crax (ng.mL™) Tmax (h) ASCy. (ng.h.mL™)

Tramento 1: tomada uUnica de 100 mg

Média 1,87 1,07 470,28
DP 0,24 0,32 17,75
CV% 13,01 30,16 3,78

Tramento 2: duas tomadas de 50 mg

Média 1,72 1,03 518,74
DP 0,27 0,20 26,22
CV% 15,48 19,65 5,06

Tramento 3: trés tomadas de 20 mg

Média 1,88 0,95 378,00
DP 0,15 0,08 40,27
CV% 8,21 8,77 3,30

Analise de variancia (ANOVA): valores de p, usando método de Scheffé*

Tratamentos 1 e 2 0,130113 0,896132 0,965952
Tratamentos 1 e 3 0,994265 0,288605 0,001193
Tratamentos 2 e 3 0,105479 0,534743 0,002639
Analise post hoc 1,2,3 1,2,3 1,2<3

*Diferencgas significativas p<0,05
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Tabela 54 Intervalo de confianga (IC 95%) para as diferencas entre as
razbes dos parametros farmacocinéticos de (R,S) metoprolol e seu
enantibmero (S)-metoprolol (T/S), considerando o regime de
tratamento.

Tratamento Diferencas IC

Cmax (ng.mL™)

Tratamento 1 e 2 -0,147446 -0,025096 a 0,335369
Tratamento 1 e 3 0,007691 -0,172542 a 0,187924
Tratamento 2 e 3 0,155136 -0,327678 a 0,032787

ASCy. (ng.h.mL™)

Tratamento 1 e 2 0,013222 -0,113001 a 0,139446
Tratamento 1 e 3 0,195689 0,069466 a 0,321913
Tratamento 2 e 3 0,182467 0,056243 a 0,308691
[ Cmax (R,S/R) metoprolol J [ AUC (R,S/R) metoproloal ]
21 20
20 1,9
1,9
1,8
1,8
E 17
1,7 o .
g —_
1,6
1,6
1.5 20 50 100 " 20 50 100
dose dose

Figura 26 Grafico de Cnax em funcéo do tratamento aplicado aos voluntarios no
estudo clinico (esquerda) e grafico de ASC em fungao do tratamento
aplicado aos voluntarios no estudo clinico (direita), para as razdes
entre os parametros farmacocinéticos de (R,S)-metoprolol e seu
enantibmero (S)-metoprolol (R,S/S), com intervalo de confianga de
0,95.
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Atualmente existe uma grande discussdo entre pesquisadores e
agéncias regulatérias quanto a necessidade de avaliacao de um farmaco quiral
como mistura racémica ou como enantibmero isolado para estudos de
bioequivaléncia. Devido a essas contradi¢cdes € dificil estabelecer um critério
geral para avaliar estes farmacos, sendo assim necessario analisar cada caso
individualmente.

A utilizagcdo de métodos enantioseletivos pode fornecer dados mais
precisos em relagdo a biodisponibilidade e bioequivaléncia de um determinado
farmaco. Para determinar como um farmaco empregado na forma de mistura
racémica deve ser mensurado, se farmaco total ou enantibmeros isolados, é
preciso levar em consideragdo as caracteristicas de cada enantibmero, suas
diferengcas farmacocinéticas e farmacodinamicas, além de caracteristicas da
populacdo e custo do método enantioseletivo, que é mais dispendioso. Se um
dos enantibmero apresentar diferentes caracteristicas farmacodinamicas e
absorcdo ndo-linear, medidas do enantibmero isolado em estudos de
bioequivalancia podem ser recomendados (Torrado, 2010). Porém, se os
enantibmeros ndo apresentarem diferencas significativas, com relagéo a essas
suas propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas, os métodos

enantioseletivos sdo desnecessarios.

Quando se realizam estudos para novos farmacos é mais adequado a
utilizacdo de método enantiosseletivo para uma melhor avaliacdo dos
parametros farmacocinéticos de cada um dos enantibmeros, uma vez que além
de néo se ter muitas informacgdes a respeito desse farmaco, este pode também
apresentar diferentes taxas de absorcdo entre seus enantibmeros, o que

levaria a diferengas nas suas concentracdes plasmaticas (Santoro, 2001).

O metoprolol foi escolhido como farmaco modelo, para avaliar a
diferenga entre um estudo de biodisponibilidade relativa utilizando método de
quantificacdo do farmaco total e método quiral de quantificacdo dos
enantibmeros isolados, devido as diferencas observadas entre seus
enantibmeros, como clearance, ligagdo a proteinas e tecidos, metabolismo e
interacdo com outros farmacos, além da afinidade enantioseletiva para o

receptor.
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O metoprolol apresenta diversas caracteristicas que o classificam como
farmaco para o qual seria recomendado a andlise dos enantibmeros isolados
em um ensaio de bioequivaléncia (Cerqueira, 2003, Sandberg 1993). Seus
enantibmeros exibem diferengcas farmacodindmicas, pois o enantibmero (S)-
metoprolol exibe uma afinidade significativamente maior pelo receptor de
subtipo Bi-adrenérgico que a do (R)-metoprolol (Wahlund et al, 1990). Além da
afinidade estereoseletiva pelo receptor, esse farmaco possue alta taxa de
biotransformacao (Seeringer, 2008).

Nesse estudo foram quantificados o farmaco total e os seus
enantibmeros isolados, a fim de estabelecer possiveis consequéncias das
diferengcas enantioseletivas na farmacocinética do metoprolol. Foi avaliado,
também, a influéncia da velocidade e forma de entrada do farmaco no
organismo, uma vez que esta pode causar interferéncia nos parametros
farmacocinéticos de cada enantidmero.

A etapa analitica para a andlise das amostras provenientes do estudo de
biodisponibilidade relativa compreendeu, primeiramente, o desenvolvimento e a
validacao de um método bioanalitico para quantificacao de (R,S) metoprolol em
amostras de plasma e desenvolvimento e a validagdo de um meétodo
enantioseletivo para quantificacdo dos enantibmeros (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol em amostras de plasma.

A quantificacdo de farmacos em amostras bioldégicas em estudos de
biodisponibilidade relativa, tanto para métodos convencionais quanto para
métodos quirais, consideram os seguintes fatores:

e validagdo do método utilizado, considerando-se os parametros de
sensibilidade, reprodutibilidade, linearidade, especificidade,

precisao, exatidao e estabilidade;
e interagdo do farmaco com a matriz biol6gica das amostras;
e avaliagdo de interferentes presentes na amostra;

e estabelecimento de condicbes adequadas de armazenamento das
amostras, determinando sua estabilidade.
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Estao descritos na literatura diversos métodos convencionais (Jesen, 2008;
Farca, 2003; Yilmaz, 2010) para quantificacao de (R,S) metoprolol e métodos
quirais (Boralli, 2005; Cerqueira, 2002; Krstulovic, 1988; Singh, 2001; Ching,
1989) para quantificacdo dos seus enantibmeros em plasma por cromatografia
liqguida com detector por fluorescéncia e UV. Estes trabalhos foram utilizados
como ponto de partida para o desenvolvimento do método bioanalitico do
presente trabalho.

O método de deteccdo escolhido, para ambos os métodos, foi por
fluorescéncia, por ter proporcionado maior sensibilidade e especificidade em
relacdo a detecgao por UV, com limite de deteccdo adequado a aplicacdo em
estudos de farmacocinética.

Outro parametro importante é a escolha do padrdo interno. O padrao
interno € geralmente um composto com caracteristicas estruturais similares ao
analito, e que, no caso do método em questdo, seja detectado por
fluorescéncia. Neste trabalho, utilizou-se o ofloxacino como padréao interno,
pois este apresentou adequada seletividade nos meétodos desenvolvidos,
tempo de eluicdo adequado para a corrida cromatografica e deteccao por

fluorescéncia.

As amostras biologicas obtidas dos voluntarios e destinadas aos estudos
de biodisponibilidade passaram por tratamento prévio a analise cromatografica,
objetivando uma separacao livre de interferentes. Na maioria dos trabalhos a
purificagdo do metoprolol, a partir da matriz biologica, se deu por meio de
precipitagdo de proteinas utilizando acetonitrila (Jesen, 2008; Farca, 2003;
Yilmaz, 2010). Essa técnica de extragdo tem como vantagem o baixo custo e

maior rapidez no processo.

A precipitagdo de proteinas empregando acetonitrila foi a técnica de
escolha para o estudo em questao por conta do volume de amostras a serem
analisadas e por apresentar baixa quantidade de interferentes endégenos nos

tempos de retencao do analito e padrao interno.

Para o método de quantificacdo do metoprolol total o tempo de cada
analise cromatografica foi de 10 minutos, com tempos de retencao de 4,5 e 8,0

minutos para o ofloxacino e metoprolol respectivamente. Esse método
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apresentou limite de quantificacdo de 5 ng.mL™", com precisdo e exatiddo de
10,13 % e 88,81 %, respectivamente, o que possibilitou a quantificagdo de
metoprolol na fase terminal de decaimento plasmatico, onde sdo observadas

baixas concentracoes.

A analise de regressdao da curva de calibracdo demonstrou que o
método é linear no intervalo de concentracdo de 5 a 500 ng.mL”, com
coeficiente de determinagdo (r?) igual a 0,9993. A recuperacdo média foi de
73,5% para o metoprolol, sendo um valor satisfatério para as analises das

amostras dos voluntarios.

Os valores obtidos para analise de amostras de metoprolol em plasma
no mesmo dia (intra-dia) apresentaram precisao entre 3,76 a 5,71% e exatidao
entre 90,28 a 95,67 %. Amostras analisadas em dias diferentes (inter-dias)

apresentaram precisao entre 3,76 a 6,06 % e exatidao entre 91,29 a 96,68 %.

Para o método quiral de quantificagdo dos enantidbmeros (R)-metoprolol
e (S)-metoprolol foi utilizada uma coluna quiral do tipo Chiralcel OD® derivada
de carbamato de celulose tris-3,5-dimetilfenil, com fase mével constituida de
hexano, etanol e dietilamina, utiizada em diversos trabalhos para a
quantificacdo de beta bloqueadores, entre eles o metoprolol (Boralli, 2005;
Cerqueira, 2002; Krstulovic, 1988; Singh, 2001; Ching, 1989).

Nesse tipo de coluna o reconhecimento quiral dos beta-bloqueadores
ocorre através da ligacdo entre o hidrogénio do grupo —OH da parte
aminoalcool do composto e o grupo carboxila do derivado de fenilcarbamato.
As interagdes entre as duplas ligacdes e a inclusdo parcial dos enantibmeros

na fase estacionaria também sao responsaveis pela separacao enantiomérica.

A coluna Chiralcel OD® é uma coluna de fase normal, ou seja, utiliza
solventes apolares como fase mével. O pricipal solvente utilizado para essa
condicao é o hexano, juntamente com etanol e isopropanol como modificadores

organicos.

Foram realizados testes empregando hexano e etanol em diferentes
propor¢coes com e sem adigdo de dietilamina a fase moével, a fim de obter uma
separagao adequada com tempo de analise reduzido. A adicdo de dietilamina a
fase mével promoveu uma melhor resolucao dos picos e redugédo no tempo de
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retencdo Durante o desenvolvimento do método verificou-se que temperaturas
mais baixas promoviam separagdo mais eficiente, definindo-se a temperatura

de 25 °C como 6tima para o método desenvolvido.

O tempo de cada corrida cromatografica foi de 10 minutos, com tempos
de retencao de 4,0; 6,0 e 8,0 minutos para o ofloxacino, (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol respectivamente. O método apresentou limite de quantificacdo de
10 ng.mL™", com precisdo de 11,80 % e 11,54 % e exatiddo de 74,88 % e
77,66% para (R)-metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente.

A curva de calibracdo demonstrou que o método é linear no intervalo de
concentragdo de 10 a 500 ng.mL™", com coeficiente de determinacéo (r?) igual a
0,9952 e 0,996 para (R)-metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente. A
recuperacao média foi de 67,57% e 67,97% para (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol respectivamente, sendo um valor satisfatério para as analises das

amostras dos voluntarios.

Os valores obtidos para andlise de amostras de metoprolol em plasma
no mesmo dia (intra-dia) apresentaram preciséo entre 5,6 % a 8,69 % e 4,75 %
a 9,01 % e exatidao entre 84,62 % a 86,69 % e 82,68 % a 84,84 % para (R)-
metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente. Amostras analisadas em dias
diferentes (inter-dias) apresentaram precisédo entre 5,99 % a 8,33 % e 5,25 % a
10,07 % e exatidao entre 84,63 % a 86,70 % e 82,63 % a 84,85 % para (R)-

metoprolol e (S)-metoprolol respectivamente.

De acordo com os resultados apresentados, os métodos mostraram-se
especificos, sensiveis, lineares, precisos e exatos. Todos o0s parametros
avaliados durante a validacdo do método bioanalitico para quantificacao de
metoprolol em plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando
deteccao por fluorescéncia, estdo de acordo com os critérios estabelecidos
pela ANVISA (Brasil, 2003c).

Todos os 20 individuos selecionados como voluntarios completaram
todas as fases do estudo clinico sem intercorréncias. Durante a sele¢do desses
voluntarios foram observadas caracteristicas antropométricas, como sexo,
idade e relacao peso-altura, estado fisico, consumo de alcool, tabagismo e
auséncia de patologias cardiacas, gastrintestinais, neurolégicas ou
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metabdlicas. Foram selecionados somente os voluntarios considerados sadios,
que nao fumassem mais de 10 cigarros por dia, ndo etilicos e que estivessem

na faixa de peso ideal + 15%.

Os voluntarios selecionados foram devidamente informados sobre todos
0s aspectos que envolviam o estudo, dando seu consentimento de participacao

por escrito.

A etapa clinica foi dividida em 3 fases, as solu¢gdées de metoprolol foram
administradas em trés regimes diferentes, que simulam diferentes velocidades
de liberagdo do farmaco a partir de uma forma farmacéutica. Os voluntarios
receberam os trés tratamentos empregados em sequéncia (Fase 1, Fase 2 e
Fase 3).

Na Fase 1, os voluntarios receberam uma dose Unica de solugdo aquosa
edulcorada de 100 mg de metoprolol. Na Fase 2 a mesma dose Unica de 100
mg foi administrada em duas tomadas de 50 mg de metoprolol com intervalo de
30 minutos entre elas. Finalmente, na Fase 3 os voluntarios receberam a
mesma dose unica de 100 mg de metoprolol em cinco tomadas de 20mg a
cada 30 minutos. Os comprimidos foram triturados, pesados e divididos nas
doses determinadas. No momento da administragdo o farmaco foi disolvido em
solucdo edulcorada e administrado, juntamente com 200 mL de &agua, aos
voluntarios no regime estabelecido para cada fase. Esse esquema de
administracédo foi estabelecido com o intuito de simular uma liberagéo
modificada do farmaco, eliminando também a etapa de dissolugdo da forma
farmacéutica, a fim e avaliar apenas as diferencas de velocidade e extensao de

absorcao entre o metoprolol total e seus enantibmeros.

Entre todas as fases houve o periodo de wash-out de 7 dias, periodo
superior a 10 meias-vidas de eliminacdo do metoprolol, garantindo a completa
eliminagao do farmaco. O periodo de wash-out € definido como um intervalo de
tempo suficientemente grande entre dois periodos de tratamento para que o
efeito residual de uma formulacdo administrada num periodo de tratamento

seja eliminado das unidades experimentais para o proximo tratamento.

Farmacos racémicos com farmacocinética nao estereoseletiva

apresentam razdes de area sob a curva entre os enantidmeros com valores



129

proximos a 1 (ASC (S) / ASC (R) = 1) e proporcdes de concentragdes
plasmaticas (S) / (R) constantes. Portanto, mudando a velocidade de liberacéo
da forma farmacéutica ndo sdo esperadas alteragcdes na velocidade de

absorcao.

O metoprolol € um beta bloqueador que é comercializado como
composto racémico, com faixa terapéutica de 50 mg a 200 mg. Ele é quase
completamente absorvido ap6s a administracao oral, com baixa taxa de ligacao
as proteinas plasmaticas, sua biodisponilidade sistémica varia devido a extensa
biotransformacao pré-sistémica. Picos de concentracdo plasmatica sao
atingidos ap6s 1,5 a 2 horas ap6s a administragédo do farmaco. O enantibmero
(S)-metoprolol expressa maior atividade no bloqueio do receptor B1-adrenérgico
(Regardh, 1980).

A maioria dos estudos realizados que estdo relacionados a
enantioseletividade na farmacocinética do metoprolol sdo obtidos a partir de
administragdo de dose Unica aos voluntarios séadios, porém um estudo
realizado, por Cerqueira e colaboradores (2002), com administracdo de doses
multiplas de metoprolol a pacientes hipertensos mostrou haver
enantioseletividade em sua farmacocinética, com acumulo plasmatico para (S)-
metoprolol. Essa enantioseletividade é resultante da discriminagéo entre os

enantibmeros na eliminagao pré-sistémica apos a administragéo por via oral.

Na etapa estatistica, as concentracdes plasmaticas de (R,S) metoprolol
e seus enantibmeros isolados e os parametros farmacocinéticos obtidos para
os diferentes tratamentos empregados foram comparados utilizando analise de
variancia (ANOVA) e determinagéo do intervalo de confianga 95% (1.C. 95 %)

para as diferengas entre os valores médios dos parametros farmacocinéticos.

A analise de variancia (ANOVA) é uma colecdao de modelos estatisticos
no qual a variancia amostral é particionada em diversos componentes devido a
diferentes fatores (variaveis), que nas aplicagbes estdo associados a um
processo. Por meio desta particdo, a ANOVA estuda a influéncia destes fatores
na caracteristica de interesse. Dessa forma, permite que varios grupos sejam
comparados a um so tempo. Esses fatores podem ser de origem qualitativa ou
quantitativa, entretanto, a varidvel dependente devera necessariamente ser
continua (Zar, 1996).
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Utilizou-se método de ANOVA com andlise post hoc para os parametros
farmacocinéticos de Cmax, Tmax, t1/2) € ASCo. para (R,S) metoprolol e seus
enantibmeros, bem como para as razdées entre metoprolol total e cada
enantibmero para os parametros de Cmax € ASCy4, referentes aos trés
esquemas de administracdo, seguindo o modelo ndo compartimental. Foi

considerado nivel de significancia (p) menor que 0,05.

O teste post hoc foi realizado utilizando método de Scheffé para

discriminar diferengas especificas entre os tratamentos empregados.

O método de Scheffé € um método utilizado para ajustar os niveis de
significancia em uma analise de regressao linear para comparacoes mdultiplas.
E particularmente Gtil em testes ANOVA, e na construgdo de intervalos de
confianga simultdneos para regressées que envolvem fungdes de base. O
método de Scheffé € um procedimento de comparacao Unica de um Uunico
passo que aplica ao conjunto de estimativas de todos os contrastes possiveis
entre as médias dos niveis, ndo apenas as diferencas de pares consideradas

pelo método Tukey-Kramerse.

O método estatistico empregado permitiu comparar os parametros
farmacocinéticos, variaveis dependentes, com os diferentes tipos de
administragdo do farmaco, variavel preditora. Os dados farmacocinéticos
utilizados para avaliar as diferencas na velocidade do processo de absorcgao,
entre 0 metoprolol total e seus enantibmeros, foram de concentragao
plasmatica maxima atingida apds a administracdo da dose (Cnax) € de tempo
para atingir essa concentracao (Tmax), €nquanto que para estimar as possiveis
alteracbes na extensdo de farmaco absorvido foram utilizados os dados de
area sob a curva de concentragbes plasmaticas do farmaco versus tempo
(ASCo.1).

A area sob a curva de concentracdes plasmaticas do farmaco versus
tempo (ASCy.) corresponde ao principal parametro de biodisponibilidade, por
representar a quantidade de farmaco absorvido, enquanto que a concentracao
plasmatica maxima atingida ap6s a administracdo da dosa (Cmax) € um
parametro hibrido, ou seja, relacionado a quantidade absorvida e a velocidade

do processo de absorcao.
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A comparagdo entre os trés tratamentos utilizados por meio dos
parametros Cmax, ASCot € Tmax de (R,S)-metoprolol, (R)-metoprolol e (S)-
metoprolol indicou a presencga de diferengas significativas entre os tratamentos,
conforme era esperado. Apenas nao foram observadas diferengas significativas
entre os tratamentos 1 e 2 para o paramtero Cmax de (R,S)-metoprolol € Crax de
(R)-metoprolol, e entre os tratamentos 1 e 3 para o parametro ASCy.; de (R,S)-
metoprolol. O tratamento 1 apresentou valores menores de Cnax €m relacao
aos tratamentos 2 e 3 tanto para o metoprolol total quanto para os
enantibmeros. Os tratamentos 1 e 2 foram equivalentes em relagdo ao Cpax de
(R,S)-metoprolol e de (R)-metoprolol, mas diferentes em relagdo ao Cnax de
(S)-metoprolol (o tratamento 1 apresentou Cnax deste enantibmero menor que o
tratamento 2). Em relagdo ao parametro Tma, Observou-se que os trés
tratamentos foram diferentes entre si, com o tratamento 1 apresentando os
menores valores de Thax € 0 tratamento 3 apresentando os maiores valores,
tanto para o metoprolol total quanto para seus enantibmeros. Na comparacao
dos tratamentos pelo parametro de ASCy., observou-se que o tratamento 2
apresentou os maiores valores de ASCy; tanto para o metoprolol total quanto
para seus enantibmeros. Para os dois enantibmeros observou-se também que
a ASCy.; do tratamento 3 foi inferior a do tratamento 1, enquanto que para o
metoprolol total ndo houve diferenca significativa para ASCy: entre os
tratamentos 1 e 3.

Foram analisadas também as razdes entre os valores de Cmax € ASCo.t

de (R,S)-metoprolol e cada um de seus enantibmeros.

A andlise da relacdo entre Cmsx de metoprolol total e Chax de (R)-
metoprolol (Cmax R,S/ Cmax R), indicou que os tratamentos 1 e 2, e 2 e 3 foram
semelhantes, enquanto que os tratamentos 1 e 3 foram estatisticamente
diferentes, sendo que a relacdo entre os valores de Cpax foi menor no
tratamento 1 e maior no tratamento 3 (1 < 2 < 3). A andlise da relagao entre
Cmax de metoprolol total e Cmax de (S)-metoprolol (Chax R,S/ Cmax S) indicou

que os trés tratamentos foram semelhantes entre si (1,2,3).

Portanto, ndo se observaram alteracdes significativas entre a razao
(R,S)-metoprolol e (S)-metoprolol, enquanto que para a razdo entre farmaco
total e o enantibmero (R)-metoprolol foi observada uma diferenca entre os



132

tratamento 1 e 3, 0 que justifica a aproximacdo entre curvas de decaimento
plasmaticos dos enantibmeros (R)- e (S)-metoprolol observada para o
tratamento 3.

A andlise da relacao entre ASCy.: de metoprolol total e seus
enantibmeros indicou diferencas significativas entre os tratamentos 1 e 3 e
entre os tratamentos 2 e 3 para os dois enantibmeros, mas nao indicou

diferencga entre os tratamentos 1 e 2.

Assim, nao foram observadas diferencas entre os tratamento 1 e 2 tanto
para as razoées (R,S)-metoprolol sobre (R)-metoprolol, quanto para as razdes
(R,S)-metoprolol sobre (S)-metoprolol. Entretanto, foram observadas diferencas
entre os tratamentos 1 e 3 para as razdes de Cnax entre (R,S)-metoprolol e (R)-
metoprolol e para as razdes de ASCy.; entre (R,S)-metoprolol e (R)-metoprolol e
entre (R,S)-metoprolol e (S)-metoprolol. Os tratamentos 2 e 3 também se
diferenciaram em funcao das razées de ASCy. entre (R,S)-metoprolol e (R)-

metoprolol e entre (R,S)-metoprolol e (S)-metoprolol.

A avaliagdo dos resultados indica uma cinética enantioseletiva para o
metoprolol, que pode ter ocorrido devido a diferencas inter-individuais com
relacdo ao tipo de metobolizador expresso, j& que o metoprolol extensa
biotransformacédo. Essa estereoseletividade também se mostrou dependente
da velocidade de entrada do farmaco no organismo, uma vez que os valores de
ASCy.: para (R,S)-metoprolol, (R)- e (S)-metoprolol foram estatisticamente

diferentes entre os tratamentos empregados.

Além disso, a biodisponibilidade do (S)-metoprolol foi menor em todos os
tratamentos, que pode ter ocorrido devido a uma biotransformacao pré-

sistémica dose-dependente.

Portanto, essas diferengas observadas na biodisponibilidade para o
metoprolol total e seus enantibmeros entre os tratamentos indica que a
afrmacdo de equivaléncia terapéutica deve ocorrer levando-se em
consideragéo a velocidade de entrada do farmaco no organismo.



7. CONCLUSOES
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De acordo com os resultados apresentados no presente trabalho pode-se

concluir que:

O método bioanalitico desenvolvido e validado para quantificacdo de
metoprolol em amostras de plasma humano, apresentou seletividade,
linearidade, limite de quantificagdo, recuperacgéo, precisao, exatidao e
estabilidade adequados a sua finalidade;

O método bioanalitico quiral desenvolvido para a quantificagdo dos
enantibmeros (R)-metoprolol e (S)-metoprolol em amostras de plasma
humano, apresentou separacdo adequada para os enantibmeros com
seletividade, linearidade, limite de quantificac&o, recuperagao, precisao,
exatidao e estabilidade adequados para a analise das amostras

obtidas;

Verificou-se que os diferentes tratamentos administrados aos
voluntarios simularam adequadamente diferentes velocidades de

liberagédo do farmaco metoprolol.

A analise farmacocinética para o farmaco (R,S) — metoprolol e seus
enantibmeros e a comparagao entre seus parametros farmacocinéticos
obtidos apdés administracdo oral do metoprolol, indicam uma cinética
enantioseletiva para o metoprolol, que pode ter ocorrido devido a uma
biotransformacao pré-sistémica dose-dependente.
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Parecer do comité de ética
em pesquisa



UNIVERSIDADE DE SAD PAULD

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Assisténcia Técnica Academica

PARECER CONSUBSTANCIADO DO PROJETO

Protocolo CEP n°485
Parecer CEP n° 36/2000
Sra. Pesquisadora,
Francinalva Dantas de Medeiros
| - identificacdo
[ Projeto de Pesquisa: investigagdo da Influbnoia da velocidade de |
iberagiio do firmaco metoprolol & partir da forma
farmacéutica sobre seu processo de absorgio e de
Pesquisador Responsavel: | Francinalva Dantas de Medeiros
Instituigdo: _Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas |
Area Temitica Especial: |
_Patrocinadones: |

1l - Sumario Geral do Protocolo

Muitos dos farmacos =80 encontrados na forma de misiuras racémicas, ou seja, mistura
comends enantibmars, istmeres, complementares na proporgao de 5050 Esses podem
spresentar diferencas quantilstivas & gqualitativas de acio farmacologica, bem como
dferencas entre seus perfis de decaimento plasmatico, Em fungBo dessas Oiferencas, a
guaniificacio de farmaco total em fludes biolbgicos pode ocasionar falhas na nterpretacio
de dados farmacocinélicos, farmacodindmicos @ de miacso entre concentracdo e eferio
farmacolagico. Esta pode ser. inclustve, uma possivel explcacdo para diferencas de agio
enire medicamentos refendncia e genénco relatadas por alguns pacentes ¢ medicos. Assim,
0 presenie trabalho pretende avaliar a biceguivaléncia entre formutaches sohdas orais
oontende metoprolol, mestura Ackmica, por M 08 ENsSaios com métodos enantiosseletivos
de quantiicacio de farmacos

Os objetivos do presente estudo sio!

investigar a influéncia da velocidade de lberagio do metoprokel a partr da florma
farmacéutica sobre o processo de absorgdo do Tamaco total @ dos enantiémeros S-
metoprolol @ R-metoprolal & sobre & relagho entre as concentragbes plasmaticas desias
enantidmarns,

Tipo de estudo;
Trata-se de estudo prospectivo. aleatdno, cruzado com a formaciio de trés grupos com igual
mamern de volurtAnos.

Descrigio da Casuistica:
Participario do ensaio de eodisponibilidade 30 voluntarios sadios que serdo seleconados
carm Dase am Cfanos oescios no proxime item.

Qs critérios de inclusio dos participantes sdo:

e Prod L Prashes, e SET. Bioos 18 A - Giiyte Ureverstsrs - CEP SE800-000 - S8 Pauts - 5%
Fose | Bxr {11) MH3A000 . eumed coplcifunp be



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

EACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Assisténcia Téenich ACacbmica

o O critérios para inclusio dos volunl&nos Sadios s80:

« ndo fumantes ou fumantes até 10 cgarosidia

bom aestade de saide, idade enire 21 & 45 anos, & peso dentro do eal + 15 %,
calculado pela frmula Pl = (H - 100) para homens & Pi = 0.Bx(H - 100} para mulheres,
em que P & o peso ideal (kg) & H, 3 allura 8o voluntana (cm),

ausénci de patplogias cardiacas. renais, gastrineslinass, newrolégicas ou metabdlicas;
sam antecedentes de hipersansibilidade a medcamenios;

n&o devwam asiar am tratamento com Mmedicamentos,

voluntanas do sexo feminino ndo devern estar em estade da gravidez (comprovado
através de axame laboratorial) cu em periodo de amamentagss.

Além desses critérios, serBo anabsados os resultados de mames clinicos e
labaratoriais & de elebrocardiograma para indusdo do volntdrio De acordo com &
Resolugio 412000 [Brasil, 2000) serBo realizados 05 SEgUINIEs Exames:

» Namograma completo;

« uraia;

» Craghning,

» Toslatase alcalna;

« glicamia;

= Bilirnibing il

» protainas iotais & abumina,

» transaminase oxalacética e pinivica (TGO & TGP);

= Acido drico;

= colesierol iofal;

« trighcérides;

s urina tipo |

» sorplogia para HIW, hepatite B & hapatie C;

* B-HCG para mulheres;

s aletrocardiograma com doze denvagies,

Todos o8 exames laboratoriais, excelo & sorologia para HIV, hepslile B & hepatite C,
sarfo reslizados também no periodo pos-estudo. Além disso, os voluntanos fardo outro
slatrocardograma & passando por uma avalacan medica.

Para o8 axames laboratonais de selecio & pés-estudo serdo coletados carca de B
ml de sangua & 10 mi de urina em cada periodo.

Durante o estudo serfo coletadas amostas de B mL de sangue as 0-00, 0:20, 0:40,
1:00, 1:20, 1:40, 2:00, 2:30, 3:00. 3:30, 4:00, 5:00, 6:00, 8:00, 10:00, 12:00 & 14:00 horas
apos o nico da administracao do medicaments. Em cada fase serSo coletados BS mil de
sangua de cada voluntdno. Portanto, 258 ml de sangue no final das 3 fases.

Serdo critérios de exchusio:

individuos que
» nao safisfacam os cridérios de inclisSo supracitados;
« apresaniem fesultados fora da normalidade para os exames clinicos @ |aboratoriais,
sequndo Crilénd madico;
« apresantem mal-estar decomente da refirada de amostras de sangue, tal como tonura,
mﬂd&mﬂnwm-mmammmmn

nﬁ‘mhﬂ.n“.hﬂl « Corlwde Urvwwryiaria - CEP $80858-500 - Ihmt L4
Fowhe | Fae (11 3036083 - s-mmil capiciEaRp. o




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Assistincia Técnica Académeca

» apresemem rescles aoversas ao medicamento admimsirado e expressem desep de
serem excluidos do astudo;

» independentemants de qualquer NLEMCOMENCa, expressam desejo de serem exclidos do
estudo.

O voluntdrios gue apresentarem dados de laboratério com resultados diferentes da
faixa de nomalidade serdo avakados pelo médico. Serdo ncuidos os considerados aplos
desde que 05 nesultades dos exames laboratorias nio represantem risco para o voluntino e
mEm Prejuize pars o estudo.

ili . Consideragies

Trata-se de pesquisa de doutorado da asluna Francnaive Dantas de Medeiros, sendo
crieniada pela Profa Dra. Valentina Porta, especiaksta em Bicequivalénca.

(s documentos necessanos para a realizacio do projeto foram apresenados @ encontram-
sé preenchidos cometamanta

0 termo de consentiments livre & asciarecido foi eserito de forma clara e objetiva. Descreve
os dados sobre a pesquisa; a justificativa & procadimentos da pesquisa; 0s desconfortos &
riscos esperados; os beneficios gue poderBo ser oblidos com @ pesgquisa; O acesio &s
iwaammmmmwmamm
dmummmmwmmi“mm
pasquiss; nomes & enderagos dos responsavels pela pesquisa. entfé Gulros.
Fortano, mnmmmmmam

As amostras colatadas serdio anafisadas fa Facuidada de Ciéncias Famaciuticas da USP e
descartadas ao final do esiudo Forlante ndo havera formaclo de banco dé matena
biplégico & envio deste matenal para o exterior.

IV - SITUACAD DO PROTOCOLO: APROVADO
Cabea a0 pesquisador
+ Comunicar ac CEP a ocorméncia oe efeitos colaterais & ou de reagbes ndo
. m;ucammmmmw-mm-
aprovagio do CEP,

» Comunicar @ justificar 3 narmupcso do projess:
«  Apresantar relatbrios parcial (apas 50% da execuglo do projto) @ final,

530 Paulo, 30 de mango da 2008

e Prod. Limas Prawies, 1" B85, Bl 13 & - Cilacie Urdwaeailiria - CEP SIE0S-800 - Bis Fuuls - B¢
Frwsa | Pan (71 S8 20000 - euml Comprboifpang se



Sdio Paulo, 20 de margo de 2008,

! ama ¥ el

Dra. Valentina Porta

Departamenio de Farmdcia
Faculdade de Ciéneias Fanmacéuticas
UNIVERSIDADE DE SAOQ PAULO

REFERENTE: Projeto de Pesquisa “Investigagdo cla influéneia da velocidade de
liberag@io do farmaco metoprolol a partir da forma farmacéutica sobre seu processo de
absoredo ¢ de seus enantidmeros” — Co-autor(es): Francinalva Dantas de Medeiros;
Alexandre Volney Villa - Registro CEP-HU/USP: E76/08 — SISNEP CAAE:
(24.0.018.198-08

Prezadola) Senhor(a)

O Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital Universitirio da Universidade
de S&0 Paulo, em reunifie ordindria realizada no dia 20 de margo de 2009, analisou o
Projeto de Pesquisa acima citado, considerando-o como APROVADO, bem como o
seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

[embramos que cabe ao pesguisador elaborar ¢ apeesentar a este Comité,
relutorios anuais { parciais ou final, em fungiio da duragfio da pesquisa). de acordo com a
Resolugiio 196/96 do Conselho Nacional de Sadde, item [X.2.c.

O primcire relatdrio estd previsto plra;lill de margo de 20010,

Alenciosamente, ﬁ [l
TR e
W E i

,’ Dr. Mauricie Secﬂfr
Coordenador do Conité de Efica cm Pesquisa
Hospitaed Universitdrio da USP

COMITE BE ETICA EM FESQUISA DO HOBPITAL 1Sy LRSIT AR [, 1589
Avrpigs Profoser Liesoy Preoes, 1568 - Cldads | slvomnithria - (ESS00H S50 Pasle - 5P
Tebis fLE) 30909457 om SAT% — Fans (B0} BUODA45D - E-madl: oo s by



ANEXO B
Termo de consentimento
livre e esclarecido



Hospital Universitario

usp

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| | - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL RESPONSAVEL |

I (o g TN [o Y0 [0 0§ =T (o T
Documento de Identidade N2 . ....oovevieiiiiiee e Sexo: () M ()F
Data de Nascimento............. YA [

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA |

1. Titulo do Protocolo de Pesquisa: Investigacdo da influéncia da velocidade de
liberacdo do farmaco metoprolol a partir da forma farmacéutica sobre seu processo de
absorcao e de seus enantiomeros

2. Pesquisador: Francinalva Dantas de Medeiros

Cargo/Fungao: Doutorando Inscrigdo Conselho Regional N°: CRF-SP 44.602
Departamento da FCF/USP: Departamento de Farmacia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA

Risco Minimo (X) Risco Médio ( ) Risco Baixo ( ) Risco Maior ()

4. Duracao da Pesquisa: 2 anos

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. Justificativa, objetivos e procedimentos da pesquisa:

Este estudo pretende avaliar o comportamento do remédio metoprolol no
organismo humano a fim de estabelecer uma forma mais eficiente de comparar os
medicamentos genéricos e similares, que contem metoprolol.

O metoprolol € um remédio utilizado no tratamento de pressao alta e problemas do
coragao.



O remédio que o(a) senhor(a) tomara sera um liquido oral obtido a partir de
comprimidos de metoprolol comprados em uma farmacia.

Para ser incluido no estudo, o(a) senhor(a) sera submetido a exames clinicos e
laboratoriais, com quatro coletas de amostras de sangue e uma de urina. Seréo realizados os
seguintes exames laboratoriais: hemograma completo; uréia; creatinina; fosfatase alcalina;
glicemia; bilirrubina total; proteinas totais e albumina; transaminase oxalacética e pirtvica (TGO
e TGP); acido urico; colesterol total; triglicérides; urina tipo |; sorologia para HIV, hepatite B e
hepatite C; e B-HCG (para mulheres). As coletas de sangue e urina para exames laboratoriais
serdo realizadas pelo Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario da USP. Para a
coleta da urina o(a) senhor(a) ira receber um frasco coletor, e apds o periodo de 2h sem urinar,
ird coletar sua urina. Sera feito também um eletrocardiograma. A avaliagdo médica e o
eletrocardiograma seréo realizados no Hospital Universitario da USP. Ao final do estudo estes
mesmos exames laboratoriais e clinicos serao repetidos, juntamente com o eletrocardiograma.
As internagbes para o estudo serdo no Hospital Universitario da USP, nos dias do estudo. as
6:00 horas da manha. O(a) senhor(a) devera comparecer em jejum de pelo menos 8:00 horas e
ndao podera levar nenhum tipo de alimento para o hospital, pois a partir do momento da
internagao recebera dieta padronizada.

O(A) senhor(a) permanecera no hospital durante todo o dia, até as 18:00h, ndo sendo
necessario passar a noite no hospital. O(A) senhor(a) devera retornar 2 vezes ao hospital para
repetir o procedimento e finalizar o estudo.

O estudo serd dividido em 3 fases. Na primeira fase o(a) senhor(a) recebera o produto
em uma Unica tomada, na segunda fase o(a) senhor(a) recebera o produto em 2 tomadas com
intervalo de 30 minutos entre elas, e na terceira fase o(a) senhor(a) receberd produto em 5
tomadas com intervalo de 30 minutos entre elas. O intervalo entre as fases sera de, no minimo,
2 dias. Para avaliar o comportamento do remédio no organismo seréo realizadas coletas de
sangue nos seguintes tempos: 0:00, 0:50, 1:00, 1:50, 2:00, 2:50, 3:00, 3:50, 4:00, 5:00, 6:00 e
8:00 horas apds cada administragcao do produto. Desta forma, em cada fase serao retirados 85
mL de sangue, e 255 mL no total ao final do estudo. Para evitar que sua veia seja puncionada
muitas vezes, sera colocado um sistema apropriado para a retirada de sangue. O jejum devera
ser mantido até quatro horas depois de tomar o produto.

2. Desconfortos e riscos esperados:

O metoprolol € um remédio muito utilizado no tratamento da pressao alta e problemas do
coragdo. Tem seu uso aprovado em varios paises do mundo, inclusive Europa e Estados Unidos e
também no Brasil, pelo Ministério da Salde. O metoprolol é contra-indicado para pacientes com
insuficiéncia cardiaca e com suspeita de infarto agudo do miocardio. O metoprolol é bem
tolerado e as reagbes adversas sdo, geralmente, leves e reversiveis. Algumas reagdes
desagradaveis observadas sao: diminuigao dos batimentos do coragao, cansago, vertigem, dor
de cabega, nausea, dificuldade de respirar apds fazer esforgo. Porém, tais reagdes sdo
observadas em pacientes que recebem metoprolol por muitos dias.

Durante as coletas de sangue, algumas pessoas podem sentir fraqgueza e até mesmo
desmaiar por causa da picada. Também podem surgir hematomas e dor no local da picada.
Entretanto, esses efeitos s&o passageiros e ndo sdo graves. A coleta de amostras sera
acompanhada por um médico que podera atendé-lo no caso de alguma eventualidade, além de
esclarecer qualquer davida.

3. Beneficios que poderdo ser obtidos:

Embora ndo existam beneficios diretos aos voluntdrios envolvidos no estudo
descrito, o mesmo poderd frazer beneficios futuros & populacdo, na medida em que
ird avaliar o comportamento desse tipo de remédio no organismo e discutir a forma
como os medicamentos genéricos e similares contendo metoprolol devem ser
comparados ao medicamento de referéncia. Assim, no futuro, poderemos ter
medicamentos genéricos e similares mais seguros e eficazes.



IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

1. O(a) senhor(a) terd acesso, a qualquer tempo, das informacdes sobre
procedimentos, riscos e beneficios relacionados & pesquisa, inclusive para
esclarecer eventuais dUvidas.

2. O(a) senhor(a) terd liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar
de participar do estudo, sem que isto traga qualquer prejuizo..

3. Na divulgacao dos resultados da pesquisa, os voluntarios serdo identificados apenas por
nameros, garantindo sua privacidade e a confidencialidade dos dados obtidos.

4. Sera realizado um seguro para garantir indenizagdo por eventuais danos a saude
decorrentes da pesquisa.

V — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

O ensaio serd acompanhado por profissional médico capacitado a prestar assisténcia em
caso de necessidade. Os pesquisadores estardo a disposigdo dos voluntarios para quaisquer
esclarecimentos nos telefones: 3091-3623 / 3091-2217 (Profa. Dra. Valentina Porta e Doutoranda e
Farmacéutica Francinalva Dantas de Medeiros)

“Para qualquer questao, duvida, esclarecimento ou reclamagdo sobre aspectos éticos dessa
pesquisa, favor entrar em contato com: CEP-HU/USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 2565 Cidade
Universitaria CEP: 05508-000, Sao Paulo — SP. Telefone: 3091-9457. Fax: 3091-9452. E-mail:

cep@hu.usp.br.

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sédo Paulo, de de
Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)

Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitario
Universidade de Sao Paulo
Av. Prof. Lineu Prestes, 2565

CEP: 05508-000
Sao Paulo - SP
Telefone: 3091-9457, Fax: 3091-9452

E-mail: cep@hu.usp.br.




ANEXO C
Informacoes para os membros de bancas
julgadoras de Mestrado/Doutorado



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacéo

Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duragdo
maxima de 30 minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicao oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de 30 minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do

trabalho apresentado, e o candidato dispora de 30 minutos para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicao na forma de didlogo em até 60 minutos por examinador.

2.2 Tempo maximo total de arguigdo: 3 horas para o mestrado e 5 horas para o
doutorado.

3. A sessdo de defesa serd aberta ao publico.
4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se reunird
reservadamente e expressarad na ata (relatdrio de defesa) a aprovacgdo ou reprovagao

do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguic3o.

4.1 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por unanimidade
ou pela maioria da banca.

4.2 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

5. Duvidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduacao:
pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sgo Paulo, 26 de maio de 2011.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp_br



ANEXO D
Ficha de aluno atualizada



2 "'a n u S - Sistema Administrativo da Pés-Graduagdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9139 - 6599931/1 - Francinalva Dantas de Medeiros

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduacao:

Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Prorrogacao:

Data de Aprovacao no Exame de
Qualificacao:

Data do Deposito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovacéao da Banca:
Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

franmedeiros@usp.br
10/07/1981

RG - 2485338 - PB
Estado da Paraiba
Brasileira

Farmacéutico - Universidade Federal da Paraiba - Paraiba - Brasil
- 2004

Mestre em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos - Area de
Farmacoquimica (1) - Universidade Federal da Paraiba - Paraiba
- Brasil - 2006

Doutorado

Farmaco e Medicamentos
Producéo e Controle Farmacéuticos
02/07/2008

02/07/2008

30/10/2012

Prof(a). Dr(a). Valentina Porta - 02/07/2008 até o presente.
E.Mail: vporta@usp.br

Inglés, Aprovado em 21/10/2010

120 dias
Periodo de 02/07/2012 a 30/10/2012

Aprovado em 08/12/2011

Historico de Ocorréncias: |ngressou no Doutorado em 02/07/2008
Prorrogacao em 14/03/2012
Matricula de Acompanhamento em 23/07/2012



Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 23/07/2012
Impresso em: 30/10/12 05:40:02
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

s
t
o

9139 - 6599931/1 - Francinalva Dantas de Medeiros

L e Término ST Situacao
Disciplina Horaria <

Biofarmacotécnica:
FBF5778- Estudo de
1/2 Permeabilidade de
Farmacos

10/09/2008 21/10/2008 60 4 100 A N Concluida

Tépicos
Avangados em
Farmaco e

FBF5787- Medicamentos

11 (Toépicos

Avangados em
Farmacocinética
Clinica)

15/09/2008 21/09/2008 30 2 100 A N Concluida

FBF5766- Biodisponibilidade
o/ e Bioequivaléncia 30/09/2008 01/12/2008 90 6 92 A N  Concluida
de Medicamentos

Determinagéo de
FBF5767. Chantiomeros:

23 Modos e 04/03/2009 14/04/2009 60 4 100 A N  Concluida
Mecanismos de
Separagéo
Tépicos Gerais de
PRSI Farmaco e 16/03/2009 28/06/2009 45 3 9 A N Concluida

Medicamentos

FBA5728- Aprimoramento

o0 Didtion 21/09/2009 18/10/2009 60 4 100 A N Concluida
Sistemas da
Garantia da

FBCO803 Qualidadeem  01/03/2010 14/03/2010 30 2 100 A N Concluida
Laboratorios
Analiticos
Trabalhos

FBCO748- Cientificos: da  05/03/2010 12/04/2010 60 4 100 A N Concluida

3/2 Elaboragéo a
Publicacédo

imos exigidos Créditos
obtidos
Para exame de




Disciplinas: 20 20 29

Atividades
Programadas:

Seminarios:
Estagios:

Total: 20 20 29

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacgoes:
1) Curso com validade nacional, de acordo com o disposto na Portaria n® 2878, de 26.08.2005.

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R -
Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.




ANEXO E

Curvas de decaimento plasmatico e
parametros farmacocinéticos individuais
para (R,S)-metoprolol



VOLUNTARIO 1

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h

FASE 1 0 162,95 218,84 205,46 156,82 140,68 124,61 97,84
FASE 2 0,00 883,32 136,85 232,86 216,74 160,37 128,99 119,90
FASE 3 0,00 18,96 59,47 90,98 95,90 167,47 150,09 126,57

6 h 7 h

73,17 46,51 30,70 7,94
102,61 76,80 47,88 25,86
104,34 72,74 56,62 33,37

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

cmax Tmax t(1/2)B AUCO-t AUCo.u
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 218,84 1,00 0,94 690,07 700,80
FASE 2 232,86 1,50 1,51 766,99 823,21
FASE 3 167,47 2,50 1,82 601,72 633,42
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 2

Tabela Concentragbes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRACAO (ng.mL")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 130,31 187,55 207,61 188,30 157,09 129,60 96,64 71,52 48,98 33,77 5,79
FASE 2 0,00 67,61 153,65 286,39 25222 241,67 167,06 112,06

107,15 79,64 54,32 3591
FASE 3 0,00 19,03 54,92 94,31 11494 210,34 194,07 148,49 108,84 90,67 65,82 33,52

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Trmax tap AUC,. AUCqq
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 207,61 1,50 0,83 687,02 693,93
FASE 2 286,39 1,50 1,90 894,76 917,84
FASE 3 210,34 2,50 1,77 694,51 719,00
340
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 3

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRACAO (ng.mL")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4 h

5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 112,72 186,74 276,89 202,11 161,00 117,14 89,10 65,52 41,51 28,08 11,68
FASE 2 0,00 72,98 161,36 212,57 168,45 162,04 117,10 10296 93,81 68,47 51,70 26,54
FASE 3 0,00 20,36 76,50 109,48 112,39 208,47 194,73 159,21 112,07 95,03 56,10 42,48

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

cmax Tmax t(1/2)B AUCo-t AUCg.u

(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 276,89 1,50 1,21 700,10 720,41
FASE 2 212,57 1,50 1,65 720,45 742,50
FASE 3 208,47 2,50 2,14 730,13 803,74

10

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 4

Tabela Concentragbes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™")

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0 160,65 213,17 294,76 253,28 162,34 116,45 81,01 58,20 51,80 23,50 5,87
FASE 2 0,00 72,81 160,32 203,26 186,47 13556 118,97 113,85

92,62 64,69 4823 27,60
FASE 3 0,00 20,68 57,34 89,69 117,38 197,42 156,07 117,84 108,78 71,09 62,06 40,24

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Tiax tuarp AUC,. AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)

FASE 1 294,76 1,50 0,91 764,84 772,52
FASE 2 203,26 1,50 1,72 707,47 717,10
FASE 3 197,42 2,50 2,09 644,49 712,70
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 5

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 153,80 236,38 197,63 164,61 133,40 111,68 93,33 74,12 59,69 2891 7,65
FASE 2 0,00 94,51 148,15 227,33 254,17 160,36 132,96 109,50 103,77 75,58 47,14 22,77
FASE 3 0,00 17,73 5858 102,97 134,41 198,19 161,90 13543 105,85 93,79 58,18 37,95
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
cmax Tmax t(1/2)B AUCO-t AUCo.u
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 236,38 1,00 0,92 694,52 704,63
FASE 2 254,17 2,00 1,37 791,41 809,67
FASE 3 198,19 2,50 2,03 682,19 731,36
——F1
F2
—m—F3
TR 10
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 6
Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRACAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 135,35 225,19 160,48 139,96 113,91 87,03 72,27 55,73 38,01 18,94 14,38
FASE 2 0,00 56,52 107,88 183,70 236,53 166,95 103,41 102,56 80,87 68,53 52,11 26,90
FASE 3 0,00 24,67 63,06 112,71 207,30 176,82 127,46 114,13 104,26 82,86 63,09 41,71
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax tap AUC,. AUCqq
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 225,19 1,00 1,53 577,19 609,03
FASE 2 236,53 2,00 1,89 690,71 711,06
FASE 3 207,30 2,00 2,27 689,91 761,82
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.




VOLUNTARIO 7

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 144,86 232,14 184,18 154,04 109,15 90,16 75,52 59,32 35,89 24,06 10,58
FASE 2 0,00 68,75 140,00 195,17 265,63 189,02 128,80 111,67 82,29 5584 47,98 20,79
FASE 3 0,00 22,97 64,77 115,96 211,88 174,61 162,00 110,92 90,90 80,45 74,37 48,61
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
cmax Tmax t(1/2)B AUCO-t AUCo.u
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")

FASE 1 232,14 1,00 1,21 607,19 625,62

FASE 2 265,63 2,00 1,51 738,59 750,58

FASE 3 211,88 2,00 3,32 713,70 814,76

00
250
200
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 8

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL")

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2 h 2,5h 3h 3,5h

4 h

5h 6 h 7h

FASE 1 0,00 183,91 217,53 242,68 185,75 155,27 129,01 106,66

103,97 69,20 30,59 6,78

FASE 2 0,00 74,39 145,87 260,23 202,28 160,08 125,72 112,11 99,57 89,16 69,26 34,59
FASE 3 0,00 23,08 76,20 97,95 116,84 215,09 177,61 178,27 98,82 89,78 69,32 35,28
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax tazp AUC,. AUCqq
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")

FASE 1 242,68 1,50 0,76 793,17 800,62

FASE 2 260,23 1,50 1,97 811,10 828,56

FASE 3 215,09 2,50 2,02 715,86 744,15

300 -

500 2 4 B g 10

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.



VOLUNTARIO 9

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 170,24 218,69 201,70 180,49 13528 122,99 94,73 76,63 48,30 23,52 10,09
FASE 2 0,00 92,51 154,24 260,47 236,27 179,54 129,47 114,75 111,10 7791 52,74 33,30
FASE 3 0,00 21,12 67,16 106,93 111,47 190,87 179,90 143,95 114,05 93,63 65,06 45,61

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Crnax Trax a2 AUC. AUC.

(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 218,69 1,00 1,03 697,85 712,78
FASE 2 260,47 1,50 1,73 833,47 846,27
FASE 3 190,87 2,50 2,27 704,88 733,41

——F1

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 10

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 163,97 222,60 191,51 14258 110,76 93,10 77,39 59,88 35,73 10,33 9,50
FASE 2 0,00 73,10 164,50 224,62 288,12 172,42 123,07 109,43 87,16 73,14 61,63 2291
FASE 3 0,00 31,18 72,85 11561 20954 226,61 168,15 11488 9545 8126 65,74 35,82

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Tomax tarp AUC,. AUC,.,

(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 222,60 1,00 1,13 601,15 616,64
FASE 2 288,12 2,00 1,56 805,36 826,35
FASE 3 226,61 2,50 2,12 737,63 822,11
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 11

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7 h

FASE 1 0,00 147,00 226,76 190,80 168,29 134,23 113,59 98,87 68,48 46,57 27,04 6,58
FASE 2 0,00 80,66 134,10 268,71 202,77 181,94 139,39 123,11 104,15 78,34 48,64 21,55
FASE 3 0,00 30,01 77,87 106,20 106,46 207,45 147,25 114,47 116,19 87,17 67,50 44,67

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

cmax Tmax t(1/2)B AUCO-t AUCo.u
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 226,76 1,00 0,89 669,57 677,99
FASE 2 268,71 1,50 1,32 795,25 807,65
FASE 3 207,45 2,50 2,17 692,89 765,33
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 12

Tabela Concentragbes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

FASE 1 0,00 117,47 177,24 210,47 175,74 14225 120,28 97,41 78,42 53,43 3554 6,04
FASE 2 0,00 7717 111,63 217,46 179,59 148,51 122,82 121,75 10455 72,28 61,63 25,55
FASE 3 0,00 19,37 62,69 85,05 109,27 213,00 20546 181,79 121,61 100,71 68,74 48,75

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Crmax Tmax ta2p AUC,. AUC,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 210,47 1,50 0,81 673,59 680,67
FASE 2 217,46 1,50 1,48 730,56 744,49
FASE 3 213,00 2,50 2,27 757,47 821,50
——F1
F2
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 13

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h
FASE 1 0,00 106,80 190,01 259,49 153,53 153,18 116,33 95,88 71,82 3792 2229 9,35

FASE 2 0,00 7341 14190 252,76 221,97 130,53 11541 83,68 87,63 62,86 44,60 22,07
FASE 3 0,00 25,91 76,05 113,29 135,02 200,88 182,76 133,67 96,74

7 h

80,06 61,82
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
cmax Tmax t(1/2)B AUCO-t AUCo.u
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 259,49 1,50 1,02 659,22 672,99
FASE 2 252,76 1,50 1,51 710,29 733,31
FASE 3 200,88 2,50 2,48 704,77 810,24

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 14

Tabela Concentragbes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL")

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h

FASE 1 0,00 163,29 222,59 280,49 231,92 14544 120,12 88,60
FASE 2 0,00 58,99 180,24 241,72 150,91 121,35 127,15 89,38
FASE 3 0,00 22,71 56,22 85,88 148,34 204,13 198,73 148,48

7h

70,36 56,56 22,25 9,40
81,91 52,78 3593 22,87
100,16 87,82 59,80 43,67

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Trmax ta2p AUC,. AUC,

(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 280,49 1,50 1,03 764,59 778,59
FASE 2 241,72 1,50 1,63 662,21 682,61
FASE 3 204,13 2,50 2,50 706,84 766,05

:
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 15

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 146,15 214,63 171,45 14591 121,32 99,98 72,25 60,28 42,04 17,80 4,55
FASE 2 0,00 78,51 147,47 235,06 201,82 151,18 116,36 102,99 79,97 61,25 46,76 21,07
FASE 3 0,00 24,72 69,42 99,10 148,32 182,76 142,43 111,68 96,47 86,04 64,32 4491

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

cmax Tmax t(1/2)B AUCO-t AUCo.u

(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 214,63 1,00 0,80 592,17 597,46
FASE 2 235,06 1,50 1,56 714,99 756,52
FASE 3 182,76 2,50 2,72 666,69 743,94
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 16

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 156,75 216,00 156,57 120,57 98,03 94,19 71,73 53,42 32,38 11,44 6,08
FASE 2 0,00 73,00 156,33 188,17 232,86 185,61 141,35 108,20 81,97 64,27 54,63 24,04
FASE 3 0,00 36,80 75,99 101,78 166,99 183,82 156,06 111,61 98,34 84,74 60,65 47,76

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cimax Tmax tarp AUC,. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 216,00 1,00 0,96 543,89 552,28
FASE 2 232,86 2,00 1,69 748,59 755,56
FASE 3 183,82 2,50 2,88 691,99 763,10
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 17

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 184,56 239,04 208,97 164,33 107,10 76,39 59,77 5450 33,89 17,69 8,20
FASE 2 0,00 69,20 186,89 233,98 287,14 207,21 154,04 128,29 95,42 55,19 47,42 19,30
FASE 3 0,00 35,11 66,49 156,60 221,98 140,97 13590 112,79 83,783 62,78 48,89 41,86

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Crmax Tmax ta2p AUC,. AUC
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 239,04 1,00 1,10 618,62 631,61
FASE 2 287,14 2,00 1,30 828,92 836,69
FASE 3 221,98 2,00 3,00 658,73 723,46
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 18

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL"")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 129,85 216,36 211,99 155,05 123,62 112,37 102,96 83,32 58,50 43,49

10,30
FASE 2 0,00 77,60 14550 241,51 192,99 148,08 127,30 110,02 93,96 80,94 59,24 28,38
FASE 3 0,00 26,28 84,97 106,79 15343 196,23 160,93 141,07 106,53 87,65 72,44 38,25
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax ta2p AUC,. AUC
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")

FASE 1 216,36 1,00 0,99 699,61 714,40

FASE 2 241,51 1,50 1,74 765,49 790,32

FASE 3 196,23 2,50 2,03 716,72 737,98

-50 g

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.



VOLUNTARIO 19

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRACAO (ng.mL")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 131,54 200,83 180,94 156,90 134,14 109,32 96,92 77,47 57,39 22,61 9,76
FASE 2 0,00 89,33 169,24 241,39 205,38 168,25 122,05 126,46 98,81 73,22 48,06 31,73
FASE 3 0,00 28,54 77,51 97,89 116,00 182,88 149,16 143,33 126,07 113,78 87,26 62,86

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Crmax Tmax ta2p AUC,. AUC

(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 200,83 1,00 1,00 649,86 664,00
FASE 2 241,39 1,50 1,83 791,40 808,40
FASE 3 182,88 2,50 2,99 766,86 859,52

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 20

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h

FASE 1 0,00 156,34 216,56 174,38 14221 116,97 9297 71,55 54,51 38,00 9,66 6,20
FASE 2 0,00 71,41 173,75 176,25 23584 179,99 170,28 120,92 113,86 97,29 58,38 33,55
FASE 3 0,00 22,90 69,94 107,09 163,54 197,67 157,52 156,14 130,40 76,08 78,01 57,54

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R,S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Trmax tazp AUC,. AUCqq

(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 216,56 1,00 0,96 577,31 585,88
FASE 2 235,84 2,00 1,70 840,69 849,79
FASE 3 197,67 2,50 254 762,11 874,27

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R,S)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.



ANEXO F

Curvas de decaimento plasmatico e
parametros farmacocinéticos individuais
para (R)-metoprolol



VOLUNTARIO 1
Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™")

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE
1 0,00 111,44 147,62 138,04 105,17 95,90 84,45 66,21 49,41 31,63 20,10 0,00
FASE
2 0,00 56,33 92,18 158,32 147,89 109,03 87,60 8042 69,19 51,71 32,49 0,00
FASE
3 0,00 12,80 40,65 61,48 64,53 114,69 102,85 7293 61,09 42,26 33,00 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
Cinax Timax Y AUC,. AUC,.,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 147,72 1,00 0,93 469,41 470,94
FASE 2 158,42 1,50 1,55 522,40 531,29
Fase3 114,77 2,50 1,83 380,18 402,90
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 2
Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
CONCENTRACAO (ng.mL™")
0Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
FASE
1 0,00 110,73 144,78 136,25 103,89 94,29 81,66 64,23 48,78 31,30 17,20 0,00
FASE
2 0,00 55,63 91,02 149,68 135,58 106,37 85,17 78,70 67,58 50,28 31,77 0,00
FASE
3 0,00 11,64 39,66 60,87 63,20 112,33 102,45 72,25 59,83 40,08 31,34 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Trmax ta2p AUC,. AUC,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FaAse 1 144,88 1,00 0,82 458,14 460,54
Fase 2 149,78 1,50 1,56 503,57 510,47
Fase3 112,40 2,50 1,73 369,40 387,50
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 3

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL"™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

FASE
1 0,00 109,77 144,61 134,64 104,09 93,16 82,73 64,08 48,70 29,80 17,10 0,00

FASE
2 0,00 55,63 90,82 149,45 135,57 107,37 85,15 78,58 68,37 5043 32,01 0,00

FASE
3 0,00 11,51 39,58 60,72 63,11 113,28 101,58 71,95 59,75 41,10 31,52 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Trmax ta2p AUC,. AUC
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FaAse 1 144,71 1,00 0,70 454,08 456,65
Fase 2 149,55 1,50 1,66 506,34 513,06
Fase3 113,35 2,50 1,75 369,93 385,99
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 4

Tabela Concentragbes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

FAsE1 0,00 112,36 151,50 138,03 105,11 9593 8421 6561 49,09 32,83 19,95 0,00
FASE2 0,00 57,27 92,13 154,03 140,90 108,78 87,50 80,21 68,74 51,49 33,41 0,00
FASE3 0,00 12,17 40,57 62,40 63,42 114,87 103,36 73,31 62,03 41,41 32,73 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Crnax Trax Y2 AUC,. AUC,.,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 151,61 1,00 0,94 472,89 476,11
FasE 2 154,13 1,50 1,58 517,46 525,73
FASE 3 114,95 2,50 1,77 379,35 400,78
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.



VOLUNTARIO 5

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7 h

FAsE1l 0,00 113,19 167,48 138,55 106,58 97,47 84,95 68,44 51,52 33,67 20,23 0,00
FAsE2 000 5870 92,88 175,37 152,88 110,11 89,18 80,69 7091 52,71 33,96 0,00
FASE3 000 14,27 4159 63,49 6515 116,21 10506 74,51 63,73 4341 33,75 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Timax Y AUC,. AUC.,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FAsE1 167,59 1,00 1,02 489,27 493,26
FasE 2 175,49 1,50 1,69 543,96 559,36
FASE 3 116,28 2,50 1,86 391,09 417,59
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 6

Tabela Concentragbes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRACAO (ng.mL")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

Fase1 0,00 111,45 160,77 138,15 105,01 96,39 84,30 66,77 5037 32,61 2051 0,00

FASEZ 0,00 56,91 92,48 156,73 149,18 108,62 86,84 80,19 69,63 52,22 32,07 0,00
FASE3 0,00 12,35 41,19 62,32 63,51 114,69 103,69 73,14 61,90 42,28 32,40 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Trmax ta2p AUC,. AUC,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
Fase 1 160,88 1,00 0,88 478,52 481,32
FAsE 2 156,83 1,50 1,46 522,35 536,06
Fase3 114,77 2,50 1,81 380,71 403,04
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 7

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

FASE1 0,00 109,91 143,44 136,68 103,90 93,52 81,58 64,58 48,63 31,15 17,08 0,00
FAsE2 0,00 5555 90,65 146,65 13566 106,50 85,50 78,58 67,06 50,12 30,86 0,00
FAsE3 000 11,51 3966 60,88 63,29 113,18 102,37 71,77 60,39 40,63 34,12 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Timax tarp AUC,. AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FAsE1 143,54 1,00 0,81 456,85 459,83
FasE 2 146,75 1,50 1,57 501,30 511,56
Fase3 113,25 2,50 1,69 372,58 388,72

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 8

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6h 7h

FAsE1 0,00 110,70 141,64 136,16 103,57 94,29 81,68 64,40 47,65 30,37 18,82 0,00
FASEZ 0,00 5555 91,12 136,13 149,12 107,22 89,33 78,84 67,04 50,52 32,16 0,00
FAsE3 0,00 1061 39,66 60,74 62,36 113,48 102,31 72,39 59,68 40,82 34,07 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Tiax Y AUC,. AUC,.,
(ng.mL") (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 141,74 1,00 0,78 455,78 458,15
FasE 2 149,22 2,00 1,54 505,29 509,46
Fase3 113,56 2,50 1,74 372,17 389,48
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 9

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 111,85 157,78 137,94 104,38 96,34 84,04 66,68 49,09 32,84 18,70 0,00
FASE 2 0,00 56,14 91,51 155,40 150,80 108,78 87,33 80,40 69,06 50,71 33,20 0,00
FAsE3 0,00 11,81 40,67 62,27 63,49 113,66 102,91 72,54 62,14 42,40 32,93 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
Cinax Timax Y AUC,. AUC.,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FasE 1 157,89 1,00 0,92 474,51 477,68
FASE 2 155,50 1,50 1,63 522,89 534,32
FAsE3 113,74 2,50 1,74 378,78 399,44
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 10
Tabela Concentragbes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
CONCENTRACAO (ng.mL")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
Fase1 0,00 110,66 145,05 136,69 103,65 94,73 82,58 65,00 44,70 31,08 18,35 0,00
Fase 2 0,00 55,62 91,17 140,09 13563 107,13 86,01 78,51 68,53 50,71 31,68 0,00
Fase 3 0,00 11,12 39,45 60,65 62,04 113,28 102,52 71,27 59,99 40,36 31,11 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Trmax tap AUC,. AUCqq
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
Fase 1 145,14 1,00 0,84 456,69 457,91
Fase 2 140,19 1,50 1,54 500,43 506,70
Fase3 113,35 2,50 1,72 368,02 384,23
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.




VOLUNTARIO 11

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL"™)

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
FasE1 0,00 113,38 176,91 139,58 10593 97,55 8546 67,65 51,84 33,89 21,44 0,00
FAsE2 000 58,70 93,88 173,85 164,35 110,44 89,20 81,93 71,31 53,56 34,63 0,00
FASE3 000 14,20 4223 63,62 6585 116,36 10509 74,73 63,68 4356 34,14 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Crnax Timax tarp AUC. AUCq.o
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FaAse 1 177,03 1,00 1,04 496,78 502,69
FASE 2 173,97 1,50 1,66 551,61 566,36
FAsE3 116,44 2,50 1,86 392,61 419,46
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 12
Tabela Concentragbes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAsE 1 0,00 112,10 146,40 137,94 105,33 96,48 84,30 65,70 50,37 32,75 20,05 0,00
FAsE 2 0,00 57,13 92,41 161,66 137,23 108,56 87,85 79,32 69,64 50,72 33,32 0,00
FAse 3 0,00 12,74 41,10 61,06 64,44 114,42 103,76 73,73 62,29 42,40 33,09 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
Cinax Trmax ta2p AUC., AUCq.,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 146,49 1,00 0,94 472,55 478,11
FAsE 2 161,77 1,50 1,54 519,03 529,28
FAse 3 114,50 2,50 1,80 381,98 404,13
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 13

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL")

Oh 0,5 h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

FASE1 0,00 109,20 143,43 133,31 10526 90,61 80,01 62,48 47,00 29,67 20,20 0,00
FAsE2 000 53,87 89,73 133,64 131,71 10596 84,98 77,35 66,85 49,07 30,72 0,00
FAsE3 0,00 10,02 3836 59,64 6052 112,11 101,26 71,05 59,47 39,66 29,18 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Trmax tap AUC,. AUCqq
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FAsE1 143,53 1,00 0,68 450,74 452,68
FasE 2 133,73 1,50 1,59 488,38 494,70
FASE 3 112,18 2,50 1,55 358,44 370,60
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 14

Tabela Concentragbes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRACAO (ng.mL")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 25h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

FasE1l 0,00 113,89 164,30 139,73 107,03 97,03 86,14 68,48 51,68 33,04 20,23 0,00
FASE2 0,00 58,88 94,03 176,87 167,70 110,63 89,34 82,13 71,25 52,25 34,99 0,00
FASE3S 0,00 14,43 41,47 63,78 64,70 116,16 104,27 74,14 62,91 42,46 33,29 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Tomax tarp AUC,. AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FasE 1 164,41 1,00 0,93 487,56 491,20
FAsE 2 176,99 1,50 1,64 553,41 565,37
FaAsE 3 116,24 2,50 1,90 388,73 416,14
2nn —— F']
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 15

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
FAsE 1 0,00 114,60 180,46 141,36 108,51 99,84 86,21 70,02 52,80 34,43 21,83 0,00
FASE 2 0,00 60,26 95,29 190,59 183,17 111,35 90,94 82,45 7459 53,77 33,57 0,00
FAsE3 0,00 14,74 43,81 65,02 67,45 117,24 106,27 76,13 65,30 43,72 35,54 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
Cinax Timax tarp AUC,. AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FaAse 1 180,58 1,00 1,04 506,04 512,48
FASE 2 190,71 1,50 1,72 576,99 596,94
FAsE3 117,32 2,50 1,95 402,00 433,86
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 16
Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL™")
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAse 1 0,00 113,57 177,55 139,23 107,03 97,89 85,97 68,48 51,76 32,89 21,96 0,00
Fase 2 0,00 58,87 94,01 176,87 155,76 110,39 89,34 80,70 71,47 52,29 33,57 0,00
FASE 3 0,00 13,30 42,53 63,49 66,08 116,23 104,06 74,75 63,84 43,70 34,33 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Trmax tarp AUCo. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 177,67 1,00 0,93 495,67 499,14
FASE 2 176,99 1,50 1,52 544,28 558,91
Fase3 116,30 2,50 1,87 392,20 418,14

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
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VOLUNTARIO 17

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
Fase1 0,00 111,94 145,05 138,29 105,56 96,48 83,36 66,77 48,95 31,47 20,20 0,00
FAsE 2 0,00 57,29 92,56 122,52 136,01 109,02 88,00 80,52 69,92 52,05 32,21 0,00
Fase3 0,00 13,11 39,96 62,30 64,46 114,56 103,71 72,77 62,23 42,40 35,66 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
Cinax Timax tarp AUC,. AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FasE 1 145,14 1,00 0,83 467,74 470,98
FASE 2 136,10 2,00 1,53 500,44 511,36
FAsE3 114,63 2,50 1,80 384,28 406,26
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 18
Tabela Concentragbes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL"")
Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5 h 6 h 7h
FaAsE 1 0,00 111,85 143,27 137,38 105,26 96,30 84,39 65,87 50,37 32,73 21,66 0,00
FASE 2 0,00 57,12 91,54 163,15 166,64 109,01 89,81 79,25 6880 52,12 33,49 0,00
FASE 3 0,00 12,95 40,24 62,40 64,58 114,86 102,84 72,42 62,22 42,40 35,67 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Trmax tarp AUC,. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)

FASE 1 143,37 1,00 0,94 471,40 474,89
FAsE 2 166,75 2,00 1,64 537,63 548,93
FAse 3 114,93 2,50 1,79 383,39 402,77

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
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VOLUNTARIO 19

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h

7h

FASsE1 0,00 108,09 146,39 134,97 103,03 92,00 80,16 62,48 47,24 29,67 1547 0,00
FAsE2 0,00 54,13 89,81 122,57 131,40 106,08 83,93 77,35 66,78 47,85 29,34 0,00
FASE3 0,00 9,01 38,45 59,57 61,89 111,98 100,30 70,92 58,18 39,80 30,38 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Timax Y AUC,. AUC.,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FaAse 1 146,49 1,00 0,52 445,08 445,73
Fase 2 131,49 2,00 1,48 477,60 481,72
FASE 3 112,06 2,50 1,67 359,72 373,41
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 20

Tabela Concentragdes plasmaticas de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h

7h

Fase1 0,00 109,31 143,44 134,74 104,19 92,18 80,33 62,39 44,60 29,53 17,36 0,00
FAsE2 0,00 54,16 89,84 122,57 134,04 10494 8493 76,96 66,79 47,86 30,64 0,00
FAsE3 0,00 9,94 37,12 59,43 60,66 110,92 100,27 70,11 58,34 38,65 30,41 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (R)-metoprolol, nas fases 1, 2 e 3.

Cinax Trmax tap AUC,. AUC,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FAsE1 143,53 1,00 0,68 445,85 447,95
FasE 2 134,13 2,00 1,40 479,38 485,76
FAsE3 111,00 2,50 1,47 354,36 366,58
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (R)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



ANEXO F

Curvas de decaimento plasmatico e
parametros farmacocinéticos individuais
para (S)-metoprolol



VOLUNTARIO 1
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™")

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAse 1 0,00 93,76 124,54 114,13 92,28 83,18 70,38 57,00 43,57 29,70 18,26 0,00
Fase 2 0,00 47,59 79,82 135,68 125,53 92,41 73,79 67,82 59,12 42,47 27,47 0,00
Fase 3 0,00 10,18 34,21 52,29 55,77 97,39 86,78 72,93 61,09 42,26 33,00 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax tarp AUC. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FASE 1 124,62 1,00 1,00 405,24 408,79
FASE 2 135,77 1,50 1,52 442,41 449,07
FAsE3 97,45 2,50 1,83 349,96 372,68
Voluntario 01
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 2
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRACAO (ng.mL")
Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE1 000 94,34 120,27 111,39 107,39 83,64 69,56 52,06 4867 30,77 18,77 0,00
FASE2 0,00 51,96 95,22 156,52 135,10 98,84 71,11 68,40 56,16 44,43 35,68 0,00
FASE3 000 11,79 42,12 64,76 71,23 119,84 110,14 86,32 70,47 55,22 33,13 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Timax tarp AUC,. AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 119,92 2,50 2,05 425,53 457,16
FASE 2 156,63 1,50 1,80 479,35 482,40
FAsE3 120,35 1,00 0,77 408,95 412,62
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.




VOLUNTARIO 3
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™")

Oh 0,5 h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7 h

FasE1l 0,00 9583 119,92 109,56 92,86 73,02 67,93 59,58 50,49 28,34 14,03 0,00
FASE2 0,00 54,65 80,59 124,12 128,79 103,83 72,66 66,69 58,57 41,82 30,53 0,00
FASE3 0,00 9,51 3987 56,82 53,98 101,06 108,35 74,00 67,66 44,28 33,24 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Trmax tarp AUC. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 120,00 1,00 0,87 395,01 396,43
FasE 2 128,88 2,00 1,75 450,87 454,88
Fase3 108,42 3,00 2,04 379,41 407,16

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

VOLUNTARIO 4

Tabela Concentragbes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

FAsE1 0,00 80,30 123,35 90,44 99,90 73,81 72,95 51,60 43,44 29,75 18,41 0,00
FASE2 0,00 50,06 83,36 12523 120,26 94,70 80,25 67,88 59,14 45,32 32,52 0,00
FASE3 0,00 11,99 44,11 5534 6561 111,21 108,62 74,59 69,30 43,91 32,41 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Crnax Timax ta2p AUCo. AUCo,

(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
Fase 1 123,43 1,00 0,99 382,39 390,02
FASE 2 125,31 1,50 1,69 450,56 492,92
Fase3 111,28 2,50 1,58 386,30 401,82

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 5
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™")

Oh 0,5 h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h

5h 6 h 7h

FasE1l 0,00 83,42 134,62 104,62 103,88 81,54 69,51 63,23 51,35
FASE2 0,00 53,39 89,03 168,60 123,30 107,77 82,40 69,36 62,46
FASsE3 0,00 14,15 3583 57,26 58,47 102,00 90,21 77,82 72,35

33,85 19,42 0,00
52,20 33,77 0,00
46,34 44,35 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Trmax ta2p AUC,. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FASE 1 102,07 2,50 1,97 393,52 423,23
FASE 2 168,71 1,50 1,89 503,17 515,82
FAsE3 134,71 1,00 1,02 421,27 427,40
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 6
Tabela Concentragbes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h

FASE
1 0,00 105,68 111,56 120,69 93,46 75,67 76,36 65,20 41,80

FASE
2 0,00 47,39 99,72 163,20 112,46 91,00 70,39 60,37 64,64

FASE
3 0,00 9,71 33,38 55,16 54,24 108,33 90,30 94,96 57,70

26,98 12,55 0,00
47,40 33,01 0,00
44,91 37,69 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Crnax Tmax tazp AUC, AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FaAse 1 120,77 1,50 1,14 403,09 405,94
FASE 2 163,31 1,50 1,75 472,06 476,23
FAsE 3 108,41 2,50 2,57 379,39 412,73

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 7
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
FASE
1 0,00 104,87 112,06 118,52 99,41 78,04 57,35 65,08 4545 2855 19,54 0,00
FAsE2 0,00 5596 100,61 151,26 112,08 10574 71,79 72,35 63,91 36,63 2876 0,00
FASE
3 0,00 12,82 38,33 51,57 59,18 118,10 88,55 82,11 60,81 44,02 40,49 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Timax Y AUC,. AUC,.,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 118,60 1,50 1,02 405,87 414,57
FAse 2 151,36 1,50 1,31 463,48 470,52
FASE 3 118,18 2,50 2,15 381,77 400,22
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 8
Tabela Concentragbes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5 h 1h 1,5h 2 h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAsE1 000 101,84 112,25 120,19 109,34 77,76 70,09 48,61 55,08 33,01 18,43 0,00
FASE2 0,00 54,04 103,57 144,50 130,56 106,94 74,39 67,39 53,05 50,52 26,95 0,00
FAsE3 0,00 10,77 34,60 5867 59,09 10579 89,83 8259 7547 4552 3559 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax ta2p AUC,. AUC,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
Fase 1 120,27 1,50 1,07 423,47 431,41
FASE 2 144,60 1,50 2,13 479,25 485,58
FASE 3 105,86 2,50 1,58 384,19 408,61
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 9
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
Fase 1 0,00 103,00 130,73 96,62 91,23 73,70 73,33 61,51 41,00 30,98 17,76 0,00
FASE 2 0,00 53,37 98,72 122,06 139,57 103,79 62,62 69,62 65,34 34,72 28,67 0,00
FAsE3 0,00 10,25 42,81 50,94 61,78 103,58 87,31 75,05 67,73 43,93 31,53 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax ta2p AUC,. AUC,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FASE 1 130,82 1,00 0,82 398,73 402,64
FASE 2 139,66 2,00 1,58 454,45 494,21
FasE 3 103,65 2,50 1,77 365,56 377,35
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 10
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAsE 1 0,00 104,32 130,48 102,05 82,74 79,02 64,84 63,21 39,58 30,56 17,75 0,00
FAsE 2 0,00 51,66 77,71 121,13 121,67 97,47 83,40 55,16 59,28 34,86 34,78 0,00
FAse 3 0,00 12,79 38,48 59,30 66,96 96,76 80,84 82,61 74,09 47,78 34,34 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax ta2p AUC,. AUC,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
FASE 1 130,57 1,00 0,68 394,23 395,77
FAsE 2 121,75 2,00 1,51 435,56 445,02
FAse 3 96,82 2,50 1,73 383,03 402,58

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 11
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
FAse 1 0,00 93,95 125,50 114,79 93,38 84,77 70,83 57,94 44,77 30,02 19,14 0,00
FASE2 000 49,30 80,63 144,39 127,64 93,34 76,18 68,70 59,74 44,21 28,31 0,00
FASE3 0,00 10,97 3509 53,14 5690 99,48 87,07 73,96 63,01 42,64 33,37 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Timax tarp AUC. AUCq.,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 125,59 1,00 1,03 410,09 418,82
FAse 2 144,49 1,50 1,60 456,21 466,47
FAsE3 99,55 2,50 1,80 356,17 379,42
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 12
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL")
Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4 h 5h 6 h 7h
FAsEl 000 92,64 118,43 109,19 105,31 82,18 67,53 51,25 48,32 28,31 16,19 0,00
FASE2Z 000 50,60 93,43 145,10 133,24 96,55 68,59 65,53 54,03 42,26 34,08 0,00
FASE3 0,00 9,75 39,59 62,33 68,61 118,08 107,93 84,80 67,31 52,40 30,77 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax tarp AUC. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 118,51 1,00 0,72 396,37 399,20
FAse 2 145,20 1,50 1,71 460,20 462,76
FASE3 118,16 2,50 1,88 405,74 427,25
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 13
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAsE1 000 95,95 119,74 109,32 9191 71,86 66,88 60,25 50,78 27,51 13,39 0,00
FASsE2 000 53,41 80,73 123,42 127,91 103,49 71,74 65,78 58,58 41,77 30,57 0,00
FASE3 0,00 9,28 39,19 56,45 54,22 100,21 108,04 73,80 66,64 43,63 32,74 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Crnax Trmax tazp AUC,. AUCq,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 119,82 1,00 0,89 393,41 396,86
FAse 2 127,99 2,00 1,76 449,06 455,57
FASE 3 108,11 3,00 2,07 375,66 399,71
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 14
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 255h 3h 3,5h 4 h 5 h 6 h 7h
Fasel 000 81,86 125,03 92,81 102,35 75,42 74,54 52,99 44,72 30,78 19,82 0,00
FASsE2 000 52,52 8503 12546 121,83 97,33 81,82 69,66 61,82 47,13 35,82 0,00
FASE3 0,00 13,69 46,35 57,20 66,81 112,77 110,35 75,34 66,65 45,43 33,86 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Tmax tazp AUC,, AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 112,84 2,50 1,74 394,91 414,49
FASE 2 125,54 1,50 1,68 464,42 507,86
FASE 3 125,11 1,00 1,15 394,35 406,48

Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 15
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5 h 1h 1,5 h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE1 000 84,58 136,77 106,96 104,97 81,76 70,97 64,67 52,31 34,28 19,70 0,00
FASE2 000 54,74 89,31 183,97 124,99 109,62 82,76 71,11 62,79 52,73 34,19 0,00
FAsE3 0,00 15,94 37,20 57,58 60,00 103,70 91,35 80,04 73,89 47,75 45,84 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Crnax Trmax tazp AUC,. AUCq,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
Fase 1 103,77 2,50 2,06 404,94 439,65
FAse 2 184,09 1,50 1,90 515,91 528,76
FASE 3 136,86 1,00 1,18 430,66 440,41
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 16
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAsE1 000 107,09 112,88 123,51 9540 77,14 78,43 66,84 43,20 29,27 14,55 0,00
FASE2 0,00 48,70 102,94 186,98 114,20 92,87 73,05 62,65 66,36 50,37 34,67 0,00
FASE3 0,00 11,23 34,77 56,48 54,57 109,02 92,74 96,40 58,23 45,05 39,80 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Crnax Trmax tazp AUC,. AUCq,
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
Fase 1 123,59 1,50 1,33 418,37 426,73
FASE 2 187,10 1,50 1,91 500,02 510,18
Fase3 109,09 2,50 2,61 387,81 426,59
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 17
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™")

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAse 1 0,00 104,37 113,13 119,73 9941 77,85 57,60 64,15 44,26 31,50 19,34 0,00
Fase 2 0,00 54,91 101,52 148,09 111,93 105,73 72,65 72,06 63,72 39,06 28,94 0,00
Fase 3 0,00 12,84 38,35 52,27 58,97 118,44 89,35 81,71 61,38 44,69 40,84 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Trmax tarp AUC. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FASE 1 119,81 1,50 1,05 408,58 417,79
FASE 2 148,19 1,50 1,31 464,78 473,00
FAsE3 118,52 2,50 2,08 383,17 399,81
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 18
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL")
0Oh 0,5 h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FAsE 1 0,00 103,64 11496 122,86 110,01 79,83 70,55 50,16 56,73 33,04 20,01 0,00
FASE 2 0,00 55,98 103,62 163,25 133,43 109,64 74,70 69,75 53,19 52,53 28,55 0,00
FAsE3 0,00 13,37 36,62 58,93 61,54 107,93 92,20 83,82 76,83 47,06 36,13 0,00

Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

Cinax Trmax tarp AUC. AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FAsE1 122,94 1,50 1,16 434,69 446,10
FasE 2 163,36 1,50 2,34 500,59 515,60
Fase3 108,00 2,50 1,63 396,25 427,19
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



VOLUNTARIO 19
Tabela Concentragdes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.

CONCENTRAGAO (ng.mL™)

Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
Fase 1 0,00 102,50 130,48 95,92 89,71 72,31 71,38 59,95 40,60 30,16 16,08 0,00
FASE 2 0,00 51,17 97,57 119,45 136,88 102,92 61,73 67,98 63,88 33,02 26,97 0,00
FAsE3 0,00 8,40 42,23 52,39 60,26 101,90 86,17 73,47 66,08 42,92 30,57 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Crnax Trmax tap AUC, AUCq.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL™)
FASE 1 130,57 1,00 0,53 389,35 401,60
FASE 2 136,97 2,00 1,53 443,63 479,97
FasE 3 101,96 2,50 1,57 355,02 363,17
Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
VOLUNTARIO 20
Tabela Concentragbes plasmaticas de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
CONCENTRAGAO (ng.mL™)
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 5h 6 h 7h
FASE 1 0,00 104,20 129,52 101,36 81,94 76,19 62,20 62,01 38,53 29,76 15,98 0,00
FAsE 2 0,00 49,75 77,27 119,63 120,58 96,53 82,72 53,19 58,51 34,31 34,11 0,00
FAse 3 0,00 12,01 36,84 58,53 66,46 96,00 78,98 80,64 72,20 45,89 32,77 0,00
Tabela Parametros farmacocinéticos de de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.
Cinax Tomax tarp AUC,. AUC,.
(ng.mL™) (h) (h) (ng.h.mL™) (ng.h.mL")
Fase 1 129,61 1,00 0,62 385,61 399,80
FASE 2 120,66 2,00 1,45 427,92 434,27
FAsE3 96,07 2,50 1,95 376,32 396,88
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Figura Curvas de decaimento plasmatico de (S)-metoprolol, nas fases 1,2 e 3.



