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RESUMO

NEVES, D. V. Fenotipagem do CYP2D6 em idosos cardiopatas classificados como
metabolizadores extensivos ou lentos do metoprolol. 2009. Dissertacio de Mestrado —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2009.

Os idosos constituem a parcela da populacdo, que mais cresce atualmente. Este segmento
populacional requer cuidados médicos e terapéuticos frequentes e consomem cerca de trés
vezes mais medicamentos que individuos jovens. Deste modo necessitam de uma avaliacdo
detalhada da farmacocinética e farmacodinamica do farmaco a ser utilizado para uma menor
ocorréncia de efeitos adversos. O objetivo foi fenotipar o CYP2D6 em pacientes idosos
cardiopatas classificados como metabolizadores extensivos ou lentos do metoprolol,
desenvolver e validar o método de anélise do tartarato de metoprolol e seu metabdlito em
urina utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e identificar possiveis
correlagdes entre fatores antropométricos, raciais e comorbidades apresentadas com a razao
metabdlica metoprolol/a-OH metoprolol em urina. A casuistica foi composta por 130
individuos idosos, considerados acima de 60 anos, voluntarios, com algum tipo de cardiopatia
previamente identificada, com fun¢do renal e hepdtica normais. Todos individuos foram
submetidos a uma coleta de urina de 0-8h apds a administragdo de um comprimido de 100 mg
de tartarato de metoprolol para a determinacdo do metoprolol e a-OH metoprolol com a
finalidade de estabelecer a sua razao metabdlica e fenotipar esses individuos de acordo com
os resultados da razdo da concentragcdo metoprolol/a-OH metoprolol em urina utilizando
a HPLC com deteccao por fluorescéncia, sendo fenotipados como metabolizadores lentos os
pacientes que tiveram resultados > 12,6 e como metabolizadores extensivos aqueles avaliados
com resultados < 12,6. A maior porcentagem de pacientes estudados situou-se na faixa etéria
de 60 a 70 anos (média de 71,8 + 6,2), mediana de 71,0, valor minimo de 60 e maximo de 93
anos. Cento e quatro pacientes (80,0%) reportaram ser da raca branca, 13 (10,0%) da raca
negra, 1 (0,8%) da raca amarela e 12 (9,2%) da raca parda. Cento e um pacientes (77,7%)
eram do sexo feminino. Os pacientes investigados utilizavam em média 5,9 + 2,1 tipos de
medicamentos, variando de 1 a 11 farmacos utilizados concomitantemente. Observou-se uma
média de 5,1+ 3,2 comorbidades concomitantes, variando del a 14 patologias
associadas. Trés pacientes (2,3%) foram fenotipados como metabolizadores lentos do
metoprolol, diferenciando dos 7 a 10% de metabolizadores lentos existentes na populagdo
caucasiana. Foi detectada diferenca estatisticamente significativa na razdo metabdlica
metoprolol/a-OH metoprolol segundo a quantidade de medicamentos utilizada pelos idosos
(p=0,017) e segundo a utiliza¢do de bebida alcodlica (p=0,045). Conclui-se que a maioria dos
individuos estudados eram do sexo feminino, a propor¢do de metabolizadores de idosos
cardiopatas classificados como PM foi menor do que a que é encontrada em caucasianos, a
variavel quantidade de medicamentos utilizados esteve relacionada de maneira significativa a
taxa de metabolizacdo do tartarato de metoprolol observada nestes idosos cardiopatas e a
varidvel ingestdo de bebida alcodlica mostrou correlagdo significativa com o valor da razao
metoprolol/a-OH metoprolol no presente estudo.

Palavras chave: metoprolol, doencas cardiovasculares, idosos, fenétipo, CYP2D6.



ABSTRACT

NEVES, D. V. Phenotyping of CYP2D6 in elderly cardiopatic classified as extensive or
poor metoprolol metabolizers. 2009. Dissertacdio de Mestrado — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2009.

These days, elderly people constitute the most important part of the increasing population.
This population segment requires frequent medical and therapeutic cares, and spends three
times more drugs than the young individuals. For that reason, a detailed pharmacokinetic and
pharmacodynamic evaluation of the administrated drug must be accomplished aiming to avoid
side effects. The objective of this study was to phenotype CYP2D6 in elderly cardiopatic
patients classified as extensive or poor metoprolol metabolizers, aiming to develop and
validate the method for analysis of metoprolol tartrate and its metabolite in urine using high
performance liquid chromatography (HPLC), and to identify possible correlations between
anthropometric, racial factors, and comorbidities presented with the urine metabolic ratio of
metoprolol/a-OH-metoprolol. The casuistry was composed by 130 elderly individuals over 60
years old, volunteer, carrying any type of pre identified cardiomyopathy, with normal renal
and hepatic functions. Aiming the evaluation of the urine metabolic ratio of metoprolol/a-OH-
metoprolol, the individuals were submitted to a urine collection 0-8h after administration of
tablets of 100 mg of metoprolol tartrate for phenotyping after the results of the concentration
metoprolol/a-OH-metoprolol using HPLC and fluorescence detection, being phenotyped as
poor metabolizers the patients that presented ratio > 12.6, and extensive metabolizers < 12.6.
Mostly studied patients percentage age was 60-70 years old (mean of 71.8 £ 6.2) - median
71.0; the maximum value was 93, and the minimum value was 60 years old. One hundred and
four patients (80.0%) reported being Caucasian, 13 (10.0%) Black, 1 (0.8%) Asian, and 12
(9.2%) Half-black. One hundred and one patients (77.7%) were female. The studied patients
used approximately 5.9 + 2.1 types of drugs, varying of 1 to 11 concomitant drugs used. We
could observe the mean of concomitant comorbidities of 5.1 + 3.2 varying of 1 to 14
associated pathologies. Three patients (2.3%) were phenotyped as poor metoprolol
metabolizers differentiating of those 7 to 10% poor metabolizers existent in Caucasian
population. A significant statistical difference was detected in the metabolic ratio
metoprolol/a-OH-metoprolol according to the quantity of drug used by elderly patients
(p=0.017), and alcohol users (p=0.045). It could be concluded that mostly of studied
individuals was female. The proportion of elderly cardiopatic metabolizers classified as PM
was lower than the Caucasian ones. The quantity of drugs used was significantly related to the
metabolism ratio of metoprolol tartatre observed on those elderly cardiopatic patients, and the
variable alcohol ingestion showed significant relation to the value of ratio metoprolol/a-OH-
metoprolol in the present study.

Key words: metoprolol, cardiovascular diseases, elderly, phenotype, CYP2D6.
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1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO
1.1 Envelhecimento e Sistema Cardiovascular

A Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) define a populagdo idosa como aquela a
partir dos 60 anos de idade, mas para paises desenvolvidos esse limite passa para 65 anos. No
Brasil, considera-se idoso as pessoas com idade igual ou superior a sessenta anos
(ESTATUTO DO IDOSO, 2003). Os idosos constituem a populacdo que mais cresce,
atualmente. De acordo com dados das Nacdes Unidas, em 1998 cerca de 66 milhdes de
pessoas tinham 80 anos ou mais. Esta faixa etdria representa 1,1% da popula¢do mundial. De
1970 a 1998, enquanto a populacdo mundial aumentou 60%, a populagdao de 80 anos ou mais
cresceu 147% (de 26,7 para 66 milhdes). Numa projecdo realizada para 2050, esses nimeros
tornam-se mais impressionantes, estimando-se uma populagcdo seis vezes maior que a atual

nessa faixa etdria (370 milhdes de pessoas) (UNITED NATIONS,1999).
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Fonte: United Nations Popalation Division, Farid Populmtion Prospecis: The 1998 Rivision, forthcomings.

Figura 1 - Piramide populacional do ano de 1998 e estimativa para 2050 nos EUA segundo o
sexo.

Independente de doencgas associadas, o processo de envelhecimento associa-se a
importantes alteragdes cardiovasculares (WEI, 1992). As artérias tendem a tornar-se rigidas
com a idade, diminuindo a elasticidade e a complacéncia da aorta e grandes artérias

(VAITKEVICIUS et al.,, 1993). Na média, as camadas musculares lisas se espessam, a



elastina fragmenta-se progressivamente, sendo substituida por coldgeno com ligacdes
cruzadas firmes, ndo distensiveis, e a calcificacdo aumenta. As artérias rigidas tornam-se
menos distensiveis passivamente, e apresentam também menor capacidade para dilatar-se
ativamente, resultando menor aumento do fluxo sanguineo em resposta a maiores demandas
ou estresse fisiolégico (LIE & HAMMOND, 1988; FRANKLIN et al., 1997; YU &
SANDERSON, 1997). Essas alteracOes fisicas tendem a aumentar significativamente a
sobrecarga mecanica no coragao senescente, que necessita propulsionar o sangue através de
artérias mais rigidas, ndo eldsticas e menos distensiveis. A pressao arterial sistélica aumenta e
a pressao diastdlica cai uma vez que as artérias rigidas perdem a elasticidade necessdria para
manter a pressdo intravascular durante a didstole (LIE & HAMMOND, 1988;
LAKATTA,1993; DAVIES, FERRARA, HARDING, 1996; FRANKLIN et al., 1997; YU &
SANDERSON, 1997; CHEN et al., 1998).

A expectativa de vida média do brasileiro também tem aumentado significativamente
nos dltimos anos, proporcionando maior numero de idosos na populacdo em geral. Assim,
neste inicio de século, o Brasil comec¢a também a apresentar tendéncias de envelhecimento
populacional (SAVIOLI NETO & MAGALHAES, 2005). Estima-se que em 2025, o Brasil
contard com cerca de 30 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais, o que corresponderd a 15%
da populacdo total (RAMOS, 1995). Dentre as patologias com maior incidéncia nessa
populacdo, as Doencgas Cardiovasculares (DCV) sdo as mais freqiientes. Aproximadamente
50% dos pacientes atendidos nos ambulatérios de cardiologia sdo idosos, cerca de 50% dos
pacientes atendidos em ambulatério de geriatria apresentam pelo menos uma cardiopatia.
Portanto, o conhecimento prévio das principais alteracdes das DCV associadas ao processo
natural de envelhecimento é de fundamental importancia para o manuseio do cardiopata idoso

(SAVIOLI NETO & MAGALHAES, 2005).



Estudos epidemioldgicos brasileiros como o Estudo Multicéntrico do Idoso — E.M.I.
demonstram que a prevaléncia de Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) entre idosos é
bastante elevada. Cerca de 65% sao hipertensos e, entre as mulheres com mais de 75 anos, a
prevaléncia de HAS pode chegar a 80% (TADDEI et al., 1997; GESA, 1999).

O espessamento da parede ventricular associado a progressiva perda de midcitos,
acumulo de tecido conjuntivo e depdsito amiléide aumenta a rigidez ventricular e diminui sua
complacéncia. A diminui¢do da complacéncia dificulta o enchimento ventricular, aumenta a
pressdao diastélica do ventriculo esquerdo e dilata o atrio esquerdo (SAVIOLI NETO &
MAGALHAES, 2005).

Os niveis plasmdticos de adrenalina e noradrenalina aumentam com a idade. A
hiperatividade simpdtica promove progressiva dessensibilizagdo dos receptores beta-
adrenérgicos cardiacos e vasculares, comprometendo os mecanismos contra-regulatérios.
Assim, a estimulagdo simpdtica do receptor Bl adrenérgico determina aumento tanto na
freqiiéncia cardiaca como na fracdo de ejecdo, porém com menor intensidade nos idosos que
nos jovens. Do mesmo modo, a menor resposta do receptor B2 adrenérgico limita a
subseqiiente vasodilatacdo que, associada a maior rigidez vascular, eleva a pds-carga
(PFEIFER, 1983).

As DCV associadas ao envelhecimento ndo afetam a funcdo cardiaca na condi¢do de
repouso, mesmo em idades mais avangadas. Entretanto, quando associadas a processos
patoldgicos (ex.: isquemia, HAS, taquicardias, infec¢des) ou estresse fisiolégico (atividade
fisica), podem comprometer a funcdo cardiaca no paciente idoso (SAVIOLI NETO &

MAGALHAES, 2005).



1.2 Importancia das Doencas do Aparelho Circulatério do ponto de vista de Satde
Publica

As DCV constituem a maior causa de mortalidade no Brasil, superando as causas
externas, as neoplasias e as doengas pulmonares (MINISTERIO DA SAUDE, 1997). As
doencas do aparelho circulatério (DAC) representam 300.000 ébitos por ano ou 820 por dia,
tornando assim evidentes as necessidades de acdes para a detec¢do e prevengao relacionadas
as afeccoes desse sistema (LOTUFO, 1996).

A prevaléncia das DCV aumenta consideravelmente com a idade e, tanto nos paises
desenvolvidos, como no Brasil € a primeira causa de mortalidade e a segunda de morbidade
nos idosos, s6 suplantadas pelas doencas do sistema osteomuscular (MINISTERIO DA
SAUDE, 1995).

Além de serem responsaveis pela grande maioria das mortes, as DCV, particularmente
a Cardiopatia Isquémica, a HAS e a Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC), caracterizam-se
por seu aspecto cronico, exigindo grande volume de recursos para seu tratamento (PORTO &
COSTA, 1998).

Considerando-se a modificacio dos perfis de saide no Brasil, evidencia-se a
importancia da abordagem preventiva relativa as DCV. Assim é que em 1950, 40% dos 6bitos
no pais eram decorrentes das doencas infecto-contagiosas e apenas 12% decorrentes de DCV,
porém para o ano de 1990 os indices tornaram-se menores que 10% para as moléstias infecto-
contagiosas e 34,5% para DCV, tornando aparente a inversdo de suas proporcdes
(SILVESTRE et al., 1996).

Nas proximas décadas os paises menos desenvolvidos sofrerdo uma verdadeira
epidemia de DCV, resultado de um aumento dos fatores de risco cardiovasculares (FRC)
decorrentes de melhores condi¢des scio-econdmicas e do aumento da expectativa de vida.

Embora isso pareca uma contradicdo, em um primeiro momento, condi¢des sécio-econdmicas



melhores levam a aumento de consumo de dietas ricas em gorduras e ao sedentarismo
(HUSTEN, 1998).

Entre os idosos, as DCV siao responsaveis por quase 50% das mortes, sendo 20% por
Doenga Arterial Coronariana, 13% por Doencas Cérebro-Vasculares e 15% por outras DCV

(RAMOS et al., 1992).

1.3 Cardiogeriatria: uma evolucio do conhecimento para melhoria assistencial ao idoso
cardiopata

Cerca de metade dos individuos com mais de 60 anos apresentam evidéncias de
comprometimento cardiovascular, compreendendo infarto do miocédrdio prévio, angina
pectoris, ICC, valvopatias, HAS, arritmias ou alteracdes eletrocardiograficas. O diagnéstico e
o correto manuseio de pacientes idosos cardiopatas representam um grande desafio para o
clinico, pois € necessdrio distinguir as alteracdes resultantes de um processo de
envelhecimento daquelas causadas pelas doencas (PORTO & COSTA, 1998).

O Brasil possuird, em 2020, a sexta populacdo mundial de idosos. E necessario, por
conseguinte, que o médico se familiarize cada vez mais com as modificagdes estruturais,
funcionais, e hemodindmicas relacionadas ao envelhecimento, e com as informag¢des obtidas
por meio da medicina baseada em evidéncias, a fim de melhor conduzir o tratamento destes
idosos. O idoso apresenta caracteristicas proprias na manifestacdo das doencas, na resposta a
terapéutica e no efeito colateral dos medicamentos. Constitui um grupo de maior risco para o
aparecimento das doencas degenerativas, em geral, e das DCV, em particular, além de
apresentar maior nimero de comorbidades (FRANKEN & TADDEI, 2002).

O tratamento deve ser conduzido com cuidado. As alteracdes que ocorrem com O
envelhecimento levam a modificagdes na farmacocinética e farmacodindmica das drogas, com

conseqiientes alteracbes em sua distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo, além de



repercutirem em sua acao e efeito no organismo do idoso. Esses fatos demandam adequagao

das doses dos medicamentos (FRANKEN & TADDEI, 2002).

1.4 Farmacologia e terapéutica cardiovascular no idoso

Os idosos requerem cuidados médicos e terapéuticos mais freqiientes e consomem
proporcionalmente cerca de trés vezes mais medicamentos que individuos mais jovens.
Farmacos cardiovasculares tais como digoxina, anti-hipertensivos, anti-isquémicos,
antiarritmicos, antiplaquetdrios, anticoagulantes e psicotropicos como ansioliticos,
antidepressivos, antipsicOticos e anticonvulsivantes sdo os mais prescritos e freqiientemente
associados a reagdes adversas. A maioria destes farmacos apresenta indice terapéutico
relativamente baixo (GODLOVITCH, 2003).

Alteragdes farmacoldgicas, intervalo dose-resposta amplo, reacdes atipicas, uso
simultineo de multiplos agentes com potencial de interagdo farmacoldgica, prescri¢des
inadequadas e nado-observancia dos esquemas posoldgicos sdo fatores que contribuem para
uma maior toxicidade medicamentosa no idoso. Em virtude desses aspectos, os efeitos
colaterais, reacdes adversas e interagdes medicamentosas sdo mais frequentes e importantes
no idoso (WILLIAMSON & CHOPIN, 1980).

A utilizacdo apropriada de medicamentos na populacdo geridtrica requer o
conhecimento das alteracdes fisiologicas do envelhecimento e dos efeitos das comorbidades
que podem influenciar a farmacocinética e a farmacodinamica, e a resposta terapéutica e
toxica aos farmacos, de forma clinicamente importante. Além disso, outros aspectos como
condi¢do socioeconOmica, polifarmacia, esquemas posolégicos complicados, constituem
importante fator causal de falta de terapéutica adequada no idoso. A medida que o individuo
envelhece surgem alteracdoes graduais na farmacocinética e os efeitos dos medicamentos

induzem a uma maior varia¢do inter-individual das doses requeridas para obtencdo de um



mesmo efeito terapéutico. Os idosos t€ém uma reducao do metabolismo de primeira passagem
no figado, deste modo a biodisponibilidade de alguns fairmacos pode ser aumentada tais como
farmacos que sofrem elevada extracdo hepdtica como o propranolol e verapamil
(BATLOUNI, 2005).

Nos idosos ocorrem diversas alteracoes fisiologicas no aparelho gastrintestinal, que
podem modificar a absor¢ao da droga. Como exemplos dessas modificagdes sdo: reducdo do
fluxo salivar e do contetido de ptialina da saliva e altera¢des da mucosa bucal que poderiam
comprometer a absorcdo de comprimidos bucais e sublinguais, alteragdes da atividade
peristéltica do esdfago tornando mais lenta a absor¢do do farmaco, reducdo da acidez do suco
gastrico que dificultaria a solubilizacdo de drogas para a absor¢do no intestino, retardo no
esvaziamento gastrico e reducdo generalizada da motilidade digestiva podendo aumentar ou
diminuir a absor¢ao de um determinado medicamento, comprometimento do fluxo sanguineo
mesentérico e esplancnico, que pode reduzir-se em até 40% no idoso (TRIGGS et al.,1975;
CROOKS, O'MALLEY, STEVENSON, 1976; VESTAL, 1978).

A distribuicdo do farmaco pode ser alterada devido a algumas mudancgas fisioldgicas
como a redu¢do da dgua corpodrea total, tanto em termos absolutos como em porcentagem de
peso corpéreo, em 10% a 15% entre os 20 e os 80 anos; a massa muscular e a massa celular
média diminuem, e a propor¢do de gordura aumenta com a idade (GREENBLATT, 1989).

A concentragdo de albumina plasmdtica em idosos reduz-se de 15% a 20% em
comparacdo com individuos abaixo dos 40 anos (WALLACE & WHITING, 1976). A
implicag¢do prética desta reducdo das concentracdes plasmdticas de albumina e de outras
proteinas decorre do fato de que o aumento da fragdo livre do farmaco surge em qualquer
dose administrada (BATLOUNI, 2005).

Os farmacos sdo eliminados do organismo por dois mecanismos principais:

metabolismo e excrecdo renal. A maioria dos farmacos sofre transformacdo metabdlica mais



ou menos acentuada (biotransformacgdo). O processo ocorre principalmente no figado. O
envelhecimento pode comprometer a atividade metabdlica hepdtica em conseqiiéncia da
reducdo do fluxo sanguineo, volume e massa hepdticos, e da atividade enzimatica. O fluxo
sanguineo hepdtico diminui cerca de 40% dos 25 aos 70 anos (CASTLEDEN & GEORGE,
1979).

Embora algumas drogas possam ser excretadas através do suor, ldgrimas e diversas
secrecoes do tubo digestivo, o rim constitui a principal ou dnica via de eliminagdo para a
maioria delas. Alteragdes da estrutura e da fungdo renal ocorrem com o envelhecimento,
mesmo nha auséncia de nefropatia prévia. Com o envelhecimento ocorre perda da massa renal,
diminui¢do do ndmero de glomérulos, de células tubulares e diminui¢do do fluxo sanguineo
renal. Entre a quarta e oitava décadas, os rins perdem aproximadamente 20 a 25% de sua
massa, com maior comprometimento do cértex do que da medula. O fluxo sanguineo renal
declina progressivamente (cerca de 10% por década), apds a quinta década em parte devido a
reducdo e redistribuicao do débito cardiaco. A velocidade de filtragao glomerular também se
reduz gradativamente em funcdo do envelhecimento normal; de 100 a 120 ml/min aos 40
anos, para 60 a 70 ml/min aos 85 anos. Conseqiientemente ocorre diminuicdo da velocidade
de filtracdo glomerular. Por tanto essas alteracdes nos rins elevam os niveis plasmaticos dos
farmacos e seu acimulo no idoso, podem transforma-los em individuos mais susceptiveis a
intoxicacdo (BATLOUNI, 2005).

Além de todas essas mudancas fisiologicas ocorridas nos idosos afetarem a
farmacocinética de determinados medicamentos, a presenca de DCV também pode afetar a
farmacocinética do medicamento, como por exemplo, o infarto agudo do miocérdio (IAM),
que reduz o débito cardiaco causando varidvel reducdo do clearance da lidocaina, devido ao
decréscimo do fluxo sanguineo hepatico, conduzindo esses pacientes a terem um actimulo

plasmatico de lidocaina ao receberem este medicamento através de infusdo continua acima de
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24 horas (PRESCOTT, ADJEPON-YAMOAH, TALBOT, 1976; DENSON et al., 1988). Em
outro estudo, foi comparada a drea sobre a curva (AUC) do medicamento hidralazina, entre
pacientes com ICC grau III e IV segundo a New York Heart Association (NYHA) e pacientes
hipertensos. Apdés uma dose de 50 mg de hidralazina foi verificado um aumento
significativamente maior na AUC de pacientes com ICC (HANSON et al., 1983). A ICC
diminui o fluxo sanguineo no figado e, portanto, sua presenga pode estar associada com a
diminui¢do do clearance da droga e acimulo do farmaco no organismo (BROUWER,

DUKES, POWELL, 1992).

1.5 Metoprolol

O tartarato de metoprolol é um farmaco utilizado no tratamento da HAS, da angina
pectoris (AP), arritmias cardiacas, isquemia silenciosa, IAM e cefaléia (HHJALMARSON et
al., 1996). O metoprolol é um antagonista 1-adrenérgico seletivo, destituido de atividade
simpatomimética intrinseca (ASI). O tartarato de metoprolol € quase totalmente absorvido
ap6s administragdo oral, todavia sua biodisponibilidade € relativamente baixa (cerca de 40%),
devido ao metabolismo de primeira passagem. As concentragdes plasmadticas do farmaco
variam amplamente, devido a diferencas geneticamente determinadas na taxa de metabolismo
(BENFIELD et al., 1986).

O metoprolol sofre metabolismo extenso pelo sistema de monoxigenase hepdtica,
incluindo reagdes por hidroxilagao alifatica (o-hidroximetoprolol, =10%), desaminacdo
oxidativa (N-desalquilmetoprolol, <10%) ¢ O-desmetilacdo (O-desmetilmetoprolol, =65%)

com subsequente oxidacdo (dcido O-desmetilmetoproldico), e apenas 10% do farmaco
administrado sdo recuperados de modo inalterado na urina. A meia-vida do metoprolol é de 3
a 4 horas (BORG, et al.,, 1975; HOFFMAN & LEFKOWITZ, 1996). A a-hidroxilagcdao

contribui para a eliminacdo de apenas 10% da dose, mas resulta na formacdo do o-
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hidroximetoprolol que € farmacologicamente ativo, com 1/10 da poténcia do metoprolol em
reduzir a freqiiéncia cardiaca (REGARDH & JOHNSSON, 1980; MURTHY et al., 1990).

A meia-vida do metoprolol em pacientes classificados como metabolizadores lentos é
de 7,5h e em metabolizadores extensivos é de 2,8h em média (LENNARD et al.,, 1982).
Portanto, a farmacocinética do metoprolol € influenciada pelo polimorfismo da enzima
CYP2D6, levando a uma grande variabilidade da concentracio do metoprolol no plasma
quando € administrada a mesma dose (ISMAIL & TEH, 2006).

Pacientes classificados como metabolizadores lentos do CYP2D6 exibem uma
concentracdo de metoprolol no plasma de 3 a 10 vezes maior e t€m um risco cinco vezes
maior de desenvolver efeitos adversos durante o tratamento com este firmaco do que
metabolizadores extensivos (WUTTKE et al., 2002).

A Figura 2 mostra os metabdlitos gerados na metabolizacao oxidativa do tartarato de

metoprolol no homem.
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Figura 2 - Metabolismo oxidativo do metoprolol no homem (BORG, et al., 1975; LEEMANN;

DEVI; DAYER, 1993).
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1.6 Conceito de CYP450, fenétipo de metabolizador ultra-rapido, extensivo e lento

Metabolizacdo € a transformac¢do da droga pelo organismo em substancias mais
polares, soliveis na dgua, para serem facilmente eliminadas pelo rim, sendo sua principal via
de elimina¢ao (MELLO, 1998).

As enzimas que metabolizam as drogas apresentam uma multiplicidade de formas e
diferencas inter-individuais na sua expressdo genética podendo contribuir para diferentes
respostas no metabolismo da drogas. Mutagdes gé€nicas podem resultar em defici€ncia ou
auséncia de expressdao de uma enzima em particular (metabolizador lento) e uma toxicidade
inesperada pode ocorrer pela administracdo de uma dose de um farmaco. Por outro lado,
alteracdes do cdédigo genético podem resultar em multiplas cépias de uma determinada
enzima metabolizadora da droga (metabolizador ultra-rapido), resultando provavelmente em
resisténcia a doses tipicamente consideradas terap€uticas. A atividade das enzimas
metabolizadoras das drogas pode ser potencializada (induzida) ou inibida pela utiliza¢ao de
determinados farmacos (SITAR, 1999).

Enzimas do CYP450 sdo essenciais para a producdo de colesterol, esterdides,
prostaciclinas e tromboxano A2. Existem mais de 50 enzimas, mas a CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 e CYP3AS metabolizam 90% das drogas. Essas enzimas sdo
expressas predominantemente no figado, mas existem também no intestino delgado, placenta,
rins e pulmdo (SLAUGHTER & EDWARDS, 1995; WILKINSON, 2005).

As enzimas do CYP450, familia de 1 a 3 medeiam 70-80% de todo processo
metabolizacdo de fase 1 das drogas usadas clinicamente (BERTZ & GRANNEMAN, 1997;
EVANS & RELLING, 1999), e participam do metabolismo de um enorme ndmero de
xenobidticos. As formas polimoérficas do CYP450 sdo responsaveis pelo desenvolvimento de

um ndmero significante de reacdes adversas as drogas, 56% das drogas que sdo citadas em
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reacOes adversas sdo metabolizadas por enzimas polimdrficas de Fase 1, na qual 86% sdo
P450 (PHILLIPS et al., 2001).

O paciente caracterizado como metabolizador ultra-rdpido do metoprolol (UM) tem
um aumento de duas vezes no clearance do metoprolol quando comparados com
metabolizadores extensivos (EM) (KIRCHHEINER et al., 2004). Em 30% da populacido norte
africana e 1% dos caucasianos da Suécia apresentam um ou mais gene(s) extra-ativo(s) do
CYP2D6 levando a metabolizagdo ultra-rdpida do metoprolol e outros substratos com
metabolismo dependente desta enzima (JOHANSSON et al., 1993; DAHL et al., 1995;
AKLILLU et al., 1996).

A populagdo em geral € considerada normal para efeito do estudo da enzima CYP2D6
classificada como metabolizador extensivo (CUPP & TRACY, 1998; INGELMAN-
SUNDBERG, 2004).

O paciente caracterizado como metabolizador lento do metoprolol apresenta um
clearance do metoprolol cinco vezes menor do que EM (KIRCHHEINER et al., 2004).
Aproximadamente 7% da populacdo caucasiana e 1% da populagdo chinesa ndo expressam ou
expressam baixa atividade do CYP2D6 (metabolizador lento, PM) e, conseqiientemente
manifestam altas concentragdes plasmaticas do metoprolol nas doses terap€uticas

(BERTILSSON, 1995).

1.7 Metoprolol como droga marcadora do sistema de metabolizacdo oxidativa do
CYP2D6

O CYP2D6 estd envolvido no metabolismo oxidativo de aproximadamente 25% de
todas as drogas prescritas (BERTZ & GRANNEMAN, 1997), incluindo antieméticos

antagonistas do receptor 5-HT3, analgésicos, antiarritmicos, antidepressivos, anti-
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histaminicos, antipsicéticos, supressores do apetite, agentes B-bloqueadores e vasodilatadores
(TOUW, 1997; PHILLIPS et al., 2001; ZANGER; RAIMUNDO; EICHELBAUM, 2004).

A Tabela 1 apresenta um resumo dos farmacos que sdo metabolizados total ou
parcialmente pelo CYP2D6 (JANICK, 2005).

Tabela 1: Farmacos metabolizados total ou parcialmente pelo CYP2D6.

CLASSE FARMACOS
Antagonista de 5-HT3 Dolasetrona, ondasetrona, palonosetrona, tropisetrona
Antiarritmicos Amiodarona, aprindina, flecainida, mexiletina, procainamida,

propafenona, quinidina, esparteina

Beta-bloqueadores Carvedilol, metoprolol, propranolol, timolol

Antipsicéticos Clozapina, flufenazina, haloperidol, perfenazina, risperidona,
tioridazina, zuclopentixol

Antidepressivos Amitriptilina, citalopram, clomipramina, desipramina,
fluoxetina, fluvoxamine, imipramina, maprotilina, mianserina,
maprotilina, mirtazapina, nortriptilina, paroxetina, sertralina,

venlafaxina
Anti-histaminicos Mequitazina, prometazina
Analgésicos Codeina (conversdo para morfina), dextrometorfano,

dihidrocodeina, hidrocodone, oxicodone, tramadol

Atomoxetina, captopril, cinarizina, diltiazen, flunarizina,
galantamina, lignocaina, loratadina,

Diversos metilenodioximetanfetamina (“ecstasy”), nicergolina,

ritonavir, tamoxifeno, teofilina, vimblastina

Esta enzima (CYP2D6) é caracterizada pela alta taxa de variabilidade inter-individual
e inter-étnica na sua atividade, principalmente causada pelo polimorfismo genético. Este

polimorfismo pode resultar em um clearance da droga, de 30 a 40 vezes de diferenca, entre
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pacientes. Pode-se desta forma resultar em graves efeitos colaterais dos medicamentos ou
perda de eficdcia terapéutica da droga utilizada (KIRCHHEINER, et al., 2004).

A debrisoquina foi utilizada inicialmente como marcadora da atividade do CYP2D6
desde que esta enzima foi identificada como polimérfica (TUCKER, 1977).

A debrisoquina € um anti-hipertensivo eliminado, no homem, essencialmente por
metabolismo oxidativo com a formacdo da 4-hidroxidebrisoquina, uma via dependente da
isoforma CYP2D6. A atividade hidroxilase dependente do CYP2D6 pode ser estudada in vivo
determinando a raz@o entre a recuperagao urindria da debrisoquina e da 4-hidroxidebrisoquina
apo6s dose unica oral da debrisoquina (BERTILSSON, 1995; CERQUEIRA, et al., 2000).

O tartarato de metoprolol também ¢ eliminado por metabolismo oxidativo, sendo o
CYP2D6 responsavel por biotransformar aproximadamente 70% do metoprolol in vivo
(JOHNSON & BURLEW, 1996). A a-hidroxilag¢do é exclusivamente mediada pelo CYP2D6,
como mostram estudos com microssomas do figado humano, enquanto a O-desmetilacdo
depende de outras enzimas (OTTON et al., 1988; JONHSON & BURLEW, 1996;
STREETMEN; BERTINO; NAFZIGER, 2000).

Foi relatada uma forte correlacdo existente entre a a-hidroxilacdo do metoprolol e a 4-
hidroxilagdo da debrisoquina (CERQUEIRA, 2003), e entre a razdo metoprolol/a-
hidroximetoprolol e debrisoquina/hidroxidebrisoquina em urina de 0-8h, na populagdo
caucasiana hipertensa na faixa etdria de 22 a 77 anos de idade, tornando assim possivel a
utilizacdo do metoprolol também como marcador da atividade do CYP2D6 (MCGOURTY et
al., 1985).

O metoprolol pode ser escolhido para o estudo do polimorfismo oxidativo do
CYP2D6, devido a sua correlagdo com a debrisoquina, por ser comercializado e prescrito na

pratica clinica e ser de baixa toxicidade (SOHN et al., 1992).
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1.8 Justificativa

A importancia da realizacdo deste estudo justifica-se pelo fato de que os idosos
cardiopatas t€ém um alto risco de intoxicagdes e efeitos adversos de farmacos devido as
modificagdes ocorridas no organismo decorrente da idade avancada, que modificam o seu
sistema de metabolizacdo e excre¢do de farmacos, além do uso freqiiente da polifarmacia.

Ap6s extenso levantamento bibliografico realizado ndo foi detectado nenhum estudo
que identificasse a porcentagem de metabolizadores extensivos ou lentos do metoprolol em
pacientes idosos cardiopatas.

Um teste simples e factivel como o proposto com o metoprolol, poderia quando
realizado previamente neste segmento populacional identificar os individuos de maior risco

para a ocorréncia de complicacdes com a utiliza¢ao de farmacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
- Fenotipar o CYP2D6 em pacientes idosos cardiopatas classificados como

metabolizadores extensivos ou lentos do metoprolol.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver e validar o método de andlise do metoprolol e a-OH metoprolol em
urina humana com aplicagdao em estudo de fenotipagem.

- Identificar possiveis correlagdes entre caracteristicas antropométricas (idade, sexo,
cor, indice de massa corpdérea (IMC)) e outros fatores (comorbidades, duracio da HAS,
efeitos colaterais, ingestdo de bebida alcodlica e quantidade de medicamentos utilizados) com

a razao metabodlica metoprolol/ a-OH metoprolol em pacientes idosos cardiopatas.
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3 CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica

Foram investigados 130 pacientes idosos (idade > 60 anos), com algum tipo de
cardiopatia previamente identificada, com fung¢ao renal e hepética normais.

Foram excluidos os pacientes diagnosticados com bradicardia importante devido ao
efeito do metoprolol sobre a freqii€ncia cardiaca, ICC descompensada grau funcional IV da
NYHA que impossibilitaria a utilizacdo de betabloqueadores, doenga arterial periférica
obstrutiva devido ao efeito redutor do metoprolol sobre o débito cardiaco comprometendo o
fluxo sanguineo periférico, bloqueio atrio-ventriculares de segundo e terceiro graus devido a
acdo do betabloqueador no sistema de condugdo cardiaco havendo nesse caso o risco de
implante de marca-passo cardiaco e pacientes que necessitavam de utilizacdo continua de
medicamentos que poderiam inibir a atividade do CYP2D6 (fluoxetina, paroxetina, sertralina,
quinidina, cimetidina, amiodarona, difenidramina, clorfeniramina, prometazina, ranitidina)
(HERSH & MOORE, 2004; LYNCH & PRICE, 2007)

Os pacientes selecionados (Tabela 2) foram informados em detalhes sobre a proposta e
duracdo da investigac@o assim como quanto aos possiveis riscos envolvidos. Apds a obtengdo,
por escrito, do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1), os pacientes foram
submetidos a um exame clinico e testes laboratoriais para a comprovacdo da normalidade das
funcdes hepdtica (TGO, TGP, y GT, fosfatase alcalina, bilirrubina total e fragdes), renal
(uréia, creatinina, estimativa da filtracdo glomerular (Cockcroft-Gault), urina I) e outros
exames como potdssio, hemograma e proteinas totais e fracOes. Foi garantida a liberdade do
paciente de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa,

sem prejuizo ao seu cuidado e tratamento onde faz seguimento.
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3.2 Aspectos Eticos

O projeto foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP-USP,
credenciada pelo CONEP - Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, Protocolo CEP/FCFRP
n° 91, na 59 reunido deste CEP, realizada no dia 1° de agosto de 2007 e considerado

aprovado (Anexo 2).

Tabela 2 — Caracteristicas antropométricas de idosos cardiopatas segundo idade, altura
e peso (n = 130).

Variavel Minimo Maéximo Média Desvio
Padrao
Idade (anos) 60,0 93,0 71,8 6,2
Altura (m) 1,32 1,79 1,56 0,08
Peso (Kg) 39,8 123,0 69,3 13,9

Tabela 3 — Distribuicio de idosos cardiopatas segundo o género (n = 130).
Género Masculino Feminino Total

n (%) 29 (22,3%) 101 (77,7 %) 130 (100%)
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3.3 Protocolo Clinico
- Avaliacao da funcio renal e hepatica

As amostras de sangue, aproximadamente 10 mL, foram coletadas em tubo vacutainer,
sem anticoagulante para a realiza¢do de exames bioquimicos e com EDTA para realizagao do
hemograma. Os analisadores utilizados para cada exame foram os seguintes:

- Transaminase Glutdmico Pirdvica (TGP), Transaminase Glutimico Oxalacética
(TGO), Gama Glutamiltransferase (y-GT), Fosfatase Alcalina, Bilirrubina total e fracdes,
Potéssio, Proteinas totais e fragdes, Uréia e Creatinina: utilizando o analisador bioquimico
automdtico BT 3000 Plus — Wiener.

- Hemograma: utilizando o analisador Cell-dyn — 3500.

As amostras de urina, aproximadamente 30 mL, foram coletadas em frasco pléstico
para a andlise do seguinte exame:

- Exame de Urina I: a andlise foi feita com a imersao de fita na urina e andlise quimica
pelo aparelho Clinitek 500 da Bayer e exame microscOpico (por campo € microscopia por
contraste de face).

Foi realizada a estimativa da filtracdo glomerular em adultos através da utilizacio da

equacdo de Cockcroft-Gault: FG (mL/min) = (140 — idade) x peso x (0,85 se mulher)

72 X creatinina sérica

- Avaliacao do fenétipo oxidativo do CYP2D6

Para a investigacdo do fendtipo oxidativo do CYP2D6, os pacientes, apods
esvaziamento da bexiga, tomaram um comprimido de 100 mg de tartarato de metoprolol
(Seloken® comprimidos, Astra Zeneca, Brasil, lote n°® 70971) com agua. A urina destes
pacientes foi colhida durante 8 horas apds a administragdo do farmaco, o volume medido e

uma aliquota de 10 mL foi armazenada a -20°C até a andlise.
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3.4 Quantificacao do metoprolol e a-OH metoprolol em urina
3.4.1 Solucgoes-padrao e Reagentes

As solucgdes estoque de metoprolol (tartarato de metoprolol 97%, Sigma, St. Louis,
MO, EUA) e a-OH metoprolol (a-OH metoprolol 100%, Toronto Research Chemicals Inc.,
Toronto, Canadd) foram preparadas na concentragdo de 1,0 mg/mL de metanol. A partir
destas solucdes foram realizadas diluiches para a obtengcdo das solugdes de uso nas
concentracdes de 0,4; 0,8; 2,0; 4,0; 20,0; 32,0; 40,0 e 80,0 ug de metoprolol/mL de metanol e
de a-OH metoprolol/mL de metanol.

A solu¢do do padrido interno (PI), tramadol (cloridrato de tramadol 99%, Globe
Quimica, Janssen-Cilag, Alemanha) foi preparada na concentra¢do de 1,0 mg/mL de metanol.
A partir desta solugdo foi realizada diluicio para a obten¢do da solucdo de uso na
concentracdo de 50 ug/mL de metanol.

O cloreto de s6dio e a solu¢do de hidréxido de sédio 1M foram lavados duas vezes
com o solvente de extragdo éter di-isopropilico: diclorometano (1:1, v/v).

Os solventes empregados nos procedimentos de extragdo e como fase moével dos
sistemas cromatogrificos (grau cromatografia) foram obtidos da Merck (Darmstadt,

Alemanha).

3.4.2 Cromatografia

Para a andlise do metoprolol e a-hidroximetoprolol foi empregado o cromatégrafo
Shimadzu (Kyoto, Japao) constituido por bomba LC-10 AD, auto-injetor SIL-10ADVP
Shimadzu com controlador de temperatura regulado a 5°C e detector por fluorescéncia RF —
10AXL Shimadzu, operando em 229 nm (excita¢cdo) e 298 nm (emissao). A elui¢cdo foi obtida
em coluna Rp-Select B (LiChrospher® 60, Merck), com particulas de Sum de diametro
interno, (125 x 4 mm) protegida por pré-coluna RP-18 (Lichrospher® 100, Merck, Darmstadt,

Alemanha), empregando a fase moével constituida de tampao fosfato (KH2PO4) 0,05 M pH
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3,5: acetonitrila (90:10 v/v). Para o registro e integracdo dos picos do metoprolol e a-OH

metoprolol foi empregado o integrador Shimadzu modelo CR 6A.

3.4.3 Extracao das Amostras

A uma aliquota de 100 puL de urina foram adicionados 25 pl. da solug¢do aquosa de
hidréxido de sédio 1M, 10 mg de cloreto de sédio e 2mL do solvente extrator diclorometano:
éter di-isopropilico (1:1, v/v). A extracdo foi realizada através de agitacdo durante 30 min em
agitador horizontal (220+ 10 ciclos/min), seguida de centrifugacdo a 1800g durante 5 min,
separacdo da fase organica (1,6 mL) e concentragdao a vacuo (Evaporador modelo RCT.90 e
RC 10.22 da Jouan AS, St. Herblain, Franga). A dissoluc@o do residuo obtido na extracdo foi
realizada através de adi¢ao de 100 puL de fase mével e 20 pL foram submetidos a andlise

cromatogréfica (Figura 3).

3.4.4 Curva de Calibracao

As curvas de calibragdo para a andlise do metoprolol e a-OH metoprolol foram
construidas com dados obtidos apds a andlise de aliquotas de 100 uL de urina branco (obtido
de voluntério sadio ndo tratado com medicamentos nas ultimas 72h) enriquecidas de 25 pL de
cada solu¢do de uso do metoprolol e a-OH metoprolol. Assim, as concentracdes
correspondem a 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0; 8,0; 10,0 e 20,0 ug/mL de urina. Para a constru¢do das
curvas de calibragdo, as concentragdes foram relacionadas no eixo x, e as alturas dos picos no
eixo y. Foram determinadas as equacodes de regressao linear e os seus respectivos coeficientes

de correlacao.
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100 pL de urina
25 1L de solugdo PI
25 pLLde NaOH 1M

10 mg deNaCL
2 mL diclorometano: éter di-isopropilico (1:1 v/v)

Agitar 30 min
Centritugar { 1800g. Smuiin)

Fase Aquosa
Fase Orgéanica

(desprezar)

Fase organca (1.6 mL}
Evaporara secura
100OpL Faze movel

Injetar 20 plL

Figura 3 - Fluxograma do procedimento de extracao liquido-liquido do metoprolol e a-OH
metoprolol em urina.

3.5 Validacao do Método Analitico

O processo de validacdo inclui todos os procedimentos requeridos para demonstrar
que os métodos desenvolvidos para andlise do metoprolol e a-OH metoprolol sdo compativeis
com a aplicagdo em estudos de disposicao cinética (ANVISA, 2003; KARNES; SHIU;

SHAH, 1991).

3.5.1 Recuperaciao Absoluta
A recuperacdo absoluta avalia a eficiéncia do procedimento de extracdo das amostras

de matrizes biolégicas (ANVISA, 2003; KARNES; SHIU; SHAH, 1991).
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As amostras de urina enriquecidas com solug¢des padrdao de metoprolol e o-OH
metoprolol, respectivamente nas concentracdes de 0,6; 8,0 e 16,0 ug/mL e 0,2; 4,0 e 8,0
foram submetidas, em duplicata, ao procedimento de extracdo descrito anteriormente.

As dreas dos picos obtidas na anélise das amostras extraidas foram comparadas com as

areas obtidas na andlise das solu¢des padrao injetadas diretamente na fase mével.

3.5.2 Limite de quantificacido e Linearidade

O limite de quantificacao foi definido como a menor concentracao de metoprolol e a-
OH metoprolol quantificada com precisdo de 20% e com porcentagem de exatidao de 80-
120%. Assim, foram analisadas aliquotas de urina enriquecidas com metoprolol e a-OH
metoprolol (quintuplicatas) em concentragdes decrescentes aquelas empregadas na construgcao
das curvas de calibragao.

A linearidade do método foi estudada com aliquotas de urina enriquecidas com
concentracdes de metoprolol e a-OH metoprolol, crescentes em relagdo aquelas empregadas
nas curvas de calibracdo, ou seja, para o metoprolol até 20 pg/mL de urina (0,2; 0,5; 1,0; 5,0;
8,0; 10,0 e 20,0 pg/mL) e para o a-OH metoprolol até 10 pg/mL de urina (0,1; 0,2; 0,5; 1,0;
5,0; 8,0; 10,0 ug/mL). A seguir, as amostras foram submetidas ao procedimento de extragcdo e
andlise cromatogrifica. O método foi considerado linear até a maior concentracdo que

apresentou desvio menor ou igual a 15% em relacgdo a concentragdo nominal.

3.5.3 Precisao e Exatidao
A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas através de estudos intra e
interensaios. As amostras enriquecidas de metoprolol foram preparadas nas concentracdes de

0,6; 8,0 e 16 pg/mL de urina. As amostras enriquecidas de a-OH metoprolol foram preparadas
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nas concentracdes de 0,2; 4,0 e 8,0 ug/mL de urina. Essas amostras foram separadas em
aliquotas e armazenadas a - 20° C até a andlise.

Para a avaliagdo da precisdo e da exatiddo intra-ensaio foram analisadas cinco
aliquotas dessas amostras em um mesmo dia, ou seja, através de uma unica curva de
calibragao.

Na avaliacdo da precisdo e da exatiddo interensaios foram analisadas aliquotas, em
duplicata, das amostras enriquecidas de metoprolol e o-OH metoprolol durante 5 dias
consecutivos.

A avaliacdo da precisdo intra e interensaios foram realizadas através do cdlculo do
coeficiente de variacdo dos resultados obtidos. Para que o método possa ser referido como
preciso, o coeficiente de variacao deve ser igual ou inferior a 15%.

A exatidao € a diferenca entre o valor real presente na amostra e o valor obtido na
andlise. A exatiddo € expressa pela relacdo entre a concentracio média determinada

experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente. O desvio ndo deve exceder 15%.

Exatiddao = concentracdo média experimental x 100

concentragdo tedrica

3.5.4 Seletividade e Especificidade

Foram avaliados diferentes medicamentos passiveis de administracio concomitante
com o metoprolol. As solu¢des padrdo dos farmacos foram preparadas em metanol e
submetidas a andlise cromatografica. Os farmacos mais utilizados pelos pacientes que foram

avaliados estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Medicamentos analisados como possiveis interferentes passiveis de serem
administrados concomitantemente com o metoprolol.

Farmacos Concentragdo | Tempo de retengao
mg/mL (min.)
metoprolol 1,00 20.59
o -OH metoprolol 1,00 4.13
tramadol (padrdo interno) 1,00 17.58
propranolol 1,00 ND
enalapril 1,00 ND
clonidina 1,00 ND
captopril 1,00 ND
diltiazem 1,00 ND
hidroclorotiazida 1,00 ND
sinvastatina 1,00 ND
1sossorbida 1,00 ND
acido acetil salicilico 1,00 ND
atenolol 1,00 ND
furosemida 1,00 ND
carvedilol 1,00 ND
digoxina 1,00 ND
metildopa 1,00 ND

ND — ndo detectado até 30 minutos.

3.5.5 Estabilidade do fairmaco e seu metabdlito em matriz biologica

Foram avaliadas as estabilidades de curta duragdo (12 horas em temperatura
ambiente), 3 ciclos de congelamento e descongelamento e estabilidade de longa duracdo (101
dias a -20 °C).

Para a avaliacdo da estabilidade, foram preparadas amostras enriquecidas com
concentracdes baixa e alta do fiarmaco e seu metabdlito na urina. As amostras foram
analisadas imediatamente e os resultados comparados com aqueles obtidos apds os diferentes
testes.

Para a avaliagdo da estabilidade de curta duracdo, as amostras enriquecidas foram
extraidas apds 12h de armazenamento a temperatura ambiente. Os resultados foram

comparados com aqueles obtidos apds a andlise imediata das amostras enriquecidas.
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Para a avalia¢do da estabilidade de 3 ciclos de congelamento e descongelamento, as
amostras enriquecidas foram congeladas por pelo menos 24 horas, apés esse periodo, foram
descongeladas e congeladas novamente por 12 horas, repetindo-se esse processo até o terceiro
ciclo de congelamento, quando foram extraidas e analisadas. Os resultados foram comparados
com aqueles obtidos com as amostras recém-preparadas.

Para a avaliacdo da estabilidade de longa duracdo, as amostras enriquecidas foram
congeladas a -20 °C e mantidas por um periodo de 101 dias. Apds esse periodo, as amostras
foram descongeladas, extraidas e analisadas, sendo os resultados comparados com aqueles

obtidos com as amostras recém-preparadas.

3.6 Analise dos Resultados

Os pacientes que apresentaram valores igual ou abaixo de 12,6 para a razao da
concentracdo do metoprolol sobre a concentracdo do a-OH metoprolol na urina foram
considerados metabolizadores extensivos € 0s pacientes que apresentaram valores acima de
12,6 foram considerados metabolizadores lentos, de acordo com MCGOURTY et al., 1985,
que analisou os fenétipos de 143 pacientes hipertensos, sendo 81 homens e 62 mulheres, com
média de idade de 50 anos, na faixa etdria de 22 a 77 anos. Dentre os pacientes deste estudo
24 pacientes nao estavam utilizando nenhuma medicacdo, 20 pacientes estavam recebendo
somente um diurético e 99 pacientes estavam utilizando o atenolol com ou sem diurético

associado.
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3.7 Analise Estatistica

Tendo conhecimento que a populagdo brasileira é composta de 49,9% de raga branca
(IBGE, 2006) e que a porcentagem, relatada na literatura, de metabolizadores lentos em
populacdes caucasianas € de 7 a 10 % da populagao (FUX, R. et al., 2005; FRANK, D.;
JAEHDE, U.; FUHR, U., 2007) e considerando um intervalo de confianga de 95%, o tamanho
necessario para a amostra ¢ de 130 pacientes. Isto implica em um erro de amostragem de
0,051.

Foram determinadas as razdes metabdlicas do metoprolol/a-OH metoprolol nos
percentis P25, P50 e P75 segundo as caracteristicas antropométricas (idade, género, raca e
indice de massa corpdérea (IMC)) e outras como a quantidade de medicamentos utilizados,
presenca ou auséncia de efeitos colaterais, DM, Tireoidopatia e ingestdo de dlcool. Suas

distribuicdes foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis.
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

O estudo da fenotipagem do CYP2D6 através da quantificacdo do metoprolol e a-OH
metoprolol em urina exige o desenvolvimento de método de andlise com limites de
quantificagdo e seletividade compativeis com a administracdo de dose tnica de 100 mg de
tartarato de metoprolol sob forma racémica.

A Tabela 5 mostra os tempos de retengdo do metoprolol, a-OH metoprolol e padrdo

interno nas condigodes estabelecidas para andlise.

Tabela S - Tempo de retencio do metoprolol e a-OH metoprolol.

Farmacos Tempo de retengdao
(min)

metoprolol 20.59

o -OH metoprolol 4.13

tramadol (padrdo interno) 17.58

A Tabela 6 mostra as equagdes das curvas de calibragdo e os coeficientes de
correlagdo linear obtidos na andlise do metoprolol e o-OH metoprolol em urina. Os
coeficientes de correlacdo obtidos mostram relacdo linear entre as alturas dos picos e as
concentracdes do metoprolol e a-OH metoprolol.

Tabela 6 - Curvas de calibracao para a analise do metoprolol e a-OH metoprolol em
urina.

metoprolol o-OH metoprolol
equacao r equacao r
Urina y=0,1634x-0,0435 0,996 y =0,9453x - 0,0118 0,999

r = coeficiente de correlacdo linear

Os dados apresentados na Tabela 7 mostram os limites de confianga obtidos na

validacdo do método de andlise do metoprolol e o-OH metoprolol em urina. Os
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cromatogramas apresentados na Figura 4 mostram que os componentes endégenos da urina

ndo interferem no método analitico.

Tabela 7 - Limite de confianca do método de analise do metoprolol e a-OH metoprolol

em urina.

Metoprolol a-OH Metoprolol
Linearidade (ug/mL) 0,2a20 0,1a10
r 0,996 0,999
Recuperacdo absoluta (%) 0,6 pg/mL 79,09 0,2 pug/mL 99,61
8,0 ug/mL 74,96 4,0 pg/mL 97,09
16,0 ug/mL. 76,13 8,0 ug/mL 97,33
Limite de Quantificagdao (ug/mL) 0,2 0,1
Precisdao (n=5, CV %) 11,89 4,27
Exatidao (%) 109,46 85,62
Precisio 0,6 pg/mL 5,75 0,2 pg/mL 4,58
Intra-ensaios 8,0 ug/mL 295 4,0 pg/mL 2,9
(n=5, CV%) 16,0 ug/mL. 5,28 8,0 ug/mL 4,53
Precisio 0,6 pg/mL 8,59 0,2 pg/mL 10,49
Interensaios 8,0 ug/mL 6,75 4,0 pg/mL 11,97
(n=5, CV%) 16,0 ug/mL. 3,35 8,0 ug/mL 11,82
Exatidao 0,6 ug/mL 94,94 0,2 pug/mL 96,49
Intra-ensaios 8,0 ug/mL 95,77 4,0 pg/mL 114,19
(n=5, %) 16,0 ug/mL. 91,70 8,0ug/mL 112,74
Exatidao 0,6 pg/mL 88,82 0,2 pug/mL 103,14
Interensaios 8,0 ug/mL 89,60 4,0 pg/mL 107,23
(n=5, %) 16,0 ug/mL. 89,61 8,0 ug/mL 107,19
Estabilidade Curta Duracdo 0,6 pg/mL 2,99 0,2 ug/mL  -1,28
Temperatura ambiente - 12h 16,0 ug/mL.  -0,76 8,0 ug/mL  -10,61
(desvio%)
Estabilidade 3 Ciclos 0,6 pg/mL 8,6 0,2 pg/mL -13,96
de Congelamento 16,0 ug/mL.  -0,21 8,0 ug/mL  -12,94
(desvio%)
Estabilidade Longa Duragdo 0,6 pg/mL  -14,89 0,2 pug/mL  -2,86
(desvio%) 16,0 ug/mL  -13,78 8,0 ug/mL -13,54

CV = coeficiente de variagdo; r = coeficiente de correlag@o linear
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(A) (B) (©

Figura 04 - Cromatograma referente a analise do metoprolol e a-OH metoprolol em urina. (A)
Urina branco; (B) Urina enriquecida com metoprolol, a-OH metoprolol e tramadol; (C) Urina
de paciente idoso cardiopata tratado com tartarato de metoprolol.

1 — metoprolol, 2 — tramadol e 3 - a-OH metoprolol.

A Tabela 8 mostra a mediana, o valor minimo e maximo dos resultados da razio da

concentracdo do metoprolol/ a-OH metoprolol em urina.
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Tabela 8 — Valores referentes a razao metabdlica de metoprolol/a-OH metoprolol em
urina de idosos cardiopatas segundo o género.

Género Minimo Maximo Mediana
Masculino 0,17 3,63 1,00
Feminino 0,10 212,65 1,06
Ambos 0,10 212,65 0,99

Ao analisar os pacientes, identificou-se que 104 pacientes (80,0%) auto reportaram ser
de raca branca, 13 pacientes (10,0%) de raga negra, 1 paciente (0,8%) de raca amarela e 12
pacientes (9,2%) de raga parda.

A Tabela 9 mostra os dados da freqiiéncia de idosos cardiopatas de acordo com a faixa
etaria dos pacientes, e os dados referentes a duracio da HAS nos idosos cardiopatas,
indicando o inicio do diagnéstico de acordo com o que foi relatado pelos pacientes no
momento da entrevista envolvidos no estudo, a distribui¢do da pressao arterial e a freqii€ncia
cardiaca encontrada nestes pacientes. Os dados obtidos revelam que a maior porcentagem de
pacientes situava-se na faixa etdria de 60 a 70 anos de idade, média de 71,8 + 6,2, mediana de
71,0, valor minimo de 60 e mdximo de 93 anos. A maior proporcdo de idosos cardiopatas tem
mais do que 6 anos do inicio do diagnéstico da HAS, média de 15,4 + 10,9 anos, mediana de
14,5, valor minimo de 1 anos e valor mdximo de 46 anos. Em relacdo a pressdo arterial, a
média foi de 135,5 + 22,3 mmHg para PAS e 78,8 £ 13,8 mmHg para PAD, a mediana foi de
130,0 mmHg para PAS e 80,0 mmHg para PAD, com valor minimo de 90 mmHg para PAS e
50 mmHg para PAD, e valor médximo de 220 mmHg para PAS e 140 mmHg para PAD. Na
maioria dos pacientes a freqiiéncia cardiaca variou entre 60 a 89 batimentos por minuto
(bpm), com uma média de 68,3 + 11,5 bpm, mediana de 68,0 bpm, valor minimo de 46 bpm e

valor maximo de 100 bpm.
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Tabela 9 - Freqiiéncia de idade, duracdo da Hipertensao Arterial Sistémica (HAS),
distribuicdo da pressdo arterial e distribuicdo da freqiiéncia cardiaca em repouso de
pacientes idosos cardiopatas.

Idade (anos) N° Pacientes %
60a70 63 48,5
71 a 80 54 41,5
>81 13 10,0
Total 130 100
HAS N° Pacientes %
(anos)
0al 2 1,5
2a5 23 17,7
>6 105 80,8
Total 130 100
PA N° Pacientes %
(mm Hg)
PAS<140 e PAD<90 67 51,5
PAS>140 e PAD>90 22 16,9
PAS>140 e PAD<90 37 28,5
PAS<140 e PAD>90 4 3,1
Total 130 100
FC N° Pacientes %
(bpm)
<60 32 24,6
60-89 93 71,5
>90 5 3,9
Total 130 100
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Os pacientes investigados utilizavam em média 6 + 2,0 tipos de medicamentos,
variando de 1 a 11 farmacos utilizados concomitantemente a realizacdo da classificacdo
fenotipica feita com o metoprolol em urina. Sendo que 53 pacientes (40,8%) nao
apresentavam efeitos colaterais, 36 pacientes (27,7%) apresentavam 1 efeito colateral, 26
pacientes (20,0%) apresentavam 2 efeitos colaterais, 12 pacientes (9,2%) apresentavam 3
efeitos colaterais e 3 paciente (2,3%) apresentavam 4 efeitos colaterais, com uma média de 1
+1,00 efeito colateral por paciente.

Nesta populagdo, 21 pacientes (16,2%) eram portadores de Doenga de Chagas, 29
pacientes (22,3%) tinham DM e 14 pacientes (10,8%) tinham Asma Bronquica.

Observou-se uma média de 5,1 + 3,2 comorbidades concomitantes, variando de 1 a 14
patologias associadas.

As 4 comorbidades mais encontradas nesses pacientes idosos cardiopatas em ordem
decrescente sao: 125 pacientes (96,2%) com HAS, 93 pacientes (71,5%) com Dislipidemia,
46 pacientes (35,8%) obesos, 29 pacientes (22,3%) com DM e 23 pacientes (17,7%) com
disfuncdo diastolica do ventriculo esquerdo.

A Tabela 10 apresenta os resultados dos exames de sangue realizados para a
verificacdo da normalidade da funcdo renal e hepatica dos pacientes idosos cardiopatas.
Devido a utilizagdo de metodologias diferentes para a realizacdo do exame fosfatase alcalina,

ndo foi possivel analisar a média e o desvio padrdo desta varidvel.
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Tabela 10 — Média e desvio padrio das andlises sanguineas para verificacao da
normalidade da funcao renal e hepatica dos idosos cardiopatas

Tipo de exame realizado Valor de referéncia Média = DP
TGP (U/L) 3,0-50,0 20,79 £ 8,72
TGO (U/L) 12,0 - 46,0 23,64 £ 8,21
v-GT (U/L) 11-50H 25,49 + 13,70

7-32M
Bilirrubina total (mg/dL) Até 1,2 0,83 + 0,23
Bilirrubina direta (mg/dL) Até 0,2 0,18 + 0,06
Bilirrubina indireta (mg/dL) Até 0,8 0,65 +0,21
Potassio (mEq/L) 35-54 424 +0,33
Proteinas totais (g/dL) 6,1-79 6,88 +0,53
Albumina (g/dL) 35-428 3,98 +£0,46
Globulina 23-35 2,90 +0,50
Relacdo Albumina/Globulina 1,2-2.2 1,39 £ 0,24
Uréia (mg/dL) 10,0 -50,0 40,00 + 12,44
Creatinina (mg/dL) 0,6-14 1,08 + 0,33
Filtracao Glomerular
(Cockroft-Gault) > 60 mL/min/ 1,73m2 66,80 + 28,74
Hematocrito (%) 40-52H 39,18 £ 4,09
35-47TM
Hemoglobina (g/dL) 13,3-17,7H 12,98 £ 1,74
11,7-15,7M
Leucocitos (n°/mm3) 4.000 - 11.000 6.018,56 = 1.619,69

Plaquetas (n°/mm?)

140.000 — 400.000

200.717,95 + 55.864,94
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A Tabela 11 mostra a freqiiéncia da razao metoprolol/a-OH metoprolol em urina de
acordo com o valor da razdo metabdlica de 12,6 que separa os metabolizadores extensivos e
lentos do tartarato de metoprolol, revelando que foram detectados apenas trés metabolizadores
fenotipados como lento do tartarato de metoprolol (2,3%), de acordo com o critério usado
para esta classificagado (MCGOURTY et al., 1985), com uma média de 4,7 + 23,1, mediana de
1,00, valor minimo de 0,10 e valor maximo de 212,6.

Tabela 11 — Distribuicdo da razio metoprolol/a-OH metoprolol em urina em idosos
cardiopatas.

Razao N° Pacientes /)
metoprolol/ a-OH metoprolol

<12,6 127 97,7
> 12,6 3 2,3
Total 130 100

A figura 5 mostra a distribuicdo de idosos cardiopatas segundo log 10 da razdo

metoprolol/a-OH metoprolol em urina.
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Figura 5 — Freqiiéncia de distribuicio segundo logl0 da razio metoprolol/a-OH metoprolol em
urina de idosos cardiopatas apos uma dose oral de 100 mg de tartarato de metoprolol. A seta
indica o logl0 da razdo metabdlica de 1,10 que separa metabolizadores lentos e extensivos
(MCGOURTY et al., 1985). As colunas preenchidas de preto indicam os metabolizadores lentos
do metoprolol.

Em 74,6% dos casos (97 pacientes), os idosos relataram que tinham antecedentes
familiares, incluindo pai, mae, irmaos e filhos, com algum tipo de cardiopatia. 45 pacientes
(34,6%) referiram que o pai tinha HAS, 52 pacientes (40,0%) que a mae tinha HAS e 83
pacientes (63,8%) que os irmdos tinham HAS, 64 pacientes (49,2%) relataram acidente
vascular cerebral na familia, 56 pacientes (43,1%) indicaram que houve IAM na familia e 37
pacientes (28, 5%) relataram que familiares apresentavam ICC e 66 pacientes (50,8%) morte
subita em familiares.

A Tabela 12 apresenta a distribuicdo de idosos cardiopatas de acordo com o tipo de

medicamento utilizado. A maior propor¢do de pacientes utiliza diuréticos e o segundo grupo
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de medicamentos mais utilizados € dos inibidores da ECA, sendo que os cinco medicamentos
mais freqiientemente utilizados em ordem decrescente sdo: hidroclorotiazida (48,25%),

enalapril (37,72%), propranolol (25,44%), captopril (15,79%) e furosemida (14,91%).

Tabela 12 - Distribuicao de medicamentos utilizados por idosos cardiopatas.

Classe N° Pacientes %
Farmacolégica
Diuréticos 86 66,2

Inibidores da

ECA 68 52,3
Beta-bloqueadores 52 40,0
Antagonistas

de calcio 37 28,5
Inibidores

Adrenérgicos 27 20,8
de acao central

Antagonistas

do receptor AT1 11 8.5

da angiotensina I1

A Tabela 13 apresenta a distribuicao de idosos cardiopatas classificados através da
razao metabdlica metoprolol/a-OH metoprolol em urina de acordo com o género, faixa etéria,
raca e IMC. A tabela apresenta que 100% dos pacientes masculinos obtiveram uma razao
abaixo de 12,6, sendo classificados como metabolizadores extensivos do metoprolol. Nao foi
observado nenhum paciente classificado como metabolizador lento do metoprolol na faixa
etaria de 71 a 80 anos. Nenhum paciente da raca negra ou amarela foi classificado como
metabolizador lento do metoprolol. Apesar do nimero pequeno de pacientes caracterizados
como metabolizadores lentos do metoprolol observa-se que todos estavam com algum grau de

sobrepeso ou obesidade.
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Tabela 13 - Distribuiciao de idosos cardiopatas classificados através da razao metabdlica
metoprolol/a-OH metoprolol em urina de acordo com o género, faixa etaria, raca e IMC.

Razao metoprolol/a-OH metoprolol

Género <12,6 > 12,6
masculino 29 0
feminino 98 3
Idade (anos) <12,6 > 12,6
60a 70 61 2
71a80 54 0

> 81 12 1
Raca <12,6 > 12,6
Branca 102 2
Negra 13 0
Parda 11 1
Amarela 1 0
IMC <12,6 > 12,6
(Kg/m?)

< 18,5 1 0
18,5 a 24,99 34 0
25,0229,99 48 1
30,0 a 34,99 31 1
35,0239,99 10 0
>40 3 1
Total 130 3

A Tabela 14 mostra a distribui¢cao de idosos cardiopatas classificados através da razao

metabdlica metoprolol/a-OH metoprolol em urina de acordo com duracdo da HAS,
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quantidade de medicamentos utilizados, presenca de Diabetes mellitus e presenca de
Tireoidopatia. Os dados revelam uma propor¢cdo maior de pacientes, que t€m duracdo de HAS
acima de 6 anos, em ambos os grupos (metabolizadores extensivos e lentos do metoprolol).
Observa-se que nao ocorreu nenhum paciente classificado como metabolizador lento do
metoprolol que utilizava apenas um medicamento. Os dados mostram que a maioria dos
pacientes estudados em ambos 0s grupos (metabolizador extensivo e lento) ndo apresentavam
DM. De acordo com esta tabela, nenhum paciente caracterizado como metabolizador lento do
metoprolol era portador de Tireoidopatia.

De acordo com a informagdo fornecida pelos pacientes, observou-se que 37 pacientes
(28,5%) relataram beber algum tipo de bebida alcodlica pelo menos uma vez na semana. Os
dados apresentados na Tabela 15 indicam que nenhum paciente que utilizou bebida alcodlica
foi classificado como metabolizador lento do metoprolol, e indicam também que todos os
pacientes caracterizados como metabolizadores lentos do metoprolol, ndo referiram efeitos

colaterais.
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Tabela 14 - Distribuiciao de idosos cardiopatas classificados através da razao metabdlica
metoprolol/a-OH metoprolol em urina de acordo com duracio da HAS, quantidade de
medicamentos utilizados, presenca de Diabetes mellitus e presenca de Tireoidopatia.

Razao metoprolol/a-OH metoprolol

HAS <12,6 > 12,6
(anos)

<2 2 0
2a5s 22 1
>6 103 2
Quantidade de <12,6 > 12,6
medicamentos
utilizados
1 2 0
2-5 51 1
> 6 74 2
Diagnéstico <12,6 > 12,6
de DM
presente 28 1
ausente 99 2
Diagnéstico <12,6 > 12,6

de Tireoidopatia

presente 35 0

ausente 92 3
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Tabela 15 - Distribuiciao de idosos cardiopatas classificados através da razao metabdlica
metoprolol/o-OH metoprolol em urina de acordo com a utilizacao de bebida alcodlica e
quantidades de efeitos colaterais.

Razao metoprolol/a-OH metoprolol

Utilizacao de bebida <12,6 > 12,6
alcodlica

presente 37 0
ausente 90 3
N° de efeitos <12,6 > 12,6
colaterais

0 50 3
la3 74 0
>3 3 0

A Tabela 16 apresenta distribuicdao dos idosos cardiopatas segundo as caracteristicas
antropométricas em relagdo aos percentis da razdo metoprolol/a-OH metoprolol em urina,
utilizando o teste de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis.

A Tabela 17 apresenta a distribuicdo dos idosos cardiopatas segundo a duragdo da
HAS, quantidade de medicamentos utilizados, presen¢a ou auséncia de efeitos colaterais, DM,
Tireoidopatia e ingestdo de dlcool em relacdo aos percentis da razdo metoprolol/a-OH
metoprolol em urina, utilizando o teste de Mann-Whitney demonstrando que a varidvel
quantidade de medicamentos utilizados teve significancia estatistica em relacdo aos percentis
da razdo metabolica (p < 0,017) e a varidvel ingestdo de dlcool também teve significancia

estatistica em relac@o aos percentis da razdo metabolica (p < 0,045).
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Tabela 16 - Distribuicao de idosos cardiopatas segundo a idade, género, raca e indice de
massa corporea (IMC) em relacio aos percentis da razao metoprolol/a-OH metoprolol

Razao metoprolol/a-OH metoprolol

P25 P50 P75 p
Idade (anos)
<70 (n=63) 0,53 1,08 1,85
> 70 (n=67) 0,61 0,94 1,39 0,423
Género
Masculino (n=29) 0,49 0,81 1,21
Feminino (n=101) 0,61 1,06 1,84 0,189
Raca
branca (n=104) 0,54 0,97 1,63
negra (n=13) 0,44 0,66 1,70
parda (n=12) 1,07 1,44 2,21 0,133
IMC
<25 (n=35) 0,62 0,95 1,22
25 a 29,9 (n=49) 0,56 0,99 1,70
> 30 (n=46) 0,44 1,03 2,02 0,850

P25: percentil 25%; P50: percentil 50%; P75: percentil 75% *p<0,05; teste de Mann-Whitney

e Kruskal-Wallis; n= numero de pacientes.
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Tabela 17 - Distribuicao de idosos cardiopatas segundo duracio da Hipertensiao Arterial
Sistémica (HAS), quantidade de medicamentos utilizados, efeitos colaterais, Diabetes
mellitus (DM), Tireoidopatia e ingestao de alcool em relacio aos percentis da razao
metoprolol/a-OH metoprolol.

Razao metoprolol/a-OH metoprolol

P25 P50 P75 p
Duracao da
HAS (anos)
<5 (n=25) 0,54 0,89 1,22
> 5 (n=105) 0,56 0,99 1,73 0,284
Quantidade de
medicamentos
utilizados
<5 (n=54) 0,40 0,83 1,22
> 5 (n=76) 0,65 1,08 2,08 0,017
Efeitos colaterais
presente (n=53) 0,61 0,99 1,39
ausente (n=77) 0,53 1,03 1,73 0,791
DM
presente (n=29) 0,72 1,09 1,36
ausente (n=101) 0,53 0,94 1,70 0,504
Tireoidopatia
presente (n=35) 0, 39 0,81 1,39
ausente (n=95) 0,62 1,03 1,73 0,114
Ingestao de alcool
presente (n=37) 0,40 0,85 1,22
ausente (n=93) 0,63 1,06 2,02 0,045

P25: percentil 25%; P50: percentil 50%; P75: percentil 75% *p<0,05; teste de Mann-
Whitney; n= numero de pacientes.
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5 DISCUSSAO

O estudo investigou a propor¢cdo de metabolizadores lentos do metoprolol em
pacientes idosos cardiopatas, ou seja, pacientes com > 60 anos de idade e que tem algum tipo
de cardiopatia previamente diagnosticada. A presente investigacdo utilizou a disponibilidade
de métodos analiticos para a quantificacdo do farmaco em urina, validado com base nas
normas nacionais e internacionais requeridas para a aplicagdo em estudo de farmacocinética.

A identificagdo de pacientes idosos cardiopatas como metabolizadores lentos ou
extensivos do metoprolol foi avaliada apds a administragdo por via oral de 100 mg do
tartarato de metoprolol racémico, coletando a urina de 0-8h, medindo-se o volume, separando
uma aliquota e analisando em HPLC.

Escolhemos este farmaco para a determinag¢do do fendtipo dos idosos cardiopatas
devido a fécil disponibilidade, baixo custo, baixa incidéncia de efeitos adversos com a sua
utilizagdo, cardiosseletividade e a existéncia de grande nimero de estudos cientificos
publicados atestando a sua larga utilizacdo em idosos portadores de HAS, insuficiéncia
corondria e ICC. Fizemos a fenotipagem através da urina devido a correlacdo deste farmaco
em urina de 8h com o farmaco de referéncia descrito para a fenotipagem do CYP2D6
existente na literatura que é a debrisoquina, entretanto este farmaco nao estd disponivel no
mercado atualmente (MCGOURTY et al., 1985).

O metoprolol, quantificado em urina, pode ser usado para fenotipar o CYP2D6
conforme demonstram diversos estudos existentes na literatura (FRANK, D.; JAEHDE, U.;
FUHR, U., 2007).

A andlise do metoprolol em urina pode ser realizada por HPLC com deteccdo por
fluorescéncia utilizando colunas de fase reversa, apresentando limites de quantificagdo de

0,01 pg/mL de urina para o metoprolol e a-OH metoprolol (LI & WANG, 2006).
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Embora o método desenvolvido para a andlise do metoprolol e a-OH metoprolol por
LI & WANG, 2006 apresente menor limite de quantificacdo (0,01 pg/mL de urina para
metoprolol e a-OH metoprolol versus 0,2 ug/mL de urina para metoprolol e 0,1 ug/mL de
urina para a-OH metoprolol), o presente estudo apresenta uma metodologia analitica simples
e rapida para a andlise do metoprolol e seu metabdlito em urina e os limites de quantificacdo
obtidos sdo suficientes para a determinag¢do das concentracdes encontradas até 8 h apds a
administracao do tartarato de metoprolol racémico a pacientes idosos cardiopatas.

Os dados apresentados na validacdo do método de andlise do metoprolol e a-OH
metoprolol em urina (Tabela 7) mostram que o método € preciso, exato, sensivel e seletivo
devido ao fato de que o processo de validacdo incluiu todos os procedimentos requeridos para
demonstrar que os métodos desenvolvidos para andlise do metoprolol e a-OH metoprolol,
sendo compativeis com a aplicacdo em estudos de disposi¢do cinética (KARNES; SHIU;
SHAH, 1991; ANVISA, 2003).

Os coeficientes de variagao obtidos no estudo de precisdo e o desvio da exatiddo inter
e intra-ensaios foram inferiores a 15%, assegurando a reprodutibilidade e repetibilidade dos
resultados.

Os testes de estabilidade em urina (Tabela 7) indicam que o metoprolol e o a-OH
metoprolol foram estdveis nos procedimentos de armazenamento e condi¢des de andlise por
até 101 dias.

As curvas de calibragdo altura dos picos do metoprolol e a-OH metoprolol versus
concentracdo em urina do tartarato de metoprolol e seu metabdlito (0,2-20 pg de
metoprolol/mL de urina e 0,1-10 pg de a-OH metoprolol/mL de urina) mostraram linearidade
nesses intervalos, com coeficiente de correlacdo superior a 0,99.

A maioria da populacdo estudada, (127 pacientes, 97,7%) obteve uma razdo

metabdlica abaixo de 12,6, sendo classificados como metabolizadores extensivos do
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metoprolol e 3 pacientes (2,3% dos idosos cardiopatas) obtiveram razao acima de 12,6, sendo
classificados como metabolizadores lentos.

Os trés pacientes classificados como metabolizadores lentos do metoprolol obtiveram
razdo metabolica de 91,13; 132,72 e 212,65, indicando uma grande diferenca no resultado da
razdo se comparado com os resultados dos pacientes classificados como metabolizadores
extensivos. Esta porcentagem encontrada difere dos 7 a 10% da populacao geral referida
como caucasianas, caracterizadas como metabolizadores lentos (FUX, R. et al., 2005;
FRANK, D.; JAEHDE, U.; FUHR, U., 2007), dos 0,5% de coreanos, 0,5 a 0,7% de japoneses,
0% de chineses metabolizadores lentos do metoprolol (HORAI et al., 1989, SOHN et al.,
1991) e 6,1% de americanos negros (MARINA; FOXWORTH; WILLSIE, 1995). De acordo
com a revisdao de KIM, K.; JOHNSON, J.A.; DERENDORF, H., 2004, a populagdo asidtica
em geral tem uma proporcdo aproximadamente de 1% de metabolizadores lentos e a
populacdo caucasiana de 5 a 10%. Apesar de diversos trabalhos mostrarem que de 7 a 10% da
populacdo caucasiana € PM, um dos primeiros trabalhos relatando o polimorfismo genético do
CYP2D6 utilizando a debrisoquina relatou que entre os 94 voluntarios ingleses estudantes
sauddveis participantes desse estudo, 3 foram fenotipados como PM, indicando uma
proporcdo de aproximadamente 3% de PM. Este primeiro estudo obteve um resultado mais
préoximo com o observado neste trabalho realizado com idosos cardiopatas, onde 2,3% dos
pacientes foram fenotipados como PM. Neste mesmo estudo com voluntdrios ingleses essas
diferencas de sexo ou raga entre os investigados ndo apresentaram diferencas na atuacdo do
CYP2D6, estando de acordo com o encontrado em idosos cardiopatas, onde ndo se observou
nenhuma diferenca estatisticamente significante em relagdo ao sexo e a raca (MAHGOUB et
al.,, 1977). Ja4 em outro estudo a propor¢cdo de PM encontrados na populacdo caucasiana
hipertensa inglesa foi de 8,4%, ou seja, em 131 pacientes, sendo identificados 12 pacientes

fenotipados como PM (MCGOURTY et al., 1985), ou seja aproximadamente 4 vezes superior
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a porcentagem encontrada em idosos cardiopatas. Outro estudo sobre o fenétipo CYP2D6 da
populacdo branca espanhola mostrou que 6,6% sao metabolizadores lentos utilizando como
marcador fenotipico a debrisoquina. A razdo metabdlica deste estudo variou de 0,03 nos EM
até 93,5 nos PM, diferentemente do observado em idosos cardiopatas, em que o valor minimo
da razdo metabdlica do metoprolol/a-OH metoprolol foi de 0,10, sendo 3 vezes superior a
aquele observado no estudo espanhol e o valor méximo foi de 212,65, sendo
aproximadamente 2,27 vezes maior do que o observado no estudo da populacdo espanhola
(BENITEZ; LERENA; COBALEDA, 1988). De acordo com o estudo de BELTISSON, 1992,
ha uma grande diferenca entre a freqiiéncia de PM da debrisoquina entre individuos chineses
e suecos. A freqii€ncia de PM da debrisoquina de um total de 695 chineses foi de 1,01%, um
percentual muito menor do que o observado ao analisar 1011 individuos brancos saudaveis
suecos, onde foi verificado a ocorréncia de 6,82% de PM. Comparando os dados deste estudo
com aqueles encontrados em idosos cardiopatas, verificamos que apesar da raca branca ser a
maioria dos pacientes incluidos neste estudo, a percentagem encontrada de PM foi bem menor
do que a encontrada na populacdo sueca. Entretanto o percentual observado em idosos
cardiopatas estd um pouco superior ao que foi encontrado de PM na populagdo chinesa. J4 a
populacdo caucasiana alema apresenta uma porcentagem de PM em torno de 7,3% (RAU, et
al., 2008), revelando que esta populacdo também possui uma percentagem de PM muito
superior ao que foi observado em idosos cardiopatas. O estudo feito para determinar a
propor¢do de PM na populagdo italiana, utilizou o medicamento dextrometorfano que de
acordo com FRANK, D.; JAEHDE, U.; FUHR, U., 2007, também pode ser utilizado para
fenotipar o CYP2D6, utilizando amostras de urina de 246 italianos sauddveis, sendo
classificados como PM 11 individuos, dando uma percentagem de 4,5% de PM,
aproximadamente 2 vezes superior ao valor encontrado em idosos cardiopatas (SPINA, et al.,

1994). A comparacgdo do resultado do observado em idosos cardiopatas com a percentagem de
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PM na populacdo turca indica que nesta populagdo (3,4% de PM, em 326 individuos turcos)
os valores encontrados de PM estdo proximos aqueles observados em idosos cardiopatas
(BOZKURT, et al.,, 1994). Na populacdo japonesa, em Tokio, foram fenotipados 292
individuos sauddveis, sendo encontrado apenas 1 individuo (0,34%) que foi classificado como
PM, portanto, se observa que individuos japoneses, assim como chineses e coreanos, possuem
um percentagem muito baixa de PM. Comparando-se ao estudo realizado em idosos
cardiopatas, verifica-se que a porcentagem encontrada foi mais do que 6 vezes superior a
porcentagem de PM observada em japoneses (HORALI et al., 1990). De acordo com a Tabela
18 ha diferencgas significativas na propor¢do de PM de acordo a etnia de cada populagdo,
demonstrando a grande influencia do gendtipo na classificagdo do CYP2D6. Estas diferencas
na propor¢do de metabolizacdo mediada pelo CYP2D6 demonstram uma alta taxa de
variabilidade inter-individual e inter-étnica desta enzima, causada principalmente pelo
polimorfismo genético (FRANK, D.; JAEHDE, U.; FUHR, U., 2007). Portanto, o
conhecimento prévio sobre a variabilidade inter-individual e inter-étnica é de extrema
importancia para uma 6tima dosagem do farmaco visando uma administracdo segura e efetiva
de drogas que sdo substratos para esta enzima, diminuindo os possiveis efeitos colaterais e

aumentando a efic4cia do tratamento (RAU et al., 2004).
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Tabela 18 — Freqiiéncia de metabolizadores lentos do citocromo CYP2D6 em diferentes
populacoes de voluntarios sadios, utilizando a debrisoquina para a fenotipagem.

Continente Pais Populagdo Numero de Metabolizadores
individuos Lentos (%)
Europa Italia Caucasiana 137 7,3
Finlandia Caucasiana 211 5,2
Espanha Caucasiana 925 4,9
Suécia Caucasiana 205 8.8
Asia Japdo Asidtica 100 0,0
China Asiatica 269 0,7
Coréia Asiatica 152 0,0
Polinésia Asiatica 100 0,0
Africa Egito Arabe 72 1,4
Gana Negra 201 3,0
Tanzania Negra 106 7,0
Zimbabue Negra 103 2.0
América do Norte EUA Caucasiana 183 8,7
Oceania Australia Caucasiana 100 6,0

Fonte: GONZALEZ et al., 2007.

A idade dos pacientes idosos cardiopatas variou de 60 a 93 anos (média 71,8 + 6,2
anos), sendo 29 pacientes do sexo masculino (23,3%) e 101 do sexo feminino (77,7%),
exclusivamente idosos sendo que a maioria deles sdo usudrios do Sistema Unico de Satde
(SUS) onde ocorre maior freqiiéncia do sexo feminino nos ambulatérios e consultérios de
uma maneira geral (TADDEI et al., 1997). A faixa etdria dos 60 a 70 anos de idade apresenta
a maior propor¢do de pacientes incluidos no estudo (48,5%). Duas pacientes fenotipadas
como metabolizadoras lentas do metoprolol estavam entre 60 e 70 anos, e a terceira paciente
metabolizadora lenta estava na faixa etaria entre 81 a 90 anos (Tabela 13). De acordo com o
teste de Mann Whitney pode-se afirmar que ndo ocorreram diferencas estatisticamente
significativas nesta faixa etdria relacionada com a taxa de metabolizacdo do tartarato de
metoprolol administrado em dose unica por via p.o. na concentracdo de 100 mg, (p=0,423)
(Tabela 16).

Os pacientes idosos cardiopatas do sexo masculino obtiveram razao metoprolol/a-OH

metoprolol abaixo de 12,6, revelando que todos eles foram classificados como
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metabolizadores extensivos do metoprolol (Tabela 16). Com a utilizagdo do teste de Mann
Whitney pode-se afirmar que ndo ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre o
sexo masculino e feminino na taxa de metabolizac¢do do tartarato de metoprolol administrado
em dose tnica por via p.o. na concentracdo de 100 mg (p=0,189) (Tabela 16). Esses dados
estdo de acordo com outro trabalho da literatura, que demonstrou ndo ocorrer diferengas
estatisticamente significativas da razdo metabdlica metoprolol/a-OH metoprolol entre o sexo
masculino e o feminino (TU, 1995).

A maior propor¢cdo de idosos incluidos no estudo (105 pacientes, 80,8%)
apresentaram duracdo da HAS superior a 6 anos. Estes pacientes apresentaram varias
comorbidades detectadas durante a realiza¢do do estudo, sendo a HAS (125 pacientes, 96,2%)
a mais freqiientemente encontrada. Este dado é de grande importancia, ja que a HAS pode
aumentar em 4 vezes, a chance do paciente em desenvolver ICC, por promover altera¢des
estruturais no ventriculo esquerdo, acompanhadas ou ndo por isquemia miocardica, com
funcdo sistolica preservada ou ndao (VERDECCHIA e cols., 1998). A distribuicdo de idosos
cardiopatas de acordo com a taxa de metabolizacdo do tartarato de metoprolol administrado
em dose tUnica por via p.o. na concentracdo de 100 mg em relacdo a duracdo da HAS, ndo
apresentou diferengas estatisticamente significativas (teste de Mann Whitney p=0,284)
(Tabela 17).

O controle terapéutico da HAS nos individuos estudados foi de 51,5%, presente em 67
idosos cardiopatas que apresentavam a PAS<140 mmHg e PAD<90mmHg.

Em 71,5% (93 pacientes) dos idosos envolvidos no estudo a FC situou-se entre 60 a 89
bpm.

De acordo com os resultados dos exames bioquimicos (Tabela 10), todos os pacientes
envolvidos no estudo revelaram ter a funcdo renal e hepdtica normais. Em relagdo aos dados

observados relativos a estimativa da FG com a utilizacdo da equacdo de Cockcroft-Gault,
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segundo as Diretrizes Brasileiras de Doenga Renal Cronica (DRC) elaboradas pelas Sociedade
Brasileira de Nefrologia, o diagndstico de DRC em idosos deve ser estabelecido com base na
presenca de outro marcador de doenca renal além da FG como alteragdes do sedimento
urindrio, pelo fato de que esta pode diminuir como parte do processo de envelhecimento do
organismo, sendo dificil diferenciar diminuicdo da FG relacionada a idade com aquela
relacionada a DRC no idoso (PECOITS-FILHO, 2004).

Os dados obtidos mostram que 95 pacientes (73,1%) estavam com IMC acima de 25
Kg/m? (Tabela 13). Este dado sugere que a maioria dos idosos cardiopatas incluidos no estudo
apresentava sobrepeso ou algum grau de obesidade, sendo que este fato constitui-se num
importante fator de risco cardiovascular, podendo ser responsavel por 20% a 30% dos casos
de HAS (WHO, 1997). Sabe-se que 75% dos homens e 65% das mulheres apresentam HAS
diretamente atribuivel ao sobrepeso e obesidade (CARNEIRO, 2003; NISKANEN, 2004). As
diferencas entre os valores do IMC dos idosos cardiopatas em relagdo a taxa de metabolizacao
do tartarato de metoprolol administrado em dose unica por via p.o. na concentragdo de 100
mg ndo foi estatisticamente significante, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p=0,850)
(Tabela 16). Através desses resultados pode-se afirmar que a diferenca dos valores do IMC
dos idosos cardiopatas ndo influenciou na taxa de metabolizacdo do metoprolol racémico
administrado em dose Unica.

Esta populacdo utilizava diversos medicamentos concomitantemente a realizacdo da
fenotipagem de metaboliza¢do do metoprolol, apresentando uma média de 5,9 + 2,1 farmacos
utilizados, entretanto foram excluidos os pacientes que necessitavam da utilizagdo continua de
medicamentos que poderiam influenciar na andlise da via metabdlica relacionada ao
CYP2D6. O medicamento mais utilizado pela populacio estudada foi o diurético

hidroclorotiazida, estando de acordo com o fato de que baixas doses de diuréticos utilizados
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ao longo dos anos constituem-se em medicamentos eficazes para reducdo da morbi-
mortalidade por DCV, particularmente aquela relacionada a HAS (PSATY, et al., 2003).

Todos os pacientes que faziam uso de farmacos inibidores do CYP2D6 foram
orientados a interromper o tratamento durante 5 meias-vidas (wash out) e 8h apds a
administracdo do metoprolol foram orientados a reintroduzirem os medicamentos.

Os pacientes classificados neste estudo como metabolizadores lentos do metoprolol
utilizavam pelo menos 2 classes de medicamentos (Tabela 17), de acordo com os dados
obtidos ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre a quantidade de
medicamentos utilizados em relagdo a taxa de metabolizacdo do tartarato de metoprolol
administrado em dose Unica por via p.o. na concentragao de 100 mg (p=0,017) (Tabela 16).
Os idosos geralmente utilizam uma quantidade superior de medicamentos quando comparado
com os adultos jovens, desta forma a ocorréncia de interacdes medicamentosas e efeitos
adversos tendem a ser maiores neste segmento da populacio (GODLOVITCH, 2003).
Portanto, o maior problema relacionado a pratica da polifarmécia € o potencial de interacdes
entre as vdrias drogas utilizadas por estes pacientes (DAVIES, et al., 2004). Todos os
pacientes envolvidos no estudo, ndo estavam tomando nenhum medicamento que fosse um
inibidor do CYP2D6. A diferenca de valores da razdo metabdlica do metoprolol/a-OH
metoprolol entre os pacientes que utilizavam quantidade igual ou inferior a 5 medicamentos e
os pacientes que utilizavam quantidade superior a 5 medicamentos poderia ser decorrente da
utilizacdo concomitante de um numero superior de medicamentos que sao substratos para o
CYP2D6, como de fato ocorreu com estes pacientes que utilizavam mais medicamentos, por
exemplo a utilizacdo concomitante de amitriptilina, propranolol e captopril, ou carvedilol e
nortriptilina, sendo estes medicamentos substratos para o CYP2D6. Este fato ja ndo ocorreu
com 0s pacientes que utilizavam menos medicamentos, j4 que a maioria deles utilizavam no

maximo um medicamento descrito na literatura como substrato do CYP2D6. Desta forma os
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pacientes que utilizavam mais do que 5 medicamentos tiveram percentis da razdo metabdlica
metoprolol/a-OH metoprolol superiores aos percentis dos idosos cardiopatas que utilizavam
menos medicamentos, demonstrando uma menor taxa de metabolizacdo do metoprolol através
do CYP2D6. Esta menor taxa de metaboliza¢do poderia estar relacionada com a saturagcdo da
enzima CYP2D6, ja que os pacientes que utilizam mais medicamentos ingerem quantidades
maiores de substratos para que ocorra a metabolizacdo destes diversos farmacos pelo
CYP2D6. O processo de saturacdo da enzima CYP2D6 foi descrito em um estudo realizado
com o antidepressivo paroxetina (SINDRUP; BROSEN; GRAM, 1992).

Apesar dos idosos serem a parcela da populagdo que mais utiliza medicamentos, 53
pacientes (40,8%) nao relataram presenca de efeitos colaterais. Entre estes pacientes os trés
idosos cardiopatas que apresentaram fendtipo de metabolizador lento do metoprolol nao
relataram apresentar efeitos colaterais com nenhum dos medicamentos utilizados (Tabela 17).
Seria esperado que estes pacientes tivessem mais efeitos colaterais do que os idosos
classificados como metabolizadores extensivos, ja que dois deles tomavam o medicamento
propranolol que € substrato do CYP2D6 (FRANK, D.; JAEHDE, U.; FUHR, U., 2007). Como
o CYP2D6 ndo tem atividade de metabolizacdo normal nestes pacientes, seria esperado um
aumento da concentragdo do propranolol no sangue e desta forma poderia ocorrer um
aumento dos efeitos colaterais provenientes de uma maior concentracdo deste farmaco no
organismo. N@o ocorreram diferencas estatisticamente significantes entre a presenga ou
auséncia de efeitos colaterais em relacio a taxa de metabolizacdo do tartarato de metoprolol
administrado em dose Unica por via p.o. na concentra¢do de 100 mg (p=0,791) (Tabela 17).

A maioria dos pacientes idosos cardiopatas era da raca branca (80,0%). Este
predominio da raca branca estd de acordo com o senso feito pelo IBGE, 2006, onde relata que
49,90% da populacdo brasileira é composta de raca branca. Das trés pacientes fenotipadas

como metabolizadoras lentas do metoprolol, duas eram da raga branca e uma da raca parda
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(Tabela 13). Através do teste de Kruskal-Wallis pode-se concluir que as diferengas entre estas
racas em relacdo a taxa de metabolizacdo do tartarato de metoprolol administrado em dose
Unica por via p.o. na concentracdo de 100 mg ndo foi estatisticamente significante (p=0,133)
(Tabela 16).

Houve relato da presenca de algum tipo de cardiopatia em antecedentes familiares dos
idosos cardiopatas (97 pacientes, 74,6%), sendo que 45 pacientes (34,6%) tinham pai com
HAS, (52 pacientes, 40,0%) mae com HAS, (83 pacientes, 63,8%) irmaos com HAS, (64
pacientes, 49,2%) apresentavam algum caso de AVC na familia, (56 pacientes, 43,1%)
familiares com 1AM, (37 pacientes, 28,5%) casos de ICC na familia e 66 pacientes (50,8%)
referiram ter ocorrido morte sibita na familia. Pacientes com antecedentes familiares de HAS
tem maior probabilidade de desenvolver HAS do que aqueles que ndo apresentam histéria
familiar desta patologia. Individuos com historia familiar de HAS apresentam niveis
significativamente mais elevados da atividade da renina plasmética, podendo se constituir
num possivel marcador bioldgico para estabelecimento progndstico de um futuro
desenvolvimento de HAS (SILVA et al., 1998).

A Tabela 14 apresenta a distribuicdo de idosos cardiopatas classificados através da
razdo metabdlica metoprolol/a-OH metoprolol em urina de acordo com a presenca de DM.
Utilizando o teste de Mann Whitney pode-se concluir que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre a presenga ou auséncia de DM na taxa de metabolizacao do
tartarato de metoprolol administrado em dose tnica por via p.o. na concentragdo de 100 mg
(p=0,504) (Tabela 17). Porém, h4 relato na literatura de que ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina tiveram o CYP1B1 e CYP1A2 com atividade aumentada nos microssomas
hepéticos e o CYP2B1 e 2E1 foram fortemente induzidos também no grupo de ratos

diabéticos. Ao contrario destas enzimas, o CYP2C11 teve um decréscimo em sua atividade
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nestes mesmos ratos. Estas enzimas tiveram sua atividade mais proxima do normal, quando
foi administrada insulina nos ratos diabéticos (SINDHU et al., 2006).

Trinta e cinco idosos cardiopatas com a presengca de Tireoidopatia, classificados
através da razdo metabolica metoprolol/a-OH metoprolol em urina, apresentaram razao
metabolica abaixo de 12,6 (Tabela 14). Com a realizacdo do teste de Mann Whitney pode-se
afirmar que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a presenca de
Tireoidopatia em relagdo a taxa de metabolizac@o do tartarato de metoprolol administrado em
dose unica por via p.o. na concentragdo de 100 mg (p=0,114) (Tabela 17). Os dados obtidos
neste estudo indicam que nao houve nenhuma alteragdo na taxa de metabolizacio do tartarato
de metoprolol pelo CYP2D6 em idosos cardiopatas, embora alguns estudos indiquem uma
alterac@o na taxa de expressao de algumas isoformas do CYP450 podendo influenciar na taxa
de metabolizacdo de alguns medicamentos, como por exemplo o estudo realizado por
LIDDLE et al., 1998, que revelou que o hormonio triiodotironina (T3) foi um potente inibidor
da expressdo do CYP3A4 em cultura de hepatdcitos humanos, indicando que uma menor
producdo deste hormonio poderia aumentar a capacidade de metabolizacdo do CYP3A4.

Outro estudo revelou que os hormonios tireoidianos afetam a expressao do CYP. Um
aumento das isoformas CYP, 1A2, 2A1, 2A2, 2B1, 2B2, 3A1 e 3A2 ocorrem em ratos com
hipotiredide, hipdfisectomizados e tirdidectomizados. Quando estes tipos de ratos recebem
hormoénios T3 ou tiroxina (T4), este efeito desaparece (OINONEN, 1998).

De acordo com o que foi relatado pelos idosos cardiopatas, nenhum paciente que
utilizou bebida alcodlica pelo menos uma vez na semana, foi classificado como metabolizador
lento do metoprolol (Tabela 15). De acordo com o teste de Mann-Whitney ocorreram
diferencas estatisticamente significantes entre a presenca ou auséncia de utilizacdo de bebida
alcodlica em relacdo a taxa de metabolizacdo do tartarato de metoprolol administrado em dose

Unica por via p.o. na concentracdo de 100 mg (p=0,045) (Tabela 17). A andlise realizada junto
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a literatura pertinente ao assunto ndo evidenciou atuacdo do etanol no CYP2D6. A maioria
dos estudos existentes reporta sobre a inducdo do CYP2E1 pelo uso cronico do dlcool
(CEDERBAUM, 2003). Entretanto, o consumo de bebidas alcodlicas também esta associado
com aumento da atividade do CYP3A (HOSHINO & KAWASAKI, 1995; NIEMELA et al.,
1998; WOLF et al., 2007), como o CYP3A também faz parte do metabolismo do metoprolol,
mais especificamente da O-desmetilagdo, os pacientes que relataram beber algum tipo de
bebida alcodlica pelo menos uma vez na semana, poderiam ter a atividade do CYP3A
induzida em relag@o aos pacientes que relatam ndo utilizar nenhum tipo de bebida alcodlica.
Deste modo seria esperado que os pacientes que utilizam bebidas alcodlicas tivessem uma
razdo metoprolol/a-OH metoprolol menor do que os pacientes que nao utilizam bebidas
alcodlicas, como foi observado nos resultados deste estudo. Portanto mesmo o CYP3A ndo
participando da formacdo do a-OH metoprolol, a quantidade disponivel do metoprolol para
que ocorresse a o-hidroxilacdo poderia ter sido menor, com uma quantidade menor de
substrato para ser metabolizado pela enzima CYP2D6, sendo mais rdpida a metabolizacao

deste substrato.
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6 CONCLUSOES

1.

4.

Os resultados indicam que 2,3% dos pacientes idosos cardiopatas foram classificados
como metabolizadores lentos do tartarato de metoprolol racémico administrado em

dose tnica por via p.o. na concentracao de 100 mg.

O método desenvolvido e validado para a andlise do metoprolol e a-OH metoprolol
em urina, empregando HPLC com detec¢do por fluorescéncia e coluna RP-Select B é
sensivel (limites de quantificacdo de 0,2 pg/mL de metoprolol e 0,1 pug/mL de a-OH
metoprolol), preciso e exato (coeficiente de variacdo e erros relativos < 15%),
podendo ser aplicado em estudos de caracterizagdo fenotipica de metabolizador lento

ou extensivo.

Ocorreu maior freqiiéncia de pacientes do sexo feminino situados principalmente na
faixa etdria de 60 a 70 anos, sendo que a comorbidade mais prevalente na populacdo

estudada fo1 HAS.

As varidveis idade, género, raca, IMC, duracdo da HAS, presenca de efeitos colaterais,
Diabetes mellitus e tireoidopatia em relacdo a razao metoprolol/a-OH metoprolol em
urina nio foram estatisticamente significantes em relac@o a taxa de metabolizacdo do
tartarato de metoprolol em idosos cardiopatas de acordo com os testes de Mann-

Whitney e Kruskal-Wallis.
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5. A quantidade de medicamentos utilizados pelos idosos sugere uma influéncia na taxa
de metabolizacdo do tartarato de metoprolol, visto que os pacientes idosos cardiopatas
que utilizavam mais do que 5 medicamentos obtiveram valores maiores de percentis e
mediana da razdo metoprolol/a-OH metoprolol em urina do que os idosos que

utilizavam até cinco medicamentos concomitantemente.

6. A ingestao de alcool relatada pelos pacientes idosos poderia ter influencia na taxa de
metabolizacdo do tartarato de metoprolol, visto que os pacientes idosos cardiopatas
que relataram ingerir algum tipo de bebida alcodlica pelo menos uma vez na semana
obtiveram valores menores de percentis e mediana da razdo metoprolol/a-OH
metoprolol em urina do que os idosos que relataram nao ingerir nenhum tipo de bebida

alcodlica.
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ANEXOS




ANEXO 1

PESQUISA CIENTIFICA i
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

TITULO DO PROJETO: Fenotipagem do CYP2D6 em idosos cardiopatas classificados
como metabolizadores extensivos ou lentos do metoprolol.

RESPONSAVEL CLINICO PELO PROJETO: Prof. Dr. Evandro José Cesarino

Coordenador do Projeto: Prof. Dr. Evandro José Cesarino

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Declaro que em ...... [eiid...... concordei voluntariamente em participar, como paciente do
projeto de pesquisa acima referido. Fui devidamente informado em detalhes pelo médico

responsavel que:

1- O estudo implica em que eu me submeta a procedimentos, exames complementares e

tratamentos devidamente planejados, cujos eventuais riscos me foram explicados.

2- Nao sou obrigado a continuar participando do projeto e posso, a qualquer momento

sair do mesmo.

3- Os procedimentos ndo incluem, necessariamente, os ja reconhecidos como aplicdveis
em casos como o meu e podem visar a avaliacdo de tratamentos novos ou a compara-

los com os tradicionais.

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

minha participa¢do como paciente.
5- O objetivo deste trabalho € avaliar de que forma os medicamentos s@o eliminados

ocorréncia de efeitos colaterais dos mesmos em diferentes pacientes.

6- Necessitamos colher amostras de urina para avaliar a eliminacdo do medicamento e
amostras de sangue para avaliar se as fun¢des do rim e figado do seu organismo estdao
pelo

funcionando corretamente. Estas colheitas das amostras serdo realizadas
investigador principal do projeto.
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organismo, seja de maneira lenta ou rdpida, no intuito de tentar explicar a maior
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“Fornecerei informagoes pessoais sobre a minha idade, se sou fumante ou ndo, se
tenho algum problema de coracdo na familia, se consumo bebidas alcodlicas, se faco uso de
algum remédio para o coracdo ou pressdo arterial e se faco tratamento de alguma doenca.

Serd medida minha pressdo arterial num dos meus bragos, apos descansar por alguns
minutos na posicdo sentada e com a bexiga vazia.

Também serei pesado e medida a minha altura para cdlculo do Indice de Massa
Corporea.

Serei orientado a ficar em jejum por 12 hs num dia previamente estabelecido,
conforme a minha disponibilidade. Neste dia, serd colocado um garrote (borrachinha) no
meu braco, que ficard apertado por alguns minutos, para verificar a veia mais fdcil de ser
puncionada pelo investigador principal ou por um técnico adequadamente treinado. Serdo
retirados aproximadamente 10 ml de sangue para andlise do funcionamento dos rins e do
figado.

Depois de confirmado a normalidade da func¢do do meu figado e rins, serei orientado
a esvaziar a bexiga, indo ao banheiro e depois serd fornecido um comprimido de um remédio
que diminui o numero de batidas do coracdo e a pressdo arterial para que eu tome com um
pouco de dgua e serei orientado a urinar, toda vez que tiver vontade, dentro de um frasco,
durante oito horas depois de ter tomado este remédio.

Estes serdo os tinicos incomodos sofridos por mim nesta pesquisa.”

7- A sua colaboragdo permitira entender como sdo metabolizados os medicamentos
consumidos.

8- Terei a garantia de ser informado a respeito de quaisquer perguntas, esclarecimentos
e/ou duvidas acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados a pesquisa e ao tratamento que serei submetido.

9- Havera o compromisso de proporcionar informacao atualizada durante o estudo, ainda
que esta possa afetar minha vontade de continuar participando.

10- Os exames laboratoriais a serem realizados sdo os seguintes: potdssio, hemograma,
uréia, creatinina, urina I, TGO, TGP, y GT, fosfatase alcalina, bilirrubina total e
fracOes e proteinas totais e fracdes.

11-Caso estes exames laboratoriais revelarem resultados que levem a identificacdo de
doencas ou anormalidades até entdo nio diagnosticadas, os pacientes serdo informados
a este respeito, e encaminhados para fazerem o tratamento adequado para sua doenca
junto ao especialista da drea.
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Assinatura do paciente ou seu responsavel Assinatura do médico que obteve o
consentimento (carimbo ou nome legivel)
Prof. Dr. Evandro José Cesarino

TESTEMUNHAS NAO LIGADAS A PESQUISA

ASSINATURA IDENTIFICACAO



ANEXO 2

Comit¢ de Titica em Pesquisa
Av. do Café, s/n™ - lone: (Oxx16) 3602.4213 - Fax: (Oxx16) 3602-4877
14040-903 - Ribeirio Preto - SP - DBrasil
c-mail: cep@fclip.usp.br

Of. CEP 46/2007 - FCFRP/USP
rig

Ribeirao Preto, 1° de agosto de 2007.

Prezado Senhor,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “Identificacio de
pacientes idosos cardiopatas fenotipados com ebatolizadores extensivos ou lentos do
metoprolol enm seguimento muma unidade piiblica de saiide de Ribeirdo Preto - SP”,
apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFERP n° 91, foi
analisado na 59 reunido deste CEP, realizada no dia 1° de agosto de 2007 e
considerado aprovado.

s Em atendimento a Resolugdo 196/96 devera ser encaminhado

acé CEP o relatério final da pesquisa e a publicacdo de seu resultado, para
acompanhamento, bem como comunicada qualquer intercorréncia ou
interrupc¢édo do mesmo.

Atenciosamente,
-

7o

7
/ o foet - ] ,{ -
i Aeioert o 3 £4 -y'z,(.»;fe’.’cz.4.f;?’?()¢/"‘“"—“

ra. Yara/Maria Lucisaero Valim
; Coordenadora do CEP
| FCFRP - USP

Ilmo. Sr.

Prof. Dr. EVANDRO JOSE CESARINO

Depto. de Analises Clinicas, Toxicolégicas e Bromtologicas
FCFRP - USP
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