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RESUMO 

 

 

O citocromo P450 (CYP450) e suas isoformas podem ser reguladas por compostos 

exógenos, endógenos e patologias. O Diabetes Mellitus (DM) é uma síndrome de 

etiologia múltipla, decorrente da incapacidade da insulina em exercer 

adequadamente sua ação, sendo capaz de alterar a atividade do CYP450. Este 

estudo avalia a influência do DM na atividade das isoformas CYP2D6 e CYP3A4 

utilizando como marcadores de atividade o metoprolol (MET) e o midazolam (MDZ) 

respectivamente. Ratos machos Wistar, 200-250 g, foram tratados com dose única, 

por via oral 20 mg/Kg para MET e 15 mg/Kg para MDZ. O DM foi induzido por 

estreptozotocina (50 mg/Kg) por via intravenosa. Midazolam, metoprolol e alfa-

hidroximetoprolol foram analisados em plasma por cromatografia líquida de 

ultraperformance (coluna XR-ODS 100 mm x 3,0 mm) acoplada a espectrômetro de 

massas. O preparo das amostras foi realizado por extração líquido-líquido. A análise 

farmacocinética do MDZ em ratos mostrou redução significativa (54,01 vs 12,24 

L/h/kg) no clearance dos animais diabéticos em relação ao controle e aumento 

significativo (402,66 vs 1742,6 h.ng/mL) do AUC0-∞ no grupo diabético quando 

comparado com o controle. O DM modificou o AUC0-∞ do MET no grupo diabético em 

relação ao controle (998,09 vs 348,45 h.ng/mL) acompanhado de redução 

significativa do clearance no grupo diabético (46,85 vs 17,80 L/h/kg). Desde que não 

foi observada qualquer alteração na farmacocinética do alfa-hidroximetoprolol, o 

aumento do AUC0-∞ do MET pode ser devido à inibição de outra via de 

metabolização pelo DM, como comprovado pela alteração na via do CYP3A. A 

análise dos dados sugere que o DM inibe a atividade do CYP3A4 e não exerce 

influência sobre a atividade do CYP2D6. 

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. midazolam. metoprolol. alfa-hidroximetoprolol. 

UPLC-MS/MS. CYP2D6. CYP3A4.  estreptozotocina. 
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ABSTRACT 

 

 

Cytochrome P450 (CYP450) and its isoforms can be regulated by exogenous and 

endogenous compounds and also diseases. Diabetes Mellitus (DM) is a multiple 

etiology syndrome resulting from a lack or inability of insulin to properly exercise its 

action, that can modify the CYP450 activity. This research evaluates the influence of 

DM on CYP2D6 and CYP3A4 isoforms activity employing metoprolol (MET) and 

midazolam (MDZ) as probe drugs. Male Wistar rats 200-250g, were treated with 

single oral dose of 20mg/kg for MET and 15 mg/kg for MDZ. Diabetes mellitus was 

induced by streptozotocin (50mg/kg) intravenously administered. Midazolam, 

metoprolol and alpha-hydroxymetoprolol were analyzed in plasma by 

ultraperformance liquid chromatography (column XR-ODS) coupled to a mass 

spectrometer. The sample preparation was perfomed using liquid-liquid extraction. 

Pharmacokinetics of MDZ in rats showed a significant decrease (54,01 vs 12,24 

L/h/kg) of total clearance in the diabetic animals compared to control group and a 

significant increase (402.66 vs 1742.6 h.ng/mL) AUC0-∞ in the diabetic group 

compared with the control. The DM altered the AUC0-∞ of MET in the diabetic group 

compared to control (998.09 vs 348.45 h.ng/mL) followed by a significant decrease in 

clearance in the diabetic group (46.85 vs 17.80 L/h/kg). Since no changes in alpha- 

hydroxymetoprolol pharmacokinetics was observed, the increase in MET AUC0-∞ can 

be explained by DM inhibition of other MET metabolization pathways. Data analysis 

suggests that DM inhibits CYP3A4 activity and had no effect on CYP2D6 activity. 

Keywords: Diabetes mellitus. midazolam. metoprolol. alpha-hydroxymetoprolol. 

UPLC-MS/MS. CYP2D6. CYP3A4. streptozotocin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O controle da variabilidade interindividual na resposta aos fármacos 

disponíveis na clínica representa um dos maiores desafios da Farmacologia Clínica. 

Devido à variação interindividual da biotransformação de um fármaco, pacientes que 

receberam a mesma dose pode apresentar diferentes concentrações plasmáticas 

desse, esse fenômeno ocorre devido à variação na expressão do CYP450 (LIN et 

al., 2001). Os estudos de metabolismo de fármacos têm permitido a identificação 

das principais enzimas de fase I e II responsáveis pelas conversões metabólicas. 

Porém, a grande variabilidade individual no metabolismo destes fármacos 

representa um obstáculo importante porque pode levar a resultados indesejáveis e 

difíceis de prever, como a variação no intervalo terapêutico e a manifestação de 

efeitos tóxicos em sub-populações específicas que levariam a diferenças na 

resposta (MATERSON, 2007). 

Os fármacos administrados para controle de uma patologia são 

metabolizados pelo organismo por um conjunto de enzimas e proteínas. O CYP450 

é uma superfamília de hemeproteínas responsável por metabolizar componentes 

endógenos e exógenos (DOSTALEK et al., 2011). Dentro das famílias do CYP 450, 

pode-se destacar a 1, 2 e 3, pois são responsáveis pela biotransformação de 

aproximadamente 96% dos xenobióticos (GUENGERICH, 1999). Esse conjunto de 

enzimas pode ser regulado pela ação de alguns fármacos, compostos exógenos, 

endógenos e patologias (SHIMOJO et al., 1993).  

O Diabetes Mellitus é uma síndrome de etiologia múltipla, decorrente da falta 

de insulina e/ou da incapacidade da insulina em exercer adequadamente sua ação. 

Clinicamente se manifesta como hiperglicemia crônica, frequentemente 

acompanhada de dislipidemia, hipertensão arterial e disfunção endotelial. As 

consequências do DM em longo prazo decorrem de alterações micro e 

macrovasculares que levam a disfunção, dano ou falência de vários órgãos. As 

complicações crônicas incluem a nefropatia com possível evolução para insuficiência 

renal, a retinopatia com a possibilidade de cegueira, a neuropatia com risco de 

úlceras nos pés, a amputações e a manifestações de disfunção autonômica, 

incluindo disfunção sexual. Pacientes portadores de DM tipo 2 (DM2) apresentam 

maior risco de doença vascular aterosclerótica, como doença coronariana, doença 
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arterial periférica e doença vascular cerebral (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES,2009). 

Os portadores de diabetes representam a sexta causa mais importante de 

internação hospitalar, sendo cerca de 30% dos internados em unidades 

coronarianas intensivas com dor precordial e 26% dos ingressantes em programas 

de diálise e dentre das possíveis complicações ocasionadas pelas comorbidades 

estão à amputação de membros inferiores e a cegueira adquirida (SBD, 2009). 

Conforme a Organização Mundial de Saúde (2012) estima que cerca de 3,4 

milhões de pessoas morreram em consequência do alto nível de açúcar no sangue, 

e projeta que a morte causada pelo diabetes irá dobrar até 2030. Mesmo sendo uma 

patologia conhecida há muitos anos sua incidência na população é alta e crescente. 

De acordo com Federação Internacional de Diabetes (2013) os índices são 

alarmantes, o número mundial de casos de diabetes registrado foi de 371 milhões de 

portadores entre 20 e 79 anos de idade. Dentre os países com maior índice de 

diabéticos por território, a China ocupa o primeiro lugar com 92,3 milhões de casos, 

seguido da Índia (63 milhões), EUA (26,1 milhões) e em quarto lugar o Brasil com 

13,4 milhões de portadores. No nosso território, de acordo com pesquisa recente, o 

número de novos casos em homens é superior ao das mulheres (BRASIL, 2013).  

 A doença é classificada em três tipos DM tipo 1 (DM1), DM2 e DM 

gestacional. O DM1, anteriormente chamada de DM insulino dependente (IDDM), é 

aquela em que o paciente não produz mais insulina, sendo dependente da aplicação 

da mesma para o controle da glicemia. O DM2, anteriormente conhecido como DM 

não insulino dependente (NIDDM), é responsável por 90% dos casos diagnosticados 

(BRASIL, 2013) sendo sua incidência de 5% da população mundial entre 20 e 79 

anos (OMS, 2012). Por apresentar sintomatologia leve, essa se tornou uma das 

principais causas de morte prematura, principalmente através do risco aumentado 

de doença cardiovascular (DCV), que é responsável por até 80% de mortes (OMS, 

2012). 

 Na maioria dos casos de DM2 a ação da insulina é deficiente e seus níveis 

podem estar tanto dentro do intervalo de referência, acima ou abaixo. A idade usual 

de ocorrência deste tipo é após os 40 anos de idade, porém pessoas mais jovens 

também podem apresentar. Por fim, o DM gestacional no qual a alteração no nível 

de glicose ocorre pela primeira vez durante a gravidez sendo semelhante a DM2 e 

normalmente desaparecendo após resolução da gravidez. 
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 O DM pode alterar a disposição cinética e o metabolismo de fármacos 

dependendo da afinidade pelas proteínas plasmáticas, do tipo de diabetes e do 

tempo de diagnóstico da doença. O DM pode alterar a absorção gastrintestinal, a 

distribuição, o metabolismo e a excreção renal dos fármacos em uso na clinica. O 

tempo de trânsito intestinal pode estar alterado em 20 – 30% dos pacientes 

diabéticos. O DM também pode alterar a ligação às proteínas plasmáticas alterando 

as fases de distribuição e eliminação. A elevada concentração de ácidos graxos 

livres e proteínas glicosiladas podem alterar a extensão da ligação dos fármacos às 

proteínas plasmáticas em pacientes diabéticos (PRESTON et al., 2001). 

Dependendo da duração do DM ou do estágio da nefropatia diabética, a velocidade 

de filtração glomerular pode estar aumentada, normal ou diminuída. Além disso, 

anormalidades na secreção renal tanto em pacientes com DM1 ou DM2, podem 

influenciar o clearance renal de uma variedade de fármacos (PRESTON; EPSTEIN, 

1999). 

Um problema para se estabelecer a relação entre DM e expressão/atividade 

do CYP450 são as informações conflitantes na literatura, devido a fatores 

associados como idade, gênero, duração da doença e grau de controle do diabetes 

e o polimorfismo das isoformas do CYP450 (WANG et al., 2007). Estudos clínicos e 

experimentais vêm demonstrando que o DM pode alterar a atividade de diversas 

enzimas, incluindo enzimas do CYP, provocando modificações diferenciadas na 

expressão de suas isoformas (PAUL; ALBERTI; JONATHAN, 2001). O DM, 

experimentalmente induzido em ratos, tende a suprimir a expressão do CYP1A2, 

CYP2C11, CYP2C13 e CYP3A2 e a induzir a expressão do CYP2A1, CYP2B1, 

CYP2C12, CYP4A1 e CYP2E1 (SCHENKMAN, 1991; IBER et al., 2001).   

Matzke et al. (2000) reportam que o metabolismo da antipirina é induzido em 

pacientes portadores de DM1, sugerindo aumento na atividade do CYP1A2. 

Hannon-Fletcher et al. (2001) reportam que a expressão do CYP2E1 é elevada em 

até 3,1 vezes em pacientes portadores de DM1. 

Marques et al. (2002) investigaram a influência do DM2 nos parâmetros 

farmacocinéticos e farmacodinâmicos da nisoldipina em pacientes hipertensos 

portadores ou não de DM. Os resultados mostraram que o DM2 reduziu o clearance 

de ambos os enantiômeros da nisoldipina, provavelmente devido a uma menor 

atividade do CYP3A4.  
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Em estudo experimental com fármaco, no qual o DM foi induzido por 

estreptozotocina (STZ) em ratos, o clearance do enantiômero (+)-3R,5S-fluvastatina 

foi significativamente reduzido (ROCHA; COELHO; LANCHOTE, 2002). Poggi et al. 

(2004) também relatam aumento no metabolismo do fenoprofeno em ratos com 

diabetes experimental induzido por STZ, os autores sugerem um aumento 

unidirecional na velocidade de inversão quiral do enantiômero R ao eutômero S. 

Desta maneira, percebe-se que a patologia pode ter diferentes influências em 

isoformas variadas. 

O conhecimento das bases moleculares para a indução ou inibição do CYP 

tem mostrado grande progresso. Uma avaliação dos mecanismos de eliminação 

metabólica de 315 fármacos diferentes revelou que 56% deles são eliminados 

primariamente pela ação das isoformas do CYP. Dentre elas o CYP3A4 é o sistema 

mais importante, sendo responsável pela eliminação de 50% dos fármacos 

existentes no mercado atualmente (WILKINSON, 1996), seguindo-se o CYP2D6 

com 20% e o CYP2C9/19 com 15%, além da participação do CYP2E1, CYP2A6, 

CYP1A2 e outros não identificados. Todas essas isoformas podem ser induzidas ou 

inibidas por diferentes substâncias químicas (BUSBY; ACKERMANN; CRESPI, 

1999). 

 Alguns fármacos possuem uma via de metabolização completamente 

dependente de uma única isoforma do CYP, por isso eles podem ser utilizados como 

fármacos marcadores de atividade (probe drugs). O metoprolol (MET), um β-

adrenérgico que possui amplo uso clínico, e seu metabólito ativo o alfa-

hidroximetoprolol podem ser usados para quantificar a expressão da isoforma do 

CYP2D6, uma vez que é metabolizado exclusivamente por esta forma (MURTHY et 

al.1990), sendo que metabolizadores lentos tem uma dramática diferença na 

farmacocinética do metoprolol, quando comparados com metabolizadores 

extensivos (LANCHOTE et al., 2000). As três vias oxidativas de metabolização 

podem ser observadas na Figura 1. 
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FIGURA 1 - Metoprolol suas principais vias de metabolização e produtos gerados  
Fonte:         BORALLI et al.,2005. 

 
 

Devido às diferenças genéticas, aproximadamente 7% da população 

caucasiana e 1% da população chinesa não expressam ou expressam baixa 

atividade do CYP2D6 (BERTILSSON, 1985) (metabolizador lento, PM) e, 

consequentemente manifestam altas concentrações plasmáticas do metoprolol nas 

doses terapêuticas, enquanto, no outro extremo, 30% da população norte africana 

(AKLILLU et al., 1996) e 1% dos caucasianos da Suécia (JOHANSSON et al., 1993; 

DAHL et al., 1995) apresentam um ou mais gene(s) extra-ativo(s) do CYP2D6 

levando a metabolização ultra-rápida do MET e outros substratos com metabolismo 

dependente desta enzima (metabolizador ultra-rápido, UM).  

A debrisoquina é empregada como fármaco marcador da atividade do 

CYP2D6 in vivo, que pode ser estimada pela razão de recuperação da debrisoquina 

(DRR=4-hidroxidebrisoquina/debrisoquina+4-hidroxidebrisoquina) ou pela razão 

metabólica (DMR=debrisoquina/4-hidroxidebrisoquina) na urina coletada 6-8 h após 
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a administração de uma única dose via oral (V.O) de debrisoquina (TUCKER et al., 

1977). A razão metabólica varia na população de  0,01 a >100, sendo que 

indivíduos que expressam DMR <12,6 são fenotipados como metabolizadores 

rápidos e indivíduos que expressam DMR<0,2 são fenotipados como 

metabolizadores ultra-rápidos (TUCKER et al., 1977). O fenótipo de metabolizador 

rápido da debrisoquina também pode ser expresso pela razão de recuperação 

(DRR) maior que 0,12 (KAISARY et al., 1987). 

Foi encontrada forte correlação entre a α-hidroxilação do MET e a 4-

hidroxilação da debrisoquina (CERQUEIRA et al., 2003) na população caucasiana 

hipertensa na faixa etária de 22 a 77 anos de idade, tornando assim possível a 

utilização do MET também como marcador da atividade do CYP2D6 (GOURTY et 

al., 1985). Desta maneira, o MET pode ser utilizado para o estudo do polimorfismo 

oxidativo do CYP2D6 devido a sua correlação com a debrisoquina, por ser 

comercializado e prescrito na prática clínica e ser de baixa toxicidade (SOHN et al, 

1992). 

 O midazolam (MDZ) é um benzodiazepínico utilizado como pré-anestésico e 

sedativo (VERPLAETSE; CUYPERS; TYTGAT, 2012), sendo fármaco marcador da 

atividade in vivo do CYP3A, sua a conversão ao metabolito 1’-hidroximidazolam 

(Figura 2) é exclusivamente realizada pelo CYP3A (JAN et al., 2007). 

 

FIGURA 2 - Via de formação do metabólito 1’-hidroximidazolam. 
Fonte:         JAN et al.,  2007 

 
 

Após a administração intravenosa (IV) do MDZ, há predominância do 

metabolismo hepático com formação principalmente do metabólito 1’-

hidroximidazolam e recuperação urinária de aproximadamente 70% da dose como 
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conjugado glicuronídeo do metabólito hidroxilado. Considerando que uma 

quantidade significativa do CYP3A é encontrada nos enterócitos do intestino delgado 

e nos hepatócitos, na administração V.O, o MDZ é hidroxilado pelo CYP3A hepático 

e intestinal. Thummel et al. (1994) relatam que o clearance total do MDZ in vivo 

correlaciona-se com o conteúdo hepático in vitro do CYP3A. O clearance total do 

midazolam reflete a atividade somente do CYP3A hepático (IV) ou do CYP3A 

hepático e intestinal (administração V.O) (STREETMAN; BERTINO; NAFZIGER, 

2000). O clearance oral do MDZ, determinado em 148 voluntários, variou entre 10 e 

40 mL/min/kg em 84% dos pacientes investigados, no entanto a variabilidade total foi 

da ordem de 48 vezes (LAMBA et al., 2002). A razão de concentrações plasmáticas 

1’-hidroximidazolam/MDZ, determinada 30 min após a administração IV de MDZ, 

apresenta boa correlação (r=0,87, p<0, 001) com o conteúdo do CYP3A4 hepático 

em pacientes doadores de fígado (LEE; BERTINO; NAFZIGER, 2006) 

No entanto, Lee; Bertino; Nafziger (2006) relatam que na administração V.O 

de MDZ, a razão de concentrações plasmáticas 1’-hidroximidazolam/MDZ, 

determinada 30 min, 2 ou 6 h após a administração de MDZ, não reflete de maneira 

exata a atividade do CYP3A. Ressalta-se ainda, que com base nos dados 

reportados por Eap et al. (2004), os métodos de genotipagem do CYP3A4 e 

CYP3A5, não refletem com exatidão suficiente a variabilidade interindividual da 

atividade do CYP3A. 

Para mensurar a atividade das enzimas do CYP450 em plasma, se faz 

necessário o estudo farmacocinético dos fármacos marcadores. O MET e seu 

metabólito podem ser quantificados em plasma por meio de cromatografia e 

posterior estabelecimento da razão metabólica. O clearance do MDZ pode ser 

calculado após quantificação das amostras e modelagem farmacocinética, que 

poderá ser utilizado para avaliação da atividade.  

 A quantificação de MET em plasma utilizando diferentes técnicas de extração e 

quantificação já foi bastante descrita na literatura (ERIKO et al.1994; LANCHOTE et 

al. 2000; BORALLI et al. 2005; ANGELA et al 2008; YANFENG et al. 2008; NITIN; 

ROBERT; RICHARD, 2006; FENG et al. 2010; VICTORIA et al.2012; UTPAL et al. 

2013). Entretanto, os métodos desenvolvidos previamente apresentam 

desvantagens como: tempo longo de análise cromatográfica; processo de extração 

com muitas etapas; grande volume de solvente. A detecção do metoprolol é 

realizada, na maioria dos trabalhos, empregando cromatografia líquida acoplada à 
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fluorescência (KOMURA; IWAKI, 2004; BORALLI et  al., 2009;). 

 Os métodos desenvolvidos presentes na literatura para a análise de midazolam 

empregam HPLC acoplada a detector UV (LEHMANN; BOULIEU, 1995; JAN et al., 

2007; CHOVAN; RING; BALDINO, 2007; QUINNEY et al., 2007; LUIGI et al. 2008; 

TAKUSHI et al., 2008). Essa metodologia possui limitada detectabilidade para baixas 

concentrações, uma vez que a matriz biológica pode possuir componentes 

endógenos que interfiram na quantificação do analito de interesse, só sendo 

possível se associado a preparo de amostra extremamente complexo e utilizando 

alto volume de solvente. 

Para avaliação experimental da influência do DM na farmacocinética e 

metabolismo de fármacos marcadores, pode-se induzir DM de diferentes maneiras; 

entre elas estão à indução por agentes químicos como o antibiótico STZ; por meio 

de agentes hormonais e pelo uso de ratos capazes de desenvolver o diabetes de 

modo espontâneo. A indução definitiva ocorre com utilização do antibiótico STZ, 

devido à ação citotóxica nas células beta do pâncreas, especialmente em ratos; 

outros agentes podem induzir condições tais que o DM seja revertido naturalmente 

(MASUTANI et al., 1998).  

Os sintomas do diabetes induzido por STZ aparecem entre 24 a 72 horas, 

permitindo sua utilização em ensaios experimentais (SURESH et al., 2012). 

O DM é uma patologia mundialmente distribuída, podendo levar ao 

desenvolvimento de outras doenças o que aumenta o número de internações, 

aposentadoria por invalidez e até morte do paciente (BRASIL, 2012). Cabe ressaltar 

que para se atingir as metas de redução da pressão arterial estipuladas para 

pacientes diabéticos, ou seja, valores menores que 130 x 80 mmHg, se faz 

necessário o uso de 3 classes de hipotensores em cerca de 75% dos pacientes 

(SAD, 2012). A maioria dos beta-bloqueadores é metabolizado via CYP2D6 e 50% 

dos medicamentos via CYP3A4 (RENDIC, 2002). Não existem até o presente 

momento na literatura estudos da influência do diabetes experimental sob as 

isoformas 2D6 e 3A4, utilizando probe drugs. O presente trabalho tem como objetivo 

proporcionar o entendimento de como o DM atua no CYP450 estas informações 

poderão auxiliar o na escolha de medicamentos para comorbidades associadas 

nestes pacientes, uma vez que uma resposta diferente a um fármaco marcador de 

uma determinada enzima pode significar a alteração na resposta farmacocinética a 
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toda uma classe terapêutica, explicando o porquê de certos fármacos causarem 

respostas inesperadas em pacientes com DM. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

o Gerais: 

 - Avaliar a influência do DM sobre a atividade de CYP2D6 e CYP3A4 em 

ratos. 

 

o Específicos: 

 - Desenvolver e validar métodos bioanalíticos para a determinação do 

midazolam, metoprolol e alfa-hidroximetoprolol em amostras de plasma de ratos por 

cromatografia líquida de ultraperformance acoplada a espectrometria de massas 

(UPLC-MS/MS); 

 - Avaliar e comparar parâmetros farmacocinéticos dos fármacos marcadores 

entre os grupos de animais. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 Os materiais utilizados para o desenvolvimento da metodologia são 

apresentados nos itens abaixo.  

 

 

3.1 FÁRMACOS 

 

 

Para a administração por V.O dos fármacos marcadores utilizou-se matéria 

prima, livre de excipientes, adquiridos em farmácia de manipulação. A 

estreptozotocina foi adquirida da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha). 

 

 

3.2 SUBSTÂNCIAS QUÍMICAS DE REFERÊNCIA 

 

 

As análises foram realizadas com padrões de metoprolol, propanolol, alfa-

hidroximetoprolol, omeprazol, todos da Sigma-Aldrich® e midazolam (Roche®), com 

grau de pureza superior a 99%. 

 

 

3.3 SOLVENTES E REAGENTES 

 

 

Para realização da validação da metodologia bioanalítica, foram utilizados os 

seguintes solventes e reagentes: acetato de etila grau HPLC (Vetec®), metanol grau 

HPLC (Vetec®), ácido trifluoroacético (TFA) (Vetec®), éter dietílico grau HPLC 

(Vetec®), acetonitrila grau HPLC (Vetec®), acetato de amônia (Vetec®), hidróxido 

de amônio (Vetec®), cloreto de sódio (Impex®), água ultrapura (milli-Q, Millipore®). 
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3.4 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS 

 

 

As análises foram realizadas em UPLC-MS/MS Shimadzu®, constituído por 

bombas LC-20 AD, injetor automático SIL-20 AHT, forno para coluna CTO-20-A, 

controladora CBM-20A, detector triplo quadrupolo LCMS-8030 e software 

LabSolution (Shimadzu®). Além do UPLC-MS/MS, foram utilizados diversos tipos de 

equipamentos e materiais (Tabela 1) para a validação. 

 

 

TABELA 1 - Equipamentos e materiais utilizados para a validação. 

Equipamento/acessório Marca Modelo/Descrição Cidade 

Balança analítica Kern® 410 Una-BA 

Agitador vertical IKA® VIBRAX VXR basic Campinas-SP 

Banho ultrasônico Unique® USC-2800ª Indaiatuba-SP 

Banho de água Novatécnica® NT 265 Piracicaba-SP 

pHmetro Tecnopon® - Piracicaba-SP 

Bomba de vácuo Sparmax® New pump São Paulo-SP 

Centrífuga Novatécnica® NT-811 Piracicaba-SP 

Freezer -20°C Prosdócimo® F21-smile Barueri-SP 

Ultrafreezer -80°C Nuaire® Glacier Campinas-SP 

Pré-coluna Ace® C8 São Paulo-SP 

Coluna SHIMADZU® XR-ODS 100mmX 3mm São Paulo-SP 

Seringa Bayer® 1mL São Paulo-SP 

Agulha de gavagem Insight® IC-810 Ribeirão Preto-SP 

Agulha Ares® 0,30x13 mm São Paulo-SP 

Glicosimetro Bayer® Contour TS São Paulo-SP 

Fita para medir glicemia Bayer® Contour TS São Paulo-SP 

Guilhotina  Insight® EB-271 Ribeirão Preto-SP 

Purificador de água do tipo Milli-Q Millipore® Direct16 Molsheim-França 

Fonte: Da autora. 
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3.5 ESTUDO EXPERIMENTAL 

 

 

3.5.1 Protocolo de indução do DM 

 

 

Para indução do DM, após jejum de 15 horas, o antibiótico, na dose de 50 

mg/kg, foi administrado em solução tampão citrato de sódio 0,1M pH4,5 por viaI.V. O 

STZ foi preparado no momento da administração, mantido em gelo e protegido da 

luz, sendo o volume aplicado da solução equivalente ao peso do animal. Passados 

três dias da administração, a glicemia foi mensurada em Glicosímetro, através de 

secção da cauda do animal para colheita do sangue. Os animais que apresentaram 

glicemia superior e ou igual a 200 mg/dL foram considerados diabéticos. 

 

 

3.5.2 Grupos experimentais 

 

 

Foram utilizados ratos machos Wistar (200 a 250 g) provenientes do Biotério 

Central da Universidade Federal de Alfenas. Os animais permaneceram em 

ambiente com controle de temperatura, umidade e ciclo claro-escuro de 12 horas 

com livre acesso à ração e a água.  

 

 

3.5.2.1 Grupos controle 

 

 

Grupo Midazolam: Os animais, após jejum de 12 horas, receberam por V.O 

(gavagem) MDZ dissolvido em solução salina 0,9 % na dose de 20 mg/kg. As 

amostras de sangue foram colhidas por decapitação nos tempos zero, 5, 10, 20, 30, 

45, 60, 90, 120 e 240 minutos e heparina foi utilizada como anticoagulante. Foram 

utilizados seis animais por tempo de colheita. As amostras foram mantidas a -80°C 

até análise. 
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Grupo Metoprolol: Os animais, após jejum de 12 horas, receberam por 

gavagem cloridrato de MET dissolvido em salina 0,9% na dose de 15 mg/kg. As 

amostras de sangue foram colhidas por decapitação nos tempos zero, 2, 4, 6, 10, 

20, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360 minutos após a administração e heparina foi 

utilizada como anticoagulante. Foram utilizados seis animais por tempo de colheita. 

As amostras foram mantidas a -80°C até análise. 

Grupo Midazolam (diabético): Após indução do DM, os animais foram tratados 

como o grupo midazolam-controle e amostras foram colhidas nos mesmos intervalo 

de tempo e armazenadas da mesma maneira. 

Grupo Metoprolol (diabético): Após indução do diabetes, os animais foram 

tratados como o grupo metoprolol-controle e amostras foram colhidas nos mesmos 

intervalos de tempo e armazenadas da mesma maneira.  

As soluções para tratamento dos animais foram preparadas no dia da 

administração, sendo o volume administrado corrigido pelo peso do animal. 

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal local sob o número 423/2012 (Anexo I). 

 

 

3.6 ANÁLISE DO METOPROLOL E ALFA-HIDROXIMETOPROLOL EM PLASMA 

 

 

Foram preparadas soluções-estoque do padrão de MET (1mg/mL), alfa-

hidroximetoprolol (0,1 mg/mL) e padrão interno (PI) propanolol (1mg/mL) em 

metanol. As soluções de trabalho foram preparadas para metoprolol/alfa-

hidroximetoprolol, para construção das curvas analíticas e controles de qualidade 

em pool de plasma branco, e para o propanolol utilizado como PI. 

As concentrações da solução de trabalho de MET e alfa-hidroximetoprolol 

foram definidas com base nos estudos realizados por Boralli et al. (2005) e 

preparadas a partir de solução mãe em metanol. O PI foi diluído e utilizado na 

concentração de 350 ng/mL em metanol. 

A curva analítica foi construída por meio do enriquecimento de alíquotas de 

500µL de plasma com 25µL de cada solução–padrão, resultando em concentrações 

plasmáticas de 10 - 750 ng/mL e os controles de qualidade (CQ) a 30, 380, 600 e 

750 ng/mL de metoprolol e alfa-hidroximetoprolol. 
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3.6.1 Preparo de amostra e análise cromatográfica do metoprolol e seu 

metabólito 

  

 

 A determinação do MET e alfa-hidroximetoprolol em plasma de rato foi 

realizada baseando-se nos estudos descritos por Yilmaz et al. (2010) e Irena et al. 

(2011), utilizando extração líquido-líquido para preparo das amostras e 

separação/quantificação por UPLC-MS/MS. Os parâmetros do UPLC-MS/MS foram 

otimizados pelo equipamento em etapa inicial. 

Em suma, a 500µL de plasma adiciona-se 25 µL de padrão e PI, 0,1 g de 

cloreto de sódio (NaCl), 200 µL de hidróxido de sódio (1M) e 3 mL de solução éter 

dietílico:acetato de etila (2:1, v/v). Agitou-se por 15 minutos em agitador vertical 

(1000 rpm), centrifugou-se a 1800 g por 10 minutos. Alíquotas de 2 mL da fase 

orgânica foram levadas à secura sob fluxo de nitrogênio e em banho a 35°C, 

ressuspendidas em 500 µL de metanol para posterior injeção no UPLC-MS/MS. 

 O método bioanalítico otimizado posteriormente validado que melhor se 

enquadrou nos parâmetros de validação, está descrito na Tabela 2. 
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TABELA 2 - Condições cromatográficas do método bioanalítico desenvolvido para   ..................   .            
.......................quantificação de metoprolol e alfa-hidroximetoprolol em plasma por UPLC-.................  
.....................,.MS/MS. 

Parâmetros Descrição 

Técnica bioanalítica UPLC-MS/MS 

Detecção Metoprolol: 268,20>98,05; 268,20>116,15 

268,20>133,15 

Alfa-hidroximetoprolol: 284,20>74,05; 284,20>116,15; 

284,20>72,05 

PI: 260,10>116,10; 260,20> 98,10; 260,20> 183,15 

Coluna analítica XR-ODS 100 x 3,0 mm 

Pré-coluna Ace C8 

Temperatura da coluna 55° 

Fase móvel Metanol: solução de TFA 0,05% (60:40 v/v) 

Vazão da fase móvel 0,4 mL/min 

Volume de injeção 7 µL 

Linearidade 10-750 ng/mL 

Tempos de retenção Metoprolol: 1,5 min 

Alfa-hidroximetoprolol: 1,09 min 

Propanolol: 1,10 min 

Tempo de análise 2,01 min 

Tipo de integração Base-a-base 

Equação da curva y=ax+b 

Fonte: Da autora. 

 

 

3.7 ANÁLISE DO MIDAZOLAM EM PLASMA 

 

 

Foram preparadas soluções-estoque do padrão de MDZ (1 mg/mL) e padrão 

interno omeprazol(PI) (1 mg/mL) em metanol e posteriormente diluídas para 

utilização das soluções de trabalho e CQ em pool de plasma branco, e para o 

omeprazol utilizado como PI. 

As concentrações de solução de trabalho do midazolam foram definidas com 

base nos estudos realizados por Jan-Jurica et al. (2007) e preparadas a partir de 

solução estoque em metanol. O PI foi diluído e utilizado na concentração de 1000 

ng/mL em metanol. 
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A curva analítica foi construída por meio do enriquecimento de alíquotas de 

500µL de plasma branco com 25µL de cada solução-padrão, resultando em 

concentrações plasmáticas de 10 - 2000 ng/mL de MDZ. 

 

 

3.7.1 Preparo de amostra e análise cromatográfica do midazolam 

  

 

O preparo de amostra para MDZ em plasma foi realizada da mesma forma 

que o empregado para o MET/alfa-hidroximetoprolol, com exceção do padrão interno 

utilizado. A extração líquido-líquido foi efetuada como descrita em 3.6.2 devido às 

características similares dos analitos de interesse e por apresentar adequada 

resposta a extração tanto do MDZ como do PI. 

Os parâmetros do UPLC foram otimizados pelo equipamento, o método 

bioanalítico desenvolvido que melhor se enquadrou nos parâmetros de validação, 

está descrito na Tabela 3. 

 
TABELA 3 - Condições cromatográficas do método bioanalítico desenvolvido para .................   

.........................quantificação de midazolam em plasma por UPLC-MS/MS. 

Parâmetros Descrição 

Técnica bioanalítica UPLC-MS/MS 

Detecção Midazolam: 326,00>291,10; 326,00>249,05; 

326,00>223,00 

Omeprazol: 346,00> 198,05; 346,00> 136,10; 

346,00>151,05 

Coluna analítica XR-ODS 100 x 3 mm 

Pré-coluna Ace C8 

Temperatura da coluna 35°C 

Fase móvel Acetonitrila : solução de acetato de amônia 5mM 

pH:5 (60:40 v/v) 

Vazão da fase móvel 0,5 mL/min 

Volume de injeção 50µL 

Tempos de retenção Midazolam: 2,0 min 

Omeprazol: 1,33 min 

Tempo de análise 3,01 min 

Tipo de integração Base-a-base 

Equação da curva y=ax+b 

Fonte: Da autora. 
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3.8 VALIDAÇÃO DOS MÉTODOS BIOANALÍTICOS 

 

 

 Os métodos foram validados de acordo com a resolução RDC N.º 27, de 17 

de maio de 2012 da ANVISA. 

 

 

3.8.1 Curva de calibração 

 

 

 As curvas de calibração foram construídas adicionando-se concentrações 

conhecidas dos analitos e de PIs. No método desenvolvido para análise de 

MET/alfa-hidroximetoprolol em plasma de rato seis concentrações distintas (10, 50, 

100, 300, 500 e 750 ng/mL) dos analitos de interesse e PI na concentração de 350 

ng/mL foram analisadas em sextuplicata. No método desenvolvido para análise de 

MDZ em plasma de rato as concentrações empregadas foram 10, 50, 100, 200, 800, 

2000 ng/mL de MDZ e PI na concentração de 1000 ng/mL, cada ponto foi analisado 

em sextuplicata. Além destes pontos de concentração conhecida, também foram 

incluídas amostras de plasma branco e plasma branco adicionadas de PI (amostra 

zero). 

 

 

3.8.2 Precisão/exatidão 

 

 

A precisão e a exatidão foram determinadas em uma mesma corrida 

(intracorrida) e em três corridas diferentes realizadas em dias subsequentes 

(intercorridas). Para o estudo de precisão e exatidão amostras adicionadas da 

substância de interesse, controles de qualidade em três concentrações distintas 

foram usadas, controle de qualidade de baixa concentração (CQB), controle de 

qualidade de média concentração (CQM) e controle de qualidade de alta 

concentração (CQA), além dos controles também foi analisado o limite inferior de 

quantificação (LIQ). 
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As concentrações empregadas para a análise de MET/alfa-hidroximetoprolol 

foram de 10 ng/mL (LIQ), CQB (30ng/mL), CQM (380ng/mL) e CQA (600 ng/mL) e 

para o método midazolam de 10 ng/mL (LIQ), CQB (30ng/mL), CQM (380ng/mL) e 

CQA (600 ng/mL). 

Em cada corrida o LIQ, o CQB, CQM e o CQA foram analisados em 

quintuplicata, sendo aceitos valores de coeficiente de variação (CV) menores ou 

iguais a 15% para que o que o método fosse considerado preciso com exceção do 

LIQ, para o qual o valor de aceitação é menor ou igual a 20%. 

Para que o método fosse considerado exato, o erro padrão relativo (EPR) 

deveria estar na faixa ±15% do valor nominal, com exceção do LIQ onde são 

admitidos valores entre ±20%. 

 

 

3.8.3 Efeito residual 

 

 

 Para avaliar o efeito residual do método foram feitas três injeções da amostra 

branco, uma antes da injeção do Limite superior de quantificação (LSQ) e duas 

após. Para que não exista efeito residual, os resultados obtidos na amostra 

processada do LIQ e a respostados picos interferentes no tempo de retenção do 

analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras processadas 

do LIQ. 

 

 

3.8.4 Efeito matriz 

 

 

O efeito matriz foi feito utilizando se oito amostras de plasma diferentes, 

sendo quatro normais, duas lipêmicas e duas hemolisadas. As matrizes foram 

processadas e em seguida adicionou-se solução de PI e analito nas mesmas 

concentrações de CQB e CQA, com n=8 para cada CQ. O cálculo do efeito dos 

componentes sobre o analito foi realizado de acordo com a fórmula descrita abaixo. 

São aceitos valores de CV para o fator de matriz normalizado (FMN) menores que 

15%. 
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FMN= resposta do analito em matriz/resposta do PI em matriz 

                        resposta do analito em solução/resposta do PI em solução 

 

 

3.8.5 Estabilidade do analito em matriz biológica 

 

 

A estabilidade do analito em matriz biológica foi avaliada em diferentes 

condições, conforme descritos nos itens de 3.8.5.1 a 3.8.5.5. Foram empregadas 

cinco amostras de cada controle (CQA e CQB), sendo consideradas estáveis 

amostras que não apresentem desvio superior a 15% da média.   

 

 

3.8.5.1 Estabilidade após ciclos de congelamento 

 

 

 As amostras de CQB e CQA foram analisadas após serem submetidas a três 

ciclos de congelamento a -80°, sendo o primeiro de 24 horas e os seguintes de 

12horas. Os resultados obtidos foram comparados com as respostas de controles 

recém preparados e analisados na mesma análise cromatográfica.  

 

 

3.8.5.2 Estabilidade de curta duração 

 

 

 As amostras recém-preparadas CQA e CQB foram processadas e analisadas 

após permanecerem por 6 horas em temperatura e luz ambiente (24°C). Os 

resultados obtidos foram comparados com as respostas de controles recém 

preparados e analisados na mesma análise cromatográfica. 
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3.8.5.3 Estabilidade de longa duração 

  

 

As amostras CQA e CQB permaneceram sob mesmas condições e tempo de 

armazenagem que as amostras, desde a colheita até a análise da última amostra, 

quatro meses, e foram submetidas ao processo de extração e análise. Os resultados 

obtidos foram comparados com as respostas de controles recém preparados e 

analisados na mesma análise cromatográfica. 

 

 

3.8.5.4 Estabilidade pós-processamento 

 

 

 As amostras CQA e CQB foram submetidas ao procedimento de extração e 

permaneceram dentro do auto-injetor por um período de 6 horas, tempo decorrido 

para análise cromatográfica dos controles, curva analítica e amostras, ao final deste 

as amostras foram submetidas a analise cromatográfica, os valores foram 

comparados com os dos controles em curva recém preparada. 

 

 

3.8.5.5 Estabilidade do analito e PI em solução 

  

 

As soluções primárias dos analitos e PIs (1 mg/mL) e as soluções de trabalho 

de média e menor concentração foram analisadas após final do estudo. Os 

resultados obtidos foram comparados com as respostas de soluções recém 

preparadas e analisados na mesma análise cromatográfica. 
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3.8.6 Recuperação 

 

  

A recuperação dos analitos de interesse foi estimada pela adição de 

contrações conhecidas dos analitos, as mesmas foram determinadas em curva 

analítica recém preparada. Os resultados foram obtidos através da fórmula abaixo: 

 

Recuperação= concentração observada%100 

               concentração nominal 

 

 

3.9 ANÁLISE FARMACOCINÉTICA 

 

 

Os parâmetros farmacocinéticos foram calculados com base nas 

concentrações plasmáticas obtidas experimentalmente.  

A análise farmacocinética foi realizada utilizando-se o software WinNonlin 

versão 4.0 (Pharsight Corp, Mountain View, Calif, EUA). Os parâmetros 

farmacocinéticos foram calculados com base nas concentrações plasmáticas obtidas 

experimentalmente. Os dados de concentração plasmática versus tempo após a 

administração oral do metoprolol e midazolam foram analisados por metodologia 

compartimental, sendo empregado o modelo bicompartimental para o metoprolol e 

monocompartimental para alfa-hidroximetoprolol e midazolam. A área sob a curva 

concentração plasmática versus tempo (AUC 0-∞) foi determinada pelo método linear 

trapezoidal do tempo zero até a última amostra coletada e extrapolada até o infinito 

dividindo-se a última concentração quantificada pela constante velocidade de 

eliminação. 

O software WinNolin gerou as estimativas iniciais e os limites superiores e 

inferiores para a correta estimativa final dos parâmetros farmacocinéticos 

(GABRIELSON; WEINER, 2000). As estimativas finais incluem a constante 

velocidade de eliminação (Kel), o volume aparente de distribuição (Vd/f), a meia- 

vida de eliminação (t1/2) e o clearance total aparente (ClT/f). Os parâmetros Cmax e 

tmax foram calculados utilizando as equações padrão do software.  
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Os parâmetros ClT/f do metoprolol e AUC0- do metoprolol e alfa-

hidroximetoprolol foram utilizados para avaliar a atividade do CYP 2D6. Os 

parâmetros Cl/f e AUC0- do midazolam foram empregados para avaliar as 

diferenças entre os grupos diabéticos e controle para determinação da atividade do 

CYP3A4. 

 

 

 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

 

Os testes estatísticos foram realizados com o auxílio do programa GraphPad 

Instat® para obtenção da média e intervalo de confiança 95% (IC 95%), 

 O teste de Mann-Whitney bicaudal para dados não pareados foi empregado 

para comparar os parâmetros farmacocinéticos dos Grupos controles em relação 

aos Grupos Diabéticos, no teste estatístico o nível de significância foi fixado p ≥ 0,05.  
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4 RESULTADOS 

 

 

 Os resultados obtidos neste estudo estão descritos nos itens abaixo. 

 

 

4.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DO MÉTODO BIOANALÍTICO PARA 

QUANTIFICAÇÃO DE METOPROLOL E ALFA-HIDROXIMETOPROLOL EM 

PLASMA DE RATO. 

 

 

O método desenvolvido atende todos os parâmetros de aceitação da RDC 

27/2012, apresentou-se linear, preciso e exato, sendo adequado para a 

quantificação dos analitos de interesse em plasma de rato. 

A análise do MET, e alfa-hidroximetoprolol em plasma de ratos foi realizada 

após extração líquido-líquido. A separação dos compostos foi obtida utilizando 

coluna Shim-pack XR-ODS ®100 x 3,0 mm, protegida por coluna ACE C8 com fase 

móvel constituída por Metanol: solução de TFA 0,05% (60:40 v/v). Os 

cromatogramas apresentados na Figura 3 mostram os picos obtidos para as 

substâncias analisadas. Cada cromatograma representa um canal (relação m/z) da 

análise. 
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FIGURA 3 - Análise cromatográfica do metoprolol e metabólito: alfa-hidroximetoprolol (A); metoprolol     
................... (B) e PI (C).  
FONTE:      Da autora. 

 

 

4.1.1 Linearidade 

 

 

A relação entre concentração e resposta foi definida por meio de uma curva 

analítica contendo seis concentrações distintas, variando de 10 a 750 ng/mL em 

plasma. Os parâmetros relativos à curva analítica do método para quantificação de 

metoprolol e alfa-hidroximetoprolol em plasma de rato por UPLC-MS/MS são 

demonstrados nas Figuras 4 e 5 as quais representam as curvas analíticas 

resultante da análise de três curvas de calibração realizadas em dias distintos, para 

cada ponto foram feitas seis réplicas. 

 

C 

B 

A 
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FIGURA 4 - Curva analítica do metoprolol em plasma de rato. 
FONTE:       Da autora 
 

 

 

FIGURA 5 - Curva analítica do alfa-hidroximetoprolol em plasma de rato. 
FONTE:       Da autora 

 

 

O método mostrou-se linear na faixa de concentração supracitada, com 

coeficientes de determinação linear (r²) iguais ou superiores a 0,99. 

 

 

 

 

y= 0,003x+0,056 

r²=0,990 

y=0,001x-0,026 

r²=0,996 
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4.1.2 Efeito matriz 

 

 

O efeito dos componentes de oito matrizes biológicas distintas sobre o analito 

foi calculado com a relação descrita em 3.8.4. Os resultados dos coeficientes de 

variação do FMNs estão presentes na Tabela 4.  

 

TABELA 4 - Coeficiente de variação do FMN referente ao método analítico para 
..............................quantificação de metoprolol/alfa-hidroximetoprolol em amostra de 
..............................plasma.  

 Metoprolol Alfa-hidroximetoprolol 

CQB CV(%) 6,32 14,39 

CQA CV(%) 13,71 5,29 

Fonte: Da autora. 
Nota:   CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100] 

 
 
 
 Pode-se perceber que os componentes endógenos do plasma de rato não 

possuem efeito de supressão sob o sinal do analito. 

 

 

4.1.3 Efeito residual 

 

 

 Na Figura 6 está demonstrada uma análise cromatográfica do branco após 

duas injeções do LSQ, sendo A, B e C canais de análises do alfa-hidroximetoprolol, 

MET e PI, respectivamente. Observa-se que não ocorreu efeito residual nos tempos 

de retenção dos analitos, aproximadamente 1,5 min (Figura 3). A variação na linha 

de base presente no primeiro cromatograma, referente ao alfa-hidroximetoprolol está 

dentro dos parâmetros aceitos pela ANVISA, o pico interferente apresentou resposta 

inferior a 20% da resposta do LIQ. 
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FIGURA 6 - Análise cromatográfica da amostra branco após duas injeções do LSQ,                                               
............ ............  alfa-hidroximetoprolol (A), metoprolol (B), PI (C). 
FONTE:              Da autora. 

 

 

4.1.4 Precisão/exatidão 

 

 

Foi determinada a precisão e exatidão intracorridas e intercorridas para o 

MET e alfa-hidroximetoprolol e os resultados estão apresentados nas Tabelas 5 e 6. 

Pode-se observar pelos resultados que o método pode ser considerado preciso e 

exato. 

 

TABELA 5 - Precisão e exatidão intracorrida e intercorridas referente ao método analítico para   
........................quantificação de metoprolol em plasma. 

 LIQ CQB CQM CQA 

Intercorrida     

Precisão (CV%)  12,46 11,37 10,18 12,93 

Exatidão (Inexatidão %) 3,27 10,52 4,08 0,98 

Intracorrida     

Precisão (CV%) n=5 18,76 12,69 11,21 11,31 

Exatidão (Inexatidão %) 11,64 10,07 8,00 9,65 

Fonte: Da autora.  
Nota: .  CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100]; % Inexatidão= [(Cobs-Cadicionada) /Cadicionada]x  100. 

. 
 

 

 

 

C 

B 

A 
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TABELA 6 - Precisão e exatidão intracorrida e intercorridas referente ao método analítico para 
........................quantificação de alfa-hidroximetoprolol em plasma. 

 LIQ CQB CQM CQA 

Intracorrida     

Precisão (CV%) 12,82 10,66 12,26 12,76 

Exatidão 

(Inexatidão %) 

12,26 -0,17 -1,05 2,20 

Intercorrida     

Precisão (CV%)  17,82 5,43 11,77 5,37 

Exatidão 

(Inexatidão %) 

15,7 -5,47 13,23 1,37 

Fonte: Da autora. 
Nota:   CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100]; % Inexatidão= [(Cobs-Cadicionada) /Cadicionada]x 100. 

 

 

4.1.5 Estabilidade 

 

 

 O metoprolol e seu metabólito demonstraram estabilidade, estando os desvios 

dos CQB e CQA dentro dos valores aceitos pela ANVISA (TABELA 7 e 8). 

 

TABELA 7 - Estudo da estabilidade de curta duração, ciclos de congelamento, pós-processamento e 
.....................longa duração do método de análise do metoprolol/alfa-hidroximetoprolol em plasma de 
.....................rato. 

CV(%) Curta duração 

(6h) 

Ciclos de 

congelamento 

(3 ciclos) 

Pós processamento 

(6h) 

Longa 

duração 

(4 meses) 

CQB   

Metoprolol 12,47 10,01 10,60 10,05 

Alfa-hidroximetoprolol 13,96 2,48 12,79 12,94 

CQA      

Metoprolol 10,76 10,04 10,29 10,04 

Alfa-hidroximetoprolol 11,64 2,01 10,88 9,06 

Fonte: Da autora. 
Nota:   CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100]. 
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TABELA 8 - Estudo estabilidade metoprolol/alfa-hidroximetoprolol e PI em solução.  

 750 ng/mL CV(%) 380 ng/mL CV(%) 10 ng/mL CV(%) 

Metoprolol 9,37 10,39 12,87 

Alfa-hidroximetoprolol 8,96 10,67 13,03 

Propanolol (PI) 8,56 9,93 12,56 

Fonte: Da autora. 
Nota:   CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100] 

 

 

4.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DO MÉTODO BIOANALÍTICO PARA 

QUANTIFICAÇÃO DE MIDAZOLAM EM PLASMA DE RATO 

 

 

O método desenvolvido atendeu todos os parâmetros de aceitação da RDC 

27/2012, apresentou-se linear, preciso e exato, sendo adequado para a 

quantificação dos analitos de interesse em plasma de rato. 

A análise do MDZ em plasma de ratos foi realizada após extração líquido-

líquido. A separação dos compostos foi obtida utilizando coluna Shim-pack ODS 

Phenyl® 100 x 3,0 mm, protegida por coluna ACE C8 com fase móvel constituída por 

acetonitrila: solução de acetato de amônia 5Mm pH 5 (60:40 v/v). Os cromatogramas 

apresentados na Figura 7 mostram os picos obtidos para as substâncias analisadas. 

 

 

FIGURA 7- Análise cromatográfica do midazolam: PI (A) e Midazolam (B). 
FONTE:     Da autora. 
 
 

B

  

A 
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4.2.1 Linearidade 

 

 

A relação entre concentração e resposta foi definida por meio de uma curva 

analítica contendo seis concentrações distintas, na faixa de 10 a 2000 ng/mL em 

plasma. Os parâmetros relativos à curva analítica do método para quantificação de 

MDZ em plasma de rato por UPLC-MS/MS estão demonstrados na Figura 8, que 

representa a curva analítica resultante da análise de curvas realizadas em três dias 

distintos, em sextuplicata para cada concentração. 

 

 

FIGURA 8 - Curva analítica do midazolam em plasma de rato. 

FONTE:       Da autora. 
 
 
 

O método mostrou-se linear na faixa de concentração de 10 a 2000ng/mL de 

plasma, com coeficiente de determinação linear (r²) 0,99. 

 

 

 

 

 

 

 

y= 0,00022-0,0002 

r²=0,990 
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4.2.2 Efeito matriz 

 

 

O efeito dos componentes de oito matrizes biológicas distintas sobre o analito 

foi calculado com a relação descrita em 3.8.2. Os resultados dos coeficientes de 

variação do FMNs estão presentes na Tabela 9.  

TABELA 9- Efeito matriz referente ao método analítico para quantificação de .midazolam em plasma. 

 CQB  CQA  

CV(%) 8,14 4,61 

Fonte: Da autora. 
Nota:   CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100]. 
 

 

4.2.3 Efeito residual 

 

 

A análise cromatográfica do branco antes e após duas injeções do LSQ 

demonstrou que não houve efeito residual no método desenvolvido como 

demonstrado na Figura 9. 

 

 

FIGURA 9 - Análise cromatográfica da amostra branco após duas injeções do LSQ. 
FONTE:      Da autora. 
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4.2.4 Precisão/Exatidão 

 

 

Foi determinada a precisão e exatidão intracorrida e intercorrida (Tabela 10) 

para os controles e para o LIQ. Pode-se observar pelos resultados que o método 

pode ser considerado preciso e exato. 

 

 

 

TABELA 10 - Precisão e exatidão intracorrida e intercorrida referente ao método 

................................analítico para quantificação de midazolam em plasma. 

 LIQ CQB CQM CQA 

Intracorrida     

Precisão (CV%)  13,80 8,68 6,35 10,76 

Exatidão 

(Inexatidão %) 

9,04 -4,29 ici3,45 5,54 

Intercorrida     

Precisão (CV%)  16,29 14,44 8,66 8,86 

Exatidão 

(Inexatidão %) 

11,88 5,49 6,45 3,91 

Fonte: Da autora. 
Nota:   CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100]; % Inexatidão= [(Cobs-Cadicionada) /Cadicionada]x 100 

 
 
 
4.2.5 Estabilidade 

 

 

O método demonstrou ser estável em todos os testes de estabilidade. Os 

resultados estão presentes nas Tabelas 11 e 12. 

 

TABELA 11 - Estudo da estabilidade de curta duração, ciclos de congelamento, pós-processamento e  
.......................longa duração do método de análise do midazolam em plasma de rato. 

 Curta duração 

(6h) 

Ciclos de 

congelamento 

(3 ciclos) 

Pós processamento 

(6h) 

Longa 

duração 

(4 meses) 

CQBCV(%) 12,67 11,89 9,93 10,63 

CQA CV(%) 2,49 9,76 12,64 9,89 

Fonte: Da autora. 
Nota:   CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100] 
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TABELA 12 - Estudo estabilidade do midazolam e PI em solução. 

Fonte: Da autora 
Nota:   CV = coeficiente de variação [(SD/ média) x 100] 
 

 

 

4.2.6 Recuperação 

 

 

 Ambos os métodos apresentaram recuperação adequada. O método 

desenvolvido para análise de midazolam em plasma de rato teve como resposta 87 

% e para a análise de metoprolol e alfa-hidroximetoprolol os resultados obtidos 

foram de 89% e 86% respectivamente. 

 

 

4.3 ESTUDO EXPERIMENTAL 

 

 

 Os resultados obtidos no estudo experimental em ratos estão descritos nos 

itens abaixo. 

 

 

4.3.1 Farmacocinética do metoprolol e metabólito em ratos  

 

 

O método desenvolvido para quantificação de MET/alfa-hidroximetoprolol foi 

aplicado às amostras de animais tratados com MET nos grupos diabético e controle. 

Os valores obtidos estão apresentados nas Tabelas 13 e 14 e os perfis de 

concentração plasmática em função do tempo estão representados nas Figuras de 

10 e 11. Para o estudo farmacocinético do metoprolol, o modelo que melhor se 

adequou foi bicompartimental, já para o alfa-hidroximetoprolol mais adequado foi o 

monocompartimental. 

 2000 ng/mL CV(%) 380 ng/mL CV(%) 10 ng/mL CV(%) 

Midazolam 6,79 8,65 10,45 

Omeprazol (PI) 7,51 8,28 9,78 
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TABELA 13 - Parâmetros farmacocinéticos (AUC e Cl/f) para metoprolol administrado por VO em   
........................ratos (dose= 15 mg/Kg). Média, Intervalo de confiança (IC), n=6 para cada tempo. 

Parâmetro Controle Diabético Valor de p 

AUC (h.ng/mL) 348,45;* 

229,82-467,07 

998,09; 

472,44-1523,70 

0,0043 

ClT/f (L/h/kg) 46,85;* 

31,32-62,39            

17,80; 

9,96-25,65 

0,0043 

Fonte: Da autora  
Nota: *Teste de Mann-Whitney, bicaudal para dados não pareados, p<0,05, IC 95%. 
 

 
 
TABELA 14 - Parâmetro farmacocinético (AUC) para alfa-hidroximetoprolol 
.............................administrado por VO em ratos (dose= 15,9). Média, IC, n=6 para 
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,cada tempo. 

Parâmetros Controle Diabético Valor de p 

AUC (h.ng/mL) 1533,1;                  

56,16- 3122,3 

1179,44;           

828,80-1530,0 

0,6991 

Fonte: Da autora. 
Nota:  *Teste de Mann-Whitney, bicaudal para dados não pareados, p<0,05, IC 95%. 

 

 

 

FIGURA 10 - Curvas de concentração plasmática em função do tempo para grupo metoprolol controle        
.................. ...(preto), grupo metoprolol diabético (vermelho) (representadas pela média dos dados 
................... ..obtidos neste grupo). 
FONTE:        Da autora. 
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FIGURA 11 - Curvas de concentração plasmática em função do tempo alfa-hidroximetoprolol grupo 
............ ..... ....controle (preto) e grupo diabético (vermelho) (representadas pela média dos dados 
.............. .... ...obtidos neste grupo). 
FONTE:         Da autora. 

 

 

4.3.2 Farmacocinética do midazolam em ratos 

 

 

O método desenvolvido para quantificação de MDZ foi aplicado aos grupos de 

animais tratados com MDZ diabético e não-diabético (controle). Os valores para o 

estudo da farmacocinética do MDZ estão apresentados na Tabela 15. Os perfis de 

concentração plasmática em função do tempo estão representados na Figura 12 e 

15. Para o estudo farmacocinético, o modelo que melhor se adequou aos resultados 

foi o monocompartimental. 

 

TABELA 15 - Parâmetros farmacocinéticos (AUC e Cl/f) para midazolam administrado por VO em 
........................ratos (dose= 20 mg/Kg). Média, Intervalo.de confiança (IC), n=6 para cada tempo. 

Parâmetros Controle Diabético Valor de p 

AUC (h.ng/mL) 402,66;* 

269,11-536,21 

1742,60; 

1258,0-2227,2 

0,0022 

ClT/f (L/h/kg)                  54,01;* 

36,41-71,61            

12,24; 

8,53- 15,96 

0,0022 

Fonte: Da autora. 
Nota:  *Teste de Mann-Whitney, bicaudal para dados não pareados, p<0,05, IC 95%. 
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FIGURA 12 - Curvas de concentração plasmática em função do tempo midazolam grupo controle 
.....................(preto), grupo diabético (vermelho) (representadas pela média dos dados obtidos neste 
.....................grupo). 

FONTE:        Da autora.  
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5 DISCUSSÃO  

 

 

 O MET e o MDZ são substâncias que podem ser utilizadas para mensurar a 

atividade do CYP2D6 e 3A4 respectivamente (probe drugs). Para avaliar a 

farmacocinética dos marcadores é necessário método de análise que apresente 

sensibilidade, seletividade, precisão e exatidão. Os métodos de análise do MET e do 

MDZ foram desenvolvidos e validados baseando-se em métodos já existentes na 

literatura (IRENA; SYLWIA; JACEK, 2011; SAUVE; LANGØDEGÅRD; EKEBERG; 

ØIESTAD, 2012) 

 Os métodos desenvolvidos para análise de metoprolol/alfa-hidroximetoprolol e 

midazolam em plasma de rato demonstraram linearidade com r² maior ou igual a 

0,99 (Figuras 4, 5 e 8); os intervalos lineares abrangem as concentrações 

experimentais encontradas em plasma de rato. Os CV obtidos nos estudos de 

precisão e exatidão inter e intracorrida (TABELAS 5, 6 e 10) estão de acordo com os 

parâmetros de aceitação recomendados pela ANVISA assegurando a repetibilidade 

dos resultados.  

 O limite inferior de quantificação do fármaco é um parâmetro de importância 

significativa, uma vez que para mensurar a atividade do CYP, foi administrada dose 

única de cada marcador aos animais. Para estudos de farmacocinética e 

metabolismo, é necessário que o método seja preciso e exato, e com valores de LIQ 

adequados e suficientes para estudos de farmacocinética e metabolismo (10ng/mL), 

como os apresentados em ambos os métodos desenvolvidos e validados. 

 Os estudos de estabilidade asseguraram que as amostras podem ser 

armazenadas por até quatro meses após a colheita (TABELAS 7 e 11). Os 

resultados de efeito matriz (TABELAS 4 e 9) demonstram que a matriz biológica não 

exerce efeito na resposta dos analitos e PIs. As Figuras 6 e 9 demonstram a 

ausência do efeito carryover nas metodologias desenvolvidas.  

 Na análise cromatográfica do MET/alfa-hidroximetoprolol (Figura 3) os 

analitos apresentam tempos de retenção muito próximos. Em cromatografia líquida 

acoplada à florescência ou UV este seria um fator limitante para a quantificação e 

identificação dos analitos, porém na cromatografia líquida de ultraperfomance 

acoplada à MS/MS os analitos possuírem mesmo tempo de retenção não interfere 
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na quantificação e identificação, pois as áreas são mensuradas de acordo com a 

relação m/z de cada analito. 

O preparo de amostra em matriz biológica é etapa crítica para uma adequada 

recuperação do analito e eliminar interferentes da matriz diminuindo assim os efeitos 

da mesma na análise cromatográfica. O método de extração líquido-líquido usando 

éter dietílico:acetato de etila (2:1; v/v) apresentou recuperação acima de 80% , como 

descrito 4.2.6, para os dois métodos desenvolvidos. Outra vantagem da extração 

otimizada é a simplicidade da extração, com poucas etapas e de fácil aplicação em 

estudos com grande volume de amostras. 

 A maioria dos métodos de análise de MET em plasma mostraram um tempo 

total de análise cromatográfica superior a quatro minutos (WREN; TCHELITCHEFF, 

2006; LIU et al., 2013). Quando se analisa apenas o tempo de detecção do MET, o 

método desenvolvido é um dos mais rápidos presentes na literatura; com tempo de 

retenção do MET de 1,5 min. Outro método já publicado apresentou tempo de 

retenção de 1,3 min para o MET (SESHADRI et al., 2010). No entanto, este método 

apresenta faixa de trabalho de 105-840 ng/mL, não sendo aplicável em estudos 

farmacocinéticos e de metabolismo, onde são necessários limites de quantificação 

menores. 

 Métodos para identificação e quantificação de MDZ frequentemente estão 

associados aos demais benzodiazepínicos (métodos multi-analitos), fazendo com 

que a análise cromatográfica seja longa, para UPLC. (7 min) (KIRSTENWIESE et al., 

2010; SAUVE et al., 2012). A análise desenvolvida neste estudo teve tempo total de 

3,01min, sendo o tempo de retenção do MDZ de 2 minutos. Aleksanteri et al (2008) 

desenvolveram metodologia de identificação de nove fármacos marcadores  em 

urina de CYP450 com tempo total de análise cromatográfica de 12 min e tempo de 

retenção para o MDZ de 2,37min. Sendo assim, a metodologia desenvolvida figura 

entre as de menor tempo de análise cromatográfica de MDZ. 

 O DM é um dos problemas de saúde pública mais significativo na população 

mundial. O número de pacientes que apresentam diabetes tem aumentado devido 

aos elevados índices de sedentarismo e obesidade (WILD et al.,2004). Dados 

epidemiológicos demonstram que, em grande maioria, os portadores apresentam 

faixa etária entre 45 a 65 anos nos países em desenvolvimento, enquanto que nos 

países desenvolvidos possuem 65 anos ou mais (KING; REWERS, 1993; KING; 

AUBERT; HERMAN, 1998). Embora o DM2 seja considerado uma patologia da 
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terceira idade, o número de casos em jovens tem aumentado significativamente 

(ARSLANIAN, 2002).  

 O aumento da mortalidade e morbidade devido às complicações ligadas ao DM 

é uma das maiores preocupações desta patologia; estas se associam principalmente 

às complicações macrovasculares (infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral) 

e microvasculares (nefropatias, neuropatias, retinopatias) (ENGELGAU et al., 2004). 

 O DM afeta o metabolismo de proteínas, lipídeos e carboidratos, bem como 

sistemas envolvidos na biotransformação. Desta maneira, altera a farmacocinética 

de vários compostos podendo modificar: a absorção, devido a uma alteração do 

fluxo sanguíneo subcutâneo/muscular e aumento no tempo de esvaziamento 

gástrico; a distribuição, ocasionado pela glicação não enzimática de proteínas entre 

elas a albumina; a biotransformação, por alterações em enzimas envolvidas no 

processo e transporte de fármacos e a excreção, ocasionado por alterações 

microvasculares. As alterações macro e microvasculares decorrentes da progressão 

do DM tem importância pronunciada à longo prazo (DOSTALEK et al., 2012).  

 Alterações na absorção de compostos ocorrem, pois o fluxo sanguíneo da 

mucosa gástrica está reduzido em portadores da patologia (ZHU, 1993), como 

consequência mudança na secreção de ácidos gástricos e pH do meio (JACOBSON; 

LINFORD; GROSSMAN, 1966; JACOBSON; CHANGALVIN, 1969; MOODY, 1968; 

HASLER et al., 2008).O DM1 e DM2 provoca alteração no tempo do esvaziamento 

epigástrico e trânsito intestinal (KESHAVARZIAN; IBER; VAETH, 1987; DUTTA et 

al., 1999; STACHER, 2001), no entanto, a relação entre atraso no esvaziamento e 

os sintomas causados é variada (HOROWITZ; FRASER, 1994; KONG; HOROWITZ, 

1999; KAREN et al., 2001). Adithan et al. (1989) relatam redução na absorção da 

ampicilina quando administrada V.O em portadores de DM 2. Outras consequências 

das alterações micro e macrovasculares podem ser hiperfiltração e o aumento da 

taxa de filtração glomerular (GILL, 1994; MEEME; HANNINGTON, 2009). 

 O volume de distribuição de fármacos está intimamente relacionado com o 

peso. A obesidade é um dos fatores causais para desenvolvimento do DM2, sendo 

assim, o volume de distribuição de fármacos lipofílicos é afetado pela patologia 

(BONADONNA et al., 1990; REXRODE et al., 1996). Por outro lado, a obesidade 

não afeta a ligação fármaco-albumina e a albumina sérica (HANLEY; ABERNETHY; 

GREENBLATT, 2010). Os altos níveis de açúcar no sangue levam a glicação não 

enzimática de proteínas incluindo a albumina. Esta situação produz alterações 
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conformacionais na estrutura da albumina, acarretando algumas vezes em aumento 

da fração livre de fármacos ácidos em pacientes com DM1 e DM2 (KELLER et al., 

1984; KEMP; KEARNS; TURLEY, 1987; KEARNS et al., 1988; ZINIROLAND et al., 

1990; TROVIK et al., 1992; TROVIK et al., 1994). 

 A biotransformação dos fármacos em pacientes obesos é incerta, os efeitos da 

obesidade sobre o CYP450 possivelmente são específicos para cada isoforma 

(DOSTALEK et al., 2012) 

 A biotransformação hepática em pacientes diabéticos apresenta estudos 

pontuais (CHENG; MORGAN, 2001). Pouco se conhece sobre relação entre a 

atividade das enzimas envolvidas na biotransformação e o DM. Aparentemente, a 

patologia não-compensada leva a aumento do conteúdo total de CYP450 e um 

decréscimo nas enzimas de fase II (DOSTALEK et al., 2012). Exames de biópsia 

realizados em pacientes diabéticos mostraram que o conteúdo de CYP hepático total 

aumentou no DM 1 e diminuiu no DM 2 (SOTANIEMI et al., 2002). 

 Grande parte dos estudos realizados relata o efeito do DM na atividade da 

isoforma CYP2E1, porém são contraditórios em inferir se o DM afeta a expressão ou 

atividade desta isoforma (SONG; VEECH; SAENGER, 1990; LUCAS et al., 1998). 

Vários estudos também verificaram o efeito do DM no clearance da teofilina ou da 

cafeína, para avaliação de atividade de CYP1A2, e demonstraram que não há 

diferença entre portadores dos tipos 1 ou 2 e não diabéticos (KORRAPATI; VESTAL; 

LOI, 1995; MATZKE et al., 2000). No que diz respeito à isoforma CYP2C9 (UEDA et 

al., 1963) e CYP1A1 (SOTANIEMI et al., 2002), o estado patológico não altera a 

expressão e ou atividade enzimática. 

 Para mensurar a influência do DM sobre as isoformas do CYP450, pode-se 

avaliar através do fenótipo se houve alteração da atividade. As ferramentas 

utilizadas nestes estudos são marcadores validados para a isoforma de interesse, 

também conhecidos como probe drugs, que são fármacos metabolizados 

predominantemente ou exclusivamente metabolizados por uma única enzima do 

CYP. Os fármacos MDZ e o MET podem ser empregados como marcadores para o 

CYP3A4 e CYP2D6 respectivamente (FRYE, 2004). 

O MET é um fármaco administrado sob forma racêmica e eliminado 

principalmente por metabolismo oxidativo, traduzido por O-desmetilação, α-

hidroxilação e N- desalquilação, sendo 70% metabolizado via CYP2D6 (MURTHY et 

al., 1990). Segundo Boralli et al. (2009) outras isoformas participam do metabolismo 
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do metoprolol (Figura 1), como o CYP3A4, porém o metabólito gerado pela α-

hidroxilação (alfa-hidroximetoprolol) é exclusivamente formado pelo CYP2D6. 

  O estudo metabolismo do MET (TABELA 11) mostrou um aumento 

significativo do AUC do grupo diabético em relação ao controle (348,45 vs 998,09 

h.ng/mL). Esta situação pode ser explicada pela redução do ClT/f observada no 

grupo diabético, 17,80 L/h/kg quando comparados ao grupo controle (46,85 L/h/kg). 

Além disso, observou-se aumento significativo do Cmax do grupo diabético, quando 

comparado ao controle (198,33 vs 1093,20ng/mL). Percebe-se, desta maneira, que 

o DM induzido experimentalmente resultou em aumento da biodisponibilidade do 

MET.  

Porém, ao observar-se o AUC0-∞ do alfa-hidroximetoprolol, não foram 

observadas quaisquer alterações significativas (TABELA 12). Caso o DM tivesse 

efeito indutor ou inibidor da isoforma 2D6, seria observado redução ou aumento do 

AUC deste metabólito, explicado por alterações observadas no ClT/f do metoprolol. 

O principal metabólito formado na oxidação do MET, o ácido O-

desmetilmetoprolóico, tem as isoforma 2D e 3A envolvidas em sua formação 

(BORALLI et al., 2009). Sendo assim, o acúmulo de MET inalterado pode ser 

explicado por inibição da formação do metabólito quantitativamente mais importante, 

pelo DM, inibindo a isoforma 3A. Esta inibição da isoforma 3A pelo DM é 

fundamentada nos dados obtidos neste estudo na avaliação farmacocinética do 

MDZ.  

 O MDZ é predominantemente metabolizado por oxidação hepática a 1’-

hidroximidazolam e 4’-hidroximidazolam, sendo o primeiro metabólito o mais 

importante quantitativamente, e que contribui para o efeito farmacodinâmico do 

fármaco (HOVI-VIANDER et al., 1985). Segundo Tucker; Houston; Huang (2001) o 

MDZ é o principal marcador da atividade do CYP3A4. Os parâmetros 

farmacocinéticos clearance e AUC do fármaco fornecem uma avaliação precisão da 

atividade do CYP3A (STREETMAN; BERTINO; NAFZIGER, 2000). 

O estudo farmacocinético do MDZ (TABELA 13) evidenciou uma redução 

significativa (54,01 vs 12,24L/h/kg) do ClT/f nos animais diabéticos quando 

comparados ao grupo controle; como consequência, houve aumento significativo 

(402,66 vs 1742,60 h.ng/mL) do AUC no grupo diabético em relação ao controle. 

Para os demais parâmetros, não foram observadas diferenças estatísticas 
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significativas. Pode-se inferir, com os dados obtidos, que o DM induzido 

experimentalmente e não compensado, pode reduzir a atividade do CYP3A4. Esses 

dados estão de acordo com outros previamente reportados na literatura, onde 

observou-se inibição da atividade hepática da isoforma 3A4 (DOSTALEK et al., 

2011), bem como redução na biotransformação da lidocaína (marcador não validado 

da subfamília CYP3A) (MARQUES et al., 2002; DANTAS et al., 2008). 

 Devido às complicações geradas pela patologia, a situação de politerapia 

medicamentos a torna-se comum em pacientes portadores de DM e, quando estes 

pacientes são comparados à população de mesma faixa etária não portadora da 

patologia, percebe-se claramente a maior utilização de medicamentos pelos 

portadores da mesma (RENDELL et al., 1983; ISACSON et al., 1987). As alterações 

micro e macrovasculares causadas pela patologia podem alterar a farmacocinética 

dos fármacos, alterando a absorção, a distribuição, a biotransformação e a excreção 

dos fármacos administrados aos pacientes portadores de DM (DOSTALEK et al., 

2012). 

 Alterações de atividade no CYP2D6 podem possuir relevante importância 

clinica, pois esta isoforma metaboliza vários fármacos, componentes endógenos e a 

maioria dos β-bloqueadores (RENDIC, 2002). A atividade do CYP3A4 pode 

determinar a eficácia terapêutica dos fármacos, uma vez que a isoforma metaboliza 

50% dos fármacos utilizados (WILKINSON, 1996; RENDIC, 2002). Mudanças na 

atividade das isoformas irão refletir em alterações no metabolismo dos fármacos 

administrados para controle das comorbidades do DM, podendo levar à alterações 

também farmacodinâmicas (BRIAN; LAURENCE; KONSTANTINOS, 2006).  

 Grande parte dos estudos experimentais que possuem a finalidade mensurar a 

ação do DM sobre a atividade do CYP450 utilizam fármacos considerados 

marcadores não validados para a isoforma alvo (DYER, 1994; MARQUES et al., 

2002; DANTAS et al., 2008) o que pode levar a resultados não específicos. Os 

fármacos escolhidos como marcadores de atividade do CYP3A4 e CYP2D6 são 

considerados marcadores validados para tais isoformas (SOHN et al., 1992; 

ALEKSANTERI et al., 2008), sendo assim a atividade mensurada corresponde ao 

CYP de interesse. 

 Dadas as comorbidades apresentadas pelos portadores de DM e a politerapia 

observada nestes pacientes, este estudo, através de marcadores validados, pode 

ajudar no entendimento de situações observadas na terapêutica, em situações de 
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DM não compensado, onde fármacos metabolizados pela isoforma CYP3A4, podem 

sofrer acúmulo no organismo e em algumas situações, apresentar efeitos tóxicos 

decorrentes da inibição enzimática. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Os métodos bioanalíticos desenvolvidos e validados para quantificação de 

metoprolol/alfa-hidroximetoprolol e midazolam em plasma de rato demonstraram 

adequada detectabilidade, precisão, exatidão e baixo tempo de corrida analítica. 

O estudo farmacocinético e de metabolismo do MET sugere que o DM não 

exerce influência na atividade do CYP2D6 em ratos e os resultados farmacocinéticos 

do MDZ sugerem que o DM induzido experimentalmente em ratos reduz atividade da 

isoforma CYP3A4. 
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APÊNDICE A – Parâmetros farmacocinéticos metoprolol e alfa-hidroximetoprolol. 
 

 

TABELA I - Parâmetros farmacocinéticos metoprolol, VO em ratos grupo controle (dose=15mg/kg). 

ANIMAL AUC 
(hr.ng/mL)

 
Ka  

(h
-1

) 
Kel 

 (h
-1

) 
1/2β 

 (h) 
CLT/F 

(L/h/kg) 
Tmax  
(h) 

Cmax 
(ng/mL) 

1 293,64 0,07 0,58 3,03 51,08 0,13 142,10 
2 212,08 0,07 0,56 2,45 70,72 0,18 149,15 
3 371,47 0,11 0,34 2,45 40,37 0,19 296,66 
4 537,82 0,15 0,48 4,23 27,89 0,24 294,46 
5 284,67 0,04 1,53 2,43 52,69 0,15 92,70 
6 390,97 0,08 0,49 4,04 38,36 0,18 214,87 

Fonte: Da autora. 

 

TABELA II- Parâmetros farmacocinéticos metoprolol, VO em ratos grupo diabético (dose=15mg/kg). 

ANIMAL AUC 
(hr.ng/mL)

 
Ka  

(h
-1

) 
Kel 

 (h
-1

) 
1/2β 

 (h) 
CLT/F 

(L/h/kg) 
Tmax  
(h) 

Cmax 
(ng/mL) 

1 494,82 0,06 0,63 3,76 30,31 0,16 290,84 
2 847,07 0,29 0,07 5,67 17,70 0,19 788,06 
3 765,79 0,05 0,65 5,57 19,58 0,14 478,46 
4 836,16 0,03 0,17 3,17 17,93 0,07 1398,08 
5 1939,53 0,05 0,30 8,74 7,73 0,19 2607,22 
6 1105,15 0,17 0,28 2,58 13,57 0,28 996,24 

Fonte: Da autora. 

 

TABELA III - Parâmetros farmacocinéticos alfa-hidroximetoprolol, VO em ratos grupo .controle 
........................(dose=15,9 mg/kg). 

Animal AUC (hr.ng/mL) Ka (h
-1

) Kel (h
-1

) Tmax  (h) Cmax (ng/mL) 

1 595,51 0,07 1,72 0,35 208,73 
2 1739,66 0.11 0.99 0,43 914,89 
3 591,99 0,007 1,65 0,14 242,52 
4 804,88 0,11 1,55 0,48 291,60 
5 4500,22 0,03 3,66 0,26 810,31 
6 966,17 0,03 1,48 0,24 412,48 

Fonte: Da autora. 

 

TABELA IV - Parâmetros farmacocinéticos alfa-hidroximetoprolol, VO em ratos grupo diabético 
........................(dose=15,9 mg/kg). 

Animal AUC (hr.ng/mL) Ka (h
-1

) Kel (h
-1

) Tmax  (h) Cmax (ng/mL) 

1 800,56 0,20 1,27 0,65 304,99 
2 890,21 0,03 1,33 0,26 416,53 
3 1247,48 0,07 1,14 0,32 622,92 
4 1653,21 0,03 1,03 0,23 989,98 
5 1026,09 0,04 1,18 0,26 525,82 
6 1458,95 0,02 1,08 0,19 852,89 

Fonte: Da autora. 
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APÊNDICE B – Parâmetros farmacocinéticos midazolam 
 

 

TABELA V - Parâmetros farmacocinéticos midazolam, VO em ratos grupo controle (dose= 20 mg/kg). 

Animal AUC 
(hr.ng/mL) 

Ka  
(h

-1
) 

Kel 
 (h

-1
) 

CLT/F 
(L/h/kg) 

Tmax  
(h) 

Cmax  
(ng/mL) 

1 266,54 0,06 1,23 75,03 0,35 128,01 
2 563,77 0,26 0,82 35,47 0,65 277,60 
3 332,80 0,31 0,31 60,09 0,45 273,29 
4 286,56 0,07 1,16 69,79 0,35 141,70 
5 432,41 0,07 1,06 46,25 0,35 228,19 
6 533,88 0,09 0,45 37,46 0,31 535,96 

Fonte: Da autora. 

 

 

TABELA VI - Parâmetros farmacocinéticos midazolam, VO em ratos grupo diabético (dose= 20 
..........................mg/kg). 

Animal AUC 
(hr.ng/mL) 

Ka  
(h

-1
) 

Kel 
 (h

-1
) 

CLT/F 
(L/h/kg) 

Tmax  
(h) 

Cmax 
(ng/mL) 

1 1288,02 0,20 0,58 15,52 0,53 872,50 
2 1146,18 0,06 0,56 17,44 0,28 1065,42 
3 1969,34 0,16 0,60 10,15 0,49 1385,18 
4 2204,27 0,10 0,57 9,07 0,62 1827,97 
5 1629,68 0,30 0,30 12,27 0,54 1363,87 
6 2218,23 0,22 0,35 9,01 0,46 1949,25 

Fonte: da autora. 
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ANEXO A – Parecer favorável ao projeto concedido pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais - Unifal-MG. 

 

 

 

 


