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RESUMO

Desenvolveu-se técnica simplificada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
determinacgdo dos enantibmeros do sotalol em amostras de plasma para estudar a disposic¢ao cinética
estereosseletiva em pacientes miocardiopatas portadores de taquiarritmia sob polifarmacoterapia e
regime de dose multipla com racemato de sotalol. Apos adi¢cdo de NaCl:Na,CO, (4:1) ao plasma e
precipitacdo das proteinas por acetonitrila:metanol (1:1), o sobrenadante foi evaporado e o residuo
contendo racemato de sotalol foi submetido a derivatizagdo com (-)-mentilcloroformato para formacéo
dos diastereoisbmeros R(-)- e S(+)-sotalol. Os diastereoisdmeros foram resolvidos em HPLC, coluna
C,, com deteccdo fluorescente sob A_ ., =235nmeA . . =310 nm. Ostempos de retencéo para
R- e S-sotalol foram 20 e 22 minutos, enquanto que para o padréo interno, S(-)-atenolol, foi de 17
minutos. Conseguiu-se limite de detec¢éo para cada enantibmero de 12,5 ng/mL. Os coeficientes de
variacdo intra-dia e inter-dia foram menores que 10%, para cada enantidbmero, sob concentracdes de
200 e 2000 ng/mL. O método mostrou-se adequado para a finalidade proposta.

Financiamento e apoio: CAPES-PICD / Fundacéo Zerbini

Palavras-chaves: R,S-sotalol, R-sotalol, S-sotalol, analise, isdmero, enantibmero,
diastereoisbmero, racemato, estereosseletividade, HPLC, disposi¢do cinética, taquiarritmia.

ABSTRACT

A simplified high performance chromatographic method (HPLC) was performed for sotalol
enantiomers in plasma samples for investigation purposes of the kinetic disposition of racemic
sotalol in cardiac arrhythmic patients under multiple dose and multidrug therapy regimens. After
adition of NaCl:Na,CO, (4:1) and plasma protein precipitation by acetonitrile:methanol mixture (1:1)
the supernatant was evaporated. The residue containing sotalol racemate was submitted to derivatization
reaction with (-)-menthylcloroformate to R(-)- and S(+)-sotalol diastereoisomers. The diasterecisomers
were resolved in HPLC, by a C,; column with fluorescent detectionunderA_ . =235nmandA__ .
= 310 nm. The retention times for R- and S-sotalol were 20 and 22 minutes while of that internal
standard S(-)-atenolol, was 17 minutes. The detection limit for each enantiomer was 12.5 ng/mL and
intra-day / inter-day coefficients of variation were less than 10% for each enantiomer within a
concentration range of 200 and 2000 ng/mL. The method was appropriate for the objetive proposed.

Supported by CAPES-PICD / Fundacéo Zerbini

Key words: R,S-sotalol, R-sotalol, S-sotalol, analysis, isomer, enantiomer, diastereoisomer,
racemate, stereoselectivity, HPLC, kinetic disposition, tachycardia.
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INTRODUGCAO

No passado, quase todos os pacientes
recebiam doses iguais da maioria dos farmacos.
Tal pratica levava a grande variagao na intensidade
do efeito. Descobriu-se que esta variagéo era
inerente a variabilidade inter-paciente na elimi-
nacédo do farmaco, levando a necessidade de
monitorizacéo das concentracdes plasmaticas do
mesmo (Controle Terapéutico) para manté-la
dentro de um “nivel ou faixa terapéuticos”,
admitindo-se flutuacdes (pico e vale) entre as
doses’.

Atualmente questiona-se sobre a validade de
continuar com a pratica de monitorar o nivel
plasma-tico total (soma dos dois isbmeros) e
calcular os parametros cinéticos para o racemato
(mistura equimolecular de dois enantibmeros) ou
se devemos quantificar os isbmeros separa-
damente. Outro desafio em voga é estabelecer
guais farmacos devem ser comercializados na
forma do isbmero puro”?°.

Os enantibmeros descobertos por Pasteur,
apresentam quase todas as propriedades fisico-
guimicas iguais, diferindo em algumas delas,
como o ponto de fuséo, o grau de desvio da luz
polarizada (direita/esquerda, dextrégiro/levégiro,
+/-), a configuracéo absoluta, algumas proprie-
dades organolépticas e o comportamento em
ambiente quiral®=t.

Aproximadamente 25% de todos os farmacos
sintéticos e naturais prescritos e dispensados
sdo racematos'’. Dentre os farmacos sintéticos
com centro quiral, cerca de 88%7 sédo comerciali-
zados na forma racémica, enquanto por volta de
98% dos farmacos de origem natural (e.g.;
quinidina) sdo biossintetizados e comercializados
na forma enantiomérica pura2®.

Dentre os farmacos antiarritmicos, boa parte
€ comercializada sob a forma de racematos,
destacando-se os agentes (-bloqueadores
adrenérgicos (propranolol, acebutolol, pindolol,
atenolol, metoprolol, sotalol), o verapamil, a
tocainida, a mexiletina, a propafenona e a
disopiramida, para os quais foram reportadas
estereosseletividade farmacocinética e/ou
farmacodinamica’.

Considerando os farmacos antiarritmicos
detentores de estereosseletividade farmacodina-
mica e com potencial para estereosseletividade
farmacocinética, além da importancia no arsenal
terapéutico, esco-lhemos, para desenvolvimento
de protocolo de pesquisa em farmacocinética, o
farmaco B-blogueador R,S-sotalol*41532,

O sotalol € um antagonista B-adrenérgico ndo-
seletivo, destituido de atividade simpatomimética
intrinseca, atividade estabilizadora de membrana
e cardiosseletividade, sendo enquadrado nos
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grupos Il e lll da classificacdo de Vaughan-
Williams?+2728 e recentemente introduzido como
antiarritmico no mercado. E utilizado na Clinica
sob forma de racemato, constituido pela mistura
equimolecular de dois enantibmeros, R(-) e S(+)-
sotalol, cloridratos hidrossoltveis' 322 sendo que
0 R-sotalol é farmaco essencialmente B-blo-
queador (50-60 vezes mais potente que S(+)-
sotalol), enquanto o S-sotalol possui predomi-
nantemente atividade antiarritmica Classe Ill. Em
consequéncia destas acgdes, observa-se o
prolongamento do intervalo QT e a diminui¢&o da
frequéncia cardiaca dose-dependentes, sendo
importantes indicadores de efeito e seguranga no
uso terapéutico do R,S-sotalol*23, A este-
reosseletividade farmacocinética tem sido
pesquisada e discutida, com resultados
conflitantes e inconclusivos®®1023,

Os métodos analiticos utilizados s&o todos
em cromatografia liquida de alta eficiéncia,
empregando derivatizantes quirais e carecem de
melhor resolucéo, rapidez e praticidade
(diminuicao do niumero de etapas).

Com o intuito de aprimorar ou desenvolver um
método que resultasse em caracteristicas mais
favoraveis para estudos da disposi¢éo cinética
dos enantibmeros do sotalol em pacientes sob
regime de dose mdultipla, propusemo-nos a
desenvolver o presente trabalho.

EXPERIMENTAL
Reagentes e padrdes

Todos os reagentes, produtos quimicos e
solventes utilizados apresentaram pureza para
cromatografia liquida. Na preparacéo de solugdes-
tampé&o e na regeneracéo do cromatégrafo liquido,
utilizou-se &gua ultrapura obtida através de
deionizacgdo (impedéancia de 18,2 MQ) e micro-
filtracdo em equipamento Milli-QO, da Waters-
Millipore(d.

Os sais cloreto de sddio e carbonato de
potéassio, Merck pré-analise foram previamente
lavados em diclorometano e secos em estufa a
70 °C. Devido as suas propriedades de pares
ibnicos, foram utilizados com finalidade de
aumentar a forca ibnica do meio e melhorar o
rendimento da extracao por solvente organico.

Preparou-se, diariamente e imediatamente
antes do uso, solugéo de (-)-mentilcloroformato
[(-)-MCF] Sigma-Aldrich p.a. (Cédigo 37871-2), a
4% (v/v) em acetonitrila. A derivatizagdo do sotalol
(amina secundaria) (Figura 1) possui melhor
rendimento quando executada em meio aquoso
e alcalino, o que foi obtido pela adi¢&o de solugcéo
saturada de carbonato de sédio, Merck p.a.

A fase movel, constituida por tampéo fosfato
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tridcido 0,05 M pH 4,7: metanol: acetonitrila
(35:35:30) e desgaseificada em banho de ultra-
som sob vacuo, foi preparada diariamente.

As seguintes solucdes-padrdo foram
preparadas: SOTALOL - SOLUGAO-PADRAO ESTOQUE (1
mg/mL de R,S-sotalol em agua ultrapura) e
SOLUCOES-PADRAO DE USO, correspondente aos
padrdes alto (50 pg/mL), médio (25 pg/mL) e
baixo (5 pg/mL), para serem adicionados as
amostras de plasma 20 pL atingindo
concentragdes plasmaticas correspondentes a
2000 ng/mL, 1000 ng/mL e 200 ng/mL,
respectivamente;PADRAO INTERNO: SOLUGAO-ESTOQUE
aguosa de S-(-)-atenolol (Sigma-Aldrich Co) de 1
mg/mL e soLucAo-uso de 50 pg/mL, tendo sido
utilizados 10 pL desta solugdo em cada amostra
analizada, atingindo a concentracdo de 1000 ng/
mL por amostra plasmatica. As solugdes, quando
armazenadas em freezer a -20°C, foram estaveis
por pelo menos 6 meses.
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Figura 1. Reacdo do R,S-sotalol (A) e do S(-)-
atenolol (B) com (-)-mentil-cloroformato [(-)-MCF] (C)
em meio aquoso e alcalino, resultando em seus
respectivos derivados cloroformatados [AC] e [BC].
Sé&o formados duas espécies de derivados do
sotalol, sendo um correspondente a configuragéo
R e o outro & S. Os asteriscos indicam os carbonos

quirais 8.

Curvade calibragéo e validagdo do método
analitico

Determinaram-se os intervalos de confianca
da técnica analitica empregada: linearidade,
sensibilidade, preciséo (intra-ensaio e inter-
ensaio, CV%) e recuperacao relativa. Cons-
truiram-se curvas de calibracéo para os isdmeros
S- e R-sotalol & partir de solugdo-padrao estoque
1 mg/mL do racemato, em plasma humano livre
do farmaco (branco de plasma), de forma a se
obter concentragfes na faixa compreendida entre
50 e 2000 ng/mL para cada enantidmero. A fase

movel foi desgaseificada sob vacuo através de
banho de ultra-som. As andlises diarias através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia
envolveram: preparacéo de curva de calibracdo
(padrdes em triplicata), controles de qualidade
interno (triplicata) e amostras dos pacientes,
(duplicata).

Efetuou-se controle de qualidade para
aceitacdo ou ndo dos resultados analiticos
registrados rotineiramente?1-243° com o intuito de
aumentar a confiabilidade e a reprodutibilidade dos
resultados analiticos.

Preparacdo daamostra

Atubos de vidro 10 mL, descontaminados com
diclorometano, adicionou-se 100 mg de
NaCl:Na,CO, (4:1 p/p), seguida de 500 pL de
plasma em duplicata (branco e amostra) ou
triplicata (padrées e controle de qualidade). Apds
acrescentar 10 pL de padréo interno S-(-)-atenolol
50 pg/mL, a mistura foi agitada em vortex por 20s,
seguida de 2 min de repouso. Na sequéncia,
precipitou-se as proteinas plasmaticas com 1,0
mL de solucdo de acetonitrila:metanol (1:1)
agitando-se em vortex por 1min20s, seguida de
centrifigacdo a 3000 rpm, 5°C por 20 min
(centrifugador HITACHI, himac CF 7D).

O sobrenadante resultante foi decantado em
tubos conicos de vidro de 10 mL, sendo submetido
a evaporagdo em BM 37 °C sob fluxo de N,
gasoso. Ao residuo assim obtido acrescentou-se
100 pL de solucéo saturada de Na,CO,. Apés
homogeneiza¢cdo em voértex durante 20s,
adicionou-se 100 pL da solucédo do derivatizante
(-)-MCF a 2,5% (v/v), agitando em vOrtex por 20s
para derivatizacdo dos enantibmeros do sotalol.
Acrescentou-se 1,0 mL de H,O ultrapura, com
agitacao em vortex 20s, seguida por 5 min de
repouso.

A esta mistura aguosa adicionou-se 2 mL de
diclorometano (para extrair os diastereoisdmeros
de R e S-sotalol, produto lipossolivel), agitou-se
por 1min20s em vértex e centrifugou-se a 3000
rpm, 5°C, 20min. Apds decantacdo do sobre-
nadante (fase aquosa), a fase orgéanica foi imersa
em cilindro de N, liquido, congelando os tragos
de agua. A fase organica anidra foi transferida para
tubo conico de vidro de 15 mL, previamente
descontaminado com diclorometano e evaporada
em BM 37 °C/N,,.

O residuo derivatizado resultante foi arma-
zenado em freezer a -20 °C e, no dia seguinte,
dissolvido em 50 pL de fase movel, injetando-se
20 pL no sistema cromatogréfico, para obtencéo
dos cromatogramas no integrador. Todas as
etapas do método analitico sdo mostradas a
Figura 2.
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Condi¢des cromatogréficas

As amostras foram analisadas a temperatura
ambiente utilizando sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) constituido por
cromatografo SHimapzu LC-6A, isocrético,
equipado com injetor Rueopyneld (loop de 20 pL),
detector de fluorescéncia SHimabzu RF-535 sob
)\excita(;ﬁo =235 nme A, . .. = 310 nm, tendo
acoplado a este sistema o integrador CR-6A pa
SHimaDzU. A resolucdo dos derivados
diastereoisoméricos foi obtida através da eluicédo
em coluna de fase reversa NovaPak[l C ,(15cm
x 3,9 mm, 4 um d.i.). A fase mével foi bombeada
sob fluxo de 0,6 mL/min.

500 pL plasma
100 mg NaCl:Na,CO; 4:1
10 uL PI*

Ortex 20 s

1mL Acetonitrila:Metanol 1:1 (v/v)
Vértex 1min30 s

Centrifugar 3‘000 rpm, 5°C, 20 min

\

Residuo 1
(Desprezar)

Sobrenadante
Evaporar em BM 37°C
sob fluxo N

Residuo 2

CONDIGOES CROMATOGRAFICAS 100 L sol. saturada Na,CO
Vortex 20 s

Coluna: Nova-Pak™ C,¢/3,9 x 150 mm 4 pm 100 pL derivatizante*
F.M.: Metanol: Tampao(*:Acetonitrila (35:35:30) Vortex 20 s

1 mL de H,0 ultrapura
Vortex 20 s / Repouso 5 min
2mL CH,Cl,

Fluxo: 0,6 mL/min
Detector fluorescéncia Shimadzu RF 535
35 nm

A emissao = 310 NM

Vértex 1min20 s
Bomba Shimadzu LC-6A Centrifugar 3000 rpm, 5°C, 20 min
Integrador Shimadzu G-R6A |

Padréo alto: 2000 ng/mL (racemato) * *
Padrdo medio: 1000 ng/mL (racemato)
Padréo baixo: 200 ng/mL (racemato)

Fase aquosa
(Desprezar)

Fase orgénica
N, liquido 155
Evaporar em BM 37°C
sob fluxo N,

* Padréo intemo: sol. S(-)-atenolol 50 pg/mL.
** Solugéo a 4% (v/v) de(-)-menticloroformato
em acetonitrila (preparagéio extemporanea)

) Tampéo fosfato triacido 0,05 M pH 4,7

Residuo 3
Dissolver em 50 pL FM

Injetar 20 L no HPLC

Figura 2. Fluxograma das etapas do proce-
dimento extrativo para andlise dos isbmeros R- e S-
sotalol em amostras de plasma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseando-se em técnicas analiticas
cromatogréficas descritas anteriormente para
guantificagdo dos enantidmeros do sotalol*910.17:25,
atenolol*®*° e propranolol®, desenvolveu-se método
alternativo com numero de etapas reduzido,
envolvendo derivatizagdo pos-coluna estereo-
especifica com (-)-mentilcloroformato.

Os cromatogramas tipicos dos derivados
diastereoisoméricos dos enantidmeros do sotalol
e do S(-)-atenolol em plasma séo apresentados
a Figura 3. Os tempos de retencao para 0s
derivados de R(-)- e S(+)-sotalol foram 20 e 22
min, respectivamente, enquanto que o do padréo
interno foi de 17 min. A ordem de eluigéo foi
determinada baseando-se na literatura, quando
condi¢cbes cromatograficas similares foram
utilizadas.
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Como pode ser observado a Figura 3, obteve-
se resolucdo completa (R = 1,5) dos enanti6-
meros apos derivatizacdo com o reagente
homoquiral (-)-mentilcloroformato, (-)-MCF,
contrastando com MEHVAR e cols., 1993a que
obtiveram resolucao parcial com este reagente e
ligeiramente superior a resolucéo obtida por FISET
e cols., 1989a.

A resolucdo dos enantibmeros do sotalol
também foi conseguida empregando-se 0s
derivados isotiocianatos GITC (2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a-D-arabinopiranosil isotiocianato)®*e AITC
(2,3,4-trlI-O-acetil-B-D-glucopiranosil isotiocia-
nato). Quando foram utilizados isotiocianatos
evidenciaram-se picos de compostos enddgenos
e reagentes interferentes no cromatograma,
proximos aos picos dos isdmeros do sotalol e do
padréo interno, o que ndo ocorre quando se utiliza
o derivatizante (-)-MCF. O aumento de resolucao
e a auséncia de interferéncia ocorre também em
consequéncia do uso do detector de
fluorescéncia, que apresenta alta seletividade
guando comparado ao de UV®,

Outros autores*?® conseguiram boa resolucao
cromatografica dos enantibmeros do sotalol
empregando os derivados isocianatos S(-)-a-
metilbenzil isocianato e o S(+)-1-(1-natftil)etil
isocianato. No primeiro caso, evidenciou-se
eluicdo de interferentes préxima aos picos dos
enantidmeros, além da exigéncia de derivatizacdo
por periodo de 12 horas. A utiliza¢éo do reagente
S(+)-1-(1-naftil)etil isocianato possibilitou boa
resolucdo na analise cromatogréafica dos
enantidmeros derivatizados, mas apresentou
sensibilidade cerca de 5 vezes menor quando
comparado a analise dos mesmos produtos
derivados com o (-)-mentilcloroformato de nossa
técnica®.

Sendo o sotalol um farmaco anfotérico com
pKa 8,80 e 9,80, a extratibilidade méaxima ocorre
em pH alcalino, em torno de 9,0°%. Com o
procedimento extrativo utilizado nesta técnica, a
recuperacdo dos enantidbmeros do sotalol a partir
de 500 pL de plasma foi > 83% (85 + 3% para R-
sotalol e 83 + 4% para o S-sotalol. A extracdo
ndo é estereosseletiva e nem ocorre racemi-
zacao®.

O farmaco B-bloqueador S(-)-atenolol foi
escolhido como padréo interno por ser, como o
sotalol, hidrofilico, possuindo, nas condi¢Bes
cromatograficas apresentadas, boa separagdo dos
picos do sotalol e apresentar boa intensidade de
fluorescéncia, além de formar diastereoisdmero
como (-)-MCF%%7,

Os cloroformatos reagem quase instantanea-
mente com aminas e alcoois, para produzir
carbamatos e carbonatos, respectivamente®'’.
Para assegurar que o (-)-MCF reagiria apenas com
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o grupamento amina do sotalol e do S(-)-atenolol,
areacao foi desenvolvida em presenca de dgua e
solugdo saturade de carbonato de sédio. Sob
condicbes ndo controladas de pH, dois
diastereoisémeros serdo produzidos para cada
enantidmero do sotalol e atenolol***",

A eficiéncia da reagéo independe do tempo
(30s - 1 h) e da temperatura (25 - 50 °C)®*7. Nao
se sabe se a reacdo é completa. Entretanto,
através dos dados de MEHVAR e cols., 1989a,
verificamos que a derivatizacdo com S(-)-atenolol
€ completa apds 30 s. Devido a similaridade com
o sotalol, inferimos que a derivatizagdo deste deve
ser completa.

O limite de deteccéo (razao sinal de ruido/
linha de base 3:1), superior ao observado sob
deteccdo UV, foi de 12,5 ng/mL e o limite de
guantificacao (razao sinal de ruido/linha de base
5:1) foi de 25 ng/mL para cada enantibmero?®.

Areprodutibilidade, avaliada pelos coeficientes
de variacdo (CV%) inter e intra-ensaio foi menor
gue 10%, como pode ser observado na Tabela l.

Tabela I. Preciséo inter-ensaio e intra-ensaio
para a concentracdo plasmatica do R(-)- e do S(+)-
sotalol, avaliada através do CV%.

Concentragéo | Coeficiente de variagdo % (média + DP, n = 5)
(ng/mL) R(-)-sotalol S(+)-sotalol

Variabilidade intra-ensaio

200 7,1+05 6,2 +0,6

2000 52+04 48+ 0,3
Variabilidade inter-ensaio

200 8,0+0,7 7,0 £0,6

2000 7,0+0,8 6,5+ 0,6
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Recordando que o nosso objetivo foi desen-
volver uma técnica analitica estereosseletiva para
estudos farmacocinéticos apds administracdo do
sotalol em pacientes, demonstramos, a Figura
4, que a concentragdo plasméatica dos isbmeros
do sotalol podem ser determinadas com facilidade
em paciente recebendo comprimidos de cloridrato
de sotalol sob regime de dose mudltipla p.o. de
160 mg cada 12 h. Nesta paciente nédo foi
observada tendéncia acentuada a estereossele-
tividade. Devido a alta sensibilidade, o método é
também adequado para estudo da farmaco-
cinética de dose Unica do sotalol®°22,

Os pacientes cardiacos que se submeterdo a
investigacdo de estereosseletividade dos
enantidmeros do sotalol, além de estarem sob
terapia crbnica com este farmaco, geralmente
recebem co-administracdo de outros medica-
mentos, devendo-se certificar se 0 método é
seletivo em relacéo a estes possiveis interferentes
ex0genos (e a outros, estrutural ou fisicoquimi-
camente semelhantes ao sotalol). Amostras de
plasma foram adicionadas de aliquotas (corres-

pondentes a concentragfes terapéuticas) de:
acido acetil salicilico, propranolol, pindolol,
procainamida + N-acetilprocainamida, amio-
darona + desetilamiodarona, captopril, hidroclo-
rotiazida, furosemida, dipirona e digoxina, sendo
gue nenhum deles interferiu na andlise dos
enantibmeros, mesmo estendendo a corrida
cromatografica acima de 60 minutos,
demonstrando a elevada seletividade do método.
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Figura 3. Perfil cromatografico dos isdmeros
R- e S-sotalol em plasma: branco, padrao (1000
ng/mL) e amostra (paciente sob tratamento com
sotalol 160 mg p.o. 12/12 h). PICOS: (1) S(-)-
ATENOLOL [17min], (2) R-SOTALOL [20 min], (3) S-
SOTALOL [22] min

PACIENTE RACO
Sexo feminino, 59 anos, 45 kg, 158 cm

A R,S-sotalol
[l s-sotalol
@ R-sotalol

A
’//i *\‘\‘
A

T M

100 +

LogC (ng/mL)

R,S-SOTALOL R-SOTALOL S-SOTALOL

C¥uax (ng/mL) = 1960,0 960,0 1000
Tuax () = 1,55 1,6 1,6
AUCT™ (ng.h/mL) = 17616,0 8562,5 91535
taran(h) = 06 0,47 05
Vd*IF (UKg) = 3,56 3,2 33

tasp ()= 15,8 12,0 13,4
CIF*IF (mL/min/Kg) = 2,6 3,1 29

Vr—T—717 T T T T 1
o 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (h)

Figura 4. Curva de decaimento plasmético do
R,S-, R- e S-sotalol em uma paciente cardiaca
cronica portadora de arritmia ventricular sob
tratamento em regime de dose multipla com
comprimidos de cloridrato de sotalol (160 mg p.o.
12/12 h). Os principais parametros cinéticos sédo
ilustrados na tabela inclusa.
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CONCLUSAO

Descrevemos uma técnica analiticaem HPLC
altamente seletiva, sensivel, com reduzido
ndmero de etapas e de baixo custo, podendo ser
desenvolvida em condi¢cfoes rotineiras para
guantificacdo dos enantidbmeros do sotalol no
plasma. Esta técnica € adequada para estudos
de farmacocinética tanto em pacientes sob
regime de dose multipla ou dose Unica, inclusive
sob poli-farmacoterapia. Pode ser aplicada,
também, com finalidade de monitorizagcao
terapéutica.
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