Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

DROGAS ANTIEPILETICAS NO SORO OU PLASMA
(HPLC)

Reagente diagnoéstico para determinacao quantitativa in vitro de Drogas Antiepiléticas em Soro/Plasma por HPLC.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

Ne° de lote, data de fabricacao e validade: vide rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacao

22000/HR

Kit Reagente para Analise de Drogas Antiepiléticas em Soro/Plasma (100 analises)

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucdes para Analise de

Drogas Antiepilépticas em soro/plasma por HPLC no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

Este Kit de reagentes foi desenvolvido para anadlise e
monitoracdo terapéutica de drogas antiepilépticas, incluindo
etossuximida, zonisamida, primidona, fenobarbital, fenitoina,
carbamazepina, lamotrigina, trileptal e sultiam, além dos
metabdlitos carbamazepina-10,11-epdxido e 10-
hidroxicarbamazepina. A analise é aplicada em amostras de
soro ou plasma, empregando um sistema isocratico de HPLC
com detector UV. O preparo da amostra é baseado em uma
simples e eficiente etapa de precipitagdo, que garante a
reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.

METODO
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgdo
uv.

PRINCIPIO

Os possiveis interferentes presentes na amostra sdo eliminados
por precipitacdo com adicdo de reagente especifico e uma etapa
de centrifugacdo. Apos a injecdo no sistema de HPLC, a
deteccdo UV permite a leitura de absorbancia dos analitos em
comprimento de onda selecionado (204 nm).

REAGENTES
Componentes e Composicoes:
Produto Composicao Apresentacao
Fase movel Solucdo aquosa de 1000 ml
(Mobile Phase) fosfato de sodio,
metanol e acetonitrila
Reagente de Solugdo metandlica 1 x5ml
Precipitacao contendo sulfato de
(Precipitation zinco
Reagent)
Padrdo de Soro humano 5x1ml
calibracao liofilizado contendo
(Standard benzodiazepinicos
Calibration)
Padrao Interno Solucdo aquosa de 1x 15 ml
(Internal acetonitrila contendo
Standard) 5-metil-5-(p-
hidroxifenil)-5-
fenilhidantoina
Tampao de Solucdo aquosa de 1x10 ml
Estabilizacdo fosfato de sodio
(Stabilisation
Buffer)
Frascos de - 100 unidades
reagao
(Reaction vials)
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INSTRUCGES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada no rétulo, desde que as condigGes de armazenamento
estabelecidas sejam obedecidas.

Apoés abertura dos frascos os reagentes sdo estaveis por até 12
meses com excecdo do Padrdo de calibragdo que apds
reconstituicdo é estavel por 2 semanas, se protegido da luz e
mantido refrigerado em temperatura entre 2 e 8°C, ou no
maximo por 3 meses conservado a < -18°C.

Artigo Produto Temperatura
22001/HR Fase movel 18 - 30°C
22005/HR Padrdo de Calibragdo em Soro 2-8¢°C
(liofilizado)
22004 Padrdo Interno 2-8°C
22003 Reagente de Precipitacdo 18 - 30 °C
22006 Tampao de Estabilizacao 2-8°C
CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranca dos reagentes e adotar as
precaucées necessarias para o manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA
Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto. As instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo poderd ser garantida em caso de desvio as
instrugoes.

DESCARTE

A fase movel, o reagente de precipitagdo e o padrdo interno
contém solventes organicos e devem ser descartados como
residuos quimicos livres de halogénio, de acordo com as
diretrizes e regulamentos locais em vigor.

Residuos de amostras de pacientes e amostras preparadas,
assim como controles e calibradores devem ser coletados e
descartados como lixo potencialmente infeccioso.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Fase Movel: pronto para uso.

Padréao Interno: pronto para uso.

Reagente de Precipitagao: pronto para uso.

Tampao de Estabilizagao: pronto para uso.

Padrao de Calibracdo em soro (liofilizado):

O calibrador (artigo 22005/HR) é rastreavel a substancia de
referéncia adquirida de fornecedor certificado. Apods
reconstituicdo, sdo submetidos ao mesmo processo de preparo
das amostras de pacientes. Para reconstituir, pipetar
exatamente 1,0 ml de agua destilada no frasco. Deixar
repousar em temperatura ambiente por cerca de 10-15
minutos, para permitir a completa reconstituicdo. Agitar
ocasional e gentilmente até que o conteldo esteja homogéneo.
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A concentracdo depende do lote e sera encontrada no folheto
de informagdes que acompanha o produto.

MATERIAIS REQUERIDOS E DISPONIVEIS, NAO
FORNECIDOS

Coluna cromatografica equilibrada (Chromsystems art.
22100/HR).

Controle em soro bi-nivel (I+II) (Chromsystems art. 0166).
Agua tipo I ou grau HPLC.

Centrifuga para microtubos.

Metanol grau HPLC.

Material geral de laboratério.

AMOSTRA

Deverdo ser analisadas amostras de soro ou plasma, coletadas
durante o intervalo entre as administragdes do medicamento.
As amostras devem ser refrigeradas para transporte.

Tempos recomendados para coleta:

Etossuximida
Fenobarbital

Durante intervalo de aplicacao
Durante intervalo de aplicacao

Lamotrigina -
Fenitoina Durante intervalo de aplicacdo
Primidona Maximo de 2-4 horas depois da Ultima

ou imediatamente antes da préxima
aplicacdo

Maximo de 6-18 horas depois da ultima
ou imediatamente antes da préxima
administracao

Carbamazepina

Estes tempos sdo recomendados somente em casos de terapia
controlada. Se qualquer tipo de abuso for suspeito, analise o
sangue imediatamente.

Estabilidade da amostra: as amostras coletadas desta forma
sdo estadveis por 1 semana se mantidas refrigeradas, em
temperatura entre 2 e 8°C. Para periodos maiores de
armazenamento, conservar a - 20 °C.

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos): as
amostras preparadas sdo estaveis por até 1 semana se
mantidas refrigeradas, em temperatura entre 2 e 8°C, e
protegidas da luz. Para periodos maiores de armazenamento
(até 14 dias), conservar a - 18°C.

PROCEDIMENTOS DO TESTE

Ajustes do instrumento:
Amostrador: Volume de injegdo de 20ul,

tempo de corrida 20 min.

Comprimento de onda de

204 nm

Fluxo: 1,2 ml/min

Temperatura da coluna: Ambiente (aprox. 25 °C)

Solucdo de lavagem da Agua/metanol = 90/10

agulha:

Detector UV:

Procedimento de preparo de amostras:

Utilizar os tubos de reagdo que acompanham o kit, para que as

amostras sejam protegidas da exposicdo a luz ambiente.

1. Transferir 100ul de soro/plasma (padrdes, controles e
amostras) e 150ul de Padrdo Interno para tubos de reagao
devidamente identificados e agitar.

2. Adicionar 50ul de reagente de precipitagdo e agitar por 1
min (vortex).

3. Centrifugar por 10-15 min a pelo menos 9000 x g.

4. Misturar 100ul de sobrenadante com 100 ul de tampéao de
estabilizacao.

5. Injetar 20ul da mistura no sistema de HPLC.

Controles devem ser incluidos em todas as séries de analise

para monitorar a exatiddo e precisdo do sistema.
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Tempo de retencdo esperado:

Analito Tempo de ret_engﬁo aprox. em
minutos

Sultiam 3,8
Etossuximida 4,2
Zonisamida 4,6
Primidona 5,1
Lamotrigina 6,9
10- 7.6
Hidroxicarbamazepina !
Fenobarbital 8,0
Carbamazepina- 9.0
epoxido !
Trileptal 11,1
Padrao interno 14,5
Fenitoina 17,9
Carbamazepina 19,4

No caso de terapia com carbamazepina, o metabdlito
terapeuticamente nao ativo 10,11-dihidro-10,11-
dihidroxicarbamazepina (DIOL) aparecera adicionalmente em
6.0 min. Entretanto, este pico é cromatograficamente bem
separado dos outros picos das outras drogas antiepiléticas.

No caso raro de combinagdo de primidona e sultiam, o
metabdlito da primidona 2-etil-2-fenilmalondiamida (PEMA)
pode afetar a quantificacdo do sultiam devido a sobreposicao
dos picos.

Se um novo lote de fase mdvel for usado ou se a coluna de HPLC
for substituida, os tempos de retengdo podem mudar
levemente. Dessa forma, os tempos de retencao devem ser
adaptados apropriadamente.

CALCULOS

Canalito [mg/L] =

Anamostra X _IScalibrador _ X *Ccalibrador
Acalibrador X ISamostra

DROGAS ANTIEPILETICAS NO SORO OU PLASMA

Area ou altura do pico do analito A no = Aamostra
cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do analito A no = Calibrador
cromatograma do calibrador

Area ou altura do pico do padrdo interno = ISAmostra

no cromatograma da amostra

Area ou altura do pico do padrdo interno = ISCalibrador
no cromatograma do calibrador
Concentragdo C do analito A no calibrador = *CCalibrador
* A concentragdo dos analitos individuais depende do lote e sera
encontrada no folheto de informagbes que acompanha o
produto. Uma vez que a mesma quantidade de padrdo interno
é adicionada ao padrdao de calibragdo e as amostras de
pacientes, a concentracdo do padrao interno pode ser
considerada como “1” para fins de calculo.

Fatores de conversdo:

. mg/l para mol/l para
Analito Smorl’/l H mg/rl’
Carbamazepina 4,23 0,236
Carbamazepina-epdxido 3,96 0,252
Etossuximida 7,08 0,141
Lamotrigina 3,90 0,256
Fenobarbital 4,31 0,232
Fenitoina 3,96 0,252
Primidona 4,56 0,218
Sultiam 3,44 0,290
Trileptal 3,96 0,252
Zonisamida 4,71 0,212
10-Hidroxicarbamazepina 3,93 0,254
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DESEMPENHO / CARACTERISTICAS

Para verificar a linearidade e validar o método, espécimes de
soro foram fortificadas com quantidades definidas de drogas
antiepiléticas. Mdultiplas aliquotas desses preparos foram
submetidas ao procedimento de preparo.

Linearidade / limite de quantificacao:

A linearidade foi determinada pela coleta de amostras de soros
em diversos intervalos. O menor limite de quantificagdo foi
avaliado pelo uso de diluigGes pré-definidas do controle em soro
nivel I (0060, 0063/I, 0064/1). O método se mostro linear a
partir do limite designado de quantificacdo até o limite superior.

Limite de Limite
. ces = linearidade
Analito quantificacao .
(mg/1) (até pelo
menos mg/l)
Sultiam 0,7 50
Etossuximida 4,5 250
Zonisamida 0,3 100
Primidona 0,2 40
Lamotrigina 0,2 30
10-Hidroxicarbamazepina 2,0 40
Fenobarbital 0,6 150
Carbamazgp?na—lo,ll— 0,2 40
Epoxido
Oxcarbamazepina 0,6 50
Fenitoina 0,3 50
Carbamazepina 0,3 50
Recuperagao:

A recuperagdo analitica foi determinada a partir do slope das
curvas de calibragdo das amostras fortificadas e solugbes de
padrBes diluidos. A tabela seguinte mostra as taxas de
recuperacdo das substancias individuais.

Analito Taxas de Taxas de
recuperagao em recuperagao em
soro (%) plasma (%)
Sultiam 85 88
Etossuximida 99 101
Zonisamida 88 89
Primidona 95 96
Lamotrigina 91 94
10-OH-Carbamazepina 85 86
Fenobarbital 95 97
Carbamazepina- 95 98
10,11-Epdxido
Oxacarbazepina (sin. 84 84
Oxacarbamazepina)
Fenitoina 94 96
Carbamazepina 95 97
Padrdo Interno 103 101

Precisao intra-ensaio:

A determinacdo da precisdao intra-ensaio foi feita a partir da
média de multiplos preparos (n = 8) e determinagdo do analito
na mesma amostra em trés diferentes concentragoes.

Analito Coeficiente de variagdo (%), n =8
Conc. mg/l)

Sultiam 2,9 (4,2) 0.9 (8,2) 1,7 (9,0)
Etossuximida 1,1 (27,5) 1,2 (44,6) 1,7 (61,8)
Zonisamida* 0,9 (9,1) 0,6 (21,6) 0,6 (50,9)

Primidona 0,5 (4,6) 1,2 (9,1) 1,5 (13,6)
Lamotrigina 1,4 (1,3) 1,7 (2,3) 1,2 (4,3)

10-
Hidroxicarbamazepina L,1(3,4) 1,0(7,0) 1,3 (12,9)
Fenobarbital 0,8 (11,3) 1,1 (17,4) 1,5 (21,9)
Carbamazepina-epdxido 1,1 (3,5) 1,0 (4,6) 1,4 (5,5)
Oxcarbamezapina 0,8 (3,7) 1,3 (7,2) 1,4 (13,9)
Fenitoina 2,1(5,4) 2,4 (8,6) 1,5(13,1)
Carbamazepina 2,0 (4,5) 1,0 (6,8) 1,4 (9,2)

*n =10
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Precisdo inter-ensaio:

A determinacgdo da precisdo inter-ensaio foi feita a partir de trés
preparos e determinacdo da concentracdao do analito em
quintuplicata em pool de soro em 20 diferentes séries de teste
em trés diferentes concentracgées.

Coeficiente de variagdo (%), n =

Analito 100 (Concentragcdo mg/L)
Sultiam 3,3 (4,61) 3,6 (11,3) 2,9 (7,91)
Etossuximida 2,6 (45,9) 3,6 (84,9) 5,0 (117)
Zonisamida* 3,2 (12,5) 3,0 (40,5) 3,5 (26,8)
Primidona 3,6 (4,49) 3,2 (20,6) 4,0 (30,8)
Lamotrigina 5,7 (2,92) 4,8 (11,1) 4,3 (15,9)

10-
Hidroxicarbamazepina 2,9 (7,35) 3,0 (24,7) 3,3 (16,3)
Fenobarbital 3,0 (9,47) 2,6 (39,0) 3,0 (48,9)
Carbamazepina-10,11-
Epéxido 5,9 (2,00) 3,8 (5,59) 5,3 (8,16)
Oxcarbamezapina 5,6 (1,73) 5,0 (8,40) 5,1 (5,10)
Fenitoina 3,6 (4,86) 2,7 (19,9) 3,1 (30,5)
Carbamazepina 5,9 (4,91) 4,0 (14,9) 4,6 (20,4)
VALORES DE REFERENCIA

As seguintes faixas de referéncia para drogas antiepiléticas sdo
encontradas na literatura:

Analito Concentracao (mg/l)
Carbamazepina 2-817]
Carbamazepina-epoxido 0,2-2[7]
Etossuximida 30 - 100 [7]
Lamotrigina 3-141[7]
Fenobarbital 10 -30[7]
Fenitoina 10 -20[7,9]
Primidona 4 -12 [7]
Sultiam 0,5-12,5[7]
Zonisamida 15 - 40 [8]
10-Hidroxicarbamazepina 13 -30[7]

DROGAS ANTIEPILETICAS NO SORO OU PLASMA

Cada laboratdrio deve estabelecer seus proprios valores de
referéncia para adaptar o método as caracteristicas do
tratamento e da monitoragdo terapéutica.

INTERFERENTES CONHECIDOS

Amostras contendo a droga antiepiléptica felbamato (faixa
terapéutica de 10 - 100 mg/l) mostram uma forte interferéncia
no tempo de retengdo da primidona tanto no cromatograma HR
quanto no FE.

Devido aos graves efeitos colaterais (varios casos de morte por
anemia aplastica e faléncia hepatica), o felbomato tem o uso
limitado e é prescrito raramente.

No raro caso de combinacdo da primidona e sultiam o
metabdlito da primidona, 2-etil-2-fenilmalondiamida (PEMA)
pode afetar a quantificagdo por sobreposicdo do pico.

Quando benzoato de sédio é administrado para o tratamento de
hiperglicemia ndo-cetbnica, a cromatografia com o método de
alta-resolugdo (22000/HR) apresenta interferéncia de co-
eluicdo com uma intensidade excedendo a do fenobarbital
muitas vezes.
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Simbolos Usados

d Fabricante
/R/ Limites de temperatura

Diagnastico in vitro
A Cuidado, consulte documentos anexos

I:I::i:l Consulte instrucbes de uso
T Material Reciclavel

U-n MN&o rejeitar diretamente para o ambiente

Lote

&I Data de Fabricacio

@ Altamente toxico
Cormsivo
<'!> Mocivo

Fabricado por: Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Importado e Distribuido por: BioSys Ltda

Rua Coronel Gomes Machado, 358, Centro, Niter6i, RJ

Cep: 24020-112

CNPJ: 02.220.795/0001-79

MS - n° 10350840118

SAC: sac@biosys.com.br — (21) 3907-2534 / 0800 015 1414
www.biosys.com.br
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