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1 Informagado sobre o pedido

N© de pedido Produto

49000

49000/A1

49000/A5

Kit de reagentes por HPLC

Benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos em soro/

plasma

Conteuldo do kit para 100 analises:
Fase Movel

Padrdo de Calibracdao em Plasma
Padrao Interno

Tampao de Equilibrio 1

Tampao de Equilibrio 2

Tampao de Lavagem

Tampao de Eluicao 1

Tampao de Eluicao 2

Colunas de Clean Up de Amostra

Kit de reagentes por HPLC
Benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos em
soro/plasma

Aplicacao por Gilson® ASPEC™ XL
Conteldo do kit para 100 analises:

Fase Mdvel

Padrao de Calibracdo em Plasma
Padrdo Interno

Padrdo de Equilibrio 1

Padrdo de Equilibrio 2

Tampado de Lavagem

Tampao de Eluigdo 1

Tampao de Eluigdo 2

Colunas de Clean Up com tampa DEC

Kit de reagentes por HPLC
Benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos em
soro/plasma

Aplicacao por Gilson® ASPEC™ XL
Contetdo do kit para 500 analises:

Fase Mével

Padrdao de Calibragdao em Plasma
Padrao Interno

Padrdo de Equilibrio 1

Padrdo de Equilibrio 2

Tampao de Lavagem

Tampao de Eluigdo 1

Tampao de Eluigao 2

Colunas de Clean Up com tampa DEC
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1000 mL

5x 2,5 mL (liof.)
10 mL

100 mL

100 mL

200 mL

40 mL

40 mL

2 x 50 unidades

1000 mL

3 x 2,5 mL (liof.)
11 mL

150 mL

150 mL

1000 mL

75 mL

75 mL

100 unidades

3 x 1000 ml

3x5x2,5mL (liof.)

5x10 mL

2 x 300 mL

2 x 300 mL

5x 1000 mL

300 mL

300 mL

5 x 100 unidades



49000/A9

49001
49002
49003
49003/T
49031
49032
49004
49004/A1
49004/A9
49041
49005
49005/A1
49005/A5
49005/A9
49006
49006/A1
49006/A5
49006/A9
49007
49007/A1
49009
49009/A1
49009/A5
49010
49010/A1
49010/A5
49008
49008/A

49100
15009
15010
17001
17049

Kit de reagentes por HPLC

Benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos em
soro/plasma

Aplicagao por Gilson® ASPEC™ XL

Contetdo do kit para 1000 analises:

Fase Mével

Padrao de Calibragdo em

Plasma Padrdo Interno

Tampao de Equilibrio 1

Tampdo de Equilibrio 2

Tampdo de Lavagem

Tampdo de Eluigdo 1

Tampdo de Eluigdo 2

Colunas de Clean Up de Amostra com tampa DEC

Componentes disponiveis separadamente
Fase Movel

Fase Movel

Padrdo de Calibracdo em Plasma (BZD + TCA)
Padrdo de Calibragdo em Plasma (BZD + TCA)
Padrdo de Calibragdo em Plasma (BZD)

Padrdo de Calibragdo em Plasma (TCA)

Padrdo Interno

Padrdo Interno

Padrao Interno

Padrdo Interno para a analitica da clozapina/norclozapina
Tampdo de Equilibrio 1

Tampdo de Equilibrio 1

Tampdo de Equilibrio 1

Tampdo de Equilibrio 1

Tampado de Equilibrio 2

Tampdo de Equilibrio 2

Tampdo de Equilibrio 2

Tampdo de Equilibrio 2

Tampdo de Lavagem

Tampdo de Lavagem

Tampdo de Eluigdo 1

Tampdo de Eluigdo 1

Tampdo de Eluigdo 1

Tampdo de Eluicdo 2

Tampdo de Eluicdo 2

Tampdo de Eluicdo 2

Colunas de Clean Up de amostra

Colunas de Clean Up de amostra com tampa DEC

Acessorios

Coluna de HPLC, equilibrada e certificada com cromatograma
Pré-filtro com revestimento de PEEK, 5 um

Carcaca de PEEK para o pré-filtro

Suporte para cartuchos de pré-coluna 4/10

Cartucho de pré-coluna 4/10
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6 x 1000 mL

5x 5 x 2,5 mL (liof.)
100 mL

1000 mL

1000 mL

10 x 1000 mL

2 x 300 mL

2 x 300 mL

10 x 100 unidades

1000 mL

10 x 1000 mL
5x 2,5 mL (liof.)
2,5 mL (liof.)
5x 2,5 mL (liof.)
5x 2,5 mL (liof.)
10 mL

11 mL

100 mL

10 mL

100 mL

150 mL

300 mL

1000 mL

100 mL

150 mL

300 mL

1000 mL

200 mL

1000 mL

40 mL

75 mL

300 mL

40 mL

75 mL

300 mL

50 unidades
100 unidades

1 unidade
5 unidades
1 unidade
1 unidade
1 unidade



0051
0052
0053
0054
0055
0056

49033
0057

49034
0061

49035
0062

Controles Chromsystems

Controle Bi-Nivel (I + II) de Benzodiazepinicos em Plasma
Controle Nivel I de Benzodiazepinicos em Plasma

Controle Nivel II de Benzodiazepinicos em Plasma

Controle Bi-Nivel (I + II) de Antidepressivos Triciclicos em Plasma
Controle Nivel I de Antidepressivos Triciclicos em Plasma
Controle Nivel II de Antidepressivos Triciclicos em Plasma

Padrdo de Calibragdo de Clozapina, Norclozapina em Plasma
Controle Bi-Nivel (I + II) de Clozapina, Norclozapina em Plasma

Padrdo de Calibracdo de Clobazam, Norclobazam em Plasma
Controle Bi-Nivel (I + II) de Clobazam, Norclobazam em Plasma

Padrdo de Calibragdo de Alprazolam, Trazodona em Plasma
Controle Bi-Nivel (I + II) de Alprazolam, Trazodone em Plasma
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2 x 5 x 5,0 mL (liof.)
10 x 5,0 mL (liof.)
10 x 5,0 mL (liof.)

2 x 5 x 5,0 mL (liof.)
10 x 5,0 mL (liof.)
10 x 5,0 mL (liof.)

5x 2,5 mL (liof.)
2 x5 x 5,0 mL (liof.)

5x 2,5 mL (liof.)
2 x 5x5,0 mL (liof.)

5x 2,5 mL (liof.)
2 x 5x5,0 mL (liof.)
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2 Introdugdo

Os benzodiazepinicos (BZD) sdao um grande grupo de drogas psicotrdpicas com estrutura quimica
semelhante, classificadas como tranquilizantes. Entre os mais conhecidos estdo, por exemplo, 0
diazepam (Valium), o oxazepam e o clordiazepoxido (Librium). Devido a sua alta lipofilicidade, sdo
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e atingir rapidamente seu alvo (receptores) no
sistema nervoso central apds a absorgdo, onde potencializam a acdo inibitéria do neurotransmissor
GABA (acido gama-aminobutirico). Além do efeito ansiolitico e sedativo (sonoro), os benzodiazepinicos
também possuem propriedades antiagressivas, hipnoticas, relaxantes musculares e anticonvulsivantes;
Alprazolam também é um antidepressivo. A ponderagdo de cada um dos efeitos varia dependendo do
medicamento e da dose administrada. Ao contrario dos barbitlricos, os benzodiazepinicos, também
usados como pilulas para dormir, tém menos efeitos colaterais na pressdo arterial e na fungdo
pulmonar. Em caso de uso prolongado (a partir de cerca de 4 meses) é possivel desenvolver
dependéncia com sintomas de abstinéncia quando o tratamento é interrompido abruptamente,
principalmente se tiverem sido administradas doses elevadas.

No sangue, os benzodiazepinicos estdo presentes em grandes quantidades, ligando-se de forma
inespecifica as proteinas plasmaticas. Seu metabolismo ocorre principalmente no figado. Os
metabdlitos primarios formados sdo compostos alquilados em N-1 e hidroxilados em C3. Finalmente,
eles sdo eliminados na urina através dos rins na forma de acido gluconico solUvel em agua ou éster
sulfato. A maioria dos metabdlitos também sdo farmacologicamente ativos, em alguns casos eles s3ao
até mesmo o verdadeiro ingrediente ativo (por exemplo, clorazepato - nordiazepam). Os tempos de
depuracdo plasmatica variam amplamente, variando de algumas horas (oxacepam) a varios dias
(clobazam). Freqiientemente, a meia-vida dos metabdlitos é maior que a da substancia original (por
exemplo, clordiazepoéxido: algumas horas, nordiazepam: varios dias).

Os antidepressivos triciclicos (TCA) sdo usados para tratar distlrbios psicoldgicos, como estados de
ansiedade, sindrome da dor regional complexa e fobias. Seu efeito farmacoldgico consiste em impedir a
absor¢do dos neurotransmissores serotonina e noradrenalina na fenda sinaptica. O antidepressivo
tetraciclico maprotilina também deve ser incluido neste grupo, devido a sua acdo: inibe
especificamente a recaptagao da norepinefrina. A clozapina é um neuroléptico triciclico atipico, pois
possui propriedades sedativas e antipsicoticas. Neste caso, o ingrediente ativo é uma inibicdo seletiva
da recaptacdo da serotonina na sinapse.

Os TCAs sdo substdncias muito lipofilicas, apos administracdo oral sdo rapidamente absorvidos no
trato gastrointestinal. Antes de atingir seu verdadeiro alvo no cérebro, uma porcdo é metabolizada no
figado (efeito de primeira passagem). Neste processo, as etapas mais importantes sdo a N-
desalquilagdo e a hidroxilagdo. Alguns dos metabdlitos N-desmetil também tém aplicagdo terapéutica
direta (por exemplo, desipramina = “desmetilimipramina”).

Ao analisar regularmente o nivel de benzodiazepinas e/ou ACT no plasma, o risco de sobredosagem
pode ser reduzido e possiveis efeitos secundarios melhor controlados. Além disso, desta forma a
adesdo do paciente ao tratamento é controlada e garantida, otimizando o sucesso da terapia.

Finalidade pretendida:

O Kit de Reagentes Benzodiazepinicos e Antidepressivos Triciclicos da Chromsystems é um produto de
diagndstico in vitro para uso em laboratérios clinicos para a analise quantitativa dos benzodiazepinicos
alprazolam, bromazepam, clordiazepoxido, clobazam, clonazepam, diazepam, flunitrazepam,
nitrazepam, nordiazepam e oxazepam e 0s antidepressivos triciclicos amitriptilina, clomipramina,
clozapina, desipramina, doxepina, imipramina, maprotilina, norclomipramina, norclozapina,
nordoxepina, nortriptilina e trimipramina em amostras de soro e plasma de pacientes em uso de HPLC
(cromatografia liquida de alta eficiéncia). O kit é utilizado como teste em pacientes tratados com uma
ou mais das substancias citadas acima, para controlar o nivel de medicamentos no sangue e ajusta-lo a
faixa terapéutica.
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Principio do kit de reagentes:

Os benzodiazepinicos e o0s antidepressivos triciclicos sdo extraidos do soro/plasma por
processamento em uma coluna de extracdo em fase sdlida. O Padrdao Interno adicionado
anteriormente contém, para cada um dos grupos de substancias, uma substancia padrao
especialmente sintetizada, que ndo representa nenhum medicamento. Através de duas etapas de
eluicdo seletiva, os benzodiazepinicos e os antidepressivos triciclicos sao obtidos em eluatos
separados. Ambos os grupos de substancias podem entdao ser medidos em um aparelho de HPLC,
sem a necessidade de variar as condicOes cromatograficas (fase movel, vazdo, temperatura,
regulagdo do detector UV), desta forma podem ser obtidas séries completas de analises de um dia
para o outro.

Existe um padrdo interno exclusivo para analise de clozapina e norclozapina (n° de artigo 49041), que
permite reduzir a duragdo da analise em cerca de 11 minutos (ver cromatograma no capitulo 12).

Com este kit é possivel determinar quantitativamente os seguintes medicamentos e metabdlitos:
Benzodiazepinicos

Alprazolam, Bromazepam, Clordiazepam, Clobazam, Clonazepam, Diazepam, Flunitrazepam, Nitrazepam,
Nordiazepam, Oxacepam

Antidepressivos triciclicos

Amitriptilina,  Clomipramina, Clozapina, Desipramina, Doxepina, Imipramina, Maprotilina,
Norclomipramina, Norclozapina, Nordoxepina, Nortriptilina, Trimipramina.
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3 Sistema HPLC

Nota: No manuseio dos reagentes, prestar atencdo as observacdes sobre as substancias perigosas
mencionadas no anexo II.

3.1 Equipamento e parametros do sistema

Um sistema isocratico simples com bomba HPLC, injetor e detector UV é necessario para a analise de
benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos. Ndo utilize degaseificador (a vacuo), pois pode causar
alteragdes na composicao da fase mdvel! Mantenha a fase moével o mais fechada ou coberta possivel
também durante a operacdo. Utilize um forno de coluna termostatizado para evitar flutuacdes de
temperatura e otimizar a estabilidade e reprodutibilidade da separacao cromatografica.

Configuracoes do dispositivo: (idénticas para benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos)

Injetor automatico: Volume de injecdo 50 pl

Duracdo das analises: 28 min (benzodiazepinicos), 25 min (ATC)
Velocidade de fluxo: 0,6 mL/min

Temperatura da coluna: Temperatura ambiente (25°C aprox.)
Detector UV: Comprimento de onda de medigao 210 nm

Fluido de limpeza da agulha para o injetor:  Agua/acetonitrila= 75/25

3.2 Coluna de HPLC

A coluna HPLC para analise de benzodiazepinicos/TCA é enviada equilibrada e testada, pronta para uso.
Ndo deve ser lavada com outras solucdes. A uma vazao de 0,6 mL/min, a contrapressdao de uma nova
coluna é de aproximadamente 130 bar e pode aumentar com o tempo. Desde que as separacdes sejam
satisfatorias, o aumento da pressdo ndo é relevante. Para aumentar a durabilidade, pode ser utilizado
um pré-filtro PEEK (n° de artigo 15009 e 15010) ou uma pré-coluna (n° de artigo 17049 e 17001).

Antes de iniciar a série de analises:

1. Antes de montar a coluna de HPLC, lavar o sistema com 30 mL de fase movel, com uma velocidade de
fluxode 1,5 mL/min.

2. A seguir, montar a coluna e equilibrar o sistema durante 15-20 min com uma velocidade de fluxo de
0,6 mL/min, até que se estabilize a linha de base.

3. Depois injetar varias vezes o padrao de calibragdo preparado até que dois cromatogramas sejam
idénticos em seus tempos de retengdo e alturas de pico.

4, Bombear entdo a fase mével no circuito.
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3.3 Pausas no funcionamento

Se o0 equipamento ndo for utilizado por no maximo trés dias, a fase modvel deverd fluir em baixa
velocidade (aproximadamente 0,2 mL/min), para evitar a cristalizacdo de sais nas vedagdes do pistdo da
bomba HPLC. A coluna HPLC permanece conectada ao sistema. Para preservar a lampada, desconecte o
detector. Para pausas mais longas na operacdo, desmonte a coluna HPLC. Ndo é necessario realizar
procedimento de preservagdo ou lavagem da coluna. Mantenha a coluna na fase mével (temperatura
ambiente). Uma peca de conexdo sera montada em vez da coluna. Em seguida, lave o sistema HPLC com
aprox. 50 ml de agua/metanol = 80/20.

4 Separagdo cromatogrdfica

As seguintes tabelas contém os tempos de retencdo dos analitos a uma velocidade de fluxo de
0,6 mL/min.

Cromatograma do 1° eluato: Cromatograma do 2° eluato:
Benzodiazepinicos Antidepressivos triciclicos (incluida a clozapina)
Substancia Tem(pn(i.icljf r:;‘:gf;) Substéancia Tem(pno’]ic:ﬁ r:;igié.;
Clordiacepéxido 5,0 Norclozapina 4,6
Bromazepam 55 Clozapina 5,4
Padrdo Interno 7,8 Nordoxepina 6,9
Oxacepam 9,2 Doxepina 7,5
Nitrazepam 9,9 Desipramina 10,6
Alprazolam 10,8 Imipramina 11,8
Clonazepam 11,4 Nortriptilina 12,6
Flunitrazepam 14,5 Maprotilina 13,2
Nordiazepam 15,3 Amitriptilina 14,0
Clobazam 18,2 Trimipramina 16,1
Diazepam 25,9 Padrao Interno 17,1
Norclomipramina 20,2
Clomipramina 22,8
ISTD para a anélise'de 96
clozapina/norclozapina !
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A duragdo da separacdo cromatografica é de cerca de 28 min (benzodiazepinicos), 25 min (ATC) ou 11
min (clozapina/norclozapina) (compare os cromatogramas no Capitulo 12). OscilagGes nos tempos de
retencdo podem ser causadas por mudancas na temperatura. Ao usar um novo lote de fase moével ou
trocar a coluna de HPLC, os tempos de retencdao podem ser minimamente alterados. Portanto, os
tempos de retencdo atuais devem ser definidos com base em um cromatograma de calibragao.

5 Preparo da amostra

Nota: No manuseio dos reagentes, prestar atencdo as observacdes sobre as substancias perigosas
mencionadas no anexo II.

5.1 Coleta e armazenamento das amostras dos pacientes

O objeto a ser analisado é soro ou plasma.

Segundo a Associagao Profissional de Neuropsicofarmacologia e Farmacopsiquiatria, as amostras de soro e
plasma armazenadas em local escuro e frio (4°C) permanecem estaveis por pelo menos 24 horas. Se for
necessario armazena-los por mais de 24 horas, recomenda-se congeld-los a aproximadamente -20°C.
Normalmente, as amostras podem ser enviadas sem refrigeracdo [3]. Use recipientes de polipropileno, pois
os antidepressivos triciclicos podem ser adsorvidos em superficies de vidro!

Nota: E responsabilidade de cada laboratério fazer uso de todas as referéncias disponiveis e/ou de
realizar estudos proprios para estabelecer os critérios de estabilidade especificos para seu
laboratdrio.

5.2  Reconstituicao dos padroes de calibracao em plasma

O padrdo de calibracdo (n° de artigo 49003, 49031, 49032) ¢é rastreavel a padroes de referéncia. Apds a
reconstituicdo, sera submetido, assim como as amostras dos pacientes, a todo o processo de preparo da
amostra. O padrdo preparado é utilizado para calibracdo do sistema HPLC. Para reconstituicio do padrao
de calibragdo de plasma liofilizado, pipete exatamente 2,5 mL de agua destilada no recipiente.
Deixe descansar de 10 a 15 min. aproximadamente. a temperatura ambiente, agite o recipiente varias vezes
até que o conteldo figue homogéneo. Evite a luz solar direta! As concentracdes dependem do lote e devem
ser lidas no folheto de instrucdes do padrao de calibragao correspondente.
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Atencgao!

Este produto foi produzido a partir de um poo/ de plasma humano que foi testado para detectar
anticorpos HIV 1/2, DNA de HIV, HCV e BHV (PCR), antigenos HBs, anticorpos HBc e um ensaio
TPHA, sendo o resultado da andlise negativo. Porém, ndo é possivel descartar completamente o
risco de infeccdo ao utilizar este produto, uma vez que ndo existe um método de analise
absolutamente seguro, nem métodos de anadlise para todas as doencas, além de conter
patdégenos potencialmente desconhecidos. Por estas razdes, recomendamos que todos os
produtos que contenham materiais humanos sejam considerados potencialmente infecciosos.
Ao utilizar estes produtos, devem ser seguidas as mesmas medidas de precaucdo utilizadas no
manuseio de amostras de pacientes potencialmente infecciosos.

Estabilidade do padrao de calibracao reconstituido:

O padrédo reconstituido dura até uma semana, se protegido da luz, selado e armazenado no frio (+2 a
+8°C). Em caso de armazenamento mais longo (max. 3 meses), o padrao deve ser armazenado em
porcdes e congelado abaixo de -18°C.

5.3  Reconstituicao dos controles

Os controles de plasma para o Nivel I (n° de artigo 0052 (benzodiazepinicos), 0055 (antidepressivos
triciclicos)) e para o Nivel II (n° de artigo 0053 (benzodiazepinicos), 0056 (antidepressivos triciclicos))
sdo submetidos aos mesmos processos no preparo de amostras que as amostras dos pacientes. Em
cada serie sdo realizados controles processados para o controle da exatiddo e a precisdo do sistema.
Para a reconstituicdo dos controles liofilizados, pipetar exatamente 5,0 mL de agua destilada
no recipiente correspondente. Deixar descansar durante 10 a 15 min. aprox. a temperatura
ambiente, agitar varias vezes o recipiente até que seu conteudo seja homogéneo. Evitar a luz direta do
sol! As concentracdes dependem do lote e devem ser lidas no folheto de instrucbes do controle
correspondente.

Atencao!

Este produto foi produzido a partir de um poo/ de plasma humano que foi testado para detectar
anticorpos HIV 1/2, DNA de HIV, HCV e BHV (PCR), antigenos HBs, anticorpos HBc e um ensaio
TPHA, sendo o resultado da andlise negativo. Porém, nao é possivel descartar completamente o
risco de infeccdo ao utilizar este produto, uma vez que ndo existe um método de analise
absolutamente seguro, nem métodos de andlise para todas as doencas, além de conter
patdgenos potencialmente desconhecidos. Por estas razGes, recomendamos que todos os
produtos que contenham materiais humanos sejam considerados potencialmente infecciosos.
Ao utilizar estes produtos, devem ser seguidas as mesmas medidas de precaucao utilizadas no
manuseio de amostras de pacientes potencialmente infecciosos.

Estabilidade dos controles de plasma reconstituidos:

Os controles reconstituidos podem durar até uma semana, protegidos da luz, bem fechados e
armazenados refrigerados (+2 até +8°C). Em caso de armazenamento mais prolongado (max. 3
meses), os controles deverao ser armazenados aliquotados e congelados abaixo de -18 °C.
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5.4  Processo de preparo de amostras

| Nota: Centrifugar as amostras antes de processa-las (2700 x g, 10 min)!

1.

Condicionamento da coluna de preparo de amostras:

Verter na coluna de preparo de amostras etiquetada: primeiro 1 mL de Tampao de Equilibrio 1, a
seguir, 1 mL de Tampdo de Equilibrio 2, extrair respectivamente centrifugando (190-400 x g, 30-60
s aprox.) ou aspirando. A coluna ndo deve secar!

Introdugao da amostra:

Adicionar 1 mL de soro/plasma e, a seguir, 100 pl de Padrdo Interno na coluna de preparo de
amostras condicionada, misturar varias vezes com a pipeta e extrair centrifugando (190-400 x g, 1
min aprox.) (comprovar que a extracdo tenha sido completa em cada coluna!) ou aspirando,
eliminar os residuos.

Limpeza:

Verter 2 x 1 ml de Tampdo de Lavagem na coluna de preparo de amostras, extrair centrifugando
(190-400 x g, 1 min) ou aspirando, eliminar os residuos; depois do segundo passo de lavagem,
centrifugar (1200 x g, 2 min aprox.) ou aspirar até seca-la.

Eluicao:

Importante: Executar sempre os passos de eluigdo na mesma ordem! Levar a cabo o passo de

eluicdo 1, mesmo se s6 forem ser analisados os ATCs! (Neste caso, o primeiro
passo de eluicdo é feito como um passo adicional de lavagem, sdo eliminados os

4.1, Eluicdo dos benzodiazepinicos
Trocar os tubos de coleta (vidro!), adicionar 400 pL de Tampdo de Eluicdo 1 na coluna,
esvazia-la completamente centrifugando (190-400 x g, 1 min aprox.; a seguir 1200 x g, 1
min aprox.) ou aspirando.
Neste primeiro eluato encontram-se os benzodiazepinicos

4.2 Eluicao dos antidepressivos triciclicos
Trocar os tubos de coleta (vidro!), adicionar 400 yL de Tampado de Eluicdo 2 na coluna,
esvazia-la completamente centrifugando (190-400 x g, 1 min aprox.; a seguir 1200 x g, 1
min aprox.) ou aspirando.
Neste segundo eluato encontram-se os antidepressivos triciclicos.

Injecao:
Adicionar a cada eluato 200 pL de agua ultrapura (grau HPLC), misturar brevemente; injetar 50 uL
do eluato no sistema de HPLC.

Controle de qualidade:
Em cada série de analises deveriam ser realizados controles para documentar a precisao e exatidao.

5.5 Estabilidade das amostras preparadas

Os eluatos/amostras processadas obtidos sdo conservados 3 dias a temperatura ambiente, e até 5 dias
refrigerados de +2 até +8°C (em vials de vidro e protegidos da luz). Para armazena-las mais
tempo (até 2 semanas), as amostras devem ser conservadas congeladas abaixo de -18°C.
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6 Registro de dados e cdiculo

6.1 Calibragao do sistema de calculo

CHROMSYSTEMS

As concentracdes de cada um dos analitos no padrao de calibracao dependem do lote e devem ser
lidos no folheto de instrucbes correspondente. Para a verificacdo da capacidade de separagao deveria
ser realizado um ciclo de testes antes da andlise das amostras dos pacientes. Para isso, injetar varias
vezes uma aliquota do padrao de calibragcdo processado, até que dois cromatogramas consecutivos
sejam quase idénticos em seus tempos de retencdo e alturas de pico. Os cromatogramas resultantes
permitem o correto ajuste dos parametros de integracdo. O cromatograma da ultima injecdo de teste
se utiliza para a calibracdo do sistema de calculo (software do PC, integrador). No quadro de célculo,
introduzir os tempos de retencdo e as concentracdes (ver o folheto de instrugdes) do padrdo de
calibracao assim obtidos.

Benzodiazepinicos:

Pico nro. Analito Tempo de retengao [min. aprox.] | Concentracao [ng/mL]
1 Clordiacepdxido 5,0 ver folheto de instrugdes
2 Bromazepam 5,5 ==

3 Padrao Interno 7,8 1

4 Oxacepam 9,2 ver folheto de instrucoes
5 Nitrazepam 9,9 =%

6 Alprazolam 10,8 =%

7 Clonazepam 11,4 =%

8 Flunitrazepam 14,5 =%

9 Nordiazepam 15,3 =%

10 Clobazam 18,2 -V

11 Diazepam 25,9 ="

Antidepressivos triciclicos:

Pico nro. Analito Tempo de retencao [min. aprox.] | Concentracdao [ng/mL]
1 Norclozapina 4,6 ver folheto de instrugdes
2 Clozapina 5,4 =Ve

3 Nordoxepina 6,9 -V -

4 Doxepina 7,5 -V -

5 Desipramina 10,6 -V -

6 Imipramina 11,8 -"-

7 Nortriptilina 12,6 -"-

8 Maprotilina 13,2 -"-

9 Amitriptilina 14,0 =V=

10 Trimipramina 16,1 =V=

11 Padrao Interno 17,1 1

12 Norclomipramina 20,2 ver folheto de instrucdes
13 Clomipramina 22,8 ==
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Para garantir que nao tenha sido modificada a calibracdo e as condi¢des do HPLC (tempo de retengao
etc.), deve-se injetar novamente o padrdo de calibragdo preparado durante e ao final de uma série
de amostras. Para a calibracdo, escolher no sistema de calculo em “método padrao interno”.

6.2  Calculo quantitativo com padrao interno

Com a ajuda do padrao interno sdao compensadas as perdas que podem ocorrer durante o preparo das
amostras. Para isso se adiciona a amostra (padrdo de calibragdo, controle, amostra de paciente) uma
guantidade definida do padrdo interno. Sera definido ao integrador um pico (ver cromatograma no
capitulo 12) do processo de calibragdo como padrdo interno na tabela de componentes. Ja que sao
adicionadas quantidades idénticas de padrdo interno no padrdao de calibracdo do plasma
como as amostras dos pacientes, pode ser inserido o valor “1"” para a concentragao dele.

7 Controle de qualidade

Para verificar a precisdo e a exatiddo das analises, realizar paralelamente controles adicionais em cada
série de amostras (controles de plasma da Chromsystems, n° de artigo 0052, 0053 (benzodiazepinicos);
0055,0056 (antidepressivos triciclicos)).

Se os valores se encontram fora dos intervalos indicados no folheto de instruges dos controles, deve-se
verificar o sistema, e calibrar de novo se for necessario.
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8 Faixas terapéuticas
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Estas faixas terapéuticas sao valores indicativos, extraidas de fontes bibliograficas.

Benzodiazepinicos:
Analito Faixa terapéutica 1[5! | Faixa terapéutica 2[%1 | Faixa critica [pg/L]"!
Alprazolam 5-20 ug/L 5-50 ug/L 100-400[%1, 100(®!
300044161, 300-400!5)
Bromazepam 80-200 ug/L 50-200 pg/L i)
Clordiacepéxido 400-2000 pg/L 400-3000 pg/L 30001%), 350016
Clobazam 100-600 pg/L 30-300 pg/L 5006
Norclobazam 2000-4000 pg/L 300-3000 pg/L 500016
Clonazepam 10-80 ug/L 4-80 pg/L* 1004151181 (toxico)
300004161, 1500(°!
i = * — XK /
Diazepam 125-250 ug/L 200-2500 ug/L (téxico)

. 20004161 1500(°!
Nordiazepam 20-800 pg/L 20-800 pg/L (téxico)
Flunitrazepam 5-15 pg/L 5-15 pg/L 5041, [51,[6] (téxico)
Nitrazepam 30-50 pg/L* 30-100 pg/L 200415116 (toxico)
Oxacepam 200-1500 pg/L 200-1500 pg/L 2000M10LI8] (toxisch)
Trazodona 800-1600 pg/L 700-1000 pg/L 400015), 120016
* ansiolitico

Antidepressivos triciclicos:

Analito Faixa terapéutica 15! | Faixa terapéutica 26! | Faixa critica [pg/L] "
Amitriptilina 50-200 ug/L 80-200 pg/L** 50-300 pg/L
Nortriptilina 20-200 ug/t 70-170 pg/L 20-200 pg/L
Clomipramina 20-250 pg/L 230-450 pg/L** 90-250 pg/L

Norclomipramina

150-300 pg/L

0,8-2,6 x Clomipramina

Clozapina

300-800 pg/L

350-600 ug/L

100-600 pg/L

Norclozapina

100-300 pg/L

0,4-0,7 x Clozapina

0,4-1,0 x Clozapina

Doxepina 30-400 pg/L 50-150 pg/L** 10-200 pg/L
Nordoxepina 0,6-1,6 x Doxepina ===

Imipramina 50-150 pg/L 175-300 pg/L** 50-350 pg/L
Desipramina 10-500 pg/L 0,6-3,2 x Imipramina 10-500 pg/L
Maprotilina 100-250 pg/L 75-130 pg/L 75-130 pg/L
Trimipramina 10-250 pg/L 150-300 pg/L 10-300 pg/L

** Soma do medicamento e do metabdlito
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9 Fatores de conversao
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A seguinte tabela contém os fatores de conversdo entre concentracdes em massa e concentragoes
molares, e vice-versa. Os fatores de conversdo referem-se as substancias como bases livres.

Benzodiazepinicos:

Analito ng/L en nmol/L: nmol/L en ng/mL
Alprazolam X 3,2386 x 0,3088
Bromazepam x 3,1630 x 0,3162
Clordiacepéxido x 3,3360 x 0,2998
Clobazam x 3,3251 x 0,3007
Clonazepam x 3,1674 x 0,3157
Diazepam x 3,5119 x 0,2847
Flunitrazepam x 3,1920 x 0,3133
Nitrazepam x 3,5553 x 0,2813
Nordiazepam x 3,6939 x 0,2707
Oxacepam x 3,4877 x 0,2867

Antidepressivos triciclicos:

Analito ng/L en nmol/L: nmol/L en ng/mL
Amitriptilina X 3,6048 x 0,2774
Clomipramina x 3,1760 x 0,3149
Clozapina x 3,0597 x 0,3268
Desipramina x 3,7539 x 0,2664
Doxepina X 3,5793 x 0,2794
Imipramina X 3,5661 x 0,2804
Maprotilina X 3,6048 x 0,2774
Norclomipramina X 3,3241 x 0,3008
Norclozapina x 3,1969 x 0,3128
Nordoxepina X 3,7685 x 0,2654
Nortriptilina X 3,7967 x 0,2634
Trimipramina X 3,3963 x 0,2944
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10 Armazenamento e validade dos reagentes

Os reagentes fechados tém validade até a data indicada no rotulo, enquanto sejam cumpridas as
condigdes de armazenamento indicadas no mesmo.

Condicoes de armazenamento:

Produto Armazenamento
Fase Movel +18 até +30 °C
Tampao de Equilibrio 1 +18 até +30 °C
Tampao de Equilibrio 2 +18 até +30 °C
Tampao de Lavagem +18 até +30 °C
Tampao de Eluicao 1 +18 até +30 °C
Tampao de Eluicao 2 +18 até +30 °C
Padrdo Interno +2 até +8 °C
Colunas de Clean Up de Amostra +18 até +30 °C
Padrao de Calibragdao em Plasma +2 até +8 °C
Controles de plasma, Nivel I e II +2 até +8 °C

Os reagentes tém de ser fechados e armazenados corretamente imediatamente apds seu uso. A
estabilidade é de um ano apds a data de abertura se ndao houver outra indicacdo, embora, nunca
além da data de validade indicada. Para o padrdo de calibracdo e os controles, ver os capitulos 5.2
e 5.3.

11 Descarte

A Fase Movel, Padrdo Interno, Tampdo de Equilibrio 1, Tampdo de Equilibrio 2. Tampdo de Lavagem,
Tampdo de Eluicdo 1 e Tampdo de Eluigdo 2, assim como os residuos das amostras preparadas contém
solventes orgdnicos. Descartar os residuos no contéiner para solventes organicos ndo halogenados. Os
residuos ndo devem ser descartados junto com os residuos domésticos. Ndo devem ser descartados no
esgoto. Eliminar conforme a Normativa sobre os residuos 2008/98/CE, assim como as normativas
nacionais y regionais. Deve-se garantir que somente o pessoal autorizado tenha acesso aos recipientes
coletores.
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12 Exemplos de cromatogramas

12.1 Cromatograma dos benzodiazepinicos
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12.2 Cromatograma dos antidepressivos triciclicos
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12.3 Cromatograma da amostra de um paciente
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12.4 Cromatograma de um padrao de calibracao de clozapina/
norclozapina com o padrao interno 49041
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13 Interferéncias conhecidas

Ter em consideracao, por favor:

Ao tomar clobazam, no cromatograma dos benzodiazepinicos aparece adicionalmente o
metabdlito norclobazam (faixa esperada: 1000-3000 ng/mL aprox.) com um tempo de retencao de
11 min. Em caso de que se estivesse administrando a extremamente inusual combinacdo de
farmacos clobazam + clonazepam, isto provocaria erros na analise do clonazepam!

Nas amostras que também contém o antiepiléptico carbamazepina, é possivel que no
cromatograma dos benzodiazepinicos o padrdo interno aumente consideravelmente devido a
carbamazepina (varias vezes sua altura de pico normal). Tendo em conta as propor¢des entre 0s
tamanhos de pico que sdo esperadas, esta interferéncia se identifica inequivocamente como tal.
Neste caso, avalie a medicdo por meio de uma “calibracdo externa” (sem integrar o padrdo
interno).

Ao tomar flurazepam, no cromatograma dos benzodiazepinicos aparece adicionalmente o
metabdlito desalquilflurazepam (faixa esperada: 30-80 ng/mL aprox.) com um tempo de retencao
de 14 min, y pode interferir na analise do flunitrazepam. No cromatograma dos antidepressivos
triciclicos aparece neste caso um pico entre a clozapina e a nordoxepina. Este pico ndo interfere na
analise dos antidepressivos triciclicos.

Nos pacientes com um nivel muito alto de clozapina, é possivel que no cromatograma dos
antidepressivos triciclicos apareca o metabdlito clozapina-N-6xido (tempo de retencdo 6 min
aprox.).

O metabdlito desmetil-trimipramina da trimipramina aparece no cromatograma dos antidepressivos
triciclicos em um tempo de retencdo de 14,5 min aprox. e pode se introduzir no pico da
amitriptilina.

Se as amostras também contém o neuroléptico aripiprazol, a nortriptilina pode aumentar no
cromatograma dos antidepressivos triciclicos.

Nas amostras que também contém o antidepressivo triciclico protriptilina, o sinal da desipramina
pode ficar oculto e, portanto, a determinagdo deste analito pode estar alterada.

Se tiver dlvidas sobre as interferéncias, contate nosso servico externo ou diretamente ao servico de
atencdo ao cliente da Chromsystems, tanto ligando a nosso telefone +49 89 18930-111 como enviando
um correio eletronico a support@chromsystems.com.
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14 Problemas e solugoes

Problema

A linha de base oscila

Linha de base irregular

Picos parasitas

Picos largos, caudas

Picos duplos

Sem picos

Diminuicdo na
sensibilidade

Causa possivel

A lampada do detector ainda esta
fria

Lampada do detector gasta

0 sistema ainda ndo esta equilibrado

Variagdao de temperatura

A velocidade do fluxo ndo
€ constante

Bomba de HPLC
Ar no sistema

Célula do detector suja

Ar no sistema

Impurezas no injetor
Vials do injetor automatico

sujos
Sistema de injecdo sujo

Coluna de HPLC contaminada

Coluna de HPLC gasta

Volumes mortos nas
conexoes

Volume morto na coluna de
HPLC

O injetor tem vazamentos

Lampada do detector gasta

Célula do detector suja

Valvula do injetor danificada

CHROMSYSTEMS

Reparo

Esperar

Trocar a lampada

Injetar varias vezes o padrao de

calibragdo, até obter dois
cromatogramas consecutivos
idénticos

Usar um forno para colunas.

Verificar a bomba

Verificar a bomba (ar,
estanqueidade)

Degaseificar (purgar) o aparelho de
HPLC

Limpar a célula do detector

Desgaseificar (purgar) o aparelho
de HPLC

Limpar o injetor

Usar vials novos o limpa-los com
metanol

Limpar com metanol, ou injetar
10 vezes Fase Mével

Trocar a coluna

Renovar a coluna

Renovar as conexdes

Renovar a coluna

Verificar o injetor

Trocar a lampada

Limpar a célula

Verificar o injetor
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Problema

Tempos de retencdo
modificados

Sem sinal
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Causa possivel

Variacao da temperatura

Velocidade de fluxo irregular

0 sistema ainda nao esta equilibrado

Conexao inexistente ou defeituosa
com o integrador/registrador

Lampada do detector
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Usar um forno para colunas

Verificar a bomba de HPLC e
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Verificar a alimentagdo da corrente;
se necessario, trocar a lampada
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Anexo I Preparo automatizado de amosiras com
Gilson® ASPEC™

ASPEC™-Racks

O programa de Chromsystems ASPEC™ para benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos em soro/plasma
precisa dos seguintes racks de amostras e de reagentes:

— Rack de amostras, cddigo 28
— Solvent Rack, cédigo 61
— DEC Racks moveis, cddigo 101 (max. 3 unidades) com seus correspondentes Collect Racks e vials

coletores

Ocupacdo das racks

Reagente Suporte Posicao\
Amostras REEC 1-107
amostras
Padrio Interno (49004/A) Rges 108
amostras
- I Suporte de
Tampao de Equilibrio 1 (49005/A) 109
solventes
- I Suporte de
Tampao de Equilibrio 2 (49006/A) 110
solventes
= I . , Suporte de
Tampao de Eluigao 1 (49009/A) para benzodiazepinicos solventes 111
Tampao de Eluicdo 2 (49010/A) para antidepressivos Suplort;tde 112
triciclicos* SOIVENES
Colunas de Clean Up de Amostra (49008/A) Suporte(s) DEC 113-220
;o ” Suporte(s) segundo o numero
ULlees verdes (evlEs) coletor(es) de cartuchos SPE
Tampado de Lavagem (49007/A) Deposito

* N3o € necessario quando se analisam benzodiazepinicos!

Antes de comecar uma sequéncia de analise é necessario lavar manualmente o diluidor com o liquido do
deposito (Comando do menu: MANUAL - Prime dilutor)!
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Volume necessario de reagentes:

Para cada amostra sdo necessarios 0s seguintes volumes de reagentes:

Reagente Volume

Padrdo Interno (49004/A) 100 pL

Tampao de Equilibrio 1 (49005/A) 1 mL

Tampao de Equilibrio 2 (49006/A) 1 mL

Tampao de Eluicdo 1 (49009/A) 0,45 mL
Tampao de Eluicdo 2 (49010/A) * 0,45 mL
Tampao de Lavagem (49007/A) 2 dic?;rlgal ;m(qlg\a;g:idade

* Ndo é necessario quando analisados benzodiazepinicos!

Cada uma das garrafas ASPEC™ de reagentes devem conter, no minimo, o volume do reagente necessario
para o nimero de amostras que vao ser processadas mais um volume de 30 mL adicional. Selas as garrafas
com um fechamento adequado para evitar que os componentes organicos do tampao evaporem,

Principio do programa ASPEC™

Antes de iniciar o programa ASPEC™, pipetar manualmente de maneira exata 1 mL de soro/plasma no
correspondente recipiente (de vidro) e coloca-lo na posicdo correspondente do rack de amostras.

ASPEC™ realizara toda o preparo das amostras (misturar a amostra com padrdo interno, SPE com todos os
passos de lavagem e eluigdo). Os eluatos preparados com este método podem ser injetados diretamente
no sistema de HPLC.

O disquete ASPEC™ contém 4 programas:

Arquivos de programa "BZD" / "TCA™:

O ASPEC™ deve estar corretamente conectado ao sistema de HPLC! Estes arquivos de programa controlam o
preparo de amostras de benzodiazepinicos (BZD) e antidepressivos triciclicos (TCA). Os eluatos preparados sdo
injetados automaticamente no sistema de HPLC e se inicia a cromatografia. Durante a andlise, é preparada a amostra
seguinte.

O volume de injecdo é de 50 pL por padrdo, mas pode ser mudado caso necessario no ponto do programa
"INJECT" (# 14 BZD, # 16 TCA).

No ponto de programa "WAIT" (# 17 BZD, # 19 TCA) se coordenam os intervalos de injecdo com a
duragdo de cromatografia e o tempo de preparo de amostras; deve ser ajustado caso necessario.
Lembre-se que o tempo de preparo de amostras de benzodiazepinicos € ligeiramente mais curto que o
de antidepressivos triciclicos (entre 1 e 2 minutos).

Arquivos de programa "BZD_NI" / "TCA_NI":

ASPEC™ realiza o preparo de amostras para os benzodiazepinicos ("BZD_NI") ou os antidepressivos triciclicos
("TCA_NI"); as amostras ndo sdo injetadas no sistema HPLC!
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Requisitos de configuracao
Este programa requer um comando ASPEC™ mediante teclado.

Verificar os seguintes pontos no comando CONFIG do menu e ajusta-los, se necessario, a configuragao real do
aparelho ASPEC™.

Configuracao SAMPLER:

Model

Arm

Rinsing station depth: normalmente 80 mm
Rinsing station positions: A y/o B, C
Injection loop(s): Posicdo e volume
Calib. tubing volume

ID number

Configuracdo DILUTOR:
Tipo

Left syringe volume
Right syringe volume
Transfer tubing

ID number
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Anexo ll: Observagoes sobre as substancias perigosas

Prestar atencdo as seguintes observacOes sobre as substancias perigosas e tomar as medidas de

seguranca apropriadas.

Nossas fichas de seguranca contém informagdo adicional. Estas obtém-se sob

pedido ou podem ser baixadas de nosso site: www.chromsystems.com.

Pictogramas

Informacdes de risco e conselhos de prudéncia

Fase Movel (n° de artigo 49001, 49002)

Padrdes Internos (n°

Tampao de Equilibrio

®

<>

Risco

H225 Liquido e vapores muito inflamaveis.

H302+H312+H332 Nocivo em caso de ingestdo, contato com a pele ou inalagao.
H319 Provoca irritagdo ocular grave.

P210 Manter afastado do calor, de superficie quente, de faiscas, de chamas e de
qualquer outra fonte de ignigdo. Nao fumar.

P241 Utilizar um material elétrico, de ventilagdo ou de iluminacdo/antideflagrante.
P280 Usar luvas/roupas/dculos/mascara de protecdo.

P243 Tomar medidas de precaugdo contra descargas eletrostaticas.

de artigo 49004, 49041)

Risco

H226 Liquidos e vapores inflamaveis.

H301+H311+H331 Tdxico em caso de ingestdo, contato com a pele ou inalagao.
H370 Provoca danos no sistema nervoso central e os 6rgdos visuais.

P210 Manter afastado do calor, de superficie quente, de faiscas, de chamas e de
qualquer outra fonte de ignicdo. Nao fumar.

P280 Usar luvas/roupas/oculos/mascara de protecao.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: Ligar imediatamente a um CENTRO DE
INFORMACAO TOXICOLOGICA/médico

P302+P352 EM CASO DE CONTATO COM A PELE: Lavar com agua e sabdo
abundantes.

P403+P233 Armazenar em um lugar bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado.

1 (n° de artigo 49005)

Risco

H225 Liquido e vapores muito inflamaveis.

H301+H311+H331 Tdxico em caso de ingestdo, contato com a pele ou inalagao.
H370 Provoca danos no sistema nervoso central e os érgdos visuais.

P210 Manter afastado do calor, de superficie quente, de faiscas, de chamas e de
qualquer outra fonte de ignigdo. Ndo fumar.

P280 Usar luvas/roupas/oculos/mascara de protecao.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: Ligar imediatamente a um CENTRO DE
INFORMAGAO TOXICOLOGICA/médico

P302+P352 EM CASO DE CONTATO COM A PELE: Lavar com agua e sab&o
abundantes.

P403+P233 Armazenar em um lugar bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado.
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Pictogramas

Tampado de Equilibrio

7

Tampao de Lavagem

Z

Tampao de Eluicdo 1

O
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Informagdes de risco e conselhos de prudéncia

2 (n° de artigo 49006)

Atencao
H226 Liquidos e vapores inflamaveis.

P210 Manter afastado do calor, de superficie quente, de faiscas, de chamas e de
qualquer outra fonte de ignigdo. Nao fumar.

P241 Utilizar um material elétrico, de ventilacdo ou de iluminagao/antideflagrante.
P280 Usar luvas/roupas/dculos/mascara de protecdo.

P243 Tomar medidas de precaucdo contra descargas eletrostaticas.

(n° de artigo 49007)

Atencgao
H226 Liquidos e vapores inflamaveis.

P210 Manter afastado do calor, de superficie quente, de faiscas, de chamas e de
qualquer outra fonte de ignigdo. Nao fumar.

P241 Utilizar um material elétrico, de ventilagdo ou de iluminacdo/antideflagrante.
P280 Usar luvas/roupas/dculos/mascara de protegao.

P243 Tomar medidas de precaugdo contra descargas eletrostaticas.

(n° de artigo 49009)

Risco

H225 Liquido e vapores muito inflamaveis.

H302+H312+H332 Nocivo em caso de ingestdo, contato com a pele ou inalagao.
H319 Provoca irritagdo ocular grave.

P210 Manter afastado do calor, de superficie quente, de faiscas, de chamas e de
qualquer outra fonte de ignigdo. Nao fumar.

P241 Utilizar um material elétrico, de ventilacdo ou de iluminagdo/antideflagrante.
P280 Usar luvas/roupas/dculos/mascara de protecao.

P243 Tomar medidas de precaucdo contra descargas eletrostaticas.

Elution Buffer 2 (n° de pedido 49010)

Risco

H225 Liquido e vapores muito inflamaveis.

H301+H311+H331 Tdxico em caso de ingestdo, contato com a pele ou inalagdo.
H370 Provoca danos no sistema nervoso central e os 6rgdos visuais.

P210 Manter afastado do calor, de superficie quente, de faiscas, de chamas e de
qualquer outra fonte de ignigdo. Nao fumar.

P280 Usar luvas/roupas/éculos/mascara de protecao.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAOQ: Ligar imediatamente a um CENTRO DE
INFORMAGAO TOXICOLOGICA/médico

P302+P352 EM CASO DE CONTATO COM A PELE: Lavar com agua e sab&o
abundantes.

P403+P233 Armazenar em um lugar bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado.
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Estes elementos tém sido classificados como ndo perigosos de acordo a legislagdo da Unido Europeia:

Padrdes de Calibragcao em Plasma (n° de artigo 49003, 49031, 49032, 49033, 49034, 49035)
Controles em Plasma (n° de artigo 0051, 0052, 0053, 0054, 0055, 0056, 0057, 0061, 0062)

Anexo lll: Nota para o cdlculo manual

Para o calculo manual sdo necessarios os seguintes dados:

- Area de pico ou altura de pico da substancia A no = AAmostra
cromatograma da amostra

- Area de pico ou altura de pico da substancia A no = Apadrio
cromatograma do padrao de calibracao

«  Area de pico ou altura de pico do padrdo interno no = ElAmostra
cromatograma da amostra

- Area de pico ou altura de pico do padrdo interno no = Elpadréo
cromatograma do padrao de calibragdo

+  Concentracdo da substancia A no padrdo de = Cpadrso
calibracao

A concentracdo da substancia A na amostra (Camostra) se calcula da sequinte forma:

Aamostra X ElPadrao
Camostra [ng/ml] X Cradréo
Apadrdo X EIlAmostra
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Anexo IV: Dados de validacao

Dentro do marco da verificagdo de linearidade e da validagdo, foram adicionadas as amostras de
plasma e soro sem processar quantidades definidas de benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos
e foram processadas varias vezes.

Taxas de recuperacao:

A recuperacdo analitica foi determinada a partir das inclinacdes das linhas de calibracdo de varias amostras de
plasma e soro e de diluicdes de solucOes padrdo. A seguinte tabela mostra as taxas de recuperacdo de cada
uma das substancias:

Benzodiazepinicos:

Substancia Taxa; Idaes:::uF;:;gﬁo Taxassc‘lz,er ;elc::(l:/s:tleragéo
Alprazolam 122 92
Bromazepam 86 106
Clordiacepéxido 96 86
Clobazam 88 90
Clonazepam 97 97
Diazepam 86 81
Flunitrazepam 88 105
Nitrazepam 92 100
Norclobazam 97 102
Nordiazepam 93 102
Oxacepam 91 93
Trazodona 95 91
Internal Standard 87 107

Antidepressivos triciclicos:

Substancia Taxai ;:Iaes:ﬁ:uFoe/:?géo Taxasst::.’er ;eE:;E]eragéo
Amitriptilina 96 97
Clomipramina 97 102
Clozapina 105 107
Desipramina 105 103
Doxepina 101 103
Imipramina 105 104
Maprotilina 101 103
Norclomipramina 73 78
Norclozapina 104 103
Nordoxepina 107 106
Nortriptilina 104 104
Trimipramina 100 106
Internal Standard 103 89
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Linearidade/Limite de quantificacao inferior:
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O método se desenvolve linearmente a partir do limite de quantificagdo inferior (LLOQ) e durante
toda a faixa terapéutica, até, pelo menos, o limite superior indicado (ULOQ).

Benzodiazepinicos:

Limite de quantificacao

Intervalo linear

R [ng/::fg;:ox.* até pelo menos [ng/mL]
Alprazolam 4,5 65
Bromazepam 15 600
Clordiacepéxido 27 5000
Clobazam 9,0 2500
Clonazepam 2,0 250
Diazepam 7,0 3500
Flunitrazepam 1,5 250
Nitrazepam 4,5 540
Norclobazam 5,0 6000
Nordiazepam 5,0 2400
Oxacepam 12 2500
Trazodona 10 5000

Antidepressivos triciclicos:

Limite de quantificacao

Intervalo linear

Il [ng/;?l.f:rg::ox.* até pelo menos [ng/mL]
Amitriptilina 3,0 1000
Clomipramina 2,0 1000
Clozapina 5,0 2000
Desipramina 4,0 1000
Doxepina 19 1000
Imipramina 4,5 1000
Maprotilina 8,0 1000
Norclomipramina 3,0 1000
Norclozapina 8,5 2000
Nordoxepina 9,0 1000
Nortriptilina 3,0 1000
Trimipramina 2,5 1000

*Qs limites da analise dependem do detector utilizado!
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Reprodutibilidade intra-ensaio:
Os coeficientes de variagdo foram calculados para 3 concentracdes diferentes, processando varias

vezes (n = 10) a mesma amostra:

Benzodiazepinicos:

e e
ng/mL)

n=10 n=10 n=10
Alprazolam 3,5(11,8) 2,6 (75,2) 3,3 (42,3)
Bromazepam 1,7 (64,1) 1,1 (221) 1,5 (135)
Clordiacepéxido 2,9 (294) 1,6 (1759) 2,5 (1005)
Clobazam 1,4 (148) 1,5 (572) 1,9 (347)
Clonazepam 3,3 (25,1) 1,1(72,7) 3,0 (49,6)
Diazepam 3,9 (147) 3,4 (1445) 3,6 (860)
Flunitrazepam 2,7 (17,6) 2,4 (62,2) 3,9 (42,8)
Nitrazepam 1,6 (46,0) 1,3 (148) 4,5 (106)
Norclobazam 1,8 (1030) 1,1 (4415) 2,8 (2814)
Nordiazepam 2,3(83,1) 2,2 (897) 2,2 (515)
Oxacepam 3,8 (140) 2,3 (1452) 2,8 (833)
Trazodona 3,4 (441) 2,8 (2618) 3,1 (1323)
Antidepressivos triciclicos:
T g ] (o

n=10 n=10 n=10

Amitriptilina 0,8 (192) 1,0 (52,4) 1,3 (273)
Clomipramina 0,9 (171) 2,6 (42,1) 1,7 (222)
Clozapina 1,7 (473) 2,7 (83,5) 2,0 (677
Desipramina 0,8 (199) 1,1 (55,0) 1,2 (289)
Doxepina 1,4 (156) 2,9 (45,9) 1,4 (213)
Imipramina 0,7 (194) 0,7 (52,9) 1,2 (276)
Maprotilina 0,7 (205) 0,9 (56,2) 1,2 (281)
Norclomipramina 0,9 (180) 1,3 (55,9) 1,3 (286)
Norclozapina 2,2 (293) 3,5(87,9) 2,6 (440)
Nordoxepina 1,1(173) 1,7 (53,5) 1,4 (267)
Nortriptilina 0,7 (198) 0,9 (53,5) 1,2 (287)
Trimipramina 0,9 (167) 3,5 (42,0) 2,2 (210)
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Reprodutibilidade inter-ensaio:
A reprodutibilidade inter-ensaio foi determinada por meio de um processamento quintuplo e uma
medicdo das concentragdes dos analitos em trés pools ou concentrados de plasma, em 20 séries de

analises diferentes:

Benzodiazepinicos:

CHROMSYSTEMS

Coeficiente de variacao [%]

e (com uma concentraciao em
ng/mL)
n =100 n =100 n =100
Alprazolam 4,0 (12,7) 4,0 (80,7) 3,5(43,4)
Bromazepam 5,9 (62,3) 5,9 (211) 5,8 (135)
Clordiacepéxido 4,9 (290) 4,6 (1669) 4,3 (964)
Clobazam 4,5 (145) 3,8 (595) 3,4 (348)
Clonazepam 5,6 (23,2) 3,6 (76,1) 4,3 (49,1)
Diazepam 6,0 (123) 5,1(1431) 4,6 (836)
Flunitrazepam 5,8 (24,1) 5,8 (69,1) 6,0 (44,7)
Nitrazepam 5,7 (45,6) 3,4 (157) 3,4 (104)
Norclobazam 4,5 (1041) 4,7 (4164) 3,4 (2691)
Nordiazepam 5,5(78,9) 3,2 (900) 3,2 (513)
Oxacepam 5,7 (129) 4,6 (1405) 3,5 (807)
Trazodona 3,9 (472) 3,8 (2590) 4,9 (1378)
Antidepressivos triciclicos:
kot o gt L] (o
n =100 n =100 n =100
Amitriptilina 4,6 (55,6) 4,9 (286) 3,9 (194)
Clomipramina 5,3 (44,1) 4,5 (234) 2,9 (172)
Clozapina 5,8 (102) 3,6 (763) 2,8 (490)
Desipramina 3,1(60,4) 3,5 (309) 3,1 (203)
Doxepina 5,9 (57,8) 5,0 (230) 4,0 (161)
Imipramina 3,6 (55,3) 4,5 (282) 3,2 (195)
Maprotilina 3,5(60,2) 3,4 (297) 2,9 (207)
Norclomipramina 3,0 (58,6) 2,6 (299) 1,9 (180)
Norclozapina 5,0 (103) 5,9 (479) 4,7 (299)
Nordoxepina 3,7 (58,2) 3,6 (280) 2,8 (174)
Nortriptilina 2,8 (58,7) 3,1 (309) 2,1 (199)
Trimipramina 4,2 (44,3) 4,0 (228) 2,2 (168)
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