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1 Informagées para aquisicéo

N° do

artigo

22000/F

22000/HR

22001/F
22001/HR
22003
22004
22005
22005/HR
22006
3006

22100/F
22100/HR

15009
15010
18001
18022/FHR

Produto

Kit de Reagentes HPLC
Drogas Antiepilépticas em soro/plasma
FAST ELUTION

Para a andlise de:

CHROMSYSTEMS

carbamazepina, carbamazepina-10,11-epéxido, 10-hidroxicarbamazepina, etossuximida,

lamotrigina, fenobarbital, fenitoina, primidona e oxcarbazepina

Kit de Reagentes HPLC
Drogas Antiepilépticas em soro/plasma
HIGH RESOLUTION

Para a andlise de:

carbamazepina, carbamazepina-10,11-epéxido, 10-hidroxicarbamazepina, etossuximida,

lamotrigina, fenobarbital, fenitoina, primidona, sultiame, oxcarbazepina e zonisamida

Contetdo para 100 andlises:

Fase mével

Reagente de precipitacdo

Padrao Interno

Padrdo de Calibracéo em soro (liof.)
Solucdo tampdo de estabilizacdo
Colunas de preparacdo de amostras

Componentes disponiveis separadamente:

Fase mével, ELUICAO RAPIDA

Fase mével, ALTA RESOLUCAO

Reagente de precipitacdo

Padrao Interno

Padrdo de calibracdo em soro (liofilizado)
Padrdo de calibracdo de ALTA RESOLUCAO
Tampédo de estabilizacdo

Frascos de Reacdo

Acessdrios

Coluna para HPLC. ELUICAO RAPIDA. Equilibrada, com cromatograma

teste.

Coluna para HPLC. ALTA RESOLUCAO. Equilibrada, com cromatograma

teste.

Pré-filtro em PEEK, 5 um

Suporte para préiltro em PEEK

Suporte para cartucho de pré-coluna 4/10
Cartucho de pré-coluna 4/10
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1000 mL
5mlL

15 mL
5x1,0ml
10 mL

100 unidades

1000 mL
1000 mL
5mlL

15 mL
5x1mlL
5x1mlL

10 mL

100 unidades

1 peca
1 peca

5 pecas
1 peca
1 peca
1 peca



22005

22005/HR

0060
0060/HR
0160
0070
0070/HR
0170
0080
0180
0166

28005

0063

29004

0064

CHROMSYSTEMS

Calibrador e controles Chromsystems para medicamentos antiepilépticos em soro/plasma
Padréo de Calibracdo em soro 5x 1,0 mlL (liof.)
(carbamazepina, carbamazepina-10,11-epéxido, etossuximida,

lamotrigina, fenobarbital, fenitoina, primidona)

Padréo de Calibracéo em soro HIGH RESOLUTION 5x 1,0 mL (liof.)
(carbamazepinag, carbamazepina-10, 11-epéxido, etossuximida, lamotrigina,
oxcarbazepina, 10-hidroxicarbamazepina, sultiame, fenobarbital, fenitoina, primidona)

Controle em Soro, Nivel | 10 x 2,0 mL (liof.)
Controle em Soro, Nivel |, High Resolution 10 x 2,0 mL (liof.)
Controle em Soro, Nivel | 10 x 5,0 mL (liof.)
Controle em Soro, Nivel Il 10 x 2,0 mL (liof.)
Controle em Soro, Nivel Il, High Resolution 10 x 2,0 mL (liof.)
Controle em Soro, Nivel Il 10 x 5,0 mL (liof.)
Controle em Soro, Nivel lll 10 x 2,0 mL (liof.)
Controle em Soro, Nivel lll 10 x 5,0 mL (liof.)
Controle em Soro, Bi-nivel (I+ll) 2 x5x5,0ml (liof.)

Calibrador e controles Chromsystems para trileptal®, zonisamida em soro/plasma
Padréao de calibracéo em soro (liof.) 5x 1,0 mlL (liof.)
(oxcarbamazepina, 10-hidroxi-carbamazepina, zonisamidal)

Controle em soro, bi-nivel (I+11) 2 x5 x2,0mlL (liof.)
(oxcarbamazepina, 10-hidroxi-carbamazepina, zonisamida)

Calibrador e controles Chromsystems para sultiam, lamotrigina em soro/plasma

Padrdo de Calibracdo em soro, bi-nivel (I+11) 5x1ml
(sultiame, lamotrigina, carbamazepinal0, 11-epéxido, desmetilmesuximidal)
Controle em soro, bi-nivel (I+) 2x5x2,0ml (liof.)

(sultiame, lamotrigina, carbamazepinal0, 11-epéxido, desmetilmesuximida)
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2 Introducdo

A epilepsia é caracterizada pela ocorréncia repetfitiva crénica de ataques espontdneos, sem uma situacdo
desencadeante imediata para ataques individuais. Vdrios tipos diferentes de ataques tém sido classificados, cada
um requerendo um tratamento especifico. Apesar de a predisposicdo genética variar enormemente para essa
doenca, a possibilidade de sofrer de epilepsia existe em toda a populacdo. Fatores exégenos podem ocorrer nos
periodos pré, peri e pds-natal (acidente, trombose, tumor, meningite, etc). Cerca de 0,5 -0,6% da populacdo na
Alemanha sofre de epilepsia. Para a maioria desses pacientes, o tratamento com medicacdo anticonvulsivante
pode reduzir a incidéncia das crises ou até mesmo permitir que o paciente fique livre delas. Geralmente, o pré-
requisito para o efeito terapéutico positivo das drogas antiepilépticas é a colaboracdo do paciente através da
aderéncia ao tratamento médico.

Nos meados do século XIX descobriu-se o efeito anticonvulsivante do brometo de potdssio [1]. Subseqiientemente,
os efeitos anticonvulsivantes de vdrios componentes orgdnicos foram descobertos, dentre os quais o fenobarbital,
primidona, etossuximida, fenitoina e a carbamazepina que se tornaram medicamentos padrées no tratamento da
epilepsia. Em anos recentes, uma nova droga antiepiléptica, a lamotrigina, chegou ao mercado. Seu mecanismo
de acdo é baseado na estabilizacdo de canais de sédio nas membranas neurais.

Por mais de 20 anos, o monitoramento regular das concentracdes no sangue desses agentes antiepilépticos tem
sido um importante componente da terapia. Além disso, hd indmeras razées para o monitoramento rotineiro dos
niveis de drogas antiepiléticas no soro de pacientes:

1. Para garantir que o medicamento esteja sendo tomado regularmente pelo paciente (aderéncia).

2. Para garantir que os niveis das drogas estejom dentro da chamada “faixa terapéutica”. Uma vez que o
tratamento da epilepsia perdura ao longo da vida, o monitoramento da medicacdo de uso continuo é
importante para evitar niveis associados a sérios efeitos colaterais ou toxicidade. Por outro lado, no caso de
resisténcia & terapia, também é importante estabelecer se o nivel da droga no plasma néo se encontra muito
baixo para exercer seu efeito anticonvulsivante.

3. Outras doencas e/ou medicamentos podem fazer com que a droga antiepiléptica esteja fora da faixa
terapéutica desejada. Distirbios funcionais dos rins tém grande influéncia no metabolismo das drogas
antiepilépticas.

4. O monitoramento é especialmente importante nos casos de alteracdo da dosagem de drogas como a fenitoina,
para qual a cinética do metabolismo é ndo-linear (Michaelis-Menten). Para esse agente, é absolutamente
essencial o ajuste de dosagens individuais para cada paciente visto que a “saturacdo do figado” pode ser
atingida e aumentos pequenos na dose como Y4 ou 2 comprimido, podem causar elevacdes drdsticas nos
niveis de fenitoina [3].

Andlise cromatogréfica de drogas antiepilépticas

Até recentemente, os métodos imunolégicos eram os mais empregados na rotina dos laboratérios clinicos para
medir a concentracdo de drogas antiepilépticas no soro. A vantagem desses métodos estd na simplicidade e
relativa velocidade, contudo, uma grave desvantagem é a freqiente especificidade inadequada dos anticorpos
com os metabdlitos das drogas e com as préprias drogas presentes no plasma.

Apesar dos laboratérios de pesquisas farmacolégicas virem utilizando hé muito tempo os procedimentos
cromatogrdficos para a determinacdo de drogas antiepilépticas, gracas ao desenvolvimento de kits analiticos
completos, este método estd sendo crescentemente utilizado nos laboratérios clinicos. Devido & simplicidade no
preparo da amostra e & separacdo de metabdlitos termoldbeis, a andlise por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) tem se mostrado especialmente confidvel para a determinacdo de drogas antiepilépticas no soro. Isto é
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particularmente  verdadeiro no caso da carbamazepina-10,11-epéxido (CBZ-EPO), um metabdlito da
carbamazepina (CBZ) que provavelmente contribui na acdo terapéutica e efeitos colaterais da CBZ. Embora a
concentracdo de CBZ no plasma seja substancialmente maior do que a concentracdo do CBZ-EPO nos casos de
mono-medicacdo, a concentracdo do metabdlito pode exceder claramente a da CBZ nos casos de co-medicacéo
[4]. Isso pode resultar em efeitos colaterais substanciais, particularmente em criancas [5].

Os outros principais metabélitos da carbamazepina, o 10,11-dihidro-10,11-dihidroxicarbamazepina (DIOL) e o 2-
etil-2-fenilmalondiamida (PEMA), que, junto com o fenobarbital, aparecem durante a transformacdo metabélica da
primidona, n&o sdo de importdncia direta na terapia da epilepsia. Entretanto, um aumento significante na
concentracdo de PEMA (2-5 vezes maior do que a da primidona) pode indicar um distirbio funcional dos rins. De
qualquer forma, a andlise por HPLC deve garantir que o metabdlito PEMA é separado adequadamente da
primidona e da etossuximida, | que a presenca destes no plasma é inevitdvel nas terapias com primidona ou
carbamazepina.

Resumo

Como regra, o tratamento da epilepsia com medicamentos antiepilépticos é, para o paciente, uma questdo de
medicacdo continua e vitalicia. Portanto, é absolutamente essencial verificar regularmente, por meio de um método
analitico adequado, se as concentracdes séricas do fadrmaco anticonvulsivante estdo dentro da faixa terapéutica
desejada. Tanto a superdosagem — que pode levar a efeitos colaterais graves — quanto a subdosagem — em que
concentracdes terapéuticas eficazes ndo sdo alcancadas — devem ser evitadas.

A importancia do metabdlito clinicamente relevante da carbamazepina, tanto para a acdo terapéutica quanto para
os efeitos adversos, G é reconhecida hd algum tempo. Os métodos imunolégicos utilizados até agora para a
determinacdo de antiepilépticos ndo podem ser usados para dosar o carbamazepina-10,11-epdxido, pois ndo ha
anticorpos comercialmente disponiveis que sejam seletivos para esse metabélito. Na verdade, em muitos métodos
baseados em ligacdo por anticorpos, a reatividade cruzada entre o anticorpo e o metabdlito interfere na dosagem
da carbamazepina e, no caso de concentracdes elevadas de epédxido, resulta em erros considerdveis na medicéo
da concentracdo da carbamazepina. Com a HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), no entanto, tanto a
carbamazepina quanto o carbamazepina-10,11-epdxido — assim como outros antiepilépticos padrées— podem ser
separados, cromatografados e quantificados de forma precisa e individualizada.

Finalidade pretendida:

O kit de reagentes Antiepilépticos da Chromsystems para soro/plasma é um dispositivo de diagndstico in vitro
destinado ao uso em laboratérios clinicos para a deteccdo quantitativa de carbamazepina, carbamazepina-10,11-
epoxido, etossuximida, lamotrigina, oxcarbazepina, 10-hidroxicarbamazepina, fenobarbital, fenitoina, primidona,
sultiame e zonisamida em amostras de soro ou plasma humano através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Este teste destina-se ao monitoramento de pacientes em tratamento com um ou mais dos fédrmacos
antiepilépticos mencionados acima, servindo como auxilio para garantir que os niveis medicamentosos sejam
mantidos dentro da faixa terapéutica ideal.

Principio do kit de reagentes:
O preparo da amostra é baseado numa simples, mas eficiente etapa de precipitacdo. Para quantificar os analitos,
a cromatografia de alta velocidade (ELUICAO RAPIDA - FE, em menos de 5 minutos) e alternativamente a

cromatografia de ALTA RESOLUCAO (HR) estdo disponiveis.
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3 Sistema HPLC

‘ Atengédo: Ao utilizar os reagentes, favor verificar as informacées de seguranca contidas no capitulo 10.

3.1 Parémetros do equipamento

Para a andlise das drogas antiepilépticas é necessdrio um simples sistema isocrdtico de HPLC, equipado com
bomba, injetor e detector UV. Alternativamente podem ser realizadas cromatografias de ELUICAO RAPIDA (em
menos de 5 minutos) ou de ALTA RESOLUCAO. O uso de termostato na coluna pode evitar variacdes de
temperatura e melhorar a estabilidade da separacéo.

Ajustes do equipamento:

Amostrador automdtico: Volume de injecdo: 20ul

Tempo de corrida: ELUICAO RAPIDA: 5 min aprox.
ALTA RESOLUCAO: 22 min aprox.

Fluxo: ELUICAQ RAPIDA: 2,0mL/min
ALTA RESOLUCAO: 1,2mL/min

Temperatura da coluna: Ambiente (aproximadamente 25°C)

Detector UV: Comprimento de onda de 204nm

Solucdo de limpeza de agulha para o injetor: dgua/metanol = 90/10

3.2 Coluna HPLC

A coluna para HPLC, utilizada na andlise das drogas antiepilépticas, é fornecida equilibrada (pronta para uso) e
testada. N&o deve ser fratada com nenhuma outra solugdo antes do uso. O valor da pressdo de uma coluna nova,
em um fluxo de 1,2ml/min (ALTA RESOLUCAO) é de aproximadamente 160 (£15) bar. Com um fluxo de
2,0mL/min (ELUICAO RAPIDA), a presséo é de aproximadamente 170 (+15) bar. Estes valores de pressdo podem
aumentar com o tempo ou uso da coluna. Desde que a separacdo cromatogrdfica seja satisfatéria, variagées da
pressdo da coluna sdo irrelevantes. Para garantir o tempo mdximo de vida da coluna, deve ser utilizada uma pré-
coluna (n° art. 18001 e 18022).

Antes de comegar uma andlise:

1. Antes de instalar a coluna no sistema de HPLC, lavar o sistema com aproximadamente 50 mL de dgua/metanol
(50:50), seguidos de 30 mL de fase mével, em um fluxo de 1,2 mL/min ou 2,0 mL/min; injetar dgua grau HPLC
e fase mével vdrias vezes no sistema cromatogréfico.

2. Instalar a coluna e equilibrar o sistema com um fluxo de 1,2 mL/min ou 2,0 mL/min durante 15 - 20min, até que
a linha de base esteja estabilizada.

3. Injetar o padréo de calibracdo previamente preparados repetidas vezes, até que dois cromatogramas
sucessivos mostrem tempos de retencdo e drea/altura idénticos.

4. A partir deste momento, a fase mével pode ser recirculada.
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3.3 Shutdown

Caso o equipamento ndo seja usado por um periodo de até 3 dias, deixar a fase mével circulando através do
sistema em um fluxo baixo (0,2 mL/min) para prevenir cristalizacdo de sal nos selos da bomba. A coluna de HPLC
deverd permanecer conectada. Para aumentar o tempo de vida da ldmpada, o detector deve ser desligado.

Para periodos maiores sem utilizar o equipamento, desconectar e guardar a coluna de HPLC. Né&o é necessdrio
procedimento de lavagem da coluna. Armazene a coluna em fase mével a temperatura ambiente, bem selada. A
coluna deverd ser substituida por uma unido e o sistema lavado com cerca de 50mlL de dgua/metanol (50:50).

4 Separagdo Cromatogrdfica

Tempo de retencdo das substéncias analisadas e do padrdo interno nas separacées cromatogrdficas:

Analitos Elvigdio Rdpida Alta Resolucéo
Sultiame 2 3,8 min
Etossuximida 1,2 min 4,2 min
Zonizamida 1,3 min 4,6 min
Primidona 1,4 min 5,1 min
Lamotrigina 1,8 min 6,9 min
10-OH-Carbazepina 2,0 min 7,6 min
Fenobarbital 2,0 min 8,0 min
Carbamazepina-epéxido 2,3 min 9,0 min
Oxcarbazepina (sin. oxcarbamazepina) 2,7 min 11,1 min
Padréo interno 3,5 min 14,5 min
Fenitoina 4,1 min 17,9 min
Carbamazepina 4,8 min 19,4 min

Em amostras de pacientes submetidos & terapia com carbamazepina, o metabdlito 10,11-dihidro-10,11-
dihidrocarbamazepina (DIOL), terapeuticamente inativo, poderd aparecer adicionalmente em 6.0 min e 1.6 min
nos cromatogramas Alta Resolucdo e de EluicGo Rdpida respectivamente. Contudo, este pico é
cromatograficamente bem separado dos picos de outras drogas antiepiléticas.

No caso de uma combinacdo muito rara de primidona e sultiame, o metabdlito 2-etil-2fenilmalondiamida (PEMA)
pode afetar a quantificacdo do Sultiam devido & sobreposicdo de picos.

Se for usado um novo lote da fase mével ou se a coluna HPLC for reposta, os tempos de retencdo podem sofrer
pequenas alteracdes. Portanto, os tempos de retencdo devem ser ajustados adequadamente.
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5 Preparacdo da amostra

Atencéo:
Ao utilizar os reagentes, favor verificar as informacdes de seguranca contidas no capitulo 10.

5.1 Coleta e armazenamento de amostras de pacientes

Deverd ser utilizado soro ou plasma para a andlise. As amostras devem ser mantidas refrigeradas durante o
transporte. Os seguintes tempos sdo recomendados para a coleta das amostras:

Etossuximida: Durante o intervalo de aplicacéo.

Fenobarbital: Durante o intervalo de aplicacéo.

Lamotrigina: -

Fenitoina: Durante o intervalo de aplicacéo.

Primidona: Méximo 2 - 4 horas apés a Gltima ou imediatamente antes da préxima administragéo.

Carbamazepina: Méximo 6 - 18 horas apés a Gltima ou imediatamente antes da préxima administracéo.

Esses tempos sdo recomendados somente para terapias controladas. Na suspeita de qualquer abuso, analisar o
sangue imediatamente [5].

Nota: E da responsabilidade de cada laboratério utilizar todas as referéncias disponiveis e/ou os seus préprios
estudos para determinar critérios de estabilidade especificos para o seu laboratério.

5.2 Reconstituicdo do padréo de calibragéo

Os padrées de calibracdo (n° art. 22005, 22005/HR, 28005, 29004) s&o rastredveis a substéncia de referéncia
adquirida de fornecedor certificado. Apés a reconstituicdo o padréo de calibracdo é submetido a todo o
procedimento de preparacdo das amostras, como se fosse uma amostra de paciente deverd ser utilizado para
calibrar o sistema de HPLC. Para reconsfituir o padrdo de calibragdo liofilizado, pipetar exatamente 1,0 mL de
dgua destilada para o frasco. Deixar o frasco em repouso & temperatura ambiente por aproximadamente 10
minutos para permitir a completa reconstituicdo, homogeneizando gentil e ocasionalmente. O valor atual de
concentracdo depende do lote e serd encontrado no folheto de informacdes que acompanha o padréo.

Atengdo: Este produto foi fabricado a partir de um pool de soro humano testado e considerado né&o reativo contra
anticorpos HIV 1+2, DNA de HIV, HCV e HBV (PCR), antigeno HBs, anticorpos HBc, anticorpos HCV e por TPHA.
Devido ao facto de ndo existir nenhum método de ensaio que dé garantia absoluta de que os produtos que contém
materiais de origem humana estardo isentos de agentes infecciosos, deve ser tido em conta um possivel perigo de
infeccdo. Este produto também pode conter agentes desconhecidos ou outros patégenos para os quais ndo existem
testes aprovados. Recomendamos, portanto, considerar todos os produtos que contenham material de origem
humana como potencialmente infecciosos. Como consequéncia, tenha o mesmo cuidado no manuseamento deste
produto e no manuseamento de amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do padrdo reconstituido:
O padrdo reconstituido é estavel por até 2 semanas se mantido fechado, protegido da luz e refrigerado entre 2 e
8°C. Para periodos maiores de armazenamento (no méximo 3 meses), fracionar e congelar a -18°C.
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5.3 Reconstituicdo dos controles

Depois de reconstituidos, os controles (n°® art. 0060, 0160, 0070, 0170, 0080, 0180, 0166, 0188, 0063 e
0064) devem ser submetidos a todo o procedimento de preparacdo das amostras, como se fossem uma amostra
de paciente. Para reconstituir o controle liofilizado, pipetar exatamente 2,0 ml ou 5,0 mlL (favor ver o rétulo) de
dgua destilada no frasco. Deixar o frasco em repouso & temperatura ambiente por 10 - 15 minutos para permitir a
completa reconstituicdo, homogeneizando gentil e ocasionalmente. Evite exposicdo a luz solar direta. O valor
atual de concentracdo depende do lote e serd encontrado no folheto de informacdes que acompanha o controle.

Atencdo:

Este produto foi fabricado a partir de um pool de soro humano testado e considerado ndo reativo contra
anticorpos HIV 1+2, DNA de HIV, HCV e HBV (PCR), antigeno HBs, anticorpos HBc, anticorpos HCV e por TPHA.
Devido ao facto de ndo existir nenhum método de ensaio que dé garantia absoluta de que os produtos que contém
materiais de origem humana estardo isentos de agentes infecciosos, deve ser tido em conta um possivel perigo de
infeccdo. Este produto também pode conter agentes desconhecidos ou outros patégenos para os quais ndo existem
testes aprovados. Recomendamos, portanto, considerar todos os produtos que contenham material de origem
humana como potencialmente infecciosos. Como consequéncia, tenha o mesmo cuidado no manuseamento deste
produto e no manuseamento de amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do controle reconstituido:
O controle reconstituido é estdvel por até 2 semanas se mantido fechado, protegido da luz e refrigerado entre 2 e
8°C. Para periodos maiores de armazenamento (no méximo 3 meses), fracionar e congelar a -18°C.

5.4 Procedimento de preparagdo das amostras

1. Num frasco de reacdo pipetar 100 plL de soro/plasma (calibrador, controles, amostras) e 150 plL de Padréo
Interno, homogeneizar brevemente

Adicionar 50 plL do Reagente de Precipitacdo, agitar por 1 min (vértex)

Centrifugar por 10 - 15 min a 13.000 rpm

Misturar 100 plL do sobrenadante com 100 plL do Tampéo de Estabilizacdo

Injetar 20 pL da mistura no sistema HPLC.

A precis@o e exatiddo das andlises deverdo ser monitoradas pela incluséo de controles adicionais em cada
corrida analitica.

cCObhwbd

5.5 Estabilidade das amostras preparadas

As amostras podem ser mantidas refrigeradas (2° a 8°C) por aproximadamente 1 semana. Para periodos maiores
de armazenamento (maiores de 14 dias), congelar e armazenar a -18°C.
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6 Aquisicdo e avaliagéo de dados

6.1 Calibracdo do sistema de andlise

As concentracées de drogas antiepiléticas no padréo de calibracéo dependem do lote e poderdo ser encontradas
no folheto de informacées que acompanha o padréo.

Antes de iniciar a andlise quantitativa das amostras dos pacientes, é recomenddvel que um cromatograma de
calibracd@o, contendo todas as substéncias de interesse, seja rodado. Para esse propdsito, injete o padrdo de
calibracdo preparado repetidamente no sistema, até que dois cromatogramas sucessivos mostrem tempos de
retencdo, resolucdo e drea/altura de picos praticamente idénticos. Estes cromatogramas podem ser utilizados para
ajustar corretamente os pardmetros de integracdo. O cromatograma do dltimo teste de injecdo é utilizado para
calibrar o sistema de avaliacdo (Software PC, integrador).

Insira os tempos de retencdo obtidos e as concentracdes (ver folheto de informacdes) do padréo na tabela de
andlise:

Pico n° Substéncia analisada ELUCAO ALTA Concentracdo
RAPIDA | RESOLUCAO

1 Sultiame - 3,8 min Folheto de informacdio
2 Etossuximida 1,2 min 4,2 min Folheto de informacdo
3 Primidona 1,4 min 5,1 min Folheto de informacdo
4 Lamotrigina 1,8 min 6,9 min Folheto de informacdio
5 10-OH-Carbazepina 2,0 min 7,6 min Folheto de informacdo
6 Fenobarbital 2,0 min 8,0 min Folheto de informacdo
7 Cabamazepina-10, 1 1-epéxido 2,3 min 9,0 min Folheto de informacdo
8 Oxcarbazepina (sin. oxcarbamazepinal) 2,7 min 11,1 min Folheto de informacdo
9 Padréo Interno 3,5 min 14,5 min 1

10 Fenitoina 4,1 min 17,9 min Folheto de informacdio
11 Carbamazepina 4,7 min 19,4 min Folheto de informacdo

Para garantir que nem o calibrador nem as condicdes do HPLC (tempo de retencdo, efc.) tenham mudado durante
a andlise, o padrdo preparado deve ser injetado durante a anélise e novamente no final.
Para avaliacdo dos resultados selecione “método por padréo interno”.

6.2 Quantificagdo por Padréo Interno

O uso de um padréo interno permite que potenciais perdas durante o preparo da amostra sejam compensadas.
Uma quantidade conhecida de padréo interno é adicionada em cada amostra (padrdo de calibracdo, controles,
amostra de paciente). Uma vez que a mesma quantidade de padrdo interno adicionada ao padréo de calibragdo
e as amostras de pacientes é mesma, a concentracdo do padrdo interno pode ser inserida como “1”.
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7 Controle de Quadlidade

A exatid@o e precisdo das andlises podem ser monitoradas pela incluséo de controles adicionais em cada corrida
analitica (n® art. 0060, 0160, 0070, 0170, 0080, 0180, 0166, 0188, 0063, 0064).

Se a andlise dos controles fornecer resultado fora do intervalo que consta no folheto de informacées, o sistema
deve ser checado e, se necessdrio, recalibrado.

8 Nivel terapéutico das drogas antiepilépticas

Os intervalos de referéncia terapéuticos indicados sdo guias baseados na literatura. Eles podem diferir de outros
dados publicados. Como os niveis variam de acordo com a populacdo de pacientes e o método de medicdo, é
necessdrio determinar intervalos terapéuticos especificos para o seu laboratério. Ao estabelecer esses intervalos,

certifique-se de cumprir os requisitos nacionais locais.

Referéncia

Andlito
[6] [7] [8] [9] [10]  [11] [12]
Carbamazepina 4-11 4-12 (20) 4-12 4-12 - 4-12 (12)¢ 412
10-OH- 336 10-35 (40) 335 13-35° 3-40 (45)° 12-36
carbamazepina _
. 515 % de Ver <23 0,29
Carbamazepina- - .
. carbamazepi  carbamazepina
10,11-epéxido .
na (equipotente)
Etossuximida 39-99 40-100 (120) 40-100 40-100 40-100 (160)°
Lamotrigina 3-13 3-15 (20) 2,5-15 3-14 2,515 314 1-6
Ver Ver metabélito  Ver Ver metabélito
metabélito ativo 10-OH-  metabdlito ativo  10-OH-
Oxcarbazepina ativo 10-OH- carbamazepina  ativo 10-OH- carbamazepin
carbamazepi carbamazepi aP
na na®
Fenobarbital 12-30 10-40 (50) 10-40 10-40° 15-40 15-40
Fenitoina 10-20 10-20 (25) 10-20 10-20 10-20 (20) 5-20
Dimidena 5.10 (25) 510 515 812 (15)
Suliame 10 2.8 (12) 13 (210 em 0,5-12,5 (12)
criancas)
Zerratel 10-38 10-40 (40) 10-40 1040 1040 1038 (40)b

@ TDM né&o recomendado/sem beneficio esperado ou publicagéo afirma que geralmente ndo é medido

b A publicagdo menciona limitagdes ao uso desses intervalos de referéncia, como a necessidade de mais estudos, restricdes para verificar

ades@o ou que a apresentacdo clinica deve ser priorizada.

< "Em muitos pacientes, a dose é adequadamente ajustada monitorando-se os efeitos clinicos. No entanto, o uso de outros anticonvulsivantes e

problemas de adesdo justificam o TDM."
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Q Fatores de conversdo

A seguinte tabela mostra os fatores de conversé@o da unidade de concentracdo de mg/L para pumol/L e de pl para
mg/L:

Analito mg/L para pmol/L pmol/L para mg/L
Carbamazepina x 4,23 x 0,236
Carbamazepina-epéxido x 3,96 x 0,252
Etossuximida x 7,08 x 0,141
Lamotrigina x 3,90 x 0,256
Fenobarbital x 4,31 x 0,232
Fenitoina x 3,96 x 0,252
Primidona x 4,58 x 0,218
Sultiam x 3,44 x 0,290
Trileptal x 3,96 x 0,252
Zonisamida x 4,71 x 0,212
10-Hidroxicarbamazepina x 3,93 x 0,254

10 Armazenamento e validade dos reagentes

Os reagentes ndo abertos podem ser ufilizados até a data de validade estabelecida no rétulo, desde que as
condicdes de armazenamento indicadas no mesmo sejam obedecidas.

Condi¢des de transportes dos reagentes:
Produto Condigdo
Kit de Reagente +18 a +30 °C

Desembale imediatamente os reagentes apés o transporte e armazene-os individualmente conforme indicado
abaixo:

Condicées de armazenamento dos reagentes:

Produto Condicdo
Fase mével +18 a +30 °C
Padrao Interno +2 a +8 °C
Reagente de precipitacdo +18 a +30 °C
Solucdo tampdo de estabilizacéo +2 a +8 °C
Padréo de calibracdo +2 a +8 °C
Soros controles, niveis | e |l +2 a +8 °C

Os reagentes devem ser fechados e armazenados nas condicées estabelecidas tdo logo sejam utilizados. Se nada
tiver sido previamente determinado, a validade de um reagente em uso deverd ser de 1 ano apds sua abertura,
ndo excedendo o seu respectivo prazo de validade. Para calibradores e controles, ver os capitulos 5.2 e 5.3 deste
manual.
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11 Descarte de residuos

Residuos Perigosos

As Fases Moéveis (ref. 22001/F, 22001/HR) e o Padréo Interno (ref. 22004) contém solventes orgénicos. O
Reagente de Precipitacdo (ref. 22003) contém solventes orgénicos e uma substéncia perigosa para o meio
ambiente. Descarte os residuos em um coletor para solventes organicos livres de halogénios.

Residuos de amostras de pacientes, amostras preparadas, Controlos de Soro (ref. 0060, 0160, 0070, 0170,
0080, 0180, 0166, 0063, 0064) e Padrées de Calibracdo de Soro (ref. 22005, 22005/HR, 28005, 29004),
assim como materiais de laboratério contaminados com material humano, devem ser coletados e descartados
como residuos potencialmente infecciosos.

Residuos perigosos ndo devem ser descartados com lixo doméstico nem lancados na rede de abastecimento de
dgua. O descarte deve seguir a Diretiva 2008/98/CE sobre Residuos e as normas nacionais e locais. Os
recipientes de residuos devem ser armazenados de forma adequada, com acesso restrito a pessoal autorizado.

Residuos Ndo Perigosos
O Tampado de Estabilizacdo (ref. 22006) e materiais de laboratério ndo contaminados néo sdo classificados como
perigosos. Descarte-os em conformidade com a Diretiva 2008/98/CE e as normas nacionais e locais.

12 Exemplos de cromatogramas

12.1 Cromatograma de eluigdo répida de um padréo de calibragéo em soro
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12.2 Cromatograma de alta resolucéo de um calibrador HR em soro
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12.3 Cromatograma de alta resolugdo de um padréo de calibragédo HR em soro,

com adicdo de Zonisamida
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13 Interferentes conhecidos

Nota:

- Amostras contendo o fdrmaco antiepiléptico felbamato (ex.: Felbatol®, faixa terapéutica 10-100 mg/I)
apresentam interferéncia grave no tempo de retencdo da primidona, tanto no cromatograma HR quanto no FE.
Devido a efeitos adversos graves (vdrios casos de morte por anemia apldstica e insuficiéncia hepdtica), o
felbamato possui aprovacdo limitada e raramente é prescrito.

- No caso da combinacdo muito rara de primidona e sultiame, o metabdlito da primidona 2-etil-2-
fenilmalondiamida (PEMA) pode afetar a quantificacdo do sultiame devido & sobreposicdo de picos.

- Quando benzoato de sédio é administrado para tratamento de hiperglicinemia ndo cetética, a cromatografia
com o Método de Alta Resolucdo (22000/HR) apresenta interferéncia por coeluicdo com intensidade muitas
vezes superior a do fenobarbital. O Método de Eluicdo Répida (22000/F) ndo é afetado por esta
interferéncia.

- Amostras contendo o antiepiléptico cenobamato apresentam interferéncia no tempo de retencdo do
metabélito carbamazepina-10,11-epéxido (tanto no HR quanto no FE). Em caso de comedicacdo com estas
substdncias, a amostra ndo deve ser avaliada.

- Na cromatografia de alta resolucdo, o dcido salicilico (metabélito ativo do écido acetilsalicilico) aparece no
cromatograma como um pico grande apés a eluicdo da primidona, podendo afetar a quantificacdo de

lamotrigina ou primidona, dependendo das concentracdes do dcido salicilico.

- Na cromatografia de eluicdo rdpida, o dcido salicilico elui no pico de injecdo e n&o interfere com nenhum
dos analitos.

14 Problemas e Solucdes

Problema Possivel causa Solucdo
Ruidos de linha de Ldmpada do detector ainda estd fria Esperar
base

Ldmpada do detector estd muito velha  Trocar a lémpada

Sistema ainda ndo estd em equilibrio Injetar repetidamente o padréo de calibracao,
até que dois cromatogramas sejam idénticos.

Variacdo de temperatura Usar forno para coluna
Fluxo inconstante Checar a bomba
Linha de base instdvel Bomba de HPLC Checar bomba (ar, vazamentos)
Ar no sistema Desgaseificar o Sistema de HPLC (purgar)
Célula do detector contaminada Limpar célula do detector
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Picos de interferéncia

Picos com cauda
(Tailing)
Picos duplos

Sem picos

Sensibilidade reduzida

Alteragdo nos tempos
de retengdo

Sem sinal

Alta press&o na coluna

Ar no sistema
Injetor contaminado

Amostrador automdtico contaminado

Sistema de injecdo contaminado

Coluna de HPLC contaminada
Coluna de HPLC muito velha

Volume morto nas juncdes e tubulacdes

Volume morto na coluna de HPLC
Vazamento no injetor

Ldmpada do detector envelhecida
Célula do detector contaminada

Vélvula de injecdo com defeito
Variacdes de temperatura

Fluxo irregular

Sistema ainda ndo estd em equilibrio

Conexdo com o integrador/software
com defeito ou interrompida

Ldmpada do detector
Pré-coluna envelhecendo

CHROMSYSTEMS

Desgaseificar o Sistema de HPLC (purgar)
Limpar injetor

Usar novos vials ou limpar os vials com
metanol

Limpar com metanol ou injetar fase mével 10x

Trocar a coluna
Renovar a coluna

Renovar juncées e tubulacdes

Renovar colunas
Checar injetor

Recolocar a ldmpada
Limpar a célula

Checar injetor
Usar forno para coluna

Checar bomba de HPLC
Ajustar o fluxo

Bombear a fase mével por cerca de 15
minutos através do sistema e injetar padrdo
repetidamente

Checar sinal do cabo e conexdo

Checar fornecimento de voltagem, trocar a
ldmpada se necessdrio
Trocar o cartucho da pré-coluna
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Apéndice | Informagdes sobre substéncias perigosas

As seguintes informacdes devem ser observadas e as respectivas medidas de seguranca deverdo ser adotadas.
Maiores informacdes podem ser obtidas nos respectivos folhetos de seguranca dos materiais
(www.chromsystems.com) ou mediante solicitacdo.

Produto Risco

Fase Mével (Répida eluicéo) Perigo

(artigo 22001/F)

H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.
H301+H311+H331 Téxico por ingestdo, contato com a pele ou
inalacdo.

H370 Provoca danos aos 6rgdos.

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas,
chamas abertas e outras fontes de ignicdo.

Proibido fumar.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: contacte imediatamente
um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS/médico.
P302+P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com
bastante dgua e sabdo.

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

Fase Mével (Alta Resolugéo) Perigo

(artigo 22001/HR)

HHG

H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.
H301+H311+H331 Téxico por ingestdo, contato com a pele ou
inalacdo.

H319 Provoca irritacdo ocular grave.

H370 Provoca danos aos 6rg&os.

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas,
chamas abertas e outras fontes de ignicdo.

Proibido fumar.

P241 Utilize equipamento eléctrico/de ventilacdo/de iluminacdo &
prova de explosdo.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAQ: contacte imediatamente
um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS/médico.
P302+P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com
bastante dgua e sabéo.

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

OO©
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Reagente de precipitacdo (artigo Perigo

22003)

H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.
H301+H311+H331 Téxico por ingestdo, contato com a pele ou
inalacdo.

H319 Provoca irritacdo ocular grave.

H370 Provoca danos aos 6rgéos.

H412 Nocivo para os organismos aqudticos com efeitos
duradouros.

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas,
chamas abertas e outras fontes de ignicdo.

Proibido fumar.

P301+P310 EM CASO DE INGESTAO: contacte imediatamente
um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS/médico.
P302+P352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: lavar com
bastante dgua e sabdo.

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

Padrao Interno (artigo 22004) Perigo

H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.

H302+H312+H332 Nocivo por ingestdo, contacto com a pele ou
inalacédo.

H319 Provoca irritacdo ocular grave.

& O®

P280 Usar luvas de protecdo/vestudrio de protecdo/protecdo
ocular/protecdo facial.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faiscas,
chamas abertas e outras fontes de ignicdo.

Proibido fumar.

P241 Utilize equipamento eléctrico/de ventilacdo/de iluminagdo &
prova de explos@o.

P243 Tomar medidas de precaucdo contra descargas estdticas.
Esses componentes ndo sdo classificados como perigosos de acordo com a legislagdo da Unido
Europeia:

Padrdes de calibracdo de soro (artigos 22005, 22005/HR, 28005, 29004)

Tampédo de estabilizacdo (artigo 22006)

Controles de soro (artigos 0060, 0160, 0070, 0170, 0080, 0180, 0166, 0188, 0063, 0064)

O®

Apéndice Il Notas sobre cdlculo manual

Para o cdlculo manual, os seguintes dados s&o requeridos:

Area/altura do pico da substdncia A no cromatograma da amostra = Ahmostra
Area/altura do pico da substéncia A no cromatograma do padréo de calibracgo = Apadrao
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Area/altura do pico do padréo interno no cromatograma da amostra = [Samostra
Area/altura do pico do padrdo interno no cromatograma do padrdo de = ISpadao
calibracéo

A concentracdo C da substéncia A no padréo de calibracdo = Cradrso

A concentrac@o Canglio,Amosra NG amostra é entdo calculada como a seguir:

CAnaIiro,Amosrra ( mg/l) = AAmosrru X |SPudrﬁo X CPcdrﬁo
APudrﬁo X |SAmostru

Apéndice Il Dados de Validagéo

Para verificar a linearidade e validar o método, as amostras de soro foram fortificadas com quantidades definidas
de medicamentos antiepilépticos. Mltiplas aliquotas destas preparacdes foram submetidas ao procedimento de
preparacdo.

Apéndice llla:  Dados determinados com cromatografia de ALTA RESOLUCAO

Recuperagdo

A recuperacdo andlitica foi determinada a partir da inclinacdo das curvas de calibracdo de amostras de
soro/plasma enriquecidas e solucdes padrdo diluidas. A tabela a seguir mostra as taxas de recuperacéo das
substancias individuais:

Analito Taxas de recuperagdo sérica (%) Taxas de recuperacédo plasmdtica (%)
Sultiame 85 88
Etossuximida 99 101
Zonisamida 88 89
Primidona 95 96
Lamotrigina 91 94
10-Hidroxicarbamazepina 85 86
Fenobarbital 95 97
Carbamazepina-epéxido 95 98
Oxcarbamazepina 84 84
Fenitoina 94 96
Carbamazepina 95 97
Padrao Interno 103 101
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A linearidade foi determinada aumentando as amostras de soro em vdrios intervalos. O limite inferior de
quantificacéo foi avaliado utilizando diluicdes pré-definidas de um Soro Controle Nivel | (0060, 0063/1, 0064/1).
O método mostra-se linear desde o limite de quantificacdo designado até o limite superior.

Andlito Limite de quantificagdo Limite linearidade
(mg/L) (mg/L)
Sultiame 0,7 50
Etossuximida 4,5 250
Zonisamida 0,3 100
Primidona 0,3 40
Lamotrigina 0,3 30
10-Hidroxicarbamazepina 2,0 40
Fenobarbital 0.6 150
Carbamazepina-epéxido 0,2 40
Oxcarbamazepina 0,6 50
Fenitoina 0,3 50
Carbamazepina 0,3 50

Precisdo infra-ensaio

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

Analito Coeficiente de variagdo (%), n = 8 / (Concentragdo mg/L)
Sultiame 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 1,1 (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

Precis@o inter-ensaio

A determinacéo da precisdo interensaio foi realizada limpando amostras de trés conjuntos de soro cinco vezes e

determinando as concentracdes do analito em 20 séries de testes diferentes:

Analito Coeficiente de variagdo (%), n = 100 / (Concentragdo mg/L)
Sl 3,3 (4.,61) 3,6 (11,3) 29(7.91)
Etossuximida 2,6 (45,9) 3,6 (84,9) 5,0(117)
Zonisamida 3,1(12.5) 3,0 (49,5) 3,5 (26,8)
Fimidems 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 (7,55) 3,0 (24,7) 3,3 (16,3)
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Fenobarbital 3,0 (9,47) 2,6 (39.0) 3,0 (48,9)
Carbamazepina-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)

Apéndice lllb:  Dados determinados com cromatografia de RAPIDA ELUICAO

Recuperacdo

A recuperacdo analitica foi determinada a partir da inclinagdo das curvas de calibracdo de soro enriquecido,
amostras de plasma e solucdes padrdo diluidas. A tabela a seguir mostra as taxas de recuperacé@o das substancias
individuais:

Analito Taxas de recuperagdo sérica (%) Taxas de recuperacédo plasmdtica (%)
Etossuximida 106 107
Primidona 111 109
Lamotrigina 111 111
Fenobarbital 107 106
Carbamazepina-epéxido 109 108
Fenitoina 111 110
Carbamazepina 112 110
Padrao Interno 107 114

Linearidade/ limite de quantificagdo

A linearidade foi determinada aumentando as amostras de soro em vdrios intervalos. O limite inferior de
quantificacdo foi avaliado utilizando diluicdes pré-definidas de um Soro Controle Nivel | (0060). O método mostra-
se linear desde o limite de quantificacdo designado até o limite superior.

Andlito Limite de quantificagdo Limite linearidade
(mg/1) (mg/L)
Etossuximida 2,7 250
Primidona 1,0 40
Lamotrigina 0,2 30
Fenobarbital 0,6 150
Carbamazepina-epéxido 0,2 40
Fenitoina 0,5 50
Carbamazepina 0,3 50

Precisdo intra-ensaio
A determinacdo da precis@o intra-ensaio foi feita a partir da média de mdltiplos preparos (n = 10) e determinacdo
do analito na mesma amostra em trés diferentes concentracdes.
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Analito Coeficiente de variagéo (%), n = 10 / (Concentragéo mg/L)
Etossuximida 2,6 (41,7) 1,9 (86,2) 2.4 (103)
e 2.1 (3,82) 2.1 (16,1) 2.5 (24.6)
Lamotrigina 2,4 (2,21) 1,9 (8,44) 4.0(11.8)
Fenobarbital 2,3 (8,59) 1,9 (38,3) 2.3 (47.1)
Carbamazepina-epéxido 2,2 (1,65) 2,4 (4,78) 2.3 (6.79)
Fenitoina 2,6 (4,69) 2,1(19,8) 3.3 (28.5)
Carbamazepina 2,4 (4,45) 2,8 (14,7) 2.5(18.9)

Precis@o inter-ensaio
A determinacdo da precisdo interensaio foi realizada limpando amostras de trés conjuntos de soro cinco vezes e
determinando as concentracées do analito em 20 séries de testes diferentes:

Precisdo inter-ensaio (n = 20) Coeficiente de variagdo (%) / (Concentracdo mg/L)

Etossuximida 5.2 (43.9) 4.0 (82.4) 4.4(112)
Primidona 5.9 (4.66) 5.2 (18.5) 5.7 (28.4)
Lamotrigina 4.9 (2.60) 5.4(10.2) 5.9 (14.8)
Fenobarbital 4.6 (8.84) 4.3 (37.9) 5.0 (47.5)
Carbamazepina-epdxido 4.3 (1.76) 5.9 (5.38) 5.5 (7.76)
Fenitoina 6.0 (4.44) 2.5(18.9) 4.5(29.2)
Carbamazepina 3.5 (4.33) 5.6 (14.5) 5.5(19.9)
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