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RESUMO

Refere-se a monitorizagdo de niveis plasmdticos de farmacos como um instrumento valioso para assegurar
uma terapia com o mdximo de eficdcia e o minimo de efeitos toxicos, de maneira individual, uma vez que
os efeitos terapéuticos e taxicos sdo melhores relacionados a concentragdo plasmdtica do que a dose
administrada. Os métodos analiticos fregiientemente utilizados na determinagdo e quantificagdo dos
anticonvulsivantes sao a cromatografia em fase gasosa (CG), a cromatografia liguida de alta eficiéncia
(CLAE) ¢ as técnicas de imunoensaio (1FP). Realizou-se a determinagdo de primidona (PRD). fenobarbital
(FNB); fenitoina (IFNT),; carbamazepina (CBZ) e carbamazepina epoxido (CBZe) nas amosiras de plasma
liofilizado através de CG. CLAE e [FP e comparou-se os resultados obtidos pelos métodos utilizados a fim
de verificar se hd concordanciaentre os mesmos. A comparagdo foirealizada frente aos resultados enviados

pelo Health Control - Cardiff.

Unitermos: anticonvulsivos, cromatografia gasosa, cromatografia liguida.

INTRODUCAO

A monitorizagdo de niveis plasmaticos de farmacos
tem sido um instrumento valioso para assegurar uma
terapia com o maximo de eficdcia e o minimo de efeitos
toxicos, de maneira individual, uma vez que os efeitos
terapéuticos e toxicos sdo melhores relacionados a
concentragdo plasmatica do que a dose administrada.

Desta forma. o controle terapéutico deve ser
instituido em terapias a longo prazo, quando a razdo
terapéutica ¢ baixa, quando a correlagio dose/resposta nio
¢é previsivel, em politerapias, quando nio ha correlagio
entre a concentragdo plasmatica do farmaco e eficacia
e/ou toxicidade, além de outras indicagdes clinicas'.
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Devido ao fato dos anticonvulsivantes estarem
relacionados com algumas das condigdes clinicas citadas,
verifica-se a importancia da monitorizagdo terapéutica
para estes farmacos’.

Os métodos analiticos freqiientemente utilizados
na determinagdo e quantificacdo dos anticonvulsivantes
sdo a cromatografia em fase gasosa, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia e as técnicas de imunoensaio’.

Neste trabalho realizou-se a determinagdo de
primidona (PRD), fenobarbital (FNB), fenitoina (FNT),
carbamazepina (CBZ) e carbamazepina epoxido
(CBZe) nas amostras de plasma liofilizado através de
cromatografia a gas (CG), cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e imuno fluorescéncia polarizada
(IFP), comparando-se os resultados obtidos pelos métodos
utilizados a fim de verificar se ha concordéancia entre os
mesmaos.

MATERIAL E METODOS

Analisou-se amostras de plasma liofilizado enviadas
pelo Health Control - Cardiff, as quais foram ressuspensas
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com SmL de agua miliQ ¢ a seguir submetidas aos métodos
analiticos IFP. CG ¢ CLAE. As oito amostras enviadas.
H80292: H80592: H80692: H80792: H80992: H81192;
H91292 e HB80193 foram preparadas com a adi¢io de
farmacos puros em um plasma isento dos mesmos. onde os
valores adicionados foram calculados a partir do peso das
aliquotas e da gravidade especifica do plasma. Todas as
amostras foram preparadas usando-se plasma de novilho.

Além das amostras também foram proces-sados
calibradores e controles (baixo. médio e alto). No método

Tabela 1. Diluigdes dos farmacos utilizados nas analises.

IFP os seis calibradores e controles de concentragdes
conhecidos foram fornecidos pelo proprio fabricante. Os
quatro calibradores usados em CG e CLAE. aos quais
adicionaram-se concentragoes conhecidas dos farmacos.
foram preparados em solugio metanolica. evaporados ¢
ressuspensos com ImkL de “pool™ de plasma humano.

Para realizagiodas curvas de calibragio nos métodos
de CG ¢ CLAE. solugdes estoque foram preparadas para
cada um dos firmacos ¢ a partir das quais foram feitas
dilui¢des adequadas para a monitorizagio terapéutica
(Tabela 1).

Solugio estoque Diluigio 1 Diluigio 2 Diluigio 3 Diluigio 4
Farmacos wg/ mL ng/mL ng/ mL pg / mL png / mlL
CBZ 500 25 20 10 0,5
CBZe 100 5 2 1 0,05
FNT 600 30 24 12 3
FNB 100 50 40 20 1
PRM 100 25 . 20 10 2

CBZ= carbamazepina

CBZe = carbamazepina epoxido
FNT = fenitoina

FNB = fenobarbital

PRM = primidona

Os trés métodos propostos para a comparagio
tém sido amplamente citados na literatura. indicados
a monitorizagdo terapéutica de diversos farmacos*:

1. Imunofluorescéncia polarizada (IFP): ¢
um imunoensaio do tipo homogénio, sem necessidade
de uma fase de separagdo, empregado no controle de
farmacos e do uso abusivo de drogas. Nesta pesquisa
utilizou-se o equipamento VitalabEclair®, Merck.
Seu fundamento esta baseado na monitorizagio da
fluorescéncia em fungao da reagao antigeno-anticorpo.
A substincia fluorescente utilizada, Fluoresceina, ¢
geralmente ligada ao antigeno, sendo o produto desta
ligagdo chamado de tragador. A intensidade de
fluorescéncia emitida pode ser polarizada. Quando
uma amostra sem antigeno ¢ colocada em contato
com o reagente observamos um alto valor de
polarizagdo. No entanto, se¢ na amostra existirem
antigenos. estes vao competir pelos sitios de ligagio
do anticorpo, ¢ antigenos marcados ficario livres em
solugdo. gerando uma diminuigdo na polarizagio®
(Figura 1).

Amostra

50 pL

Pré-diluigio \
50 pL

Leitura 1

Leitura 2

1000ul. de tampio
homogeneizar

1000pL de tampio
50ul. de anticorpo homogeneizar

50uL do tagador
homogeneizar
incubar a 37°C por 5 min

Figura 1. Fluxograma da técnica de Imunofluorescéncia polarizada
(IFP) - Eclair®
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2. Método cromatografico por CLAE: foi utilizada LC-ABZ. detector UV: 5(p-metilfenil) 5-fenilhidantoina
como fase movel a solugdo de acetonitrila: agua (3:7). com como padrdo interno e equipamento LKB Bromma
velocidade de fluxo de ImL/min: coluna supelcosil (Figura 2).

( Plasma ImL

Tubo de centrifuga (15mL)

HCL 0,1 N até pH 4.5 -5.0

10ug de padrdo interno (100uL)
SmL cloroformio

agitar 20 min

centrifugar a 2500 rpm por 10 min

Fase aquosa Fase organica

J/

Evaporar a secura

rejeitar sob fluxo de N,

Residuo

Dissolver com 500uL
da fase movel

100uL
Inje¢do automatica 20l
CLAE
Figura 2. Fluxograma da técnica de Cromatogralia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3. Cromatografia em fase gasosa: o colunae 280°C para vaporizador e detector (Figura 3).
equipamento utilizado foi um CG modelo 370 da O padrdo interno utilizado foi 5(p-metilfenil)-5-fe-
Instrumentos Cientificos CG Ltda. com detector de nilhidantoina e cpmo agente metilante o hidroxido de
ionizagdo de chama e temperaturas de 210° C para trimetilfenilamonio.
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Plasma ImL

Tubo de centrifuga (15 mL)
HCL 0,1 N até pH 4,5 -5,0
10ug de padrdo interno (100uL)
SmL cloroformio
agitar 20 min

: centrifugar a 2500 rpm por 10 min

1

Fase aquosa Fase orgédnica
Evaporar a secura
rejeitar sob fluxo de N,

Residuo
Dissolver com 500uL
do agente metilante
SuL
CG
Figura 3. Fluxograma da técnica de Cromatografia em fase gasosa (CG).
RESULTADOS E DISCUSSAO CBZ: y = 0,0057911x +0,1392057
r = 0,999
Os resultados obtidos nas andlises podem ser
observados através das Tabelas 2, 3, 4 e 5. FNT: y = 0,0217729x + 0,0799191
Através dos dados obtidos pela relagdo de area dos r = 0,989
calibradores analisados foram realizadas as regressdes S
lineares simples, obtendo-se para cada farmaco a seguinte i Bl e
equacdo da reta: r = 1,095
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Tabela 2.  Analise através de imunoensaio.

Amostras PRM FNT FNB CBZ
Controle 1 16,04 32.90 62,44 11,00
Controle 2 65,52 51,53 121,00 23,70
Controle 3 95,76 126.06 186.02 64.34
0292 70,56 27.35 186,02 20,74
0592 10,99 49,95 176,11 9.74
0692 60.94 64,22 46,94 3598
0792 19.70 34.88 152,87 5.50
0992 106,30 94 34 86.12 46,14
1192 103.55 2141 210,99 60,95
1292 39.86 61,84 129.18 46,98
0193 52,69 50,34 113,25 37.67
Calibrador | 0 0 0 0
Calibrador 2 9.17 9.91 21,53 8.47
Calibrador 3 18,32 19.82 43.06 16,93
Calibrador 4 36,63 39.64 86.12 33.86
Calibrador 5 73,31 79,28 172,24 50,79
Calibrador 6 109,97 158,57 344,49 84.65
(CBZ= carbamazepina
FNT = fenitoina
FNB = fenobarbital
PRM = primidona
Tabela 3. Analise através de CG.
Amostras PRM FNB FNT CBZ
0292 75,98 = 25,58 -
0592 0,67 - 47,40 é
0692 51,54 = 69,56 1,73
0792 3,04 - 37,24 0,78
0992 112,40 < 113,29 92,47
1192 119,57 = 20,00 178,57
1292 41,22 - 86,50 156,06
0193 43,03 = 58,65 87.60
Calibrador 1 9.16 = 11,89 2.12
Calibrador 2 45,82 - 47,57 -
Calibrador 3 91,64 oz 95,13 84,65
Calibrador 4 114,55 % 118,92 105,82

CBZ= carbamazepina
FNT = fenitoina

FNB = fenobarbital
PRM = primidona
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Tabela 4.  Analise atraves de CLAE.

Amostras PRM FNB FNT CBZ CBZe
0292 71.28 327.51 34.70 19.08 7.66
0592 199.54 187.12 44.45 .65 2,94
0692 128.81 6.11 60.54 25,03 3.80
0792 253.57 167.22 35.87 - 6.02
0992 108.24 62.17 95.16 34.92 3.40
1192 301,09 247,57 19.37 46.39 6.70
1292 129.21 131,95 69.57 36.56 4,73
0193 165.36 100.29 40,93 19,90 2.36

Calibrador 1 9,16 431 11,89 2,12 0.20
Calibrador 2 4582 R6.12 47.57 4233 3.96
Calibrador 3 91.64 172,24 95,13 84.65 7.93
Calibrador 4 114.55 215.30 118,92 105.82 19.82

CBZ= carbamazepina

CBZe = carhamazepina epoxido

FNT = fenitoina
FNB = fenobarbital
PRM = primidona

Também para esta metodologia foi realizada a
regressdo linear simples. obtendo-se as seguintes equagdes

CBZ:

CBZe:

FNT:

PRM:

-

o B

=0,0154686x +0,1503367

= 1,003

=0.050359x - 0,1093946
=0,991

=0,0262126x - 0,0432925

=0,997

=0,0104625x + 0,5602907

= 1,077

=0,008588x + 0,0514395
=0,995

Tabela 5. Indices de rejei¢io nas analises efetuadas.

A partir destas equagdes foram calculadas as
concentragdes das amostras, assim como a realizagdo
das curvas de calibragdo para cada um dos farmacos.

Virias observagdes podem ser feitas quando
comparamos os métodos utilizados. no entanto um
maior namero de analises deveria ter sido efetuado
para cadauma das amostras a fim de que pudessemos
verificar precisido, exatiddo. reprodutibilidade,
repetibilidade dos trés métodos. A comparagio foi
realizada frente aos resultados enviados pelo Health
Control - Cardiff.

Devido a insuficiéncia de dados ndo foi possivel
realizar um tratamento estatistico adequado. Através do
valor médio dos farmacos, enviados por Cardiff. foram
considerados os valores dentro de 3 + DP (desvio-padrio)
refletindo em indices de rejeigdo especificados na Tabela 5.

Métodos Analises realizadas Ana’lises rejeitadas Percentagem de rejeigdo
CG 22 11 50,0
CLAE 40 13 325
IFP 32 5 15,6

CG = cromatografia a gis

CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia
IFP = imunofluorescéncia polarizada.
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CONCLUSAO

- O método de CG mostrou-se inadequado para
analise de fenobarbital, carbamazepina e carbamazepina
epoxido:

- A IFP ¢ inadequada para determinacgio de
carbamazepina epoxido:

- Das analises rejeitadas pela IFP, todas estavam
relacionadas a primidona, com valores superestimados;

- Todos os metodos podem ser utilizados na analise
de fenitoina com resultados satisfatorios;

- O método de CLAE apresentou porcentagem de
rejeicdo elevada, provavelmente, em fungio de problemas
técnicos;

- Nas condigdes laboratoriais nas quais foram
desenvolvidas asanalises. aimunofluorescéncia polarizada
mostrou-se como metodologia mais adequada. devido a
sua simplicidade e rapidez de execugdo .

SUMMARY

Therapeutic monitoring of anticonvulsant drugs

The therapeutic monitoring of drugs in plasma has been
an important instrument to assure a therapy with the
maximum efficacy and the minimum toxic effects, in an
individual manner, since therapeutic and toxic effects are
better related to plasmatic concentration than to the
administered dose. Analytical techniques frequently used
Jor the determination of anticonvulsant drugs are

gas-liquid chromatography (GLC), high performance liquid
chromatography (HPLC) and immunologic techniques
(polarisation fluoroimmuno assay - PFIA). Primidone,
phenobarbital, phenytoin, carbamazepine and 10,11
carbamazepine-epoxide were determined in freeze-dried
samples of plasma and GLC, HPLC and PFIA techniques
were used. The results were compared according to data
reported the Health Control External Quality Assessment
Scheme in Cardiff.

Keywords: anticonvulsants, chromatography, gas,
chromatography, liquid.
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