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Resumo

A monitoracao das drogas terapéuticas visa auxiliar no tratamento
bem como na diminuicdo da toxicidade das drogas frente ao organismo do
paciente, levando em consideracdo que seu uso se faz por um tratamento de
longa duracdo nas maiorias dos casos. No Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto — HCRP, faz-se a monitorizagdo rotineira de quatro drogas de agao
antiepilépticas e uma droga de acdo antibidtica, sendo elas: Acido valproico,
Fenitoina, Fenobarbital, Carbamazepina e Vancomicina esta de acao
antibiotica utilizada em casos de infec¢des hospitalares ou de dificil controle. A
utilizac&o dos kits auxilia de modo medir a concentracdo dos niveis da droga no
soro do paciente, e assim analisar se a concentracdo ultrapassa o nivel
maximo permitido, ou se ndo chega ao nivel minimo de concentracéo,
sugerindo assim ao médico um abuso no uso do medicamento ou um nao
seguimento das orientacdes médicas. Os niveis sdo analisados levando se em
conta a data e horéario de ingestdo do medicamento, e a data e hora da coleta
do sangue, além de analisar a possivel interferéncia de fatores, como
bilirrubina, hemolise, lipemia. Para diminuir possiveis erros é seguido
rigorosamente um processo de calibragdo, e um controle diario, seguindo as
normas do controle de qualidade. A avaliacdo da quantidade de droga no soro
é feita através do método de imunoensaio de fluorescéncia polarizada (FPIA),
que consiste em utilizar a fluorescéncia combinada com a reacdo antigeno
anticorpo, medindo polarizagédo da luz emitida, e assim transformando essa
medida da polarizacdo da luz em concentracdo do antigeno no soro do
paciente.
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1. Introducao

Para ser eficaz a monitorizardo de drogas terapéuticas, necessita da
colheita de amostras validas, seguida de determinac¢des oportunas e confiaveis
das concentracfes de medicamentos nessas amostras. Os resultados devem
ser relatados ou cotejados com um programa de doses, para que sejam
interpretados no contexto farmacocinético.

E importante, por tanto, para os bioquimicos clinicos, saber ndo sé como
dosar medicamentos em amostras biolégicas, mas também como estas
medidas séo utilizadas para promover uma terapéutica medicamentosa eficaz.
A monitoracdo medicamentosa demanda uma abordagem multidisciplinar,
porque se apoia nos esforcos cooperativos do médico, enfermeiro,
farmacologista e biomédico.

A monitoracdo surgiu em 1927, quando foi demonstrado o valor da
monitoracdo dos niveis de brometo no soro, para diferenciar o comportamento
psicotico induzido por brometo do comportamento psicotico intrinseco.

A utilidade da monitoracdo da concentracdo de um medicamento é baseada
na premissa de que a previsdo de uma resposta farmacolégica é
correlacionada melhor com a concentracdo de medicamento enviada ao local
de acado (receptor). Os estudos mostraram que, para muitos medicamentos,
existe uma forte correlacdo entre sua concentracdo no soro e o efeito
farmacoldgico observado. Além do mais, anos de correlacdo de concentracfes
sanguineas com efeitos de drogas demonstraram a utilidade clinica da
informagao sobre concentracdo de medicamentos.

Devem-se ter me mente que a concentragdo de uma droga no soro ndo é
necessariamente igual a concentracao no receptor; pode simplesmente refleti-
la.

Algumas das principais vantagens da monitoracdo sdo: monitorar a
cooperacao do paciente a respeito do cumprimento ou ndo do programa pelo
paciente, buscar pacientes 0s quais ndo se adaptam a disposicdo do
medicamento, realizar programas terapéuticos ajustados durante os periodos
de variagao fisiologica continua, identificar as linhas de base de concentragdes
associadas a um programa terapéutico 6timo e os programas mais adequados
de doses de medicamento podem ser iniciados e mantidos para um
determinado paciente.



2. Objetivo

Analisar a metodologia da monitoracdo de drogas terapéuticas através do
método de imunoensaio de fluorescéncia polarizada (FPIA), realizado no
laboratorio de bioquimica do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto — USP.

Demonstrar a utilidade clinica na monitoracdo dos farmacos: Acido
Valproico, Fenitoina, Fenobarbital, Carbamazepina e Vancomicina, onde suas
concentracfes sdo essenciais pra eficacia do tratamento e sua toxicidade
perigosa ao paciente.

3.Materiais

As dosagens sdo realizadas em soro de pacientes em tratamento pelo
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto — USP. Para a realizacdo dos exames
sao necessarios kits de reagentes especificos para dosagem de cada farmaco,
os kits reagentes utilizados séo fabricados e distribuidos por ABBOTT
laboratérios do Brasil LTDA., e analisados pelo sistema automatizado AXSYM
SYSTEM.

4.Metodologia

4.1. Principios da Reacéo

A tecnologia de imunoensaio por fluorescéncia polarizada (FPIA) combina
duas tecnologias para determinar a concentracdo da substancia analisada,
através de competicao e fluorescéncia polarizada.

A competicdo requer dois antigenos: o antigeno da amostra e o antigeno
tracador contido no pack. O antigeno da amostra compete com o tragador
pelos sitios de ligacdo no anticorpo, quanto maior a concentracado de antigeno
presente na amostra, maior sera a ligagcdo ao anticorpo deixando o tracador
livre.

A tecnologia FPIA é baseada na luz polarizada, que pode ser usada para
produzir emissdo de fluorescéncia polarizada do antigeno tracador, a



polarizacdo média da fluorescéncia emitida € relacionada ao tamanho da
molécula, os antigenos pequenos e ndo ligados tem rotagcdo maior do que
particulas maiores. O sistema mede a troca de polarizacdo de fluorescéncia
emitida conforme o complexo antigeno-anticorpo se forma.

O kit de reagentes FPIA contém antigenos ligados ao tracador fluoresceina
(ag tracador), anticorpos especificos ao antigeno e reagentes pré tratamento.

4.2. Sequénciade reacbes FPIA

Uma reacdo tipica FPIA ocorre da seguinte maneira: A amostra, pré
tratamento e diluentes séo lidos como branco esses trés componentes sao
combinados e incubados. Uma leitura inicial é feita pelo sistema Optico FPIA
como um branco para o ensaio.

A ligagéo de competicao ocorre: Anticorpo, tragador, diluente e amostra séo
adicionados a mistura de reacéo e incubados, o antigeno da amostra compete
como antigeno tracador pelos sitios de ligacdo dos anticorpos, se uma amostra
contém uma alta concentracdo de antigenos, este se liga ao anticorpo
deixando o antigeno tracador livre, se uma amostra contém baixa ou nenhuma
concentracdo de antigeno, entdo pouco ou nenhuma molécula de antigeno da
amostra se liga ao anticorpo, deixando os anticorpos livres para o antigeno
tracador se ligar.

A troca de fluorescéncia polarizada emitida indica concentracdes de
antigenos: O sistema Optico FPIA detecta e mede a troca de fluorescéncia
polarizada emitida, que € inversamente proporcional a concentracdo de
antigeno no soro, se uma amostra contém uma alta concentracdo de antigeno,
entdo muitas moléculas de antigeno tracador sdo deixados livres, quando
excitados pela luz polarizada essas pequenas moléculas fluorescentes giram
rapidamente emitindo luz em diferentes planos, o resultado € uma diminuicédo
da polarizacdo. Se uma amostra contém uma baixa concentragdo ou nenhuma
concentracdo de antigeno, entdo o antigeno tracador se liga aos anticorpos,
resultando em poucas moléculas do antigeno tracador livre, essas moléculas
grandes (Complexo de antigeno tracador ligados ao anticorpo) giram devagar,
a rotacao é vagarosa o suficiente para que a luz seja emitida hum unico plano,
o resultado € um aumento na polarizagéo.

5.Definicbes

A faixa das concentracdes que delineiam a resposta maxima define a faixa
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terapéutica que, é a relacdo entre a concentracdo eficaz minima (CEM) e a
concentracdo toxica minima (CTM).

A menor concentracdo atingida logo antes da dose seguinte, ndo deve cair
abaixo da concentracdo eficaz minima (CEM), e a concentragcdo sanguinea no
pico dentro do ciclo da dose ndo deve ultrapassar a concentracdo téxica
minima (CTM).

O estado estacionario € o ponto no qual a concentragdo do medicamento no
organismo encontra-se em equilibrio com a taxa administrada e a velocidade
de eliminag&o. Concentracdes acima da CTM no sangue colocam os pacientes
em risco de efeitos toxicos; concentragcbes abaixo da CEM expdem o paciente
ao risco dos efeitos do disturbio que se supde que o medicamento esteja
tratando.

As doses devem ser planejadas a fim de atingir concentracdes terapéuticas,
e estas precisam ser monitoradas, para permitir o ajuste da dose, quando
necessario. Quanto menor a diferenca entre a CEM e a CTM, menor o indice
terapéutico e maior a probabilidade de que seja necessaria a monitoracao
terapéutica.

A excrecdo de medicamentos ou substancias quimicas do organismo pode
ocorrer pela via biliar, intestinal, pulmonar ou renal.

A excrecao renal € uma das principais vias de eliminacdo de medicamentos
e de seus metabolitos, sendo a mais importante na monitoracéo
medicamentosa. Portanto, as alteracfes de funcéo renal podem ter um efeito
profundo na depuracdo e na meia-vida aparente do composto original ou de
seus metabdlitos ativos. A funcdo renal diminuida provoca concentracfes
elevadas do medicamento no soro e aumenta a resposta farmacologica.

A funcéo hepatica é avaliada, pela dosagem da depuracao (clearance) da
creatinina, sendo produzida a uma taxa constante pelo organismo e eliminada,
pelos rins através mecanismo de filtracdo glomerular. H4 uma forte correlacéo
entre a depuracao da creatinina e a depuragao corporal total ou a constante de
velocidade da eliminagdo dos medicamentos que dependam principalmente
dos rins para sua eliminacao.
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6.Acido Valpréico

ACIDO VALPROICO O

CHCHCH, HO
~—~CHCOOH

CHBCHZCHz’

Figl. Férmula quimica do acido valproico  Fig2. Estrutura quimica do Valproato

6.1. Definicao

O &cido valpréico é usado para o tratamento das crises de auséncia. Foi
demonstrado ser Gtil contra as convulsdes tdnicos-clonicas e parciais, quando
usado junto com outros agentes antiepilépticos, tais como fenobarbital e
fenitoina. O valproato inibe a enzima gama-aminobutirato (GABA)
transaminase, resultando em um aumento da concentracdo de GABA no
cérebro. O GABA é um potente inibidor de descargas pré e pds — sinapticas no
sistema nervoso central.

7

A absorcdo é rapida e quase que completamente absorvida apds a
administracdo oral. Os picos de concentracdo ocorrem uma a trés horas apoés
uma dose oral. A meia vida de uma dose isolada € de dezesseis horas em
adultos saudaveis, mas diminui para doze horas no tratamento crdnico e pode
ser de apenas oito horas em criancas. Nos neonatos e na doenca hepatica,
qgquando o metabolismo esta reduzido, a meia vida é prolongada. O acido
valproico € muito ligado a proteinas (93%). Em circunstancias que aumenta a
competicdo pela ligacdo a proteinas, tais como na uremia ou cirrose, ou com
um tratamento em conjunto com outro medicamento, a porcentagem de acido
valproico livre aumenta.

O intervalo terapéutico € de 50 a 100 pg/ml. As concentragcdes acima de
100ug/ml tem sido associadas a intoxicagdo hepética e encefalopatia téxica
aguda. Foi observado que a glicina se acumula nos pacientes em tratamento
com o acido valproico.

A depuracdo é rapida, portanto, a dose tem de ser adequada para dar uma
concentragdo no plasma acima de 50 pg/ml, mas devem ser evitadas as
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concentracbes acima de 100 pg/ml. A amostra ideal para monitorar a
concentracdo no sangue é a colhida logo antes de ser dada a dose seguinte,
geralmente no inicio da manha, para confirmar que uma dose adequada tenha
sido prescrita para a hora de deitar. A dosagem €, em particular, problematica
para as criangas pequenas, que podem dormir por mais de uma meia vida
completa do medicamento.

O é&cido valpréico modula a acdo de véarios outros medicamentos
antiepilépticos. Ele inibe a depuracdo ndo-renal do fenobarbital, o que resulta
em niveis elevados deste ultimo. O valproato compete com a fenitoina pelos
locais de ligacdo das proteinas. A concentracdo de fenitoina livre permanece
aproximadamente a mesma, mas sua concentracao total no plasma diminui.
Como a concentracdo de fenitoina livre permanece inalterada, o efeito
farmacoldgico € mantido. Outros medicamentos antiepilépticos comuns que
induzem as enzimas oxidativas hepéticas resultam numa depuracdo diminuida
do acido valproico, esta taxa aumentada de depuracdo requer uma dose maior,
para manter niveis terapéuticos eficazes.

6.2. Método

Através do imunoensaio de fluorescéncia polarizada, que envolve
anticorpos e antigenos, um radical fluoresciteina é ligado ao antigeno, que é a
droga a ser monitorizada no soro e se n@s temos anticorpos contra o antigeno,
nds temos um complexo Ag-Ac e radical fluorescente.

Como este complexo € muito grande, o movimento de rotacdo dele € muito
baixo, conduzindo para uma alta polarizacdo. Se nés adicionarmos este
complexo em um soro contendo a droga em investigacao, alguns dos radicais
fluorescentes ligados € liberado. Quanto mais droga se apresenta na amostra,
mais drogas ligadas a radicais fluorescentes se soltam.

Assim, a droga ligada a fluoresceina fica livre e seu movimento de rotagdo é
maior, diminuindo a polarizagdo, a comparacdo dos valores do soro humano
com valores de curvas padrdo, mostram a concentracdo deste na amostra.

6.3. Aplicacao e interpretacéo clinica

O ensaio do &cido valproico é um sistema reagente para a determinagéo
guantitativa de &cido valprdico, uma droga anticonvulsivante, em soro ou
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plasma. As determinacdes obtidas sdo usadas no monitoramento dos niveis de
acido valproico, para assegurar terapia adequada, medir o grau de toxicidade e
nefrotoxicidade.

O teste utiliza a tecnologia de imunoensaio por fluorescéncia polarizada
(FPIA). O &cido valpréico é uma droga anticonvulsivante de largo espectro,
usada sozinha ou em combinacdo com outras drogas anticonvulsivantes para o
tratamento de ataques epiléticos. Ela tem demonstrado eficiéncia no
gerenciamento de ataques tonicos-clonicos e mioclénicos, bem como epilepsia
atipica, ataques simples e parcialmente complexos e mistos do grande mal e
do pequeno mal. A capacidade de tratar muitos tipos de ataques com um Unico
anticonvulsivante tem resultado na vasta difusdo do uso de &cido valpréico,
particularmente em criancas, nas quais 0s ataques tonicos-clénicos e
mioclonicos sédo mais frequentes.

O &cido valproico tem provado eficiéncia no tratamento de muitos pacientes
que sao refratarios a outros tratamentos anticonvulsivantes. Muitos pacientes
que recebem terapia de acido valpréico ndo desenvolvem tolerancia aos seus
efeitos anticonvulsivantes.

6.4. Principios biolbdgicos

Os reagentes do acido valpréico e a amostra sdo pipetados na seguinte
sequéncia:

No centro de Amostragem a amostra e todos reagentes necessarios para
um teste sdo pipetados pela probe de amostragem dentro de varios pocos de
uma célula de reacdo. A amostra e o diluente de linha séo pipetados dentro de
um poco da célula de reacdo. Uma aliquota da mistura de pré-diluicdo, da
solucéo pré-tratamento e do diluente de linha séo transferidas para a cuveta da
célula de reacédo. A célula de reacdo é imediatamente transferida para o centro
de processamento. Pipetagens adicionais sao feitas no centro de
processamento com a probe do processamento.

No centro de processamento uma segunda aliquota da mistura de pré-
diluicho é transferida para a cuveta juntamente com o antisoro de acido
valpréico (Anticorpo) e acido valproico marcado com Fluoresceina. O acido
valpréico proveniente da amostra e o acido valpréico marcado com
Fluoresceina competem pelos sitios de ligacdo na molécula do anticorpo. A

intensidade da luz fluorescente polarizada é medida pelo sistema oOptico FPIA.

Os reagentes contidos no kit sdo: 14,5 ml de antisoro de &cido valproico
<25% (policlonal de ovelha), em tampao, com estabilizadores de proteinas. 8,6
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ml de solucdo de Pré-tratamento, surfactante em tampédo. 15,1 ml de acido
valproico marcado com fluoresceina <0,01% em tampéao, contendo surfactante.
Conservantes: Azida sodica

6.5. Calibradores

Os seis frascos de calibradores contém quantidades de &cido valpréico
precisamente determinadas, preparadas em soro humano, para resultar as
seguintes concentracoes;

Frasco Concentracao
A 10,0 pg/mi
B 12,5 pg/ml
C 25,0 pug/ml
D |50,0 ug/ml
E 100,0 ug/ml
F 150,0 pg/ml

Conservante: Azida sodica
Soro humano néo reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

6.6. Controles

Trés frascos de 8ml com &cido valproéico preparado em soro humano, para
resultar nas seguintes faixas de concentragao:

Frasco Concentragao Intervalo

L 37,5 pg/ml 32,50-42,50 pg/mli
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M 75,0 pg/ml 65,00-85,00 pg/ml

H 125,0 pg/ml | 106,50-143,50 pg/ml

Conservante: Azida Saédica 0,1%
Soro humano néo reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

6.7. PrecaucOes de manuseio e armazenamento

N&o usar embalagem de reagentes apdés a data de vencimento ou um
maximo de 336 horas acumulativas a bordo do aparelho, ndo misturar
reagentes de diferentes embalagens, os reagentes sdo suscetiveis a formacao
de bolhas/espuma e requerem inspecdo, bem como a remocdo das bolhas
antes do uso.

Os reagentes sdo sensiveis a luz, quando a embalagem nao estiver no
analisador, deve ser armazenada protegida da luz, o kit de reagentes, os
calibradores e os controles devem ser armazenados a 2-8°C, a embalagem de
reagentes, o calibrador e os controles devem ser usados imediatamente apos
retirados do refrigerador. Os calibradores e os controles devem ser recolocados
ao armazenamento de 2-8°C imediatamente apds o0 uso, ndo congelar os
reagentes.

O kit pode permanecer a bordo do sistema por um méaximo de 336 horas
acumulativas, por exemplo, 42 turnos de 8 horas, apdés 336 horas, a
embalagem de reagentes deve ser descartada. A solucdo para limpeza da
probe e a solucdo de diluente de linha devem ser armazenados de 15-30°C.

Para a coleta e preparacdo da amostra para analise podem ser usados soro
(incluindo soro coletado em tubos separadores) ou plasma (coletado em
heparina, citrato, EDTA ou tubos de coleta com oxalato). Deve-se seguir as
instrucdes de processamento do fabricante para tubos de coleta de soro ou de
plasma.

Amostras contendo particulas em suspensédo ou gldbulos vermelhos podem
fornecer resultados inconsistentes e devem ser centrifugadas antes da andlise
(recomenda-se 8.000-10.000 RCF x 10 minutos)

Assegurar-se que houve completa formacdo de coagulo antes da
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centrifugacdo. Algumas amostras, especialmente aquelas provenientes de
pacientes que receberam terapia anticoagulante ou trombolitica, podem
apresentar um tempo de coagulagdo alto. Se uma amostra de soro for
centrifugada antes da completa coagulacdo, a fibrina pode causar resultados
errdbneos. As amostras podem ser armazenadas por até 24 horas a 2-8°C antes
de serem testadas.

Amostras a serem transportadas devem ser embaladas e rotuladas de
acordo dom a legislacao federal e internacional sobre transporte de amostras
clinicas e agentes etioldgicos, para minimizar os efeitos de evaporacdo da
amostra, todas as amostras (de pacientes, controles e calibradores) devem ser
testados dentro de 3 horas apos serem colocadas a bordo do sistema, deve-se
inspecionar as amostras para detectar a presenca de bolhas. Remover as
bolhas antes da anélise.

6.8. Volume da amostra

O volume da amostra necessario para executar um unico ensaio de acido
valproico néo diluido varia de acordo com os diferentes recipientes de amostras
usados. Para cdlices de amostra, um teste “ROUTINE” necessita de 150 uL e
um teste “STAT” necessita de 94 L, para todos os testes adicionais,
executados a partir do mesmo recipiente da amostra, serd necessario um
volume adicional de 44 uL. O volume minimo do calice de amostra para ambos
0s testes sera calculado pelo sistema, ele sera exibido na tela no momento em
gue os testes forem solicitados.

Se o ensaio for configurado para auto reteste/auto diluicdo, o volume
adicional de amostra necessario para o reteste ndo aparecera na tela de
solicitacdo na hora em que os testes forem solicitados, por tanto o volume total
deve incluir um volume adicional de 44 pyL de amostra.

Para requerimentos de volume de amostra em tubos primarios ou de
aliguotas, bem como para os requerimentos de volume de calibrador e
controle, para multiplos lotes de reagentes consultar manual, para obter os
requisitos de volume recomendados para os calibradores e controles, segurar
os frascos verticalmente e dispensar quatro gotas de cada dentro do respectivo
calice de amostra.
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6.9. Controle de qualidade

Para executar uma calibracdo padrdo, testar os padrbes calibradores
AB,C,D.E e F em duplicata. Uma Uunica amostra de todos os niveis de
controles deve ser testada como um meio de avaliar a calibracdo do ensaio.
Uma vez aceita e armazenada a calibracdo, todas as amostras posteriores
podem ser testadas sem outra calibracdo exceto: Nova embalagem de
reagentes com novo n° de lote, valores de controle estejam fora do intervalo
especificado.

O sistema verifica se o0s resultados de uma calibragdo do ensaio atendem
as especificacbes assinaladas aos parametros de validade selecionados.
Quando a calibracdo nao atende a uma especificagdo, ocorre uma mensagem
de erro.

Os requerimentos de controle recomendados é uma Unica amostra de pelo
menos dois controles de niveis diferentes, testados uma vez a cada 24 horas, a
cada dia de uso. Os controles devem ser colocados em qualquer posi¢ao do
carrossel de amostras. Para realizar o maximo de estabilidade do reagente a
bordo, o uso mais frequente dos controles pode ser necessario para o0
desempenho do controle do reagente dentro do mesmo lote. Assegurar-se de
que os valores dos controles estejam dentro das faixas de concentracéo
especificados nas instrucdes de uso.

O software calcula uma equacéo de melhor curva que é usada para gerar
uma curva de calibracdo. Essa curva € armazenada na memoéria e as
concentracbes da droga nos controles e nas amostras desconhecidas sé&o

calculadas a partir dessa curva, usando valores de polarizagdo gerados.

6.10. LimitacOes e valores esperados

Como todas as determinac¢des de analiticos, o valor de acido valproéico deve
ser usado em conjunto com as informac¢des disponiveis da avaliacao clinica, e
outros procedimentos diagndsticos.

No protocolo de diluigho manual as amostras de pacientes com
concentracdes de acido valpréico, reportadas como superiores a 600,00 pg/mL
por um protocolo de diluicdo automatica, devem ser diluidas usando uma
diluicdo manual de 1:10. Adicionar uma parte da amostra do paciente a nove
partes do calibrador A. Repetir o teste usando esta amostra diluida
manualmente. A concentracdo reportada pelo sistema deve ser multiplicada
pelo fator de diluicdo manual para obter a concentragéo final da amostra.
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Concentracao final da amostra = concentracao reportada X fator de diluicao
manual

Fator de diluicdo manual = (Vol. De amostra + Vol. Do reagente de diluicdo)
/ Vol. Da amostra

N&o existe relacdo precisa entre os niveis de acido Valprdico no soro e 0
controle de ataques, embora muitos pacientes necessitem pelo menos um nivel
sérico de 50ug/mL para terapia eficaz. Tem sido sugerida uma faixa terapéutica
de 50 a 100 ug/mL para ac. Valproico. Devido as grandes diferencas individuais
nas necessidades de dosagem, para atingir terapia eficaz, a determinacao das
concentracfes de ac. valprdico no soro é necesséria para dirigir a eficacia da
terapia.

6.11. Precisao, sensibilidade e especificidade

Usando o soro humano com 37,5, 75,0 e 125,0 ug/mL de é&cido valpréico
adicionado os resultados desses estudos apresentaram CV’s tipicamente
menores que 5%.

A sensibilidade do ensaio foi calculada como sendo 0,70 pg/mL. Essa
sensibilidade é definida como a mais baixa concentracdo mensuravel que pode
ser distinta de zero com 95% de confianca.

Quanto a Especificidade a reacdo cruzada foi testada para 3-ceto acido
valpréico, o maior metabolito do acido valprdico. A concentracdo do metabolito
que corresponde a altos niveis plasmaticos em pacientes epiléticos (16
pm/mL), o 3-ceto acido valpréico mostrou-se efetivo em menos de 10% em
ambas concentracdes finais de acido valproico, tanto baixa (50 pm/mL) como
alta (100 pg/mL). O percentual de reacdo cruzada foi determinada como a
diferenca da concentracdo entre amostras contendo droga original e a
adicionada e entre amostras contendo apenas a droga original, dividido pela
concentracéo da droga, multiplicado por 100.

Metabolitos menores do acido valpréico (3-hidroxi &cido valproico, 4-hidroxi
acido valpréico,4-en- acido valproico, 2 propil glutarato, 5 hidroxi &cido
valproico, testados em concentracdes que correspondem a altos niveis
plasmaticos em pacientes epiléticos, mostram concentracéo de acido valproéico
abaixo da sensibilidade do ensaio.

6.12. Interferéncia
Os componentes listados na tabela abaixo, adicionados ao soro humano,
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resultam em uma % erro na deteccao da droga adicionada.

Componente Concentracao testada Resultados

Bilirrubina 20 ug/dL <15% de erro
Hemoglobina 1,0 g/dL <10% de erro
Triglicerideos 1100 ug/dL <10% de erro
Proteina total 2,0—10,0 g/dL <10% de erro

Devido a estrutura do acido valpréico (uma longa cadeia de acidos graxos)
e a alta sensibilidade do ensaio, algumas formas de plasticos, vernizes,
fumacas coloridas e acidos graxos podem aderir a cuvetas e interferir com os
reagentes, apresentando resultados questionaveis. Para evitar interferéncias,
ndo armazenar as cuvetas onde possa ocorrer contato com esses materiais ou
fumaca dos mesmos.

7.Fenobarbital

Fig3. Estrutura quimica do Fenobarbital

7.1. Definicéo

O fenobarbital é usado no tratamento de todas as convulsdes, exceto em
crises de auséncia, sendo util no caso de convulsfes tonico-clénicas, motoras
focais, do lobo temporal e febris. Também reduz a transmissdo sinaptica,
resultando em diminuicdo da excitabilidade de todas as células nervosas,
resultando um aumento do limiar de convulsdo e a inibicdo da difusdo de
descargas a partir dos focos epilépticos.

A absorcéo do fenobarbital por via oral € lenta, mas completa. O momento
em que é atingido o pico de concentracdo no plasma é variavel, indo de 4 a 10
horas apds a dose. 40% a 60% do fenobarbital sdo ligados a proteinas do
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plasma. A meia vida de eliminacdo é de 70 a 100 horas e depende da idade.

Como o metabolismo hepatico € uma das principais vias de eliminacéo, a
reducao de funcao do figado resulta em prolongamento da meia-vida.

A concentracao eficaz 6tima do fenobarbital € entre 15 e 40 ug/ml. O efeito
colateral € a sedacdo, embora se desenvolva tolerancia a este efeito no
tratamento crénico.

Quando as funcdes renal e hepatica mostram-se diminuidas, ha uma
depuracdo diminuida da droga. A eliminacdo de fenobarbital podera estar
diminuida na presenca de acido valprdéico e salicilato, se ocorrer uma reducéo
do pH da urina. Durante a administragdo cronica de valproato ou salicilato, a
concentragéo de fenobarbital pode aumentar 10% a 20%, e um ajuste da dose
pode ser necessario. O fenobarbital induz as enzimas oxidativas de funcéo
mista, resultando em um metabolismo aumentado de outros xenobidticos apds
aproximadamente uma a duas semanas de tratamento.

Devido a longa meia-vida de eliminagédo, sua concentragdo no sangue nao
se altera rapidamente. Portanto, uma amostra de soro, colhida no final do
intervalo entre as doses, € representativa do efeito global. Os resultados das
amostras colhidas duas a quatro horas apds a dose podem levar a uma
interpretacdo errbnea, porque podem ser consideradas como concentracdo de
pico, quando em verdade ndo sao.

7.2. Método

Através do imunoensaio de fluorescéncia polarizada, que envolve
anticorpos e antigenos, um radical fluoresciteina é ligado ao antigeno, que é a
droga a ser monitorizada no soro e se nos temos anticorpos contra o antigeno,
nos temos um complexo Ag-Ac e radical fluorescente.

Como este complexo € muito grande, o movimento de rotacdo dele € muito
baixo, conduzindo para uma alta polarizacdo. Se nos adicionarmos este
complexo em um soro contendo a droga em investigacao, alguns dos radicais
fluorescentes ligados € liberado. Quanto mais droga se apresenta na amostra,
mais drogas ligadas a radicais fluorescentes se soltam.

Assim, a droga ligada a fluoresceina fica livre e seu movimento de rotacéo &
maior, diminuindo a polarizagdo, a comparacdo dos valores do soro humano
com valores de curvas padrdo, mostram a concentracdo deste na amostra.

7.3. Aplicacao e interpretacéao clinica
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O ensaio do Fenobarbital € um sistema reagente para a determinacao
quantitativa do Fenobarbital, uma droga anticonvulsivante e sedativa -hipnotica,
em soro ou plasma. As determinacdes obtidas sdo usadas no diagnéstico e
tratamento de dose excessiva de Fenobarbital e na monitorizardo dos niveis de
Fenobarbital para assegurar terapia adequada.

O teste utiliza a tecnologia de imunoensaio por fluorescéncia polarizada
(FPIA). O Fenobarbital foi introduzido em 1912 para o tratamento da epilepsia,
particularmente para controlar ataques motores ou sensoriais focais e ataques
de grande mal. O fenobarbital esta ligado tanto a proteinas do plasma como as
do tecido.

A vigilancia das concentracdes de fenobarbital do soro tem demonstrado
melhorar a terapia do paciente, fornecendo aos médicos uma ferramenta para
0 ajuste da dosagem. Além disso, por causa do estreito indice terapéutico e da
vasta variabilidade inter-individual na taxa de metabolismo e depuracdo do
fenobarbital, € essencial a determinacdo dos niveis de fenobarbital no sangue
de pacientes que recebem terapia.

7.4. Principios biolégicos

Os reagentes AXSYM Fenobarbital e a amostra sdo pipetados na seguinte
sequéncia:

No centro de Amostragem a amostra e todos reagentes necessarios para
um teste sdo pipetados pela probe de amostragem dentro de varios pocos de
uma célula de reacdo. A amostra e o diluente de linha sédo pipetados dentro de
um poco da célula de reacdo. Uma aliquota da mistura de pré-diluicdo, da
solucéo pré-tratamento e do diluente de linha sdo transferidas para a cuveta da
célula de reacédo. A célula de reacdo é imediatamente transferida para o centro
de processamento. Pipetagens adicionais sao feitas no centro de
processamento com a probe do processamento.

No Centro de processamento uma segunda aliquota da mistura de pré-
diluicdo é transferida para a cuveta juntamente com o antisoro de Fenobarbital
(Anticorpo) e Fenobarbital marcado com Fluoresceina. O Fenobarbital
proveniente da amostra e o Fenobarbital marcado com Fluoresceina competem
pelos sitios de ligagdo na molécula do anticorpo. A intensidade da luz
fluorescente polarizada é medida pelo sistema éptico FPIA.

Os reagentes contidos no kit sdo: 14,5 ml de antisoro de Fenobarbital <
25% (policlonal de ovelha), em tampdao, com estabilizadores de proteinas. 8,6
ml de solugdo de Pré-tratamento, surfactante em tampdo. 15,1 ml de
Fenobarbital marcado com fluoresceina <0,01% em tampdo, contendo
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surfactante. Conservantes: Azida sodica

7.5. Calibradores

Os seis frascos de calibradores contém quantidades de Fenobarbital
precisamente determinadas, preparadas em soro humano, para resultar as
seguintes concentragoes;

Frasco Concentracao
A 0,0 pug/ml
B 5,0 ug/ml
C 10,0 pg/ml
D 20,0 pg/mi
E 40,0 pg/mi
F 80,0 pg/mi

Conservante: Azida sédica

Soro humano nao reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

7.6. Controles

Trés frascos de 8ml com Fenobarbital preparado em soro humano, para
resultar nas seguintes faixas de concentragao:

Frasco Concentragao Intervalo
L 15,0 pg/ml 11,55 — 18,45 pg/mi
M 30,0 pg/ml 23,10- 36,90 pg/ml
H 50,0 pg/ml 38,50 — 61,50 pg/ml

Conservante: Azida Sédica 0,1%
Soro humano néo reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
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HIV1/HIV2

7.7. PrecaucOes de manuseio e armazenamento

Ndo usar embalagem de reagentes apds a data de vencimento ou um
Maximo de 336 horas acumulativas a bordo do aparelho, ndo misturar
reagentes de diferentes embalagens, os reagentes sdo suscetiveis a formacao
de bolhas/espuma e requerem inspecdo, bem como a remocdo das bolhas
antes do uso.

Os reagentes sdo sensiveis a luz, quando a embalagem nao estiver no
analisador, deve ser armazenada protegida da luz, o kit de reagentes, os
calibradores e os controles devem ser armazenados a 2-8°C, a embalagem de
reagentes, o calibrador e os controles devem ser usados imediatamente apés
retirados do refrigerador. Os calibradores e os controles devem ser recolocados
ao armazenamento de 2-8°C imediatamente ap0s 0 uso, ndo congelar os
reagentes.

O kit pode permanecer a bordo do sistema por um Méaximo de 336 horas
acumulativas, por exemplo, 42 turnos de 8 horas. Apdés 336 horas, a
embalagem de reagentes deve ser descartada. A solucdo para limpeza da
probe e a solucéo de diluente de linha devem ser armazenados de 15-30°C.

Para a coleta e preparacdo da amostra para anélise podem ser usados soro
(incluindo soro coletado em tubos separadores) ou plasma (coletado em
heparina, citrato, EDTA ou tubos de coleta com oxalato), seguir as instru¢des
de processamento do fabricante para tubos de coleta de soro ou de plasma.

Amostras contendo particulas em suspenséao ou glébulos vermelhos podem
fornecer resultados inconsistentes e devem ser centrifugadas antes da andlise
(recomenda-se 8.000-10.000 RCF x 10 minutos).

Assegurar-se que houve completa formacdo de coagulo antes da
centrifugacdo. Algumas amostras, especialmente aquelas provenientes de
pacientes que receberam terapia anticoagulante ou trombolitica, podem
apresentar um tempo de coagulacdo alto. Se uma amostra de soro for
centrifugada antes da completa coagulacéo, a fibrina pode causar resultados
errbneos. As amostras podem ser armazenadas por até 24 horas a 2-8°C antes
de serem testadas.

Amostras a serem transportadas devem ser embaladas e rotuladas de
acordo dom a legislacdo federal e internacional sobre transporte de amostras
clinicas e agentes etioldgicos, para minimizar os efeitos de evaporacdo da
amostra, todas as amostras (de pacientes, controles e calibradores) devem ser
testados dentro de 3 horas apos serem colocadas a bordo do sistema, deve-se
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inspecionar as amostras para detectar a presenca de bolhas. Remover as
bolhas antes da anélise.

7.8. Volume da amostra

O volume da amostra necessario para executar um uUnico ensaio de
Fenobarbital ndo diluido varia de acordo com os diferentes recipientes de
amostras usados. Para calices de amostra, um teste ROUTINE necessita de
150 pL e um test STAT necessita de 94 ug/mL, para todos os testes adicionais,
executados a partir do mesmo recipiente da amostra, sera necessario um
volume adicional de 44 uL. O volume minimo do célice de amostra para ambos
0s testes serd calculado pelo sistema, ele sera exibido na tela no momento em
gue os testes forem solicitados.

Se o0 ensaio for configurado para auto reteste/auto diluicdo, o volume
adicional de amostra necessario para o reteste ndo aparecera na tela de
solicitacdo na hora em que os testes forem solicitados, por tanto o volume total
deve incluir um volume adicional de 44 uL de amostra.

Para requerimentos de volume de amostra em tubos Primarios ou de
aliquotas, bem como para os requerimentos de volume de calibrador e
controle, para multiplos lotes de reagentes consultar manual, para obter os
requisitos de volume recomendados para os calibradores e controles, segurar
os frascos verticalmente e dispensar 4 gotas de cada dentro do respectivo
calice de amostra.

7.9. Controle de qualidade

Para executar uma calibracdo padrdo, testar os padrbes calibradores
AB,C,D.E e F em duplicata. Uma Unica amostra de todos os niveis de
controles deve ser testada como um meio de avaliar a calibracdo do ensaio.
Uma vez aceita e armazenada a calibracdo, todas as amostras posteriores
podem ser testadas sem outra calibracdo exceto: Nova embalagem de
reagentes com novo n° de lote, valores de controle estejam fora do intervalo
especificado.

O sistema verifica se os resultados de uma calibracdo do ensaio atendem
as especificacdes assinaladas aos parametros de validade selecionados.
Quando a calibracdo ndo atende a uma especificacdo, ocorre uma mensagem
de erro.

Os requerimentos de controle recomendados é uma unica amostra de pelo
menos dois controles de niveis diferentes, testados 1 vez a cada 24 horas, a
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cada dia de uso. Os controles devem ser colocados em qualquer posi¢ao do
carrossel de amostras. Para realizar o Maximo de estabilidade do reagente a
bordo, o uso mais freqlente dos controles pode ser necessério para o0
desempenho do controle do reagente dentro do mesmo lote. Assegurar-se de
que os valores dos controles estejam dentro das faixas de concentragéo
especificados nas instru¢des de uso.

O software calcula uma equacédo de melhor curva que é usada para gerar
uma curva de calibracdo. Essa curva é armazenada na memoéria e as
concentracbes da droga nos controles e nas amostras desconhecidas séo
calculadas a partir dessa curva, usando valores de polarizacéo gerados.

7.10. LimitacOes e valores esperados

Como todas as determinacdes de analiticos, o valor de Fenobarbital deve
ser usado em conjunto com as informacdes disponiveis da avaliacdo clinica, e
outros procedimentos diagndésticos.

No protocolo de diluicho manual as amostras de pacientes com
concentracbes de Fenobarbital, reportadas como superiores a 320,00 ug/mL
por um protocolo de diluicdo automatica, devem ser diluidas usando uma
diluicdo manual de 1:10. Adicionar uma parte da amostra do paciente a nove
partes do calibrador A, repetir o teste usando esta amostra diluida
manualmente. A concentracdo reportada pelo sistema deve ser multiplicada
pelo fator de diluicdo manual para obter a concentragéo final da amostra.

Concentracdo final da amostra = concentracao reportada X fator de diluicao
manual

Fator de diluicdo manual = (Vol. De amostra + Vol. Do reagente de diluicao)
/ Vol. Da amostra

Foram demonstradas correlacdes fortes entre os niveis de Fenobarbital no
soro e o efeito terapéutico e a toxicidade. As observacgdes clinicas indicam que
a toxicidade do Fenobarbital aumenta em pacientes com doenca renal. A
toxicidade do Fenobarbital afeta primariamente o sistema nervoso central.
Niveis toxicos podem levar a nistagmo, vertigem e ataxia. Um pequeno niumero
de pacientes desenvolve hipersensibilidade ao farmaco. Alguns pacientes sob
tratamento crénico desenvolvem macrocitose e anemia megaloblastica, bem
como osteomalacia. A maioria dos pacientes recebera controle Maximo dos
ataques quando os niveis de fenobarbital no soro estiverem na faixa de 15 a 40
pg/mil.
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7.11. Precisao, sensibilidade e especificidade

Um painel controle de trés membros, usando um unico lote de reagentes e
uma calibracdo Unica, em duplicatas e dois momentos separados do dia por 20
dias. Os dados nédo excederam 7% dos CV's.

A sensibilidade do ensaio foi calculada como sendo 1,10 pg/mL. Essa
sensibilidade é definida como a mais baixa concentracdo mensuravel que pode
ser distinta de zero com 95% de confianca.

A reacao cruzada foi testada para p-hidroxi fenobarbital, um metabdlito
maior do Fenobarbital. A reatividade cruzada foi determinada como a diferenca
da concentragdo entre amostras contendo Fenobarbital e p-hidroxifenobarbital
versus amostras contendo somente Fenobarbital. A uma concentracdo de
metabdlito de 22 ug/mL e concentracdes de Fenobarbital de 15 a 40 pg/mL, o
percentual de reatividade cruzada, ou mudanca na concentracdo de
Fenobarbital foi 20% (3,0 ug/mL) e 12% (4,8 ug/mL), respectivamente.

Amobarbital, butabarbital, pentobarbital e secobarbital, enquanto
estruturalmente  similares ao fenobarbital, produzem mudancas na
concentracdo de fenobarbital menores que a sensibilidade do ensaio em niveis
extremamente altos dos reativos cruzados.

7.12. Interferéncia

Os componentes listados na tabela abaixo, adicionados ao soro humano,
resultam em uma % erro na detecgao da droga adicionada.

Componente Concentracao testada Resultados
Bilirrubina 15 pg/dL <10% de erro
Hemoglobina 1,0 g/dL <10% de erro
Triglicerideos 2500 pg/dL <10% de erro
Proteina total 3,0-10,0 g/dL <10% de erro
8.Fenitoina
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Fig4. Estrutura quimica da Fenitoina

8.1. Definicao

A fenitoina, mais comumente disponivel como Dilantin ou Epelin, € usada
no tratamento das convulsdes tonico-clénicas, parciais elementares ou parciais
complexas, e do estado epiléptico. O medicamento ndo é eficaz nas crises de
auséncia. Seu efeito fisiologico € a reducdo da transmissdo sinaptica,
auxiliando no controle da excitabilidade anormal dos neurénios.

A fenitoina ndo é prontamente sollvel em agua, sua absorcdo € lenta. A
baixa biodisponibilidade tem sido atribuida a variacbes na preparacdo do
medicamento. O medicamento € muito ligado a proteinas (90% a 95%). O
efeito farmacoldgico € diretamente proporcional a quantidade presente no
estado livre (ndo-ligado). Apenas a fenitoina livre tem condicdes de atravessar
as membranas biologicas e interagir nos locais biologicamente importantes de
ligacdo. O grau de ligacdo as proteinas pode ser reduzido pela presenca de
outros medicamentos, bem como por anemia e hipoalbuminemia. Nestas
condicles, é observado um efeito aumentado no mesmo nivel da concentracéo
total do medicamento no plasma, em pacientes normais.

O intervalo terapéutico 6timo da concentracdo, quando administrada para o
controle de convulsbes sem efeitos colaterais, é de 10 a 20 pg/ml. As
concentragbes de fenitoina livre de 1 a 2 ug/ml sdo as Otimas. As
concentracOes totais acima de 20 ug/ml geralmente ndo melhoram o controle
das convulsdes e séao, com frequéncia, associadas ao nistagmo e a ataxia. Foi
demonstrado que as concentracfes totais no plasma acima de 35 pg/ml
realmente precipitam a atividade convulsiva. Um efeito colateral da fenitoina é
o desenvolvimento da hiperplasia gengival.
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A fenitoina é metabolizada pelas enzimas microssémicas hepéaticas de
hidroxilacdo. Seu metabolismo hepético pode ser saturado dentro do intervalo
terapéutico. Uma vez saturado o metabolismo, pequenos incrementos de dose
resultam em grandes alteracées da concentracdo no sangue. Devido a este
fenbmeno de saturagdo, a cinética de primeiro grau ndo se aplica a fenitoina
em concentracdes no sangue acima de 5 pg/mi.

O horario de colheita da amostra € determinado pela I6gica da monitoragéo.
Se um paciente apresentar qualquer sintoma de intoxicagdo, o interesse sera
no pico de concentracdo no sangue. Esta amostra € colhida 4 a 5 horas apos a
dose, embora o0 nivel de pico possa ser retardado em até oito horas, se o
medicamento for dado junto com substancias que aumentem a acidez do
estbmago. Se a principal questédo presente for o tratamento adequado, entdo o
minimo de concentracdo ser4 mais util, e a amostra ser& colhida logo antes de
ser dada a dose seguinte.

Numerosas interacbes medicamentosas resultam em alteracdo da
disposicdo da fenitoina. O &lcool, barbituratos e carbamazepina induzem as
enzimas oxidativas; esta indugéo resulta em um aumento do seu metabolismo,
concentragdo reduzida de fenitoina livre e total no soro, bem como efeito
farmacolégico reduzido. Medicamentos, como cloranfenicol, dissulfiram,
isoniazida e dicumarol, competem com o metabolismo da fenitoina, resultando
em um aumento da sua concentracao total e livre, bem como acentuacao do
efeito farmacologico. O salicilato, acido valproico, fenilbutazona e sulfoniluréias
competem com a fenitoina pelos locais de ligacdo das proteinas. O resultado
final € uma concentracdo total diminuida no soro, enquanto sua concentracao
livre e os efeitos farmacolégicos permanecem aproximadamente os mesmos. O
interesse da monitorizardo da fenitoina livre € em sua resposta a tais estados
alterados de disposicéo.

8.2. Método

Através do imunoensaio de fluorescéncia polarizada, que envolve
anticorpos e antigenos, um radical fluoresciteina é ligado ao antigeno, que € a
droga a ser monitorizada no soro e se nos temos anticorpos contra 0 antigeno,
nos temos um complexo Ag-Ac e radical fluorescente.

Como este complexo € muito grande, o movimento de rotacdo dele € muito
baixo, conduzindo para uma alta polarizacdo. Se nos adicionarmos este
complexo em um soro contendo a droga em investigacao, alguns dos radicais
fluorescentes ligados € liberado. Quanto mais droga se apresenta na amostra,
mais drogas ligadas a radicais fluorescentes se soltam.
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Assim, a droga ligada a fluoresciteina fica livre e seu movimento de rotacao
€ maior, diminuindo a polarizacdo, a comparacao dos valores do soro humano
com valores de curvas padrdo, mostram a concentracédo deste na amostra.

8.3. Aplicacao e interpretacao clinica

O ensaio da Fenitoina € um sistema reagente para a determinacao
guantitativa Fenitoina, uma droga anticonvulsivante, em soro ou plasma. As
determinacdes obtidas sdo usadas no monitoramento dos niveis de Fenitoina,
para assegurar terapia adequada.

O teste utiliza a tecnologia de imunoensaio por fluorescéncia polarizada
(FPIA). O ensaio Fenitoina é um dos anticonvulsivantes mais freqientemente
prescritos € ocasionalmente utilizado como um antiarritmico do miocéardio. No
tratamento de epilepsia, a fenitoina € indicada nos casos de grande mal
(principalmente motores), nas convulsdes corticais focais e epilepsia do |6bulo

temporal.

A principal via de eliminagdo da Fenitoina (cerca de 90%) € por meio da
excrecdo do glicuronideo do para-hidroxifenilfenil-hidantoina (HPPH) na urina.
E hidroxilada no figado e eliminada. A conversdo metabolica em HPPH é um
processo saturavel e, em muitos casos, pequenos aumentos na dose podem
provocar um aumento significativo nos niveis plasmaticos de fenitoina. Devido
a sua estreita margem terapéutica e a grande variabilidade interindividual na
taxa de metabolismo e depuracdo da fenitoina, a determinacéo dos niveis de
fenitoina no sangue é fundamental para pacientes submetidos a esta terapia.

8.4. Principios bioldgicos

Os reagentes do kit de Fenitoina e a amostra sdo pipetados na seguinte
sequéncia:

No centro de amostragem a amostra e todos reagentes necessarios para
um teste sdo pipetados pela probe de amostragem dentro de varios pocos de
uma célula de reagdo. A amostra e o diluente de linha sé@o pipetados dentro de
um poco da célula de reacdo. Uma aliquota da mistura de preé-diluicdo, da
solucéo pré-tratamento e do diluente de linha séo transferidas para a cuveta da
célula de reacéo. A célula de reacéo € imediatamente transferida para o centro
de processamento, pipetagens adicionais sédo feitas no centro de
processamento com a probe do processamento.

No Centro de processamento uma segunda aliquota da mistura de preé-
diluicdo é transferida para a cuveta juntamente com o antisoro de Fenitoina
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(Anticorpo) e Fenitoina marcado com Fluoresceina. A Fenitoina proveniente da
amostra e a Fenitoina marcada com Fluoresceina competem pelos sitios de
ligagcdo na molécula do anticorpo. A intensidade da luz fluorescente polarizada
€ medida pelo sistema Optico FPIA.

Os reagentes contidos no kit sdo: 14,5 ml de antisoro de Fenitoina < 25%
(policlonal de ovelha), em tampé&o, com estabilizadores de proteinas. 8,6 ml de
solucdo de Pré-tratamento, surfactante em tampdo. 15,1 ml de Fenitoina
marcada com fluoresceina <0,01% em tampdo, contendo surfactante.
Conservantes: Azida sodica

8.5. Calibradores

Os seis frascos de calibradores contém quantidades de Fenitoina
precisamente determinadas, preparadas em soro humano, para resultar as
seguintes concentracoes;

Frasco Concentracéo
A 0,0 pug/ml
B 2,5 yg/ml
C 5,0 ug/ml
D 10,0 pg/ml
E 20,0 pg/ml
F 40,0 pg/mi

Conservante: Azida sodica
Soro humano néo reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

8.6. Controles

Trés frascos de 8ml com Fenitoina preparado em soro humano, para
resultar nas seguintes faixas de concentragéo:
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Frasco | Concentragao Intervalo
L 7,5 ug/ml 6,75 — 8,25 pg/ml
M 15,0 pg/ml 13,50 - 16,50 pg/ml
H 30,0 pg/ml 27,00 — 33,00 pg/ml

Conservante: Azida Sédica 0,1%
Soro humano nao reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

8.7. PrecaucOes de manuseio e armazenamento

N&o usar embalagem de reagentes apos a data de vencimento ou um
Maximo de 336 horas acumulativas a bordo do aparelho, ndo misturar
reagentes de diferentes embalagens, os reagentes sao suscetiveis a formacéo
de bolhas/espuma e requerem inspecdo, bem como a remocéo das bolhas
antes do uso.

Os reagentes sdo sensiveis a luz, quando a embalagem n&o estiver no
analisador, deve ser armazenada protegida da luz, o kit de reagentes, os
calibradores e os controles devem ser armazenados a 2-8°C, a embalagem de
reagentes, o calibrador e os controles devem ser usados imediatamente apés
retirados do refrigerador. Os calibradores e os controles devem ser recolocados
ao armazenamento de 2-8°C imediatamente apds 0 uso, ndo congelar os
reagentes.

O kit pode permanecer a bordo do sistema por um Maximo de 336 horas
acumulativas, por exemplo, 42 turnos de 8 horas, apés 336 horas, a
embalagem de reagentes deve ser descartada. A solucdo para limpeza da
probe e a solucéo de diluente de linha devem ser armazenados de 15-30°C.

Para a coleta e preparacédo da amostra para anélise podem ser usados soro
(incluindo soro coletado em tubos separadores) ou plasma (coletado em
heparina, citrato, EDTA ou tubos de coleta com oxalato), seguir as instrucdes
de processamento do fabricante para tubos de coleta de soro ou de plasma.

Amostras contendo particulas em suspensédo ou globulos vermelhos podem
fornecer resultados inconsistentes e devem ser centrifugadas antes da analise
(recomenda-se 8.000-10.000 RCF x 10 minutos).
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Assegurar-se que houve completa formacdo de coagulo antes da
centrifugacédo. Algumas amostras, especialmente aquelas provenientes de
pacientes que receberam terapia anticoagulante ou trombolitica, podem
apresentar um tempo de coagulagdo alto. Se uma amostra de soro for
centrifugada antes da completa coagulacéo, a fibrina pode causar resultados
errbneos. As amostras podem ser armazenadas por até 24 horas a 2-8°C antes
de serem testadas.

Amostras a serem transportadas devem ser embaladas e rotuladas de
acordo dom a legislacdo federal e internacional sobre transporte de amostras
clinicas e agentes etiologicos, para minimizar os efeitos de evaporacdo da
amostra, todas as amostras (de pacientes, controles e calibradores) devem ser
testados dentro de 3 horas apos serem colocadas a bordo do sistema, deve-se
inspecionar as amostras para detectar a presenca de bolhas. Remover as
bolhas antes da anélise.

8.8. Volume da amostra

O volume da amostra necessario para executar um uUnico ensaio de
Fenitoina ndo diluido varia de acordo com os diferentes recipientes de
amostras usados. Para calices de amostra, um teste ROUTINE necessita de
180 pyL e um teste STAT necessita de 130 uL para todos os testes adicionais,
executados a partir do mesmo recipiente da amostra, sera necessario um
volume adicional de 44 uL. O volume minimo do célice de amostra para ambos
0s testes sera calculado pelo sistema, ele sera exibido na tela no momento em
gue os testes forem solicitados.

Se o0 ensaio for configurado para auto reteste/auto diluicdo, o volume
adicional de amostra necessario para o0 reteste ndo aparecera na tela de
solicitacdo na hora em que os testes forem solicitados, por tanto o volume total
deve incluir um volume adicional de 44 uL de amostra.

Para requerimentos de volume de amostra em tubos Primarios ou de
aliquotas, bem como para os requerimentos de volume de calibrador e
controle, para multiplos lotes de reagentes consultar manual, para obter os
requisitos de volume recomendados para os calibradores e controles, segurar
os frascos verticalmente e dispensar 4 gotas de cada dentro do respectivo
calice de amostra.

8.9. Controle de qualidade

Para executar uma calibragdo padrdo, testar os padrbes calibradores
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AB,C,.D.E e F em duplicata. Uma unica amostra de todos os niveis de
controles deve ser testada como um meio de avaliar a calibracdo do ensaio.
Uma vez aceita e armazenada a calibracdo, todas as amostras posteriores
podem ser testadas sem outra calibracdo exceto: Nova embalagem de
reagentes com novo n° de lote, valores de controle estejam fora do intervalo
especificado.

O sistema verifica se o0s resultados de uma calibragdo do ensaio atendem
as especificacbes assinaladas aos parametros de validade selecionados.
Quando a calibracdo ndo atende a uma especificacdo, ocorre uma mensagem
de erro.

Os requerimentos de controle recomendados é uma Unica amostra de pelo
menos dois controles de niveis diferentes, testados 1 vez a cada 24 horas, a
cada dia de uso. Os controles devem ser colocados em qualquer posi¢do do
carrossel de amostras. Para realizar o Maximo de estabilidade do reagente a
bordo, o uso mais frequente dos controles pode ser necessario para o0
desempenho do controle do reagente dentro do mesmo lote. Assegurar-se de
que os valores dos controles estejam dentro das faixas de concentragéo
especificados nas instrucdes de uso.

O software calcula uma equacédo de melhor curva que é usada para gerar
uma curva de calibracdo. Essa curva é armazenada na memoéria e as
concentracbes da droga nos controles e nas amostras desconhecidas séo
calculadas a partir dessa curva, usando valores de polarizagao gerados.

8.10. LimitagcOes e valores esperados

As amostras urémicas podem apresentar uma tendéncia positiva com o
ensaio fenitoina.

As amostras de pacientes recebendo fosfenitoina devem ser coletadas pelo
menos 2 horas apdés a administracdo intravenosa e 4 horas apés a
administragao intramuscular, de acordo com as recomendagdes do fabricante.
As concentragdes de fenitoina determinadas antes da conversdo completa da
fosfenitoina ndo irdo refletir as concentracdes de fenitoina mais recentes.

Como todas as determinacdes de analiticos, o valor de Fenitoina deve ser
usado em conjunto com as informacdes disponiveis da avaliagdo clinica, e
outros procedimentos diagndsticos.

No protocolo de diluicho manual as amostras de pacientes com
concentracdes de Fenitoina, reportadas como superiores a 160,00 yg/mL por
um protocolo de diluicdo automatica, devem ser diluidas usando uma diluigdo
manual de 1:10. Adicionar uma parte da amostra do paciente a nove partes do
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calibrador A. Repetir o teste usando esta amostra diluida manualmente. A
concentracdo reportada pelo sistema deve ser multiplicada pelo fator de
diluicdo manual para obter a concentracao final da amostra.

Concentracgao final da amostra = concentracao reportada X fator de diluicao
manual

Fator de diluicdo manual = (Vol. De amostra + Vol. Do reagente de diluicdo)
/ Vol. Da amostra

Fortes correlacdes foram apresentadas entre 0s niveis séricos e tanto com
o efeito terapéutico e a toxicidade. Observacfes clinicas indicam que
toxicidade da fenitoina € aumentada em pacientes com doenca renal. A
toxicidade da fenitoina afeta principalmente o sistema nervoso central. Os
niveis téxicos podem provocar nistagmo, vertigens, ataxia, psicose e até
convulsdes. O tratamento cronico provoca hiperplasia das gengivas, anemia e
osteomalacia. A frequiéncia e a gravidade dos efeitos toxicos dependentes da
dose aumenta quando o nivel sérico sobe acima de 20 pg/mL. A maioria dos
pacientes recebera Maximo controle das convulsées quando 0s niveis séricos
de fenitoina estiverem no intervalo de 10 a 20 pg/mL.

8.11. Precisao, sensibilidade e especificidade

Usando o soro humano com 7,5, 15,0 e 30,0 pg/mL de Fenitoina adicionado
os resultados desses estudos apresentaram CV’s tipicamente menores que
5%.

A sensibilidade do ensaio foi calculada como sendo 0,50 pg/mL. Essa
sensibilidade é definida como a mais baixa concentracdo mensuravel que pode
ser distinta de zero com 95% de confianca.

Enquanto a especificidade da reacdo cruzada foi testada para compostos
cuja estrutura quimica ou uso simultineo poderiam provocar possiveis
interferéncias com o ensaio Fenitoina. A reatividade cruzada foi testada na
presenca de Fenitoina em relacdo aos seus principais metabdlitos: 5-(4-
hidroxifenil)-5-fenilidantoina (p-HPPH) e p-HPPH glicuronideo. O p-HPPH (5
Mg/mL) apresentou uma alteracdo inferior a 3 pyg/mL na concentracdo do
farmaco quando testada nos extremos baixos e alto do intervalo terapéutico da
Fenitoina (10 a 20 pg/mL).

A mefenitoina e o seu metabalito principal, 5-etil-5-fenil-hidantoina, testados
em concentracdes que correspondem a niveis elevados no plasma em
pacientes epilépticos, apresentaram concentragBes de fenitoina inferiores a
sensibilidade do ensaio. A oxaprozina apresentou uma reacao cruzada inferior
a 1%, quando testada com o ensaio fenitoina.
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A fosfenitoina, um éster de fosfato da Fenitoina anticonvulsivante,
apresenta reatividade cruzada com os ensaios Fenitoina devido a semelhanca
com nas suas estruturas. No entanto, ndo seré registrada reatividade cruzada
com os ensaios Fenitoina se as amostras de pacientes forem coletadas pelo
menos 2 horas apo0s a administragédo intramuscular.

8.12. Interferéncia

Os componentes listados na tabela abaixo, adicionados ao soro humano,
resultam em uma % erro na detecgéo da droga adicionada.

Componente Concentracao testada Resultados
Bilirrubina 15 pg/dL <5% de erro
Hemoglobina 1,0 g/dL <5% de erro
Triglicerideos 900 pg/dL <5% de erro
Proteina total 10,0 g/dL <10% de erro
9. Carbamazepina
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Fig5. Estrutura quimica da Carbamazepina

9.1. Definicéao

A carbamazepina é utilizada no tratamento das convulsdes ténico-clonicas,
parciais e parciais complexas. E também usada para o tratamento da dor
decorrente da nevralgia do trigémeo. As acdes anticolinérgica, relaxante
muscular, antiarritmica, antidiurética e inibidora da transmissédo neuro muscular
podem ser explicadas pelo blogueio da recaptacdo dos neurotransmissores.

Apos a administragéo oral, a carbamazepina é rapidamente absorvida, mas
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com ampla variacao individual. Ela é, em grande parte, ligada a proteinas
(80%). A meia-vida de eliminacdo, no inicio do tratamento, é de
aproximadamente um dia. No tratamento cronico, as enzimas responsaveis
pelo seu metabolismo séo induzidas, e a meia vida de eliminagdo € reduzida
para 15 a 20 horas. Como o metabolismo hepatico € o principal meio pelo qual
sao reduzidos os niveis no plasma, qualquer reducdo da funcdo hepéatica
resulta em acumulo deste medicamento.

O intervalo terapéutico de concentragdo, para efeito farmacoldgico 6timo da
carbamazepina, € de 14 a 12 pg/ml. A intoxicacdo decorrente da ingestédo
excessiva ocorre em concentragdes no plasma acima de 15 pg/ml, sendo
caracterizada por sintomas de visdo turva, parestesia, nistagmo, ataxia,
sonoléncia e diplopia. Os efeitos colaterais nao relacionados com a
concentragdo no plasma incluem o desenvolvimento de uma erupgao de
urticaria, que geralmente desaparece com a suspensao do medicamento, e
depressao hematoldgica (leucopenia, trombocitopenia e anemia aplastica).

O metabdlito ativo de carbamazepina é o 10,11-epéxido, que se acumula,
podendo contribuir para os sintomas de intoxicacdo. Como a carbamazepina é
metabolizada pelo sistema enzimatico hepatico, os medicamentos que induzem
a este sistema (fenitoina, fenobarbital) aumentam a taxa de depuracdo da
carbamazepina.

Devido a meia-vida relativamente longa da carbamazepina, a amostra que
gera informacdo mais util € a que representa a concentragdo no minimo,
apesar de, no caso de suspeita de intoxicacdo branda, o valor de concentracao
plasmatica no pico correlacionar-se mais diretamente com a intoxicacdo. A
amostra no pico deve ser colhida 2 a 4 horas apds ser dada a dose oral.

9.2. Método

Através do imunoensaio de fluorescéncia polarizada, que envolve
anticorpos e antigenos, um radical fluoresciteina é ligado ao antigeno, que € a
droga a ser monitorizada no soro e se nos temos anticorpos contra o0 antigeno,
nos temos um complexo Ag-Ac e radical fluorescente.

Como este complexo € muito grande, o movimento de rotacdo dele € muito
baixo, conduzindo para uma alta polarizagdo. Se nos adicionarmos este
complexo em um soro contendo a droga em investigacao, alguns dos radicais
fluorescentes ligados € liberado. Quanto mais droga se apresenta na amostra,
mais drogas ligadas a radicais fluorescentes se soltam.

Assim, a droga ligada a fluoresceina fica livre e seu movimento de rotacdo &
maior, diminuindo a polarizagdo, a comparacdo dos valores do soro humano
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com valores de curvas padrdo, mostram a concentracdo deste na amostra.

9.3. Aplicacao e interpretacao clinica

O ensaio da Carbamazepina € um sistema reagente para a determinacao
guantitativa da Carbamazepina, uma droga anticonvulsivante, em soro ou
plasma. As determinacfes obtidas sdo usadas na monitorizardo dos niveis de
Carbamazepina para assegurar terapia adequada.

O teste utiliza a tecnologia de imunoensaio por fluorescéncia polarizada
(FPIA). A Carbamazepina é utilizada no tratamento de convulsdes tanto
generalizados como parciais, devido ao rapido controle das descargas elétricas
cerebrais excessivas, bem como a baixa incidéncia de toxicidade aguda e
cronica.

A Carbamazepina é um derivado da iminoestilbina e esta, portanto,
estruturalmente relacionada aos antidepressivos triciclicos. Contudo, as
concentragbes encontradas no soro com  Carbamazepina  s&o
aproximadamente duas vezes superiores aquelas encontradas clinicamente
com antidepressivos triciclicos.

Cerca de 75% da Carbamazepina no soro estd ligada a proteinas. A
Carbamazepina é metabolizada em grande parte pelo sistema oxidase de
func@o hepatica mista, resultando primariamente no 10,11-ep6xido, o qual é
muito estéavel, farmacologicamente ativo, e encontrado no plasma e nos
tecidos. O 10,11-epdxido é entdo metabolizado mais uma vez para 10,11-
diidroxido e eliminado na urina sob esta forma e também sob a forma de

conjugados de acido glicurbnico.

9.4. Principios biolbégicos

Os reagentes do kit da Carbamazepina e a amostra sédo pipetados na
seguinte seqiéncia:

No centro de Amostragem a amostra e todos reagentes necessarios para
um teste sdo pipetados pela probe de amostragem dentro de varios pocos de
uma célula de reacdo. A amostra e o diluente de linha séo pipetados dentro de
um poco da célula de reacdo. Uma aliquota da mistura de preé-diluicdo, da
solucédo pré-tratamento e do diluente de linha sdo transferidas para a cuveta da
célula de reacgdo. A célula de reacdo é imediatamente transferida para o centro
de processamento. Pipetagens adicionais sédo feitas no centro de
processamento com a probe do processamento.
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No Centro de processamento uma segunda aliquota da mistura de preé-
diluicho € transferida para a cuveta juntamente com o antisoro de
Carbamazepina (Anticorpo) e Carbamazepina marcada com Fluoresceina. A
Carbamazepina proveniente da amostra e a Carbamazepina marcada com
Fluoresceina competem pelos sitios de ligacdo na molécula do anticorpo. A
intensidade da luz fluorescente polarizada é medida pelo sistema oOptico FPIA.

Os reagentes contidos no kit sdo: 15 ml de antisoro de Carbamazepina <
10% (policlonal de ovelha), em tamp&o, com estabilizadores de proteinas. 8,6
ml de solucdo de Pré-tratamento, surfactante em tampdo. 15,1 ml de
Carbamazepina marcada com fluoresceina <0,01% em tamp&o, contendo
surfactante. Conservantes: Azida sodica

9.5. Calibradores

Os seis frascos de calibradores contem quantidades de Carbamazepina
precisamente determinadas, preparadas em soro humano, para resultar as
seguintes concentragdes;

Frasco Concentracao
A 0,0 pug/ml
B 2,0 yg/ml
C 4,0 yg/ml
D 8,0 ug/ml
E 12,0 pg/ml
F 20,0 pg/ml

Conservante: Azida sodica
Soro humano néo reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

9.6. Controles

Trés frascos de 8ml com Carbamazepina preparado em soro humano, para
resultar nas seguintes faixas de concentragéo:
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Frasco Concentragao Intervalo

L 3,0 ug/ml 2,55 — 3,45 pg/ml
M 6,0 ug/ml 5,10- 6,90 pg/mi
H 16,0 ug/ml 13,90 — 18,10 pg/mi

Conservante: Azida Sédica 0,1%
Soro humano nao reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

9.7. PrecaucOes de manuseio e armazenamento

Ndo usar embalagem de reagentes apés a data de vencimento ou um
Maximo de 336 horas acumulativas a bordo do aparelho, ndo misturar
reagentes de diferentes embalagens, os reagentes sao suscetiveis & formacéao
de bolhas/espuma e requerem inspecdo, bem como a remocdo das bolhas
antes do uso.

Os reagentes sdo sensiveis a luz, quando a embalagem ndo estiver no
analisador, deve ser armazenada protegida da luz, o kit de reagentes, os
calibradores e os controles devem ser armazenados a 2-8°C, a embalagem de
reagentes, o calibrador e os controles devem ser usados imediatamente apés
retirados do refrigerador. Os calibradores e os controles devem ser recolocados
ao armazenamento de 2-8°C imediatamente apos 0 uso, ndo congelar os
reagentes.

O kit pode permanecer a bordo do sistema por um Maximo de 336 horas
acumulativas, por exemplo, 42 turnos de 8 horas, apés 336 horas, a
embalagem de reagentes deve ser descartada. A solucdo para limpeza da
probe e a solucéo de diluente de linha devem ser armazenados de 15-30°C.

Para a coleta e preparacdo da amostra para analise podem ser usados soro
(incluindo soro coletado em tubos separadores) ou plasma (coletado em
heparina, citrato, EDTA ou tubos de coleta com oxalato), seguir as instrucdes
de processamento do fabricante para tubos de coleta de soro ou de plasma.

Amostras contendo particulas em suspensédo ou globulos vermelhos podem
fornecer resultados inconsistentes e devem ser centrifugadas antes da analise
(recomenda-se 8.000-10.000 RCF x 10 minutos)

Assegurar-se que houve completa formacdo de coagulo antes da
centrifugagcdo. Algumas amostras, especialmente aquelas provenientes de
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pacientes que receberam terapia anticoagulante ou trombolitica, podem
apresentar um tempo de coagulacdo alto. Se uma amostra de soro for
centrifugada antes da completa coagulacéo, a fibrina pode causar resultados
errdbneos. As amostras podem ser armazenadas por até 24 horas a 2-8°C antes
de serem testadas.

Amostras a serem transportadas devem ser embaladas e rotuladas de
acordo dom a legislagao federal e internacional sobre transporte de amostras
clinicas e agentes etiologicos, para minimizar os efeitos de evaporacdo da
amostra, todas as amostras (de pacientes, controles e calibradores) devem ser
testados dentro de 3 horas ap0s serem colocadas a bordo do sistema, deve-se
inspecionar as amostras para detectar a presenca de bolhas. Remover as
bolhas antes da analise.

9.8. Volume da amostra

O volume da amostra necessario para executar um uUnico ensaio de
Carbamazepina nao diluido varia de acordo com os diferentes recipientes de
amostras usados. Para calices de amostra, um teste ROUTINE necessita de
150 pL e um test STAT necessita de 94 pL. para todos os testes adicionais,
executados a partir do mesmo recipiente da amostra, sera necessario um
volume adicional de 44 uL. O volume minimo do célice de amostra para ambos
0s testes serd calculado pelo sistema, ele sera exibido na tela no momento em
gue os testes forem solicitados.

Se o0 ensaio for configurado para auto reteste/auto diluicdo, o volume
adicional de amostra necessario para o reteste ndo aparecera na tela de
solicitacdo na hora em que os testes forem solicitados, por tanto o volume total
deve incluir um volume adicional de 44 yL de amostra.

Para requerimentos de volume de amostra em tubos Primérios ou de
aliguotas, bem como para os requerimentos de volume de calibrador e
controle, para multiplos lotes de reagentes consultar manual, para obter os
requisitos de volume recomendados para os calibradores e controles, segurar
os frascos verticalmente e dispensar 4 gotas de cada dentro do respectivo
calice de amostra.

9.9. Controle de qualidade

Para executar uma calibragdo padrdo, testar os padrbes calibradores
AB,C,.D,E e F em duplicata. Uma Unica amostra de todos os niveis de
controles deve ser testada como um meio de avaliar a calibragdo do ensaio.
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Uma vez aceita e armazenada a calibracdo, todas as amostras posteriores
podem ser testadas sem outra calibragdo exceto: Nova embalagem de
reagentes com novo n° de lote, valores de controle estejam fora do intervalo
especificado.

O sistema verifica se os resultados de uma calibragdo do ensaio atendem
as especificacbes assinaladas aos parametros de validade selecionados.
Quando a calibracdo ndo atende a uma especificagdo, ocorre uma mensagem
de erro.

Os requerimentos de controle recomendados é uma Unica amostra de pelo
menos dois controles de niveis diferentes, testados 1 vez a cada 24 horas, a
cada dia de uso. Os controles devem ser colocados em qualquer posi¢ao do
carrossel de amostras. Para realizar o Maximo de estabilidade do reagente a
bordo, o uso mais frequente dos controles pode ser necessario para o0
desempenho do controle do reagente dentro do mesmo lote. Assegurar-se de
que os valores dos controles estejam dentro das faixas de concentracéo
especificados nas instrucdes de uso.

O software calcula uma equacéo de melhor curva que é usada para gerar
uma curva de calibracdo. Essa curva € armazenada na memoéria e as
concentracbes da droga nos controles e nas amostras desconhecidas sé&o
calculadas a partir dessa curva, usando valores de polarizagao gerados.

9.10. LimitacOes e valores esperados

Como todas as determinaces de analiticos, o valor de Carbamazepina
deve ser usado em conjunto com as informacdes disponiveis da avaliacéo
clinica, e outros procedimentos diagnosticos.

No protocolo de diluicdo manual as amostras de pacientes com
concentracfes de Fenobarbital, reportadas como superiores a 80,00 pg/mL por
um protocolo de diluicdo automatica, devem ser diluidas usando uma diluicdo
manual de 1:10. Adicionar uma parte da amostra do paciente a nove partes do
calibrador A. Repetir o teste usando esta amostra diluida manualmente. A
concentracdo reportada pelo sistema deve ser multiplicada pelo fator de
diluicdo manual para obter a concentracéo final da amostra.

Concentracao final da amostra = concentracao reportada X fator de diluicao
manual

Fator de diluicdo manual = (Vol. De amostra + Vol. Do reagente de diluicdo)
/ Vol. Da amostra

Concentragdes no plasma entre 4 e 12 yg/ml de carbamazepina tem sido
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associadas a um controle 6timo de ataque convulsivo em adultos. A toxicidade
associada & terapia de carbamazepina €, de uma maneira geral, relativamente
menor. O problema mais grave estd relacionado & capacidade da
Carbamazepina de suprimir a fungdo da medula Ossea. Esse efeito tdxico
grave, que leva potencialmente & anemia aplasia, é raro. Efeitos colaterais
mais freqlientemente encontrados como sonoléncia, disturbios da viséo,
nausea e dor de cabeca estdo relacionados com a dosagem e ndo com um
risco de vida inerente ao farmaco.

9.11. Precisao, sensibilidade e especificidade

Um painel controle de 3 membros, usando um unico lote de reagentes e
uma calibracdo Unica, em duplicatas e dois momentos separados do dia por 20
dias. Os dados nédo excederam 7% dos CV's.

A sensibilidade do ensaio foi calculada como sendo 0,50 pg/mL. Essa
sensibilidade é definida como a mais baixa concentracdo mensuravel que pode
ser distinta de zero com 95% de confianca.

Enquanto a especificidade da reacdo cruzada foi testada para 10,11-
epoxido Carbamazepina, um metabdlito maior da Carbamazepina, e
Desipramine, um antidepressivo que € estruturalmente semelhante a
Carbamazepina . A reatividade cruzada foi determinada como a diferenca da
concentracdo entre amostras contendo tanto o farmaco original como o reativo
cruzado e amostras contendo o farmaco original. Quando testadas, o extremo
inferior e superior do intervalo terapéutico da Carbamazepina, o 10,11-epoxi
Carbamazepina apresentou mudang¢as menores que ou iguais a 2,5 ug/ml na
concentracdo do farmaco, enquanto a desipramina apresentou mudanca menor
que ou igual a 2,7 yg/ml na concentracdo do farmaco. Os valores relatados
foram determinados com amostras sem farmaco.

9.12. Interferéncia

Os componentes listados na tabela abaixo, adicionados ao soro humano,
resultam em uma % erro na deteccao da droga adicionada.

Componente Concentracao testada Resultados

Bilirrubina 15 pg/dL <10% de erro
Hemoglobina 1,0 g/dL <10% de erro
Triglicerideos 806 ug/dL <10% de erro
Proteina total 3,0—10,0 g/dL <10% de erro
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10. Vancomicina
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Fig6. Estrutura quimica da Vancomicina

10.1. Definicao

A Vancomicina € um antibidtico glicopéptidico usado no tratamento das
infeccdes bacterianas. E um péptido triciclico glicosilado ndo produzido em
ribossoma, mas sim por enzimas especificas. Nao € absorvida no intestino e é
administrada via intravenosa, exceto no tratamento de infec¢cdes do préprio
intestino.

Inibe a sintese da parede celular da bactéria. Ela bloqueia a incorporacao
no peptidoglicano das subunidades N-acido acetiimuramico e N-
acetilglucosamina, ao se ligar reversivelmente a estas moléculas. Com parede
celular deficiente as bactérias ndo resistem as pressées osmoéticas e morrem.

Até recentemente, a vancomicina era dos poucos antibiéticos sem casos
descritos de resisténcia. No entanto, em 2002 uma mulher foi internada em
Detroit com infeccdo por Staphylococcus resistente a vancomicina Foi isolada
da fermentacgdo por bactérias de um membro da familia dos Actinomicetes, ou
bactérias semelhantes a fungos, Amycolatopsis orientalis (relacionado as
Nocardia), pela farmacéutica Eli Lilly. A patente expirou em 1980.
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Apébs 24 horas, faz-se andlise de vale e de pico de vancomicina, a colheita de
sangue para vale sera feita imediatamente antes da administracdo seguinte, a
colheita de sangue para pico é feita 2 horas apés o final da perfusao.

10.2. Método

Através do imunoensaio de fluorescéncia polarizada, que envolve
anticorpos e antigenos, um radical fluoresciteina é ligado ao antigeno, que é a
droga a ser monitorizada no soro e se nos temos anticorpos contra o antigeno,
nos temos um complexo Ag-Ac e radical fluorescente.

Como este complexo € muito grande, o movimento de rotacdo dele € muito
baixo, conduzindo para uma alta polarizacdo. Se adicionarmos este complexo
em um soro contendo a droga em investigacdo, alguns dos radicais
fluorescentes ligados sdo liberados. Quanto mais droga se apresenta na
amostra, mais drogas ligadas a radicais fluorescentes se soltam.

Assim, a droga ligada a fluoresceina fica livre e seu movimento de rotacao é
maior, diminuindo a polarizacdo, a comparacdo dos valores do soro humano
com valores de curvas padrdo, mostram a concentracdo deste na amostra.

10.3. Aplicacéao e interpretagao clinica

O ensaio da Vancomicina € um sistema reagente para a determinacao
quantitativa da Vancomicina, um farmaco antibiético, em soro ou plasma. As
determinacdes obtidas sdo usadas no diagnéstico no tratamento da
superdosagem de Vancomicina no monitoramento de niveis de Vancomicina,
para assegurar terapia adequada.

O teste utiliza a tecnologia de imunoensaio por fluorescéncia polarizada
(FPIA). A Vancomicina é um antibiotico glicopeptidico, de acdo bactericida face
a diversos cocos gram-positivos e alguns cocos gram-negativos. E Gtil na
terapéutica de infeccoes graves provocadas por estafilococos (incluindo
estafilococos resistentes a metaciclina) em pacientes que ndo possam receber
ou que nao obtiveram resultados com penicilinas e cefalosporinas. Cloridrato
de Vancomicina tem sido utilizada com sucesso no tratamento da endocardite
provocada por estafilococos. Devido a sua ototoxicidade, a Vancomicina deve
ser administrada com precau¢cdo em pacientes com insuficiéncia renal. A
utilizacdo simultdnea e sequencial de outros antibidticos neurotoxicos e/ou
nefrotéxicos, principalmente  estreptomicina, neomicina, canamicina.
Gentamicina, cefaloridina, viomicina, polimixina B, colistina, tobramicina e
amicacina, requer um monitoramento cuidadoso da vancomicina.
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10.4. Principios bioldgicos

Os reagentes do kit da Vancomicina e a amostra séo pipetados na seguinte
sequéncia:

No centro de Amostragem a amostra e todos reagentes necessarios para
um teste sdo pipetados pela probe de amostragem dentro de varios pocos de
uma célula de reacdo. A amostra e o diluente de linha séo pipetados dentro de
um poco da célula de reacdo. Uma aliquota da mistura de pré-diluicdo, da
solucéo pré-tratamento e do diluente de linha sédo transferidas para a cuveta da
célula de reacgédo. A célula de reacdo é imediatamente transferida para o centro
de processamento. Pipetagens adicionais sao feitas no centro de
processamento com a probe do processamento.

No Centro de processamento uma segunda aliquota da mistura de pré-
diluicdo é transferida para a cuveta juntamente com o antisoro de Vancomicina
(Anticorpo) e Vancomicina marcada com Fluoresceina. A Vancomicina
proveniente da amostra e o Vancomicina marcada com Fluoresceina
competem pelos sitios de ligacdo na molécula do anticorpo. A intensidade da
luz fluorescente polarizada é medida pelo sistema oOptico FPIA.

Os reagentes contidos no kit sdo: 15 ml de antisoro de Vancomicina < 25%
(policlonal de ovelha), em tamp&o, com estabilizadores de proteinas. 8,6 ml de
solucdo de Pré-tratamento, surfactante em tampdo. 15,1 ml de Vancomicina
marcada com fluoresceina <0,01% em tampdo, contendo surfactante.
Conservantes: Azida sodica

10.5. Calibradores

Os seis frascos de calibradores contem quantidades de Vancomicina
precisamente determinadas, preparadas em soro humano, para resultar as
seguintes concentragdes;

Frasco Concentragcao
A 0,0 ug/ml
B 5,0 ug/ml
C 10,0 pg/ml
D 25,0 pg/mi
E 100,0 pg/ml
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Conservante: Azida sodica
Soro humano nao reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

10.6. Controles

Trés frascos de 8 ml com Vancomicina preparado em soro humano, para
resultar nas seguintes faixas de concentracao:

Frasco Concentracao Intervalo
L 7,0 ug/ml 5,20 — 8,80 pg/ml
M 35,0 pg/ml 30,00 — 40,00 pg/ml
H 75,0 pg/mi 62,00 — 88,00 pg/ml

Conservante: Azida Sédica 0,1%
Soro humano nao reagente para HbsAg, HIV- 1 Ag, anti-HCV e anti-
HIV1/HIV2

10.7. PrecaucOes de manuseio e armazenamento

N&o usar embalagem de reagentes ap6s a data de vencimento ou um
Maximo de 336 horas acumulativas a bordo do aparelho, ndo misturar
reagentes de diferentes embalagens, os reagentes sao suscetiveis & formacéao
de bolhas/espuma e requerem inspecéo, bem como a remoc¢ao das bolhas
antes do uso.

Os reagentes sdo sensiveis a luz, quando a embalagem n&o estiver no
analisador, deve ser armazenada protegida da luz, o kit de reagentes, os
calibradores e os controles devem ser armazenados a 2-8°C, a embalagem de
reagentes, o calibrador e os controles devem ser usados imediatamente apés
retirados do refrigerador. Os calibradores e os controles devem ser recolocados
ao armazenamento de 2-8°C imediatamente apdés 0 uso, ndo congelar os
reagentes.

O kit pode permanecer a bordo do sistema por um Maximo de 336 horas
acumulativas, por exemplo, 42 turnos de 8 horas, apds 336 horas, a
embalagem de reagentes deve ser descartada. A solucdo para limpeza da
probe e a solucéo de diluente de linha devem ser armazenados de 15-30°C.

Para a coleta e preparacédo da amostra para analise podem ser usados soro
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(incluindo soro coletado em tubos separadores) ou plasma (coletado em
heparina, citrato, EDTA ou tubos de coleta com oxalato). Seguir as instrucdes
de processamento do fabricante para tubos de coleta de soro ou de plasma.

Amostras contendo particulas em suspensédo ou glébulos vermelhos podem
fornecer resultados inconsistentes e devem ser centrifugadas antes da analise
(recomenda-se 8.000-10.000 RCF x 10 minutos)

Assegurar-se que houve completa formagdo de coagulo antes da
centrifugacédo. Algumas amostras, especialmente aquelas provenientes de
pacientes que receberam terapia anticoagulante ou trombolitica, podem
apresentar um tempo de coagulagdo alto. Se uma amostra de soro for
centrifugada antes da completa coagulacéo, a fibrina pode causar resultados
errbneos. As amostras podem ser armazenadas por até 24 horas a 2-8°C antes
de serem testadas.

Amostras a serem transportadas devem ser embaladas e rotuladas de
acordo dom a legislacdo federal e internacional sobre transporte de amostras
clinicas e agentes etiologicos, para minimizar os efeitos de evaporacdo da
amostra, todas as amostras (de pacientes, controles e calibradores) devem ser
testados dentro de 3 horas ap0s serem colocadas a bordo do sistema, deve-se
inspecionar as amostras para detectar a presenca de bolhas. Remover as
bolhas antes da andlise.

10.8. Volume da amostra

O volume da amostra necessario para executar um Unico ensaio de
Vancomicina ndo diluido varia de acordo com os diferentes recipientes de
amostras usados. Para célices de amostra, um teste ROUTINE necessita de
150 pL e um test STAT necessita de 94 pL. para todos os testes adicionais,
executados a partir do mesmo recipiente da amostra, sera necessario um
volume adicional de 44 uL. O volume minimo do célice de amostra para ambos
0s testes seréd calculado pelo sistema, ele sera exibido na tela no momento em
gue os testes forem solicitados.

Se o0 ensaio for configurado para auto reteste/auto diluicdo, o volume
adicional de amostra necessario para 0 reteste ndo aparecera na tela de
solicitacdo na hora em que os testes forem solicitados, por tanto o volume total
deve incluir um volume adicional de 44 pyL de amostra.

Para requerimentos de volume de amostra em tubos Primarios ou de
aliquotas, bem como para os requerimentos de volume de calibrador e
controle, para multiplos lotes de reagentes consultar manual, para obter os
requisitos de volume recomendados para os calibradores e controles, segurar
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os frascos verticalmente e dispensar 4 gotas de cada dentro do respectivo
calice de amostra.

10.9. Controle de qualidade

Para executar uma calibracdo padrdo, testar os padrbes calibradores
AB,C,D.E e F em duplicata. Uma unica amostra de todos os niveis de
controles deve ser testada como um meio de avaliar a calibracdo do ensaio.
Uma vez aceita e armazenada a calibracdo, todas as amostras posteriores
podem ser testadas sem outra calibracdo exceto: Nova embalagem de
reagentes com novo n° de lote, valores de controle estejam fora do intervalo
especificado.

O sistema verifica se os resultados de uma calibragdo do ensaio atendem
as especificacbes assinaladas aos parametros de validade selecionados.
Quando a calibracdo ndo atende a uma especificagdo, ocorre uma mensagem
de erro.

Os requerimentos de controle recomendados é uma Unica amostra de pelo
menos dois controles de niveis diferentes, testados 1 vez a cada 24 horas, a
cada dia de uso. Os controles devem ser colocados em qualquer posi¢do do
carrossel de amostras. Para realizar o Maximo de estabilidade do reagente a
bordo, o uso mais frequente dos controles pode ser necessario para o0
desempenho do controle do reagente dentro do mesmo lote. Assegurar-se de
que os valores dos controles estejam dentro das faixas de concentragéo
especificados nas instru¢des de uso.

O software calcula uma equacéo de melhor curva que é usada para gerar
uma curva de calibracdo. Essa curva é armazenada na memoéria e as
concentracbes da droga nos controles e nas amostras desconhecidas sé&o
calculadas a partir dessa curva, usando valores de polarizagéo gerados.

10.10. LimitacdOes e valores esperados

Como todas as determinagfes de analiticos, o valor de Vancomicina deve
ser usado em conjunto com as informacgdes disponiveis da avaliacao clinica, e
outros procedimentos diagndésticos.

No protocolo de diluigdo manual as amostras de pacientes com
concentracbes de Fenobarbital, reportadas como superiores a 400,00 ug/mL
por um protocolo de diluicdo automatica, devem ser diluidas usando uma
diluicho manual de 1:10. Adicionar uma parte da amostra do paciente a nove
partes do calibrador A. Repetir o teste usando esta amostra diluida
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manualmente. A concentracdo reportada pelo sistema deve ser multiplicada
pelo fator de diluigho manual para obter a concentragao final da amostra.

Concentracao final da amostra = concentracao reportada X fator de diluicao
manual

Fator de diluicdo manual = (Vol. De amostra + Vol. Do reagente de diluicdo)
/ Vol. Da amostra.

Fortes correlacfes apresentadas entre 0s niveis séricos e tanto com o efeito
terapéutico e a toxicidade. Niveis de pico no soro da Vancomicina no intervalo
entre 20 a 40 pg/ml e niveis de depressdo no sangue de 5 a 10 ug/ml séo
sugeridos para efetividade terapéutica Otima. Na presenca de funcdo renal
desequilibrada, niveis desnecessariamente elevados de vancomicina no
sangue (aproximadamente 90 pg/ml) podem causar danos no oitavo nervo
cranial, causando surdez.

10.11. Precisao, sensibilidade e especificidade

Usando o soro humano com 7,0, 35,0 e 75,0 pyg/mL de Vancomicina
adicionado os resultados desses estudos apresentaram CV’'s tipicamente
menores que 7%.

A sensibilidade do ensaio foi calculada como sendo 2,00 pg/mL. Essa
sensibilidade é definida como a mais baixa concentracdo mensuravel que pode
ser distinta de zero com 95% de confianca.

Enquanto a especificidade da reagcédo cruzada foi testada para compostos
cuja estrutura quimica ou uso simultdneo poderiam provocar possiveis
interferéncias com o ensaio Vancomicina.

O teste a reagao cruzada mostrou que o produto de degradacéo cristalina 1
da Vancomicina (CDP-1) em concentracdes de 10, 20 e 50 pg/ml, apresenta
uma reacdo cruzada inferior a sensibilidade do ensaio na auséncia de
Vancomicina. Quando o CDP-1 é testado na presenca de Vancomicina, nas
mesmas concentracdes indicadas (10 a 50 uyg/ml), a alteracdo nos niveis de
vancomicina é inferior a sensibilidade do ensaio. O CDP-1 pode acumular-se
em pacientes com insuficiéncia renal.

Os compostos seguintes foram testados na auséncia de vancomicina ate 0s
500 pg/ml apos adicionar uma quantidade conhecida de cada um deles ao soro
humano. O metotrexato foi testado ate aos 227 ug/ml. Cada composto atingiu
resultados inferiores a sensibilidade do ensaio (2,00 pg/ml).
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10.12. Interferéncia

Os componentes listados na tabela abaixo, adicionados ao soro humano,
resultam em uma % erro na deteccao da droga adicionada.

Componente Concentracao testada Resultados
Bilirrubina 20 ug/dL <5% de erro
Hemoglobina 1,0 g/dL <5% de erro
Triglicerideos 2300 pg/dL <10% de erro
Proteina total 3,0 - 10,0 g/dL <10% de erro

11. Conclusao

A analise dos niveis séricos dos medicamentos de uso controlado, visam a
adequacdo da terapia buscando a diminuicdo dos efeitos colaterais e
citotdxicos dos medicamentos.

A utilizacdo dos kits auxilia de modo medir a concentracdo dos niveis da
droga no soro do paciente, e assim analisar se a concentracdo ultrapassa o
nivel maximo permitido, ou se ndo chega ao nivel minimo de concentracao,
sugerindo assim ao médico um abuso no uso do medicamento ou um nao
seguimento das orientacdes médicas.

Sendo assim de grande importancia na area clinica, a analise por meio dos
profissionais de areas distintas com o mesmo obrjetivo, de melhorar a
qualidade de vida do paciente.
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