Revista de Ciéncias
Farmacéuticas
Basica e Aplicada

Journal of Basic and Applied Pharmaceutical Sciences

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2013;34(4):519-526
ISSN 1808-4532

Determinagao simplificada de carbamazepina,
fenitoina, fenobarbital e lamotrigina em plasma e

monitoracao terapéutica por HPLC/PDA

Fernando Gomes Ferreira Oliveira'; Cristiane Effting'; Iram Moreira Mundim'; Ramias Vieira Calixto Freire!; Wilsione
José Carneiro'; Caroline Rego Rodrigues?;Luiz Carlos da Cunha'*

"Ntcleo de Estudos e Pesquisas Toxico-Farmacologicas — UFG — Faculdade de Farmacia - Av. Universitaria com 1* Avenida s/n, Setor Universitario
Goiénia - GO, Brasil
2Universidade Estadual de Goias - UEG - Goiania - GO, Brasil

RESUMO

Carbamazepina, fenitoina, fenobarbital e lamotrigina
sdo bem conhecidos como firmacos anticonvulsivantes
usados para o tratamento da epilepsia. A utilizacfio destes
farmacos é associada a varias reacoes adversas,
tornando necessario o controle terapéutico. Os ensaios
foram realizados por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia e o0 método de extracio utilizado foi
o liquido-liquide. Os farmacos e o padrio interno de
zolpidem foram separados por uma coluna de fase
reversa (ACE 5, C18 150 x 4,6 mm d.i.). A fase mével
constituida de acetonitrila (30%) e acido citrico/tampao
fosfato pH 5,0 (70%) foi utilizada sob gradiente de fluxo
de 0,7 a 1,2 mL/min e o comprimento de onda utilizado
para a detec¢cio dos analitos foi fixado em 210 nm. A
técnica apresentou linearidade ao longo do intervalo de
0,5 a 20,0 pg/mL para carbamazepina/lamotrigina
e de 2,0 a 64,0 ng/mL, para fenitoina/ fenobarbital
com coeficiente de correlagao linear maior que 0,98. As
amostras de sangue foram obtidas de pacientes adultos
com diagnostico de epilepsia em acompanhamento no
Ambulatério Municipal de Psiquiatria de Goidnia. A
média de recuperaciio obtida foi de 96,8% a 108,5%
para carbamazepina/lamotrigina e de 93,8% a
108,8% para a fenitoina/fenobarbital. Os limites de
quantificacfio, precisdo (CV < 15,0 %) e exatidao (E >
85,0 %) demonstraram estar em conformidade com as
exigéncias da ANVISA. Nove pacientes foram avaliados
para confirmar a validade do método.
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Monitoragao

INTRODUCAO

A carbamazepina (CAR), a fenitoina (FEN), o
fenobarbital (FNB) e a lamotrigina (LAM) sdo farmacos
anticonvulsivantes utilizados para o tratamento da
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epilepsia. O uso destes fArmacos, cujas estruturas quimicas
sao mostradas na Figura 1, esta associado a diversas reagdes
adversas, tornando a monitoragdo terapéutica necessaria
e, as vezes, imprescindivel para o bom andamento do
tratamento (Patsalos et al., 2002; Patsalos et al., 2008).
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Figura 1. Estruturas quimicas: A) carbamazepina B) fenitoina C)
fenobarbital D) lamotrigina.

A epilepsia ¢ uma condicdo neuroldgica cronica
caracterizada por crises recorrentes devido a excessiva
atividade descontrolada, quer de uma parte ou de todo o
sistema nervoso central (CEP, ILAE, 1993).

Os anticonvulsivantes utilizados no tratamento da
epilepsia sdo frequentemente utilizados em multiterapias.
Uma desvantagem da multiterapia farmacoldgica consiste
na possibilidade da interagdo farmaco-fairmaco. A
introdug@o de novos farmacos antiepilépticos no mercado
aumenta o numero de combinagdes terapéuticas para o
tratamento da epilepsia e, consequentemente, o risco desta
interacdo (Chun-Lai et al., 2007). A interag¢ao de farmacos
pode acarretar diversas reagdes adversas, tais como:
diplopia, ataxia, inativagdo de outro farmaco, anemia
megaloblastica, seda¢do profunda, depressdo respiratoria,
hipotensdo, sonoléncia, etc (Patsalos et al., 2008; Patsalos
et al., 2002; Chollet, 2002).

A justificativa para determinagdo destes farmacos
em tecidos e/ou fluidos corporais surge a partir de sua
estreita faixa terapéutica e o seu alto potencial de toxicidade.
Sendo assim, estes farmacos devem ter administracdo e
acompanhamento criteriosos, necessitando de avaliacdo
tanto da eficacia, quanto da tolerancia e toxicidade. A
determinag@o da concentracdo plasmatica destes farmacos
¢ necessaria para o monitoramento dos niveis terapéuticos,
seja para estudos de reagdes adversas, interagdes
medicamentosas, estudos de toxicidade, farmacocinética
ou farmacodindmica adversas (Bodhankar & Patil, 2005;
Pucci et al., 2004). Sendo assim, a especificidade das
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técnicas analiticas empregadas na determinagdo destes
farmacos ¢ de primordial importancia na monitorizagao
terapéutica de farmacos (Queiroz et al., 2008; Vermeij &
Edelbroek, 2007; Chun-Lai et al., 2007; Pucci et al., 2004;
Chollet, 2002). A monitorizacao terapéutica de farmacos
anticonvulsivantes consiste em individualizar a posologia
dos mesmos para obter maxima eficacia do tratamento e
melhorar a aderéncia do paciente, além da diminui¢do da
incidéncia de reagdes adversas graves. Neste contexto, a
determinacdo da concentragdo plasmadtica de farmacos
e a medida das varidveis fisiologicas e bioquimicas
decorrentes de sua acdo sdao ferramentas importantes
para a monitoriza¢do terapéutica (Patsalos et al., 2008;
Chun-Lai et al., 2007; Gram, 2001). A faixa terapéutica
dos anticonvulsivantes mais comumente utilizados ¢:
carbamazepina (CAR) 4 — 12 pg.mL"!, fenitoina (FEN)
10 — 20 pg.mL"!, fenobarbital (FEB) 10 — 40 pg.mL"'e
lamotrigina (LAM) 2,5 — 15 pg.mL"! (Patsalos et al., 2008).

Varios métodos tém sido propostos para
quantificagdo de anticonvulsivantes em matrizes bioldgicas,
dentre eles os métodos cromatograficos, sendo um dos
mais utilizados a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (HPLC/PDA do inglés
High Performance Liquid Chromatography — Diode Array
Detection). Dentre as vantagens do HPLC/PDA estao a
eficiéncia na separacdo, rapidez e simplicidade, além da
separacdo e quantificagdo de diferentes farmacos em uma
unica analise (Chun-Lai et al., 2007; Chollet, 2002).

A carbamazepina, fenobarbital, fenitoina e
lamotrigina presentes em amostras biologicas podem ser
extraidas, separadas e detectadas sob uma variedade de
condigdes cromatograficas. Diversas fases estacionarias
e fases moveis podem ser utilizadas além de diferentes
técnicas de deteccdo como: espectrofotometria UV-Vis,
fluorimetria, eletroquimica, espectrometria de massas e
outras (Queiroz et al. 2008; Vermeij & Edelbroek, 2007).

O presente estudo teve como objetivo desenvolver
e validar um método bioanalitico simples, rapido, sensivel,
preciso e exato para monitorar a terapia com CAR, FEN,
FEB ¢ LAM em plasma por HPLC/DAD. E um método
atualmente bastante utilizado em laboratorios analiticos,
paraavaliar se as concentragdes destes farmacos encontram-
se dentro da faixa terapéutica, possibilitando a otimizagao
da terapia farmacologica, um melhor ajuste da dose.

MATERIAL E METODOS

Solucdes padrio, reagentes e solventes

Os padroes de CAR, FEN, FNB, LAM e zolpiden
(ZOL) padrio interno (PI) (ZOL) foram adquiridos do
laboratorio Sigma Aldrich (EUA). As solugdes estoque
preparadas em metanol e utilizadas durante o estudo foram
obtidas a partirde CAR/LAM e FEN/FEB nas concentragdes
de 2 mg/mL e 4 mg/mL, respectivamente. A solucao
estoque do PI foi preparada em metanol na concentragdo de
2 mg/mL. Todas as solugdes foram armazenadas a —20° C.
O metanol (MOH) e acetonitrila (ACN) grau HPLC, foram
obtidos da J.T.Baker (USA). O acido citrico e o fosfato
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de sodio dibasico foram obtidos da Synth (Brasil) e o éter
metil-terc-butilico (MTBE), da Tedia (USA).

Solugdes intermediarias contendo CAR, FEN, FEB
e LAM foram preparadas a partir das solugdes de estoque
para construcdo da curva de calibracdo. As solucdes de
estoque foram preparadas 10 vezes mais concentradas que
as concentracdes utilizadas na curva de calibragdo numa
solu¢do hidroalcodlica (metanol:agua ultrapura, 1:1). A
curva de calibragdo foi construida com oito pontos em
duplicatas, a saber: branco, amostra zero (branco + PI), e
amostras nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10; 20 ng/
mL de CAR / LAM e branco, zero, 2,0; 4,0; 8,0; 16; 32; 64
ug/mL de FEN / FEB.

As concentragdes das solugdes de controle de
qualidade foram 1,5; 8,0 ¢ 15 pg/mL de CAR / LAM
para os controles de qualidade baixo, médio e alto,
respectivamente. Ja para FEN / FEB as concentracdes
das solugdes de controle de qualidade baixo, médio e alto
foram 6,0; 27 ¢ 48 ng/mL, respectivamente.

Para cada ponto da curva de calibragdo e dos
controles foi preparado um pool de padrdes de CAR, FEN,
FEB e LAM nas concentragdes referidas anteriormente.

A solugdo estoque contendo padrdo primario do
ZOL foi diluida para concentragdo intermediaria de 320
pug/mL, e esta para 32 pg/mL, sendo a Gltima adotada como
solugdo de trabalho para todas as amostras.

Sistema cromatografico

Foi utilizado o sistema de HPLC Shimadzu LC
- 20AT Prominence® equipado com detector UV-PDA
SPD M20A operando a 210 nm, coluna Ace® C18 (5 pum,
4,6 x 150 mm) a temperatura ambiente. A fase mével foi
constituida por mistura de acido citrico/tampao fosfato de
sodio dibasico 50 mM pH 5,0 (70%) ¢ ACN (30%) com
fluxo variando 0,7 a 1,2 mL/min (0,0 min a 6,5 min, fluxo
1,2 ml/min; 6,5 a 13,0 min, fluxo 1,2 ml/min; 13,0 a 13,5,
fluxo 1,0 ml/min e 13,5 a 16,0, fluxo de 0,7 ml/min). O
volume de injecao foi de 20 pL.

Obtencao e preparo das amostras

Os critérios de inclusdo utilizados para coleta
das amostras foram: (i) pacientes maiores de 18 anos
com diagnostico de epilepsia, (ii) pacientes de ambos
os sexos, (iii) pacientes sob o uso de medicamentos
anticonvulsivantes CAR, FEN, FEB e LAM ha pelo menos
dois meses, (iv) paciente alfabetizado ou sob o cuidado
de algum responsavel alfabetizado e, (v) paciente que
retornasse periodicamente ao Ambulatorio Municipal de
Psiquiatria. Foram excluidos do estudo pacientes em uso dos
anticonvulsivantes com tempo de tratamento inferior a dois
meses assim como aqueles que, apesar do consentimento,
ndo tiveram disponibilidade em comparecer para a coleta
de sangue.

As amostras de sangue venoso (5 mlL)
foram coletadas dos pacientes em terapia com 0s
anticonvulsivantes, no Ambulatério Municipal de
Psiquiatria de Goiania, de manha (aproximadamente 10h),
momento em que os pacientes, logo apds o atendimento
médico, encontravam-se em jejum e eram encaminhados
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pelo corpo clinico. Utilizaram-se seringas convencionais e
em seguida o sangue foi transferido para tubos contendo
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
e acondicionado em embalagem de isopor contendo gelo.
Apds 60 minutos o plasma foi separado dos elementos
figurados do sangue na Central Analitica do Nucleo de
Estudos e Pesquisas Toxico-Farmacoldgicas (NEPET) por
centrifugacdo a 3.500 rpm por 15 minutos e em seguida
armazenado a —20°C para posterior analise.

Para o preparo da curva de calibragdo em plasma
foi utilizado o plasma branco isento de CAR, FEN, FEB
e LAM). O plasma foi descongelado e centrifugado a
3000 rpm por 5 minutos. Em seguida, a 500 uL de plasma
foram adicionados 50 pL de solugdo padrao de CAR/LAM
(0,5 — 20 ug/mL) e FEN/FEB (2,0 — 64 ug/mL) e 50 uL
de padrao interno de ZOL (32 pg/mL). Apds 5 segundos
de homogeneizagdo em vortex, adicionou-se 1000 uL de
MTBE. A solugao foi novamente homogeneizada por mais
60 segundos. Apds centrifugagdo por 6 minutos a 6000
rpm, transferiram-se 800 pL para um tubo de vidro (5 mL).
O extrato organico foi evaporado até secura sob fluxo de
ar a 50 °C. Posteriormente, o extrato foi reconstituido com
100 pL de fase moével e homogeneizado por 60 segundos.
Transferiu-se 100 uL para um insert ¢ 20 uL foram
injetados no HPLC-PDA. As amostras dos pacientes foram
processadas da mesma forma como descrito anteriormente.

Desenvolvimento do método analitico

Foram determinados os parametros de adequagao do
sistema cromatografico para avaliar a aplicagdo do método
durante os ensaios analiticos ¢ verificar a repetibilidade e a
resolucdo entre os picos. Os parametros avaliados foram o
numero de pratos tedricos (N), o fator de capacidade (K),
a resolugdo (R), a simetria (S) e o desvio padrio relativo
(DPR) entre as injegdes (ICH, 1996). Analisaram-se
concentragdoes de CAR/LAM a 1,5 pg/mL e para FEN/FEB
a 6,0 pg/mL.

Validacdo do método analitico

Os limites de confianga do método analitico foram
determinados de acordo com a resolugdo RE n° 899, de 29
de maio de 2003 da ANVISA para a validacdo de métodos
bioanaliticos (Brasil, 2003).

Linearidade

Foi construida uma curva de calibragdo para cada
farmaco de interesse na mesma matriz biolodgica proposta
para o estudo (plasma).

A faixa de linearidade testada foi entre 0,5 — 20 pg/
mL para CAR/LAM e 2,0 — 64 pug/mL para FEN/FEB. A
concentragdo da solu¢do de padrdo interno de ZOL das
amostras foi de 32 pg/mL. As solug¢des de padrao foram
injetadas em duplicata em cada um das seis concentragdes
testadas. O limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificagio
(LQ) foram determinados por meio da analise de solucdes
de concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até
o menor nivel detectavel e quantificavel, respectivamente.
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Seletividade

A interferéncia de outros farmacos no método
analitico desenvolvido foi avaliada pelo teste de
seletividade. Foram testados os seguintes farmacos:
nitrazepam, paracetamol, diazepam, dipirona, fluconazol,
imipramina e fluoxetina. Foi analisada amostra de plasma
normal, lipémico e hemolisado com a finalidade de verificar
a interferéncia destas matrizes bioldgicas no método
analitico desenvolvido (Brasil, 2003).

Precisao

Para avaliar a precisdo intra e inter corrida da
técnica, analisaram-se trés concentragdes (baixa, média
e alta) de cada farmaco em sextuplicata contemplando
a faixa de linearidade do método. As amostras foram
analisadas no mesmo dia (precisao intra-corida) e em trés
dias consecutivos (inter-corrida).

A precisdo da técnica foi expressa como o desvio
padrdo relativo (coeficiente de variacdo) de uma série de
medidas realizadas no mesmo dia e em dias distintos, de
acordo com a equacgao 1:

DPR=DP/ CMD x 100 (1)
em que, DPR ¢ o desvio padrio relativo, DP ¢ o desvio
padrdo e CMD a concentragdo média determinada (Brasil,
2003).

O desvio padrao relativo deve ser menor ou igual a
20% para o limite inferior de quantificagdo (LIQ) e menor
ou igual a 15% para as demais concentragdes para que o
mesmo seja considerado preciso (Brasil, 2003). Para esse
parametro foram analisadas as concentragdes de CAR/
LAM em 1,5; 8,0 e 15 pg/mL e para FEN/FEB em 6,0; 27
e 48 pg/mL.

Exatidao

A exatiddo ¢ a proximidade dos resultados obtidos
pela técnica em estudo em relagdo ao valor verdadeiro do
analito presente na amostra, devendo ser determinada apds
o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade da técnica.

Para avaliar a exatidao da técnica desenvolvida,
foram analisadas em sextuplicata trés concentragdes (baixa,
média ¢ alta) dos farmacos em estudo, contemplando a
faixa de linearidade do método no mesmo dia (exatiddo
intra-corrida) e em trés dias consecutivos (inter-corrida)
(Brasil, 2003).

A exatiddo ¢ expressa pela relacdo entre a
concentragdo média determinada experimentalmente e
a concentragdo tedrica correspondente, como mostra a
equagao 2:

Exatiddo = CME / CT x 100 2)
em que, CME = concentracdo média experimental e CT =
concentragdo teorica.

A faixa de exatiddo deve compreender entre 85 —
115% para que o mesmo seja considerado exato, exceto
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para o LIQ, para o qual se admite faixa de 80 — 120%
(Brasil, 2003). Este parametro foi obtido a partir da analise
das amostras adicionadas de CAR/LAM (1,5; 8,0 e 15 ng/
mL) e FEN/FEB (6,0; 27 e 48 pug/mL).

Limite de deteccao

O limite de detec¢do ¢ um parametro de
capacidade de detecgdo da técnica analitica e corresponde
a menor concentragdo do farmaco presente em uma
amostra, porém ndo necessariamente quantificada, sob
condigdes experimentais estabelecidas. Este parametro
foi estabelecido por meio da andlise de solugdes de
concentragdes decrescentes conhecidas do analito, até o
menor nivel detectavel de CAR/LAM e FEN/FEB (Brasil,
2003).

Limite de quantificacdo

E o pardmetro que corresponde & menor
concentragdo analisada do farmaco, com precisao e exatidao
aceitaveis sob condi¢des estabelecidas. Este parametro foi
estabelecido por meio da analise de solugdes decrescentes
de concentragdes conhecidas do analito, até o menor nivel
determinavel com precisdo e exatiddo de CAR/LAM e
FEN/FEB (Brasil, 2003).

Estudo de estabilidade de curta e longa duracao

O estudo de estabilidade visa determinar se o analito
permanece quimicamente inalterado em uma determinada
matriz, sob condi¢des especificas por determinado intervalo
de tempo. Desta forma, a estabilidade depende das
propriedades quimicas dos farmacos, da matriz bioldgica e
do material de acondicionamento utilizado (Brasil, 2003).

Para realizar o teste de estabilidade de curta
duragdo, utilizaram-se cinco amostras branco adicionadas
de padrao fresco em duas concentragdes CAR/LAM: 1,5
e 15 ng/mL e FEN/FEB 6,0 e 48 pg/mL, respectivamente.
(Brasil, 2003). As amostras foram mantidas por quinze
horas a temperatura ambiente (tempo estimado no qual as
amostras dos pacientes foram mantidas nestas condigdes
até serem analisadas). Posteriormente, o coeficiente de
variagdo obtido da analise das amostras foi comparado com
o coeficiente de variacdo obtido da analise das amostras
recém-preparadas (Brasil, 2003).

A estabilidade de longa duracéo teve a finalidade de
comprovar que a CAR, FEN, FEB e LAM mantiveram-se
estaveis em plasma humano congelado, em freezer (-20°C),
durante todo o intervalo de tempo que compreendeu a
coleta das amostras, preparacdo e¢ analise das mesmas.
Para avaliacdo dessa estabilidade, cinco amostras nas
mesmas concentragoes do teste de estabilidade curto foram
preparadas a partir de uma solugdo estoque recente do
farmaco em analise, adicionado a matriz bioldgica isenta
de interferéncia. As amostras preparadas permaneceram
por quatro semanas em freezer (-20°C). Apos a andlise
comparou-se o coeficiente de variacdo das concentracdes
das amostras do teste de estabilidade de longa duracdo com
a média das amostras recém-preparadas (Brasil, 2003).
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Recuperacao

A recuperacdo ¢ definida como a proporgdo
da quantidade da substincia de interesse, presente ou
adicionada na por¢do analitica do material teste que ¢
extraida e passivel de ser quantificada (Ribani et al., 2004;
Brasil, 2003).

A percentagem de recuperacdo da extragdo do
farmaco adicionado a matriz bioldgica foi realizada em trés
concentragoes (alta, média e baixa) diferentes.

Para o teste de recuperagdo de amostras de plasma
foram adicionadas com trés diferentes concentragdes
dos farmacos em estudo (CAR/FEN/FEB/LAM). Cada
concentragdo foi preparada em sextuplicata.

O calculo da recuperagdo foi realizado em fungéo
da relag@o de area do padrio extraido e ndo extraido, tanto
para o analito quanto para o padrdo interno separadamente
conforme equacao 3:

Recuperagdo = Cext / Cnao-ext x 100 3)
em que, C_ ¢ a concentragdo do analito extraidoe C, . ,
a concentracao do analito nao extraido (Ribani et al., 2004;
Brasil, 2003).

Aplicacio do método

O método foi aplicado para monitorizagdo
terapéutica de CAR, FEB, FEN e LAM em nove pacientes
que faziam uso de pelo menos um destes medicamentos
antiepilépticos, conforme procedimento aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Goias (protocolo n° 241/09). As amostras de sangue foram
coletadas em tubos contendo EDTA, no Ambulatorio
Municipal de Psiquiatria de Goidnia. Em seguida, o plasma
foi separado dos elementos figurados do sangue por
centrifugagdo a 3500 rpm por 15 minutos e armazenado a
—20°C para posterior extra¢ao e analise em HPLC/DAD

RESULTADOS

O sistema cromatografico utilizado no presente
trabalho proporcionou a obten¢do de cromatogramas com
adequada resolugdo entre os picos de interesse e com boa
sensibilidade e recuperagdo, conforme mostra a Figura
2. O método desenvolvido contemplou os parametros
de adequacdo de sistema dentro dos limites aceitaveis
preconizados pela Conferéncia Harmoénica Internacional
(ICH, 1996). Na Tabela 1 estao demonstrados os resultados
relativos ao estudo de adequag@o de sistema e seletividade
do método analitico.

O gradiente de fluxo utilizado ndo comprometeu
a reprodutibilidade dos cromatogramas, uma vez que o
intervalo de tempo entre as corridas cromatograficas foi
suficiente para reestabelecer o equilibrio entre as injecdes.

O perfil cromatografico obtido em plasma branco,
lipémico e hemolisado durante a verificagdo da seletividade
encontram-se representados pela Figura 3.

A linearidade da curva analitica na faixa de 0,5 a
20,0 pg/mL para CAR/LAM e 2,0 a 64 ng/mL para FEN/
FEB foi obtida a partir do ajuste de regressao linear (rcar=
0,99904, rLav= 0,99350, rren= 0,99974 e rres= 0,99979).

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2013;34(4):519-526



Determina¢ao de anticonvulsivantes por HPLC

Comparando com outros métodos disponiveis na
literatura, para analise de multiplos anticonvulsivantes por
HPLC-DAD (Queiroz et al., 2008; Edlbrock & Vermeij,
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Figura 2. Cromatograma dos padrdes de carbamazepina (8,9
min; 8,0 mg/mL), lamotrigina (3,8 min; 8,0 mg/mL), fenitoina
(5,5 min; 27,0 mg/mL), fenobarbital (10,0 min; 27,0 mg/mL) e
zolpidem (7,3 min; 32 mg/mL) obtido por HPLC/PDA a 210 nm.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos por HPLC/PDA a 210 nm: A)
Plasma branco; B) Plasma lipémico e C) Plasma hemolisado.
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Figura 4. Cromatograma da monitoragao terapéutica de fenitoina
(5,5 min; 32,29 mg/mL), fenobarbital (10,5 min; 9,42 mg/mL) e
zolpidem (7,3 min; 32 mg/mL) obtido por HPLC/PDA a 210 nm
a partir de amostra de plasma do paciente 5.
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Tabela 1. Gradiente de fluxo utilizado no sistema cromatografico
para analise de CAR/LAM e FEN/FEB.

Tempo (min.) Fluxo(ml/min.)
0,0-6,5 0,7
6,5-13,0 1.2
13,0-13,5 1,0
13,5-16,0 0,7

Legenda: LAM = lamotrigina; FEB = fenobarbital; ZOL = zolpidem; CAR = carbamazepina e
FEN = fenitoina.

Tabela 2. Teste de adetgluagéo de sistema e seletividade do
método analitico para farmacos antiepilépticos

Parametros ICH* LAM  FEB zoL CAR  FEN
Fator de capacidade > 2,0 2,1 2,4 3,3 4,6 53
Namerodepralos  >2000 7980 14755 18716 17170 14831
Resolugao 22,0 - 5,0 4,3 4,1 2,21
Simetria <20 1,2 11 1,0 1,0 1,0
Desvio padréo <20 0,35 0,65 0,44 0,73 0,71

relativo (%)

Legenda: LAM = lamotrigina; FEB = fenobarbital; ZOL = zolpidem; CAR = carbamazepina ¢
FEN = fenitoina.
*Valores preconizadas pelo ICH.

Tabela 3. Estudo de precisdo e exatiddo intra e interensaio para
farmacos antiepilépticos.

Carbamazepina Lamotrigina

Concentragéo de

CAR/LAM (ug/mL) Precisdo (%) Exatidao (%) Precisdo (%) Exatidéo (%)

Intra Inter Intra Inter Intra  Inter Intra Inter

87 105,3 3,0 107,7

1,5 4,0 6,7 1042 4010 1.2 23 108,2 1085
73 93,1 2,7 109,5
37 109,2 9,0 99,3

8,0 2,8 3,1 91,8 9,8 27 52 946 950
2,7 89,4 4,0 91,2
9,8 102,3 87 103,8

15,0 56 6,1 98,1 98,2 42 51 97,9 99,2
2,8 94,2 2,5 96,1

Os resultados obtidos para os parametros de precisdo e
exatiddo inter e intra-corrida estdo demonstrados na Tabela
2.

Os resultados do estudo de estabilidade de CAR/
FEN/FEB/LAM de curta dura¢do (15 h) ¢ os de longa
duracdo (4 semanas) sdo apresentados na Tabela 3.

Os valores médios da recuperagdo para os analitos
estdo representados na Tabela 4.

As concentragdes de CAR, FEB, FEN e¢ LAM
obtidas na monitorizagdo terapéutica dos pacientes com
epilepsia estdo demonstradas na Tabela 5.

O cromatograma de CAR, FEB e FEN obtido na
monitorizagdo terapéutica dos pacientes com epilepsia esta
demonstrado na Figura 4.
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Tabela 4. Estudo de precisdo e exatiddo intra e inter ensaio para
farmacos antiepilépticos.

Fenitoina Fenobarbital

Concentragédo de

FEN/FEB (ug/mL) Precisdo (%) Exatiddo (%) Precisao (%) Exatidao (%)

Intra  Inter Intra Inter Intra  Inter Intra Inter
2,1 12,1 9,0 101,8

6,0 3,3 2,9 106,3 108,8 3,3 5,0 109,8 107,8
33 108,0 2,6 11,7
1,8 107,1 5,9 103,8

27,0 2,5 2,7 100,5 102,3 2.2 4,2 89,4 93,8
3,8 99,3 4,5 88,1
8,6 105,6 9,9 101,4

48,0 59 57 101,5 1023 50 59 954 96,9
28 99,7 29 94,0

Tabela 5. Monitoracdo terap€utica dos pacientes com epilepsia

CAR FEB FEN LAM
Paciente

pg/mL
1 8,25 - 14,64
2 8,80 - 11,47
3 6,84 - 10,51
4 10,40
5 - 9,42 32,29
6 - 29,34
7 - - 16,34
8 - - 10,18
9 10,58
Legenda: ( - ) = Néo detectado
DISCUSSAO

Para o desenvolvimento da metodologia analitica foi
utilizada uma coluna C18 que contribuiu para a obtencao
de picos cromatograficos simétricos e com tempos de
retencdo de 8,9 minutos para a CAR, 5,5 minutos para a
FEN, 10,0 minutos para FEB, 3,8 minutos para LAM ¢ 7,3
minutos para ZOL. A resolugdo entre os picos foi adequada
para a realizag@o das analises, conforme mostra a Figura
2. Os valores encontrados na Tabela 2 para os pardmetros
de adequacgdo de sistema estdo de acordo com os limites
aceitaveis pelo guia Q2B de validacdo de métodos analiticos
da ICH (ICH, 1996).

Segundo a ANVISA (Brasil, 2003), o coeficiente
de correlagdo linear deve ser igual ou superior a 0,98 para
validacdo de métodos bioanaliticos, porque quanto mais
proximo de 1,0 for, menor seré a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e, consequentemente, menor serd a
incerteza dos coeficientes de regressdo estimados (Brasil,
2003; Ribani et al., 2004).
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2007; Chun-Lai et al., 2007; Matar et al., 1999), observou-
se que o tempo da corrida analitica descrito nesses
trabalhos foi de 20 a 40 minutos, enquanto no método
desenvolvido neste trabalho o tempo de corrida foi de 15
minutos, mostrando-se uma técnica de analise rapida. Esta
reducdo de tempo foi possivel com o uso de gradiente de
fluxo que promoveu uma melhor resolugdo entre os picos
e diminuiu o tempo de corrida. Esse comportamento
deve-se ao fato de que as moléculas estudadas possuem
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, especialmente a
solubilidade.

Durante o desenvolvimento do método, estudou-se o
processo de extracdo dos analitos da matriz biologica. Dois
tipos de métodos de extragdo foram testados: precipitagdo
proteica e extra¢do liquido-liquido por ambos serem mais
acessiveis. A técnica de extragao liquido-liquido permitiu
obter melhores resultados com o solvente extrator MTBE.

Por outro lado, Chun-Lai et al. (2007) e Pucci et
al. (2004) utilizaram a técnica de extragdo em fase solida
(SPE) e obtiveram LIQ de 1 pg/mL para CAR/LAM/
FEN, 5 pg/mL para FEB e 2 pg/mL para CAR/FEN/
FEB, respectivamente. O LIQ obtido neste trabalho foi
de 0,5 pg/mL para CAR/LAM e | pg/mL para FEN/FEB
com extragdo liquido-liquido, mostrando-se eficiente para
extrair pequenas quantidades dos anticonvulsivantes.

No estudo de especificidade ndo foi detectada
interferéncia do plasma normal, hemolisado e lipémico
durante a corrida cromatografica no comprimento de onda
utilizado (Figura 3). Os farmacos diazepam, dipirona
sodica, fluconazol, fluoxetina, imipramina, nitrazepam
e paracetamol tiveram sua interferéncia analisada pelo
método e foi observado que nenhum deles apresenta o
mesmo tempo de retengdo da CAR/LAM e FEN/FEB.

A precisdo intra e inter-corrida apresentou variagao
menor que 9,80%, 8,55%, 9,91% e 9,00% para os controles
de qualidade de CAR, FEN, FEB ¢ LAM. Quando
comparado com os dados da literatura, verificou-se que o
coeficiente de varia¢do obtido na maioria dos trabalhos esta
na faixa de 0,6 a 9,8% (Queiroz et al., 2008; Edlbrock &
Vermeij, 2007; Chun-Lai et al., 2007; Bodhankar & Patil,
2005; Pucci et al., 2004; Brasil, 2003; Matar et al., 1999).
Portanto, os resultados de precisdo obtidos neste trabalho
sdo satisfatorios, segundo a ANVISA, e estdo dentro dos
valores de coeficiente de variagdo descritos na literatura.
Sendo assim, o método mostrou-se preciso dentro do
intervalo de concentragdes avaliado para quantificacdo dos
anticonvulsivantes de interesse em plasma humano.

Os resultados de exatiddo obtidos estdo em
concordancia com os descritos pela ANVISA, que
preconiza faixa de 85 a 115% para as amostras de controle
de qualidade e 80 a 120% para o LIQ, assim como os dados
encontrados na literatura, que variam de 90% a 110%
(Queiroz et al., 2008; Edlbroek & Vermeij, 2007; Chun-Lai
et al., 2007; Bodhankar & Patil, 2005; Pucci et al., 2004;
Brasil, 2003; Matar et al., 1999).

Os valores de limites de detec¢do para CAR/
LAM (0,1 nug/mL) e FEN/FEB (0,4 ng/mL) e limites de
quantificacdo para CAR/LAM (0,5 pg/mL) e FEN/FEB
(2,0 pg/mL) foram igualmente considerados satisfatorios
para a aplicagdo do método em estudos bioanaliticos.

A estabilidade de curta duragio teve a finalidade de
comprovar que a CAR, FEN, FEB ¢ LAM se mantiveram

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2013;34(4):519-526



Determina¢ao de anticonvulsivantes por HPLC

estdveis em plasma humano a temperatura ambiente (£
25°C) durante todo o intervalo de tempo que compreendeu
o descongelamento das amostras, preparacdo e analise das
mesmas (aproximadamente quinze horas). Os resultados
das andlises foram consideradas estaveis por nao se
observar desvio superior a 15% quando comparadas as
amostras recém-preparadas (Tabela 5).

Bodhankar & Patil (2005) e Matar et al. (1999)
demonstraram em seus trabalhos que os anticonvulsivantes
estudados apresentaram-se estaveis a 25°C por 24 horas
com valores de CV% de 1,07 — 2,91 e 0,55 — 2,78,
respectivamente. No presente estudo, a estabilidade
avaliada em 15 horas na mesma temperatura apresentou
CV%de2,55-7,42. Apesar dos valores de CV obtidos neste
trabalho estarem acima dos valores descritos na literatura,
eles ainda foram menores que os 15% preconizados pela
ANVISA (Brasil, 2003).

No estudo de estabilidade de longa dura¢do do
CAR, FEN, FEB ¢ LAM, cles apresentaram estabilidade
em plasma humano quando congelado em temperatura
de -20°C por um periodo de 4 semanas. A partir desse
resultado inferiu-se que os farmacos presentes no plasma
dos pacientes estudados também se mantiveram estaveis
durante todo o intervalo de tempo entre a coleta, a
preparagdo e a analise no periodo de 2 semanas.

Segundo a ANVISA (Brasil, 2003), as amostras
sdo consideradas estaveis por ndo se observar um desvio
superior a 15% quando comparadas as amostras recém-
preparadas (Tabela 6).

Chun-Lai et al. (2007) ja haviam demonstrado em
seu trabalho que os anticonvulsivantes estudados em plasma
apresentavam estabilidade sob condigdes de congelamento
a -20°C de 3 semanas. Bodhankar & Patil (2005) ¢ Matar
et al. (1999) demonstraram que os anticonvulsivantes
estudados em plasma apresentaram estabilidade de 4
semanas a -20°C, dados que foram confirmados no presente
trabalho.

A recuperagdo foi obtida pelo quociente das areas de
amostras extraidas e amostras ndo submetidas ao processo
de extragdo. Os valores de recuperacao para CAR, FNT,
FNB e LAM (Tabela 7) condizem com os achados da
literatura, que variam geralmente de 63-113% (Queiroz et
al., 2008; Edlbroek & Vermeij, 2007; Chun-Lai et al., 2007;
Bodhankar & Patil, 2005; Ribani et al., 2004; Pucci et al.,
2004; Matar et al., 1999).

Observou-se que, com o método proposto, ¢
possivel detectar e quantificar os farmacos utilizados
pelos pacientes em farmacoterapia com pelo menos um
dos farmacos testados (CAR, FEB e FEN), como mostra
a Figura 4. Trés pacientes deste estudo faziam terapia
com 4acido valproico, fluoxetina e clonazepam sendo
observado que estes farmacos ndo interferiram na analise
cromatografica, confirmando a seletividade e especificidade
do método desenvolvido e validado. Chun-Lai et al. (2007)
quantificaram CAR e FEN em 20 minutos, enquanto
Queiroz et al. (2008) quantificaram CAR, FEN e FEB em
40 minutos. O método proposto ¢ capaz de detectar CAR,
FEB, FEN e LAM em 15 minutos, sendo por isso quando
comparado com os métodos descritos acima um método
mais abrangente e rapido.

Todas as coletas de sangue dos pacientes foram
realizadas no periodo matutino, correspondendo, em
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média, 2,5 h (1 -4 h) ap6s a administracdo da CAR, FEN e
FEB. O horario da coleta foi escolhido de forma em que os
pacientes passassem previamente pela consulta clinica e,
também, a coleta ndo atrapalhasse a rotina posoldgica deles,
ja que boa parte dos pacientes tomava os medicamentos
bem cedo, antes de se dirigirem ao Ambulatorio Municipal
de Psiquiatria de Goiania. Segundo Patsalos et al., 2008, o
ideal seria coletar o sangue imediatamente antes da dose do
medicamento e outra coleta no tempo estimado para o pico
de concentracdo (Tmax). Entretanto, como os pacientes
estudados neste trabalho foram pacientes ambulatoriais,
tal procedimento ndo foi possivel e¢ assumiu-se o Tmax
estimado para cada farmaco, como sendo o momento
ideal para a coleta de sangue (Hardman & Limbird, 2003).
Dessa forma, foi possivel avaliar os dados de adesdo ao
tratamento farmacologico e estimar o grau de controle
terapéutico dos pacientes.

Nenhuma das amostras de sangue coletada
apresentou niveis plasmaticos de lamotrigina, porque este
farmaco no momento do estudo ndo era fornecido pelo
Sistema Unico de Satide (SUS) para pacientes epilépticos.

O método foi aplicado para analisar a concentragao
plasmatica de CAR, FEB, FEN e LAM dos pacientes que
fazem farmacoterapia com estes medicamentos e comparar
os valores encontrados com as faixas de concentragdo
terapéutica descritas na literatura. Das amostras analisadas
foi possivel observar que a concentragdo plasmatica de
FEB (9,42 pg/mL) e FEN (32,29 pg/mL) do paciente
5 ndo estd dentro da faixa terapéutica estabelecida pela
literatura que é de 10,0 pg/mL a 40,0 ug/mL, para FEB
e 10,0 pg/mL a 20,0 pg/mL para FEN, possibilitando a
otimizacdo da terapia farmacologica e um melhor ajuste
da dose para garantir a eficacia do tratamento para este
paciente (Bodhankar & Patil, 2005; Pucci et al., 2004).
As demais amostras analisadas encontram-se dentro das
faixas terapéuticas que sdo 4 — 12 pg.mL! para CAR, 10
—20 ug.mL"! para FEN e 10 — 40 ug.mL"! para FEB, o que
possibilita a redugdo de reacdes adversas e maior adesdo
ao tratamento com os anticonvulsivantes, na Tabela &
(Patsalos et al., 2008).

O método bioanalitico desenvolvido apresenta
limites de confianga adequados para a aplicagdo em estudos
com amostras bioldgicas contendo CAR, FEN, FEB e LAM,
tempo de corrida relativamente curto quando comparado
com os da literatura. Além de ndo sofrer interferéncia de
outros farmacos de uso comum dos pacientes, comprovando
sua seletividade, precisdo, exatiddo e estabilidade em
analises de amostras biologicas.
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ABSTRACT
Simplified determination of carbamazepine, phenytoin,

phenobarbital and lamotrigine in plasma and therapeutic
monitoring by HPLC/PDA
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Carbamazepine, phenytoin, phenobarbital and
lamotrigine are well known anticonvulsant drugs
used in the treatment of epilepsy. However, these
medications are associated with side effects and
therefore require therapeutic monitoring. Blood
samples of adult outpatients diagnosed with epilepsy at
the Goiania Municipal Psychiatry Clinic (Brazil) were
collected and analyzed using high-performance liquid
chromatography. The analytes and internal standard
(zolpidem) were extracted by liquid-liquid extraction.
A reversed phase column (ACE 5, C18, 150 x 4.6 mm
i.d.) was used. The mobile phase was composed of
acetonitrile (30%) and citric acid/phosphate buffer, pH
5.0 (70%). The gradient flow rate was from 0.7 to 1.2
mL/min and the detection wavelength was set at 210
nm for all analytes. The analysis revealed a linear range
from 0.5 to 20.0 pg/mL for carbamazepine/lamotrigine
and 2.0 to 64.0 pg/mL for phenytoin/phenobarbital.
Mean recovery ranged from 96.8% to 108.5% for
carbamazepine/lamotrigine and 93.8% to 108.8% for
phenytoin/phenobarbital. The quantification limit,
precision (CV < 15%) and accuracy (A > 85%) proved
to be in accordance with the requirements stipulated
by the Brazilian National Health Surveillance Agency
(ANVISA). Nine outpatients were evaluated to confirm
the validity of the method.

Keywords: Anticonvulsant. Therapeutic drug monitoring.
HPLC.
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