Monitoracdao terapéutica de pacientes com transtornos de humor tratados com
carbamazepina atendidos no Ambulatdrio de Psiquiatria de Goiania-Goias e
Centro de Andlises Clinicas R6mulo Rocha (UFG). Dados preliminares
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INTRODUCAO

O Transtorno Bipolar do Humor, antigamente, denominado de psicose
maniaco-depressiva, € uma doenca cronica que afeta cerca de 1,6% da populacéo e
representa uma das principais causas de incapacitacdo no mundo, estando
associada a altas taxas de morbidade e prejuizos socioecondmicos (KAPCZINSKI,
FREY, ZANNATTO, 2004; SANTIN, CERESER, ROSA, 2005). Caracteriza-se por
oscilagbes ou mudangas ciclicas de humor que envolvem episddios de “mania”
comumente alternados com periodos de depressdo e de normalidade (PORTO,
2001/2002).

Os objetivos do presente estudo, que estd em andamento, sdo: 1)
Desenvolver e validar a técnica analitica em HPLC-PDA capaz de quantificar os
niveis de carbamazepina e seu metabdlito (oxicarbamazepina) presentes no plasma
de pacientes atendidos no Ambulatério Municipal de Psiquiatria de Goiania-GO e no
Centro de Analises Clinicas Romulo Rocha da Universidade Federal de Goias
(UFG); 2) Quantificar os niveis de carbamazepina e de oxicarbamazepina presentes
no plasma dos pacientes; 3) Associar 0s niveis de carbamazepina e de
oxicarbamazepina com valores de referéncia da literatura (terapéuticos, sub-
terapéuticos e téxicos); 4) Associar os niveis dos farmacos com o diagnéstico clinico
acerca do grau de controle do transtorno; 5) Avaliar os parametros sanguineos dos

pacientes em uso do medicamento.
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MATERIAIS E METODOS

Todos os pacientes atendidos no Ambulatério Municipal de Psiquiatria de
Goiania-GO e no Centro de Analises Clinicas Rémulo Rocha da Universidade
Federal de Goias (UFG) em tratamento com carbamazepina serdo convidados a
participar do estudo. ApOs o0 esclarecimento, o paciente (ou responsavel) que
consentir em participar do estudo assinard o TCLE em duas vias. Critérios de
Inclusdo: Pacientes (homens e mulheres), maiores de 18 anos, sob tratamento com
carbamazepina a mais de 1 ano. Critérios de Exclusdo: Pacientes menores de 18
anos, ou em tratamento com carbamazepina inferior a 1 ano, ou que se recusem a
participar do estudo.

Para desenvolver a estratégia para monitorar a carbamazepina, assumimos
gue: 1) existe correlacdo entre a concentracdo sanguinea do farmaco e o efeito
farmacologico, sendo este diretamente proporcional a concentracéo deste farmaco e
2) a monitoracdo terapéutica reduz a variabilidade na concentracdo plasmatica e 3)
existe correlacdo de alteracdes bioquimicas e hematologicas com efeitos da
toxicidade do farmaco.

Serao coletados 5 mL de sangue com anticoagulante EDTA sédico e 5 mL
sem anticoagulante. O tubo sem anticoagulante sera centrifugado e encaminhado
para analise bioquimica e o com anticoagulante para analise hematoldgica. Apos
analise hematologica o tubo sera centrifugado a 3000 rpm/10 min e o plasma
armazenado imediatamente a -20 °C para posterior andlise da carbamazepina e
oxicarbamazepina. A técnica analitica envolve procedimentos de extracdo dos
principios ativos presentes em plasma, limpeza das impurezas com solventes
organicos, concentracdo dos principios ativos e colocacdo dos extratos no
amostrador automatico do HPLC. O sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-PDA) e a coluna C18 possuem
excelentes sensibilidade, reprodutibilidade e especificidade na determinagcdo de
carbamazepina e oxicarbamazepina em plasma humano (OH, BAN, WOO, 2006).

A técnica analitica estd sendo validada de acordo com a Resolucdo 899 da
ANVISA, que tem como objetivo demonstrar que o método é apropriado para a
finalidade de determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de
farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos (BRASIL, 2010).

Condi¢gbes cromatograficas: Utilizamos um HPLC da Shimadzu Série
Prominence Modelo 20AT com uma coluna ACE 5C18 100 x 4.6mm id ACE® HPLC



Columns, operada a temperatura ambiente. A fase movel é constituida da mistura do
tampé&o fosfato de potassio monobésico pH 2,3 e acetonitrila na proporcdo de 63:37
v/iv e o fluxo foi fixado a 1,0 mL/minuto. O detector foi ajustado para faixa de
varredura de 210 a 350 nm.

Solucado padrao: Uma solucdo padrao € injetada antes do inicio da analise
das amostras com o objetivo de verificar as condigbes cromatograficas, as
substancias utilizadas séo: Solucdo de Carbamazepina 2500 pg/mL e solugcéo de
Oxicarbamazepina 2500 ug/mL para determinar as concentracdes de trabalho e 0,1
mg/mL de 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (MPPH) usado como o padrdo para
calculo do tempo de retencéo relativo (RRT).

As condi¢cdes de desenvolvimento foram a escolha da coluna em fase
reversa, a definicdo da fase movel, a concentracdo do padréo interno, a definicdo do
comprimento de onda para deteccdo, o tempo de retencdo, a definicdo volume de
amostra injetada no equipamento e o fluxo de fase movel.

Preparacdo das amostras: em um tubo eppendorf é colocado 125 uL de
plasma e adicionado 25uL de 5-(4-metilfenil)-5-fenilhidantoina (MPPH) 50ug/mL, em
seguida é adicionado 1000uL de metanol 100%, a amostra € agitada por 1 minuto
em vortex, em seguida é centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos, 250 pL do
sobrenadante é transferido para um vial e injetados.

Parametros sanguineos: Os exames hematologicos e bioquimicos serao
realizados no Centro de Analises Clinicas Rémulo Rocha - UFG. Os parametros
hematoldgicos serdo avaliados por meio do hemograma e contagem de reticulécitos.
Serao utilizados contador eletrénico, modelo ABX micro 60 (ABX Laboratories) 18
parametros e distensdes de sangue feitas sem anticoagulante em laminas de vidro e
coradas com o corante de Rosenfeld (RIBEIRO, 1971). Para a contagem de
reticulocitos a coloracéo de azul de cresil brilhante (CARVALHO, 1999).

Os parametros bioquimicos serdo avaliados por meio das dosagens de
bilirrubinas total, direta e indireta, AST, ALT, uréia, creatinina, acido félico, gama-
glutamil transpeptidase (gama-GT ou GGT) e albumina, utilizando o equipamento
Labmax Plenno (LABTEST). A temperatura da reacdo sera de 20 °C - 25°C e

comprimento de onda de 623nm.



RESULTADOS E DISCUSAO

A técnica analitica em HPLC-PDA esta sendo desenvolvida e validada com a
carbamazepina diluida em metanol 50%, nas concentragfes 250ng/mL (limite
inferior de quantificacéo - LIQ) e 60000ng/mL (limite superior de quantificacdo - LSQ)
e com o MPPH (padrdo interno) diluido na concentracdo 50ug/mL para
determinacao dos picos cromatograficos e tempo de corrida.

No desenvolvimento da técnica analitica a coluna em fase reversa escolhida
foi ACE 5C18 100 x 4.6mm id ACE® HPLC Columns, a fase mdvel foi constituida da
mistura do tampédo fosfato de potassio monobésico pH 2,3 e acetonitrila na
proporcdo de 63:37 v/v, a concentracdo do padrdo interno foi 50ug/mL, o
comprimento de onda para detecc¢éo foi definido na faixa de 210 a 350 nm, o tempo
de retencado da carbamazepina foi 7’30”, injetando 20uL de amostra no equipamento
e fluxo de 1,0 mL/minuto de fase movel.

De acordo com os resultados preliminares obtidos o0 método desenvolvido tem
mostrado ser apropriado, até o0 momento, para a finalidade pretendida, ou seja, a
determinacdo quantitativa de carbamazepina e seu metabdlito (oxicarbamazepina)
presentes no plasma.

A confiabilidade do método na quantificacdo dos niveis de carbamazepina e
de oxicarbamazepina presentes no plasma dos pacientes sera assegurada apés o
término da validacao.

Quantificados os niveis de carbamazepina e de oxicarbamazepina estes
serdo associados com valores de referéncia da literatura (terapéuticos, sub-
terapéuticos e téxicos) e com o diagndstico clinico laboratorial acerca do grau de
controle do transtorno. Os parametros sanguineos dos pacientes em uso do
medicamento também serdo avaliados com o intuito de observar os efeitos toxicos

dos medicamentos.
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