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RESUMO

A lamotrigina (LTG) é um derivado feniltriazinico que possui atividade
anticonvulsivante. Em razio da sua possivel faixa terapéutica (1,0 a
4,0ug/ml) e das variagdes interindividuais, a monitorizagio das
concentragdes plasmaticas do farmaco, com finalidade de controle
terapéutico, tem sido sugerida. Assim, um método analitico sensivel,
especifico, preciso e exato foi desenvolvido, empregando-se a
cromatografia liquda de alta eficiéncia (CLAE) com detector por
absorvincia no ultravioleta (A=306 nm). A LTG foi extraida sob
condigSes alcalinas com acetato de etila, de amostras de plasma as quais
foi adicionado o padrio interno (BW725C). Apds evaporagdo do extrato
em banho de agua a 45°C e sob corrente de ar, o residuo foi retomado
utilizando-se uma mistura de ortofosfato de potassio 0,1Af: metanol:
trietilamina (560:453:0,1 v/v/v) e 50uL do residuo reconstituido foram
mjetados na coluna Supelcosil™ LC-18 e o farmaco eluido com fluxo de
0,8mL/min. Este foi caracterizado pelo tempo de retengfo de 2,19 relativo
ao padrio intermo. O método mostrou-se linear na faixa de 0,20 a
12,04pg/ml. com coeficiente de correlagio (r) igual a 0,99986.
Coeficientes de variagdo, calculados a partir dos resultados dos estudos
de precisdo intra e interensaio foram 2,15% e 2,16%, respectivamente. A
recuperagdo média da lamotrigina, encontrada nas analises das amostras
enriquecidas foi de 86,14%. Os limites de detec¢do e quantificagdo do
método foram 0,05pg/mL e 0,15ug/mL. A LTG manteve-se estavel por
24 horas a temperatura ambiente; por 15 dias a 4°C e 60 dias a -20°C,

com todas as amostras mantidas ao abrigo da luz.

Unitermos: lamotrigina; plasma; analise; cromatografia liquida de alta
eficiéncia; controle terapéutico; epilepsia.
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Introdugdo

Muitos medicamentos tém sido introduzidos na terapéutica nos
ultimos anos. Os estudos prévios sobre a eficicia e a toxicidade de um
farmaco, para que este possa ser aprovado, vém se tornando cada vez
mais rigorosos. A despeito disto, parte do conhecimento acerca de um
novo medicamento s6 € adquirido com o acompanhamento clinico da
populagdo que o utiliza e pela evidenciagdo de certos efeitos adversos
observados no paciente 41,

A lamotrigina é um derivado feniltriazinico, o qual foi
micialmente desenvolvido como um composto anti-folato e que possui
atividade anticonvulsivante ©* 3% foi, em 1994, aprovada pela "Food and
Drug Administration" (FDA) para uso no controle de convulsdes parciais
e generalizadas, porém vem sendo utilizada com relativo éxito em
epilepsias refratanias parcial e severa, ataques do grande e pequeno mal,
convulsdes tonico-clonicas e Sindrome de Lennox-Gastaut (1 3% 85 34
Tem sido utilizada, no Reino Unido e na Irlanda, como adjuvante
terapéutico no tratamento das epilepsias refratarias " e naquelas nio
satisfatoriamente controladas por outros medicamentos 7-33.70.102)

O mecanismo de ag¢do anticonvulsivante da lamotrigina ainda nio
foi determinado. No entanto, acredita-se que a mesma estabilize as
membranas celulares atuando sobre os canais de sédio e modulando a
liberagido pré-sinaptica de glutamato e aspartato (71, 110)

A lamotrigina é rapidamente absorvida apés administragdo por
via oral e o efeito de primeira passagem é praticamente nulo. Picos de
concentragdo plasmdtica ocorrem entre 1,4 a 4,8 horas apdés a
administragiio do farmaco por esta via. E uniformemente distribuida pelo

organismo com volume aparente de distribui¢do de 1,1 L/kg e sua ligagdo






Introdugdo

lamotrigina parece ser util no esquema de dosagem, particularmente,
naqueles pacientes que a recebem em combinagdo com um ou mais
anticonvulsivantes estabelecidos, pois permite otimizar a farmacoterapia
atingindo um maximo de beneficio e minimizando os riscos de toxicidade
(114)

Em flmidos bioldgicos, este novo farmaco pode ser determinado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), imunoensaios (IE) e
cromatografia gasosa (CG)“>- 20 10%),

Uma vez que a determinagdo plasmatica da lamotrigina contribui
para maior seguranga de seu uso, € que a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia é acessivel entre nds, o objetivo deste trabalho se
prende a apresentagdo e padronizagdo de um método analitico sensivel,
especifico e reprodutivel que a empregue para a determinagdo e
quantificagdo plasmatica da lamotrigina (LTG) com a finalidade de

controle terapéutico da epilepsia.









Generalidades

A classificagdo das crises epilépticas é relativamente complexa
(TABELA II) e um grande numero de farmacos pode ser usado no
tratamento desta doenga 7,

Farmacos antiepilépticos tradicionais, tais como fenitoina,
carbamazepina, fenobarbital, acido valproico e primidona tém falhado no
controle adequado das crises epileptiformes em aproximadamente 25% dos
pacientes. Portanto, investigagdes foram e estdo sendo realizadas para a
liberagdo de uma nova geragio de anticonvulsivantes @*. Alguns destes
foram aprovados, recentemente, pelo Food and Drug Administration (FDA)

e dentre eles esta a lamotrigina (LTG) (FIGURA 1).
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TABELA I- PROVAVEL ETIOLOGIA DA EPILEPSIA EM FUNCAQ DA IDADE DO PACIENTE

Idade da manifestacio epiléptica Etiologia
Intra-uterina Defeitos de migragdo cortical € metabolicos.
Neonatal Asfixia; meningite; desordens metabdlicas; mal formagdo

cerebral; uso de drogas pela mie durante a gestagdo.

Infancia Trauma encefalico; andxia; meningite; idiopatica.

Adolescéncia Idiopatica; traumatismo craniano, danos encefilicos; uso de
drogas de abuso.
Trauma encefalico, tumor cerebral; mal formagdo vascular;

Adulta
doengas degenerativas.

Fonte: DREIFUS, 1990






N

|
CONH,

Carbamazepina

Primidona

CHy —CHy —CHy~ 1 OO

Acido valpréico

FIGURA 1 - Estrutura da

Generalidades

i
o) N\(O
CH,CH, NH
o
Fenobarbital
C1
Cl
N
= \N
H,N \N )\NHZ
LAMOTRIGINA

e

Fenitoina

lamotrigina e de alguns

anticonvulsivantes de uso corrente.

dos

10



Generalidades

2.2 Lamotrigina - propriedades fisico-quimicas

A lamotrigina, 3,5-diamino-6-(2-metoxifenil)-1,2, 4-triazina, é um
novo agente anticonvulsivante ndo relacionado quimicamente a qualquer
outro farmaco de mesma finalidade em uso corrente ' ¢ 89 Derivada da
feniltriazina, foi inicialmente desenvolvida como composto com atividade
anti-folato e possui atividade anticonvulsivante °*. Todavia, nas séries
quimicas feniltnazinicas, nas quais a LTG foi desenvolvida, ndo ha
correlagdo entre sua atividade anti-folato e anticonvulsivante ¢4 3% 61,

Apresenta-se como um pd branco, quimicamente estavel a
temperatura ambiente e hidrolisavel por acidos e bases fortes a mono ou
diidroxitriazina. Pode-se apresentar na forma de base livre ou de cloridrato.
Sua férmula quimica, bem como as propriedades fisico-quimicas encontram-

se descritas na TABELA III.
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TABELA III - FORMULA QUIMICA E PROPRIEDADES FiSICO-
QUIMICAS DA LAMOTRIGINA

Férmula quimica
pKa
Peso molecular

Ponto de fusido

Solubilidade

Coeficiente de
Partigdo

CgH7ClaNj5 (clondrato)
5,7a25°C

256,10 g
216°C sem decomposi¢ido

agua: 0,017% m/v a 25°C
NaOH 0,01M: 0,016% m/v
HC1 0,1M: 0,41% m/v
etanol: 0.41%
cloroférmio: 0,11%
n-octanol: 0,28%
n-octanol/agua:
tampdo pH 1,2 =0,4
tampdo pH 0,6 = 0,8

Fonte: Prod. Info. Lamictal®, 1995.

2.3 Esquema de dosagem

No Brasil, a LTG esta sendo comercializada como Lamictal®, pela

GLAXO-WELLCOME, na forma farmacéutica de comprimidos de 25, 50 e

100 mg ®Y, apenas como adjuvante na terapia antiepiléptica.

E usada em doses iniciais de 500 mg, duas vezes ao dia durante duas

semanas, passando para 200 a 400 mg ao dia, fracionadas em duas vezes.

Para pacientes em uso concomitante com acido valproico, a dose inicial € de

12
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500 mg por dia, durante as duas primeiras semanas “? e a dose de
manutengio de 100 a 200 mg por dia, fracionada em duas vezes ?!- 42 102),

Esquemas de dosagens usuais de lamotrigina variam de 50 a
400 mg/dia, dependendo da co-medicagio ser indutora ou inibidora
enzimaticas %,

Para adultos e criangas acima de 12 anos de idade, a dose inicial de
Lamictal® para os que ndo estejam tomando valproato de sodio é de 500 mg
uma vez ao dia por duas semanas, seguidas por 100 mg/dia fracionadas em
duas tomadas durante duas semanas. A partir dai, a dose usual de
manutengdo, para se obter o efeito terapéutico desejado, € de 200 a
400 mg/dia administrados em duas tomadas.

Para pacientes que recebem valproato de sédio, a dose inicial deve
ser de 25 mg, em dias alternados, por duas semanas, seguida de 25 mg/dia
durante duas semanas seguidas V.

Segundo THOMSON & BRODIE, 1992, a dose inicial deve ser de
25mg duas vezes ao dia € a de manutengdo 50 a 200 mg duas vezes ao dia,
se administrada com acido valpréico. Naqueles pacientes que ndo fazem uso
daquele anticonvulsivante, a dose inicial deve ser de 50 a 100 mg duas vezes
ao dia ¢ a de manutengdo 100 a 400 mg duas vezes ao dia. Com esse
esquema de dosagem, as concentragSes plasmaticas deverdo estar
compreendidas entre 1 e 4ug/mL, embora este intervalo ndo esteja

confirmado como faixa terapéutica.

13
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2.4 Farmacocinética

Estudos clinicos t€ém demonstrado uma boa aceitabilidade oral da
lamotrigina % 3¢ 1% Apés administragio de uma dose de 240 mg, a
concentragdo plasmatica maxima ¢ alcangada entre 1,4 e 4,8 horas,
dependendo da co-medicagio “> - 39 com efeito de primeira passagem
quase nulo, atingindo um nivel plasmatico de +3pug/mL.

A biodisponibilidade da formulagdo oral é de aproximadamente
98% ('3 tornando-se discretamente mais lenta pela presenga de alimentos,
entretanto, este fato ndo € clinicamente importante em regime de doses
multiplas. Em um estudo cruzado de administragdo intra-venosa x oral em
oito voluntarios sadios, a média da biodisponibilidade absoluta apés dose de
75 mg foi 98+5% M1,

A drea sob a curva de concentragdo plasmatica (AUC) x tempo x
dose de lamotrigina (FIGURA 2) indica uma farmacocinética dose-linear na
faixa de 30 a 240 mg ©!-¢* %) conforme modelo aberto de um compartimento
com cinética de primeira ordem (% 3% 8 Estudos subseqiientes mostraram
que esta relagdo linear estende-se a 450 mg em voluntarios sadios ¢ a

700 mg em pacientes no estado de equilibrio ©*,

14
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Area sobre a curva
(pg/ml.h)
o5 3885823

0 J0 & 120 240
Dose de lamotrigina {mg)

FIGURA 2 - Relagdo linear entre a dosagem de lamotrigina ¢ a
concentragdo plasmatica

Fonte: RAMBECK & WOLF, 1993.

A lamotrigina é uniformemente distribuida pelo organismo com
volume aparente de distribuigdo (Vd) de 1,1 L’kg em voluntarios

sadios (17, 61, 80)

A ligagio as proteinas plasmaticas é cerca de 55% ! 80

e essa,
aparentemente, ndo ¢é afetada pela presenga de co-medicagio * 1. Na
saliva, a concentragdo da lamotrigina representa 46% da encontrada no
plasma, sendo que a do cérebro ¢ similar a total no plasma ©%,

A meia-vida biolégica da lamotrigina (dose Gnica ou multiplas) em
voluntarios sadios bem como em pacientes com epilepsia, recebendo o
farmaco associado ou ndo a outros anticonvulsivantes, variou de 13,5 a 40,7
horas. Para dose tnica via oral, a lamotrigina tem uma meia-vida de

aproximadamente 24 horas. Segundo POSNER et al. (1991) e

15
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MAGDALOU et al. (1992), em voluntarios sadios ha uma consideravel
variagdo interindividual na meia-vida de eliminagdo, mas pequena variagdo
intra-individual. Ainda, de acordo com POSNER et al. (1991), os valores
encontrados em pacientes idosos s3o similares aqueles em jovens.

A interagdo medicamentosa  afeta  substancialmente a
biotransformagdo da LTG. O acido valproico inibe a biotransformagio do
farmaco, aumentando sua meia-vida, em pacientes epilépticos, para cerca de
60 horas ©” 112 ¢ 69 8 horas em voluntarios sadios (1°. A meia-vida do
farmaco também é aumentada em pacientes com insuficiéncia renal; isso
pode ser devido a imibigdo da sua biotransformag¢do pelo acimulo de
glicuronideo ®¥. Contrariamente, anticonvulsivantes indutores (ativadores
enzimaticos), como a carbamazepina, fenitoina, fenobarbital e primidona
aceleram a biotransformagdo da lamotrigina, produzindo valores de meia-
vida préoximos da metade daqueles encontrados em voluntarios sadios
(valores médios: 13,5 a 15 horas) %33 Acido valproéico co-administrado
a farmacos indutores enzimaticos, em pacientes fazendo uso de LTG, gera
uma meia-vida similar aquela encontrada em individuos sadios ©%.

Em criangas sadias, parimetros cinéticos nao tém sido amplamente

avaliados ¢ 193,

Todavia, em alguns pequenos grupos de pacientes
pediatricos avaliados, LTG foi bem absorvida pelo tratogastrintestinal apos
doses de 2 mg/kg @™,

Os valores de concentragdio maxima (Cmax.) variaram de 0,5 a
2.1 mg/L, 1 a 6 horas apds a administragdo oral, em criangas de 6 meses a 5
anos e meio de idade %, Em pacientes tratados com anticonvulsivantes

indutores enzimaticos, concentragdes plasmaticas de LTG variaram de 0,1 a

16
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7,3 mg/mL, no estado de equilibrio, para doses administradas oralmente
entre 2 e¢ 18 mg/kg/dia. Em pacientes inicialmente tratados com acido
valproico, doses dadas por via oral entre 1 ¢ 9 mg/kg/dia corresponderam a
concentragdes plasmaticas de LTG entre 0,1 a 12,1 mg/mL ©" %2, A meia-
vida da LTG, em pacientes pediatricos, varia de 8 a 45 horas e a principal
razdo para esta variabilidade tem sido a co-medicagio.

Nao ha evidéncias de que a lamotrigina cause indugdo ou inibigio
clinicamente significativas de enzimas hepaticas oxidativas responsaveis pela
biotransformag¢do de farmacos e drogas. Pode induzir sua propria
biotransformagio, mas o efeito é modesto ¢ provavelmente nio apresenta
conseqiiéncias clinicas significativas 1% 1%%).

Estudos controlados ndo tém demonstrado qualquer evidéncia de que
a lamotrigina afete as concentra¢des plasmaticas de farmacos antiepilépticos
administrados concomitantemente " e nem aquelas de anticoncepcionais de
uso oral. Estudos in vitro indicam nio deslocar outros anticonvulsivantes dos
sitios de ligagdo nas proteinas plasmaticas ©¢7.

A LTG, por si s6, ndo tem influéncia na concentragdo plasmatica de
anticonvulsivantes administrados concomitantemente, exceto por causar um
aumento nas concentra¢des de 10-11 epoxido de carbamazepina, o principal
produto de biotransformaggo do farmaco ¢% %4,

Noventa e quatro por cento de uma dose radiomarcada de LTG
administrada a voluntarios sadios foram recuperados na urina sob forma
inalterada e biotransformada em um periodo de 168 horas. Apenas 2% foram

recuperados nas fezes. LTG é extensamente biotransformada e seu principal

produto de biotransformag¢do ¢ um 2-N glicuronideo (77, 95) & responsavel por

17
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65% da dose recuperada na urina . A detecgdio por cromatografia liquida
de alta eficiéncia revelou a presenga de outro produto de biotransformagio
N-glicurénico em mais ou menos um décimo da concentragdo do principal
produto de biotransformagio @. Os produtos de biotransformagio parecem
nio ter atividade anticonvulsivante > %),

Em ratos, a LTG parece ser excretada completamente inalterada na
urina. Em primatas, aparecem como produtos de biotransformagao:
2-N glicuronideo ®* e 5-N glicuronideo ?**?), sendo mais de 8% eliminada
inalterada !® e em cies, ha um produto de biotransformagiio cardiotdxico:

2-N metil ®*, Em humanos, ndo tém sido encontrados o 5-N e nem o

2-N metil glicuronideos #*2%49,
2.5 Farmacodinamica

A LTG é um potente inibidor da liberagdo do acido gama
aminobutirico, da acetilcolina, da nor-adrenalina e da dopamina, porém seu
mecanismo de a¢do ainda n#o estd completamente elucidado. No entanto,
seu efeito anticonvulsivante da-se, supostamente, pela inibigdo da liberagdo

de glutamato (% 18 47. 54, 64,75, 102)

, principal neurotransmissor excitatério ao
lado do aspartato e analogos dos 4cidos carboxilicos ®¥. Mecanismo de
estabilizagdo de membranas, isto é, bloqueio pré-sindptico dos canais de
sodio sensiveis as diferengas de potencial, deve estar também
envolvido % 99 LTG bloqueia o influxo dos ions sédio, reduzindo,
portanto, a liberagio excessiva de glutamato e desta forma age estabilizando

as membranas neuronais.
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LTG inibe o metabolismo do acido félico, uma agdo compartilhada
por alguns outros anticonvulsivantes, mas ndo confirmado como um
mecanismo de agdo anticonvulsivante ¢!V,

Em animais de experimentagdo, concentragdes plasmaticas de LTG
de aproximadamente 3ug/ml. possuem eficicia protetora similar as
concentragdes terapéuticas de fenitoina e carbamazepina no eletrochoque
maximo e nos testes com pentilenotetrazol. LTG também reduz ou suprime a
descarga induzida por estimulagdo focal da cértex ou hipocampus em

modelos animais ¢%,

Estimulo Lamotrigina

]

s = INfluxo de sodio

g e Libe€ragéo excessiva
de glutamato

‘. ; ﬁ fg% Excitagao neuronal

Inibigdo

FIGURA 3 - Possivel mecanismo de agdo da Lamotrigina.
Fonte: BRODIE, 1992.
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freqiiéncia média do niimero total de convulsdes decresceu de 168/més (21 a
916) para 46/més (6 a 644), apos seis meses de tratamento. As criangas que
apresentavam crises generalizadas classicas e crises parciais complexas
obtiveram as melhores respostas, com 100% e 29% dos casos,
respectivamente, experimentando uma redugdo de mais de 50% na
freqiéncia das convulsdes. Convulsdes mioclénicas diminuiram em 2
criangas, uma das quais conseguiu remissio completa. Entretanto, 4 delas
tiveram um aumento na freqiiéncia das convulsdes mioclonicas. Convulsdes
tonico-clonicas diminuiram e mais de 50% em um dos pacientes. Um tnico
e significativo efeito adverso notado foi a sonoléncia em 3 pacientes.
Todavia, isso ndo exigiu uma redugio na dosagem de nenhum deles %,

.Doze criangas com epilepsia severa ou com risco de vida receberam
LTG (250 a 900 mg/dia). Sete delas responderam ao tratamento e
permaneceram no mesmo por 12 a 61 meses, sendo 4 em monoterapia.
Nenhum paciente foi hospitalizado com estado epiléptico € nenhum efeito
adverso foi relatado ©¢2,

Treze pacientes com Sindrome de Lennox-Gastaut (idade
compreendida entre 5,5 a 27 anos) receberam LTG (100 a 400 mg/dia) em
um estudo realizado por OLLER et al.,, 1991. Cinco delas retornaram
completamente livres de convulsGes apds 2 meses a 2 anos de tratamento ¢
o0ito obtiveram controle de pelo menos um tipo de convulsdo. Seis pacientes
também demonstraram melhoria na fungdo cognitiva .

LTG ¢é efetiva no tratamento das convulsdes parciais refratarias a

outros regimes multiplos de medicamentos. Redugdo na freqiiéncia das

convulsdes tem sido demonstrada em pacientes com convulsdes resistentes a
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varias combinagbes com carbamazepina, fenobarbital, fenitoina e
primidona ®* 38 5 Sete estudos duplo-cego, placebo-controlados de LTG
como adjuvante terapéutico (n=457) demonstraram que a mesma ¢é eficaz no
tratamento das convulsdes parciais refratarias. Seis estudos cruzados
(n=241) avaliaram LTG como adjuvante terapéutico nas doses de 150 a
400 mg por 8 a 14 semanas. A redugdo média na freqii€éncia das convulsdes,
comparada com placebo variaram de 17% a 59%. Estas diferengas foram
estatisticamente significativas em 5 estudos e uma significancia estatistica no
6° estudo. Em todos eles, a LTG produziu uma redugdo na freqiiéncia das
convulsdes de 26% ou mais em 48% dos pacientes e uma redugdo de 50%
ou mais em 25% dos pacientes. No 6° més de um estudo paralelo (n=216),
observou-se uma redug¢do média nas convulsGes relativas a linha de base de
8%, 20% e 36% em pacientes recebendo placebo, LTG 300 mg/dia ¢ LTG
500 mg/dia, respectivamente ®?. Em adig#o, dados preliminares indicam que
LTG pode ser utl no tratamento de convulsdes primarias
generalizadas (%839,

TIMMING & RICHENS (1992) observaram que 15 de 19 pacientes
adultos recebendo LTG tiveram redugdo de mais de 50% na freqiiéncia das
convulsdes; alguns foram capazes de interromper o uso de um ou mais
anticonvulsivantes enquanto mantinham melhora no controle das convulsSes.
Sucesso no controle dos estados epilépticos foi relatado em um caso
refratério a diazepam intravenoso "¥); entretanto, mais dados s3o necessarios
para verificar o papel da LTG na terapia das desordens convulsivas.

Em um estudo duplo-cego, placebo-controlado e cruzado, 21

pacientes refratarios a multiplos anticonvulsivantes, incluindo fenobarbital,
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fenitoina, primidona e carbamazepina, receberam LTG, por via oral, 50 a
100 mg/dia (dosagem ajustada para produzir concentra¢des plasmaticas de
1,5 a 2ug/ml) por duas semanas. Dezoito dos 21 pacientes apresentaram
melhoria com o tratamento com LTG; a redugdo média na freqiiéncia das
convulsdes foi 59% (intervalo de confianga=34 a 76%). Dezesseis dos 17
pacientes tiveram melhora nas crises parciais simples e complexas; 8 dos 15
exibiram melhora nas convulsées secundariamente generalizadas. A LTG foi
bem aceita com reagdes adversas mais comuns que incluiam fadiga, diplopia,
sonoléncia, ataxia e dor de cabecga. Estas reagSes, no entanto, ndo foram
consideradas severas ©¥,

LTG foi estudada por SANDER et al. (1990) ®® como adjuvante
terapéutico em um estudo aberto, em 125 pacientes com epilepsia refratiria
severa. Dezenove pacientes foram excluidos do estudo dewvido ao
aparecimento de efeitos adversos incluindo diplopia, dor de cabega, ataxia,
sonoléncia e erup¢do cutdnea ou devido a um aumento na freqiiéncia das
crises. Vinte e cinco por cento dos pacientes remanescentes no estudo,
durante uma média de 11 meses, demonstraram reduc¢do de 50% ou mais na
freqiiéncia das crises epileptiformes.

LOISEAU et al. (1990) estudaram a eficacia e seguranga da LTG
como adjuvante terapéutico em um estudo duplo-cego, placebo-controlado
em 23 pacientes adultos com crises epilépticas parciais refratarias. Quinze
pacientes experimentaram melhora com LTG, sendo que 7 destes alcangaram
redugdo de 50% ou mais na freqiiéncia das convulsGes. Os niveis sangiiineos
de anticonvulsivantes administrados concomitantemente nao foram alterados

e nenhum efeito adverso foi notado.
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Se a dose recomendada para o inicio da terapia for em excesso, pode
haver um aumento na incidéncia de erupgdes cutdneas requerendo a redugdo
ou escalonamento das doses do farmaco @!:57),

Nenhuma mudanga foi observada no ritmo cardiaco e na pressio
arterial. Parece ndo haver relagdo entre o uso de lamotrigina e o impedimento
da fungZo cognitiva (atengdo e concentragdo, eficiéncia cerebral geral,
fungdo de memoéna imediata), nem na memoéna de curto prazo e habilidade
para novos aprendizados ©%),

A suspensdo abrupta do farmaco pode causar crises de rebote; para

evitar este risco, a dose deve ser reduzida gradualmente pelo periodo de duas

semadnas @l ).

Efeitos hematolégicos

LTG tem demonstrado possuir uma fraca agdo inibitéria, in vitro,
sobre a diidrofolato redutase ?; entretanto este efeito ndo tem sido provado
clinicamente significativo. Leucopenia, anemia macrocitica, diminui¢do nos
tempos de protrombina e tromboplastina, além de um aumento dos valores

para fibrinogénio, tém sido relatados ©¢7-3%7%),

Efeitos sobre o sistema nervoso central

Vertigens, ataxia, sonoléncia e dor de cabega sdo as reagdes adversas
mais comumente relatadas com a terapia com LTG. Estes efeitos geralmente

ndo sdo severos e raramente levam a interrupgdo do tratamento. Logastenia,
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Efeitos sobre a visdo

Em estudos clinicos, a diplopia e visdo obscura tém sido relatadas em
pacientes recebendo LTG. Estes efeitos sdo dose dependentes e ocorrem,
mais freqiientemente, em pacientes aos quais s3o administrados,

concomitantemente, a CBZ (9% 42,78, 102)

Nistagmo raramente tem ocorrido durante o tratamento com LTG %,

Efeitos dermatologicos

A incidéncia de erupgdes cutineas em estudos placebo-controlados
foi de 10% para LTG x 5% para placebo. A incidéncia cumulativa em 3015
pacientes que participaram de todos os estudos clinicos (controlados e ndo
controlados) foi 11,2% (339/3015). Foi ainda o efeito mais freqiientemente
descrito como morbiliforme, de aparéncia maculopapular, de natureza nio
severa e sanado sem interrupg¢do do tratamento com LTG. Noventa e cinco
dos 3015 pacientes (3,2%) interromperam o tratamento devido ao
aparecimento de erupgdes cutdneas. Trinta e um (1%) foram classificados
como severos pelo investigador, incluindo 3 relatos de Sindrome de Stevens-
Johnson. Todos os pacientes que apresentaram erupg¢do cutinea considerada
severa obtiveram recuperagio sem seqiielas '®,

A incidéncia deste efeito é maior naqueles pacientes que fazem uso
concomitante de acido valprdico e parece ser maior ainda naqueles que

recebem doses iniciais elevadas de LTG ou tém uma rapida alteragdo do
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regime de dosagem 7®, A terapia adjuvante (2 mg/k/dia) no acido valproico
deve ser iniciada com uma pequena dose como recomendado ¥,

Mortes subitas inexplicadas em pacientes epilépticos em uso de LTG
tém sido relatadas. A taxa de tais mortes, entretanto, é consistente com a

populagiio geral de pacientes com epilepsia ©®.
Efeitos musculo-esqueléticos

Astenia, neuropatias penféricas, calafrios, tremores e dores
musculares e toracicas sdo reagdes adversas que raramente ocorrem com

LTG %) apesar de ndo ter sido estabelecida uma relagio causal.

Teratogénese

Segundo o FDA, lamotrigina esta classificada na categoria C e nido
ha informagdes suficientes a respeito dos seus efeitos teratogénicos para que
se recomende ou nfo o seu uso durante a gravidez.

Este farmaco ¢ um fraco mmbidor da dudrofolato-redutase; ha,
portanto, um risco teérico de deformagdes fetais em seres humanos quando a

mie for tratada com um inibidor de folato durante a gravidez. Todavia,

estudos de efeitos toxicos na reprodu¢do com Lamictal®, em animais de
experimentagdo, com doses que excediam as terapeuticamente indicadas
para seres humanos, nio mostraram efeitos teratogénicos ¢'> %79,

RICHENS (1994) relatou a analise de 42 gestagdes sem qualquer

evidéncia clara de teratogenicidade induzida pela lamotrigina.
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concentragdes sangiiineas de anticonvulsivantes ™. Interagdes, clinicamente
relevantes, envolvendo anticonvulsivantes novos e convencionais, tém sido
descritas e revisadas por PATSALOS & DUNCAN (1993).

O conhecimento de interagdes farmacocinéticas é especialmente
importante para o julgamento da eficicia clinica de novos anticonvulsivantes.
Usualmente, esses sdo, a principio, utilizados como adjuvantes terapéuticos
em pacientes nos quais a epilepsia ¢ refratiria aos tratamentos
convencionais.

Do ponto de vista farmacocinético, a monoterapia deveria ser
considerada como regime de tratamento de escolha para avaliar
conseqiéncias negativas de interagSes medicamentosas, como efeitos
adversos decorrentes do aumento das concentragSes plasmaticas ou

ineficiéncia da terapia causada por concentragdes diminuidas %),
Anticoncepcionais de uso oral

Estudos preliminares sugerem que a LTG ndo afeta os nivels
plasmaticos de baixas doses de etinilestradiol ou levonorgestrel de uso
oral ®7 ™ Apesar de serem necessarios mais estudos, LTG pode ser um
anticonvulsivante alternativo para mulheres que utilizam este tipo de método
para contracepgdo ©7).

HOLDICH et al. (1991) realizaram um estudo com 12 voluntanas
saudaveis, em que a lamotrigina n3o afetou, de modo significante, as
concentragdes plasmaticas do etinilestradiol e do levonorgestrel, apds a

administragdo da pilula anticoncepcional. Este estudo foi conduzido no
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decorrer de 3 ciclos (150 mg de LTG foi administrada diariamente a partir
do 22° dia do 1° ciclo até o 7° dia do 2° ciclo) e nenhuma mudanga no padrio

de sangramento foi relatada.
Paracetamol (Acetaminofeno)

DEPOT et al. (1990) realizaram um estudo aleatério no qual
avaliaram os efeitos farmacocinéticos decorrentes da administragio oral, em
doses multiplas, de acetaminofeno (900 mg de acetaminofeno trés vezes ao
dia) a voluntarios sadios, antes ou apos a administragdo de 300 mg de LTG
em dose unica. Esta associago resultou em uma diminui¢do na area sobre a

curva (AUC) e t , sérica de 20% e 15%, respectivamente, comparada a

administragdo de placebo. A depuragio renal da lamotrigina aumentou em
7%, ap6s dose unica do anticonvulsivante, porém a significincia clinica e o
mecanismo deste efeito ndo sdo conhecidos. Nenhuma diferenga no pico de
concentragdo plasmatica ou no tempo necessario para atingir o mesmo foi
observada. A porcentagem de LTG recuperada na urina também foi maior
quando o farmaco foi administrado associado ao acetaminofeno. Este fato
sugere que este ultimo pode aumentar a remogaio da LTG da circulagio @2,
Portanto, deve-se controlar a eficicia da terapia com LTG quando
esta for administrada concomitantemente com o acetaminofeno, uma vez que
a diminui¢do da eficacia do tratamento pode ocorrer. No entanto, um
aumento na dosagem de LTG parece ndo ser necessario, a menos que ocorra
diminui¢io do efeito terapéutico. Doses ocasionais de acetaminofeno,

aparentemente, ndo representariam um problema ©®.
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Anticonvuisivantes

Potentes indutores enzimaticos, incluindo a carbamazepina (CBZ),
aumentam a biotransformagdo da lamotrigina @7 3% 9% ) Enquanto a LTG
possui, no estado de equilibrio, uma meia-vida de eliminagdo de
aproximadamente 24 horas, quando co-administrada a CBZ, esta meia-vida ¢é
reduzida para cerca de 15 horas 7> 3.6%.57),

A agdo da LTG na biotransformagdo da carbamazepina resultando
em um aumento nas concentragdes plasmaticas do principal produto de
biotransformagdo, o 10,11 epdxido de carbamazepina (10,11 ECBZ), foi
relatada por WARNER et al. (1992). Em 9 pacientes, concentragdes médias
de 10,11 ECBZ aumentaram 45% apés a introdugdo de LTG 100 a
300 mg/dia, enquanto a relagdo 10,11 ECBZ/CBZ aumentou 19%. Em 4
pacientes, estas alteragdes foram associadas a toxicidade, provavelmente,
relacionada ao produto de biotransformagdo.

A biotransformagao da lamotrigina é aumentada pelo fenobarbital
(FB) e pela fenitoina (FN) %4269 A co-administragdo tanto do FB como da
FN reduz a meia-vida da LTG para aproximadamente 15 horas 73 69,

Elevadas doses de LTG sdo necessarias quando sdo co-administrados
potentes indutores enzimaticos como a fenitoina e a carbamazepina.

O 4acido valproico (VA) interfere com a biotransformagdo da
lamotrigina, aumentando a meia-vida dessa para cerca de
60 horas ©7 4% % 7 Um aumento do efeito terapéutico da LTG com esta

combinagdo tem sido sugerido por PANAYIOTOPOULOS et al. (1993),

mas maiores investiga¢gdes s3o necessarias. Ajustes adicionais da dose sdo
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carbamazepina, primidona ou fenobarbital nio foram encontradas entre 2

periodos de tratamento.

Inibidores de folato (1F)

Por ser inibidora, embora fraca, da dudrofolato-redutase, a LTG
poderd interferir com o metabolismo dos folatos. Portanto, deve-se ter
cautela quando prescrever outros farmacos que também possam inibir o

metabolismo folico ¥,

Outros fdrmacos

POSNER et al. (1991), realizaram uma investigagdo na qual
participaram 18 voluntarios sadios e aos quais foram administrados
200 mg/dia de LTG ou placebo, ambos por via oral, por 14 dias. A
depuragdo da fenazona (antipirina) e as concentragdes urinarias de 6-beta-
hidroxicortisol foram avaliadas como uma medida da indug¢do de enzimas
microssOmicas e essas ndo sofreram alteragdo durante o periodo em que a
lamotrigina foi administrada. No decorrer do estudo, 4 voluntarios tiveram
que interromper o tratamento com LTG devido ao aparecimento de erupgdes
cutaneas.

A administragio concomitante de LTG com inibidores da protease,
segundo BROOKS et al. (1998), parece ndo ocasionar a redugdo dos niveis

séricos destes.
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vezes com possibilidade de se determinar simultaneamente outros
anticonvulsivantes.

Um dos primeiros métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia
em amostras de soro para lamotrigina foi desenvolvido por
LAND et al. (1987) usando extragdo com acetato de etila, de amostras
alcalinizadas, e separagdo numa coluna de silica-gel. Os métodos de pré-
tratamento da amostra e separagdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foram modificados por JUERGENS (1988), que usaram coluna de

fase reversa para a separagdo do analito e extragdo em fase soélida com

colunas C-18, ou extragio liquido-liquido com colunas Extrelut®. A
separa¢do da lamotrigina de outros anticonvulsivantes por cromatografia em
fase reversa com tampdo fosfato basico (pH = 9,0) contendo trietilamina ou
n-butilamina foi executada por JUERGENS (1988).

COCIGLIO et al. (1991) descreveram uma metodologia por
cromatografica liquida com coluna de fase reversa para a estimativa da

lamotrigina. O farmaco e um padrdo inteno foram extraidos do plasma com

acetonitrila, separados pela coluna LiChrospher® 100CN e determinados no
ultravioleta a 280 nm.

SINZ & REMMEL (1991)®9 descreveram as analises da lamotrigina
e da lamotrigina 2-N-glicuronideo em sangue total e urina de porcos por
cromatografia liquida em fase reversa e¢ par i6nico. Foi empregado o
dodecilsulfato de sodio como um reagente de par idnico para separar
seletivamente a lamotrigina e lamotrigina 2-N-glicuronideo de componentes

endogenos do sangue, de outros anticonvulsivantes ¢ seus produtos de
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biotransformagao. Idéntico sistema de anilise tem sido aplicado para urina,
sangue e cérebro humanos,

FAZIO et al. (1992) desenvolveram um método sensivel, especifico e
rapido empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia para a
determinagdo da lamotrigina. O farmaco e um padrio interno foram extraidos
com acetato de etila ap6s a alcalinizagdo da amostra e analisados usando-se

coluna de alta eficiéncia. O comprimento de onda utilizado foi 313 nm.

2.10.2 Imunoensaios (IE)

SAILSTADT & FINDLAY (1991) desenvolveram um método
imunofluorimétrico para andlise de lamotrigina em amostras de plasma
coletadas durante testes clinicos.

Um imunoensaio para a determinagdo de lamotrigina em plasma
humano foi descrito por BIDDLECOME et al. (1990). O método ¢ um
procedimento direto, duplo, que emprega, inicialmente, anticorpos
policlonais de coelho, anticorpos cultivados para a conjugagdo da albumina
sérica bovina a lamotrigina e ao iodinato tirosina metil éster de lamotrigina

como o tragador.

2.10.3 Cromatografia gasosa (CG)

WATELLE et al. (1997) descreveram um método que empregava a
cromatografia gasosa com detector de nitrogénio-fosforo para a

determinagdo de lamotrigina em soro. O método descrito requer preparagao
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minima da amostra, é competitivo com os procedimentos de CLAE relatados
em termos de precisio e sensibilidade e, também, pode ser empregado em
testes de triagem. Este método foi derivado, com pequenas modificagdes, do
procedimento descrito por CALDWELL & CHALLENGER (1989) utilizado
para a identificagdo de drogas de abuso em amostras de urina e por

COX et al. (1989) para triagem de drogas basicas em sangue total.
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Objelivos e Plano de Trabalho

Durante as ultimas duas décadas, a possibilidade de se medir
concentragdes plasmaticas de anticonvulsivantes e a difusdo da
importincia deste procedimento para estabelecer a individualizagdo da
dose tém, marcadamente, melhorado o tratamento de pacientes com
epilepsia.

Através deste estudo, estamos propondo um método sensivel,
especifico, preciso e exato que possa ser aplicado & monitorizagdo das
concentra¢des plasmaticas de lamotrigina com a finalidade de controle
terap€utico, em pacientes sob terapia antiepiléptica, wvisando sua
otimizagio.

Para cumprir tais objetivos, elaboramos o seguinte plano de
trabatho:

e Padronizar e validar um método analitico que possa ser
aplicado a monitorizagdo das concentragSes plasmaticas de
lamotrigina, com a finalidade de controle terapéutico,
utilizando-se extra¢do liquido-liquido e cromatografia liquida

de alta eficiéncia;

e Aplicar a metodologia proposta a amostras de plasma obtidas
de pacientes epilépticos submetidos a politerapia, na qual a

lamotrigina foi utilizada como adjuvante terapéutico;
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e Correlacionar as concentragdes plasmaticas da lameotrigina

com efeitos terapéuticos e/ou toxicos;

¢ Verificar a existéncia de uma possivel faixa de concentragdes

terapéuticas que possa ser recomendada para o farmaco;

e Detectar possiveis alteragdes bioquimicas e/ou hematolégicas
decorrentes do tratamento prolongado com a lametrigina como

adjuvante terapéutico.
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Material e Métodos

4.1 Casuistica

Foram investigados 19 (dezenove) pacientes, com diferentes tipos
de crises epilépticas, de consultérios particulares, fazendo uso prolongado
(crénico) de lamotrigina associada a outros anticonvulsivantes.

Participaram do estudo, individuos (n = 19) de ambos os sexos e
de faixa etaria entre 12 e 30 anos, cujas caracteristicas foram anotadas
segundo modelo apresentado no Anexo 1 e descritas na TABELA IV.

Os pacientes e/ou seus responsaveis legais foram informados, em
detalhes, oralmente e por escrito (Anexo 2) sobre o estudo a ser realizado
e forneceram o consentimento de participagdo por escrito conforme
modelo apresentado no Anexo 3.

Exames laboratoriais complementares em sangue total, soro e
urina (Anexo 4) foram realizados para uma melhor avaliagéo clinica.

A identificagdo, caracteristicas do tratamento (medicamentos
associados) relativos aos participantes do estudo encontram-se, também,

na TABELAIV.
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TABELA IV - Identificagdo, caracteristicas do tratamento

relativos aos participantes do estudo

Numero Paciente Sexo Idade Peso Altura Medicamentos

(anos) (Kg) (metros) Associados*

01 RSB. M 25 6500 1,72 CBZ
02 JRC. M 18 7345 1,80 VA

03 DPB. F 23 56,70 1,60 FB, VA
04 ITMS. F 20 42,90 1,53 FN, PC
05 OGP. F 26 63,90 1,70 FN
06 SM. F 28 71,80 1,68 VA
07 JEA. M 25 69,00 1,78 FN, VA
08 AVM. M 30 6850 1,69 FN
09 MSF. F 29 71,80 1,65 CBZ, VA, PC
10 MAP. F 30 58,60 1,58 PR

11 L.S.C. F 24 69,00 1,70 VA

12 CRUP. F 22 63,00 1,66 FN, PC
13 FJRO. M 19 76,00 1,73 CBZ
14 MAJS. M 20 69,00 1,70 FB, VA
15 PA. F 21 57,00 1,63 VA
16 ACR. F 22 54,00 1,60 CBZ, PC
17 EGC. M 15 52,00 1,62 VA
18 MMD. M 12 50,00 1,56 FN
19 MFL M 21 90,00 1,80 FN

*CBZ = carbamazepina, FN = fenitoina, FB = fenobarbital, VA = 4cido valpréico, PR = primidona,
PC = paracetamol
Bl IiCTECA
Froold Ao ¢ Dooacra Tannacouticas
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4.2 Material

4.2.1 Padrdes

BW725C (padrio intemno - PI) - Cardiff Bioanalytical Services
Lamotrigina (LTG) - Cardiff Bioanalytical Services
.Carbamazepina - Biogalénica

.10, 11 epoxido de carbamazepina - Ciba-Geigy

Fenobarbital - Rhodia S.A.

Fenitoina - UCI-Farma

Primidona - UCI-Farma

4.2.2 Solventes e reagentes

Metanol Ohminisolv® - EM Science

Acetato de etila Ohminisolv® - EM Science
.Trietilamina (para analise) - Merck

.Agua ultrapura Milli-Q® - Millipore

.Ortofosfato diacido de potassio (para analise) - Merck
Hidréxido de sodio (para analise)- Merck

4.2.3 Solugdes

Solugdo de ortofosfato didcido de potissio 0,1/ em agua

ultrapura.
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Solugdo de ortofosfato diacido de potassio, metanol e
trietilamina.
Fase movel constituida por uma solugfo de ortofosfato diacido
de potassio 0,1M, metanol e trietilamina nas propor¢Ses 560:
435: 0,1 v/v/v, foi preparada, filtrada e desgaseificada sob
pressdo através de filtro Millipore de 0,22um.

.Solugédo de hidroxido de sédio 5M em agua ultrapura.

Solugdo estoque de BW725C (padrio interno) a 1lmg/mL de
metanol.

.Solugao trabalho de BW725C a 20ug/mL de metanol.
Esta solugdo trabalho foi preparada pela dilui¢io adequada da

solugdo estoque de padrio interno.

.Solugdo trabalho de BW725C a 20pg/mlL de hidréxido de sédio
5M. Esta solugdo trabalho foi preparada pela diluigdo da solugéo

estoque de padrio interno com hidroxido de sédio SM.

.Solugio estoque de lamotrigina a 1mg/mL de metanol.
Aliquotas da solugdo estoque de lamotrigina foram diluidas em
metanol a fim de se obter solu¢gdes padrdo nas concentragdes a

100, 10 e 1pg/mL de metanol.
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1,0; 5,0 e 10ug/ml.. Apés a preparagdo dos calibradores, os

mesmos foram divididos em tubos devidamente rotulados.

4.2.5 Controles

Aliquotas da solugdo trabalho de lamotrigina (4.2.3) foram
apropriadamente diluidas com plasma branco de referéncia
(4.2.7.1) para a obtengéo de controles nas concentragdes 0,3; 4,0
e 9,0ug/mL. Apds a preparagido dos controles, os mesmos foram

divididos em tubos devidamente identificados.

Observagdo: todas as solugdes, calibradores e controles foram

armazenados a -20°C e ao abrigo da luz.

4.2.6 Equipamentos e acessorios

eCromatografo a liquido LKB modelo 2152 -LC (alg¢a de 20uL);

eDetector de absorvancia no UV operando em 306 nm (1,28 aufs)
modelo 2151;

eIntegrador LKB modelo 2220;

eBomba LKB modelo 2150;

eColuna Supelcosil™ LC-18 (150x4,6 mm), particulas de 5,0um -
Supelco,

ePré-coluna Supelguard™ (2cmx4,6 mm) - Supelco,

eBalang¢a analitica modelo R 200D - Drdger do Brasil,
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eUltra-som modelo T7 - Thorton,

eSistema de evaporagdo em banho de agua com termdémetro
modelo S1399 - Precision Scientific Co,

eAgitador mecanico horizontal - Etica Equipamentos Cientificos
S.A4.;

e Agitador mecanico tipo vortex modelo AD 8850 - Donner:;

eCentrifuga Clinica Spin IV® - Incibrds;

eBomba a vacuo - Fabbe,

eDestilador - desionizador de agua Milli-Q® - Millipore;,

eFiltro Durapore tipo GVWP04700 - 0,22 um - Millipore;

eTubos de vidro cénicos, com tampa esmerilhada;

eMicropipetas automaticas, com volumes regulaveis, Finnpipette
®_ Labsystems;

sMicrosseringa com capacidade para 50uL - Hamilton;

sPonteiras;

eVidraria para filtragdo da fase movel e em geral,

eFreezer e refrigerador.

4.2.7 Amostras
Plasma

Plasma humano, sorologicamente negativo para hepatite B,

hepatite C, HIV, Chagas, sifilis, HTLV-], doado pela Fundagio
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Pro-Sangue (Hemocentro de Sio Paulo). Este plasma foi usado
como branco de referéncia, apos analise negativa quanto a

presenga de lamotrigina.

Sangue

Amostras de sangue de 19 (dezenove) pacientes em tratamento

com a lamotrigina foram coletados com tubos Vacuntainer® em
trés aliquotas adequadas para cada tipo de anilise a ser realizada.
A coleta de sangue foi realizada com jejum de 12 horas e 90 min
apds a administragdo da ultima dose do farmaco. Para a obtengio
de plasma, utilizou-se a heparina como anticoagulante. Duas
aliquotas de sangue foram centrifugadas (10 minutos a 1800g) e
as fragGes plasma e soro foram separadas. O plasma foi
armazenado a -20°C até o momento da analise cromatografica e o
soro ¢ o sangue total (adicionado de EDTA) analisados

imediatamente.

Urina

Para a realizagio das andlises de urina tipo I, utilizou-se a
primeira urina da manh3, coletada de jato médio e obtidas pelos

proprios pacientes (dezenove) em tratamento com lamotrigina.
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Foram avaliados os seguintes pardmetros: colunas
cromatograficas, composi¢do e fluxo da fase movel.

Para detec¢do da LTG empregou-se detector de absorvancia na
regido do UV em comprimento de onda fixo de 306nm. As atenuagdes

usadas na leitura do sinal emitido pelo detector foram de 4 a 6 aufs.

4.3.1.2 Padronizagdodo procedimento analitico de extragdo

liquido-liquido da lamotrigina em plasma

Um mililitro de plasma foi transferido para tubo cénico de tampa
esmerilhada, ao qual foram adicionados 50ul. da solugdo de BW725C a
20ug/mL de hidréxido de sédio 5M (padrido interno - PI). A amostra foi
submetida a procedimento de extragdo com acetato de etila (10 mL),
agitagdo por 15 min em agitador mecanico horizontal e centrifugagdo (10
minutos a 1800g). Apds a evaporagdo do extrato em banho de agua, a
temperatura de 45°C e mediante fluxo de ar, foram adicionados ao residuo
100uLl. da solugdo testada como fase moével (4.2.3) injetados 50uL do
residuo reconstituido no cromatégrafo.

O fluxograma do procedimento analitico de extragdo da

lamotrigina em amostras de plasma esta apresentado na FIGURA 4.
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4.3.2 Validagdo do método analitico
4.3.2.1 Curva de calibrag¢do

A curva de calibragdo foi elaborada a partir de amostras de
plasma calibradores (4.2.4), contendo LTG nas concentra¢des de 0,5 a
10pg/mL, os quais foram submetidos a procedimentos de extragdo
conforme descrito em 4.3.1.2.

Foi construida, projetando-se no eixo das abcissas as
concentragdes plasmaticas de lamotrigina (ug/ml) e no eixo das
ordenadas as relagdes de areas obtidas entre os picos da lamotrigina e do
padrio interno. A andlise de regressdo linear foi efetuada para obtengio
da equagio da reta.

Paralelamente a construgdo de cada curva de calibragdo, foram
analisados controles (4.2.5): alto (9,0ug/mlL), médio (4,0ug/mL) e baixo
(0,3ug/mL).

Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.3.2.2- Limites de detec¢do e de quantificagdo

O limite de detecgdo (LOD), considerado como a menor
concentragio que pode ser diferenciada do ruido de base ¥, foi

calculado por dilui¢des sucessivas das solugdes trabalho de lamotrigina,

em diversas concentra¢gdes, as quais foram transferidas para tubos
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conicos com tampa esmerilhada e submetidas ao procedimento de
extragdo conforme descrito no item 4.3.1.2.

O limite de quantificagdo (LOQ), considerado a menor
concentragio onde o coeficiente de variagdo obtido foi inferior a 10% ©9,
em cinco determinagdes, foi obtido em amostras de plasma calibradores
diluidas, apresentando diferentes concentragles de lamotrigina, as quais
foram submetidas aos procedimentos de extragio e quantificagdo
conforme descrito em 4.3.1.2 e 4.3.2.1, respectivamente. A relagdo das
areas da lamotrigina e do padrio intermo foi empregada no calculo do
coeficiente de vanag3o.

Os ensaios foram efetuados em quintuplicata.

4.3.2.3 Linearidade

Para avaliagio da regido linear de resposta do detector a
diferentes concentragdes do farmaco, aliquotas de ImL das solugdes de
lamotrigina nas concentrag¢des 0,20 a 12,04pg/mL, preparadas a partir da
solugdo trabalho de LTG (4.2.3), foram transferidas para tubos conicos
com tampa esmerilhada, juntamente com 50ul do PI (20ug/mL de
hidroxido de sddio 5SM) e submetidas aos procedimentos de extragdo
(4.3.1.2) e quantificagdo (4.3.2.1). Os ensaios foram realizados em
triplicata e, a analise de regressdo linear foi elaborada para obtengdo da

equagio da reta.
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4.3.4 Avaliagdo laboratorial

As avaliag®es laboratoriais foram efetuadas no laboratorio de
Analises Clinicas do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, na cidade
de Sdo Paulo - S.P..

Os exames bioquimicos foram executados com emprego de kits-
diagndsticos Labtest®, em espectrofotdmetro digital - Micronal®,
seguindo-se as normas de boas praticas de laboratério recomendadas.

A quantificagio dos indices hematimétricos e dos leucécitos foi
realizada em equipamento contador automatico de células - Coulter®.

As determinagdes dos hematocritos foram realizadas pelo método
da microcentrifuga.

As amostras de urina foram analisadas por fitas reativas Inlab® e

o0 exame microscopico do sedimento urinario em equipamento Inalh®.



5 Resultados



Resultados

5.1 Determinacdo das concentracées plasmaticas da
lamotrigina por cromatografia liquida de alta

eficiéncia
5.1.1 Otimizagio das condigdes cromatograficas

Os resultados obtidos nas diferentes tentativas de otimizagdo das
condi¢des cromatograficas, segundo 4.3.1.1, serio apresentados na
TABELA XII. Entretanto, foram estabelecidas como ideais, as seguintes

condig¢des:

e Fase movel: solugdo de ortofosfato diacido de potassio 0,1M:
metanol: trietilamina (560: 435: 0,1 v/v/v)

¢ Fluxo: 0,8 mL/min

e Pressdo: 28-30 bar

¢ Detector: por absorvancia no UV (A=306 nm)

¢ Coluna: Supelcosi]TM LC-18 (150 x 4,6mm), particulas de Sum

¢ Pré-coluna: Supelguard ™ (20 x 4,6 mm)

¢ Volume de injegdo: 50ul

e Atenuagdo: 4-6 aufs

e Padrio intermo: 50ul. solugdo trabalho de BW725C em

hidréxido de sédio SM (20pug/mL)
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FIGURA 5 - Cromatogramas (CLAE) referentes a amostras de plasma
A plasma branco de referéncia
B plasma enriquecido com lamotrigina 5,40ug/mL
(1) e padrédo interno 20pg/mL (2)
C plasma obtido de paciente tratado com

lamotrigina

Coluna: SupelcosilTM LC-18 (150 x 4,6mm), particulas de 5,0um

Pré-coluna: Supelguard ™ (20 x 4,6 mm)

Fase movel: solugdo de ortofosfato diacido de potassio 0,1\, metanol e
trietilamina (560: 435: 0,1 v/v/v)

Detector: por absorvancia no UV (A = 306nm)
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5.2.2 Limites de Detec¢do e Quantificagdo

O limite de detec¢dio do método foi de 0,05ug/mL, com desvio
padrdo de 0,0017 e coeficiente de variagio de 2,34%, nas condig¢des
padronizadas.

O limite de quantificagdo do método foi de 0,15ug/mL, com
desvio padrio de 0,002 e coeficiente de variagio de 2,01%, nas

condi¢des padronizadas.

5.2.3 Lineandade

A resposta do detector, avaliada segundo 4.3.2.3, mostrou-se
linear para concentragdes do farmaco de 0,20ug/mL a 12,04ug/mlL, com
equagdo da reta igual a y = 0,6343.X - 0,04241 e coeficiente de
correlagdo (r) de 0,99986. Na FIGURA 7 observa-se a linearidade da

resposta do detector a diversas concentragdes de lamotrigina.

5.2.4 Recuperagido Relativa do Método

A recuperagdo média da lamotrigina, determinada através das
analises das amostras enriquecidas foi de 86,14%. Os resultados obtidos

estdo apresentados na TABELA VI.
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5.2.6 Exatidio

Resultados

Os resultados das analises dos soros liofilizados obtidos pelo

método proposto comparados & quantidade adicionada e a média obtida

pelos varios participantes do “Heath Control External Quality Assessment
Scheme for Therapeutic Drug Assays” (HEQAS) estdo na TABELA VIII.

TABELA VIII - Comparagdo dos resultados das concentragdes de

lamotrigina obtidos pelo método proposto com

os do Controle Internacional (HEQAS)

Amostras Concentragdo Concentragdo Resultados
(1292) do Média (n) Obtidos
Adicionado (uMol/L) (uMol/L)
(uMol/L)
AA 0,00 0,00 (9) 0,00
BB 33,04 31,19 (8) 31,09
CC 3,78 4,02 (8) 4,07
DD 14,17 14,40 (8) 14,40
EE 1,89 2,31 (8) 2,33
FF 11,34 11,36 (8) 11,35
GG 49,04 46,96 (8) 47,05
HH 0,95 1,21 (8) 0,97

n = numero de laboratorios cujos resultados foram usados para o calculo da média
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5.2.7 Estudo de Interferentes

Na TABELA IX sdo descritos os farmacos, considerados como
possiveis interferentes na determinagdo da lamotrigina, a LTG, o Pl e os
respectivos tempos de retengdo absolutos e relativos. Os farmacos
assinalados como ndo detectados ndo eluiram nas condigdes

padronizadas, no intervalo de 0 a 30 min.

TABELA IX - Tempos de retengdo da lamotrigina, padrio interno

e alguns farmacos testados como interferentes

FARMACO TR (min) TRy

padrio interno 3,70 —
lamotrigina 8,10 2,19
carbamazepina 21,00 5,68

10,11 epdxido de carbamazepina ND —
fenobarbital ND —

fenitoina ND —

primidona ND —

TR = tempo de retengdo
TR; = tempo de retengio relativo ao padrio interno

ND = ndo detectado no intervalo de 0 a 30 minutos
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5.2.8 Estabilidade

Na TABELA X sio apresentados os resultados da estabilidade da
lamotrigina em amostras de plasma calibrador, analisados conforme item
43.2.8.

As amostras de plasma calibrador contendo lamotrigina na
concentragdo de 1,0ug/ml apresentaram-se estaveis durante 24 horas,
quando armazenadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz; durante
um periodo de 15 dias & temperatura de 4°C e ao abrigo da luz e,
finalmente, 60 dias quando armazenadas & temperatura de -20°C e,

também, ao abrigo da luz.

5.3 Determinag¢io das concentragdes plasmaticas de

lamotrigina em pacientes epilépticos

Os resultados da determinagdo cromatografica (CLAE) da
lamotrigina no plasma dos pacientes avaliados, bem como os efeitos
clinicos e/ou toxicos observados ou relatados estio apresentados na

TABELA XI.

5.4 Avaliacio laboratorial

Todos os pacientes investigados apresentaram valores

bioquimicos e hematoldgicos dentro dos referenciais estabelecidos.
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TABELA X - Estabilidade da lamotrigina em plasma

Resultados 71

Concentragdo de lamotrigina (ug/mL)

Tempo

decorrido da Aliquota A+ Aliquota B* Aliquota C*
preparagio

da amostra calibrador X DP CV X DP CV X DP Cv
(1pg/mL) (%) (%) (%)
zero(min) 1,01 0,02 1,98 1,00 0,02 2,10 1,02 0,02 2,25
24(hs) 0,99 0,02 222 1,01 0,02 2,18 1,02 0,02 2,10
15(dias) 0,72 0,01 2,50 0,95 0,01 2,00 1,01 0,02 2,18
60(dias) .. 090 001 211 095 001 200

X = média de 3 determinagdes
DP = desvio padrdo
CV = coeficiente de variagdo

4 = temperatura ambiente e ao abrigo da luz

4+ =4°C e ao abrigo da luz
* =-20°C e ao abrigo da luz
- = no realizado
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TABELA XI - Determinagdo da lamotrigina no plasma de pacientes

em tratamento e os efeitos clinicos e/ou toxicos

observados/relatados
N° Paciente Dosede Concentragio Efeitos
LTG de LTG Clinicos Téxicos
(mg/dia) _ (pg/mL)
01 RS.B. 200 2,68 * -
02 JRC 400 7,40 vertigem,
- visdo
obscura
03 DPB. 200 3,24 * -
04 LTMS. 100 1,82 * -
05 O.GP. 250 3,81 * -
06 SM. 400 9,52 erup¢ao
- cutanea,
vertigem
07 JF.A. 400 4,63 * -
08 AVM. 200 3,27 * -
09 MSF. 100 1,60 * -
10 MAP. 250 3,24 visdo
) obscura
11 LSC. 400 5,67 erupgao
) cutinea
12 CR.P. 200 2,93 * -
13 FJRO. 200 3,01 * -
14 M.AJS. 400 4,93 * -
15 PA. 400 7,74 dor de
) cabega
16 A.CR. 250 3,54 * -
17 E.G.C. 400 6,70 - irritabilida
de
18 MMUD. 250 3,72 * -
19 MFL. 250 3,66 * -

* = redugdo na freqiiéncia e niimero das crises convulsivas

- = nd0 observado/relatado
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Participaram deste estudo 19 pacientes de ambos os sexos e de
faixa etaria entre 12 e 30 anos, sob tratamento com lamotrigina, cujas
caracteristicas foram anotadas segundo modelo apresentado no Anexo 1 e
descritas na TABELA IV.

Pacientes com idades inferiores a doze anos ndo fizeram parte do
estudo, uma vez que o uso da LTG, conforme ja descrito neste trabalho, é
contra-indicado para essa populagdo.

Comparativamente aos demais trabalhos do género realizados por
outros autores ©: % 3% o numero de pacientes investigados neste estudo
pode parecer pequeno. Tal fato deveu-se as dificuldades impostas pelos
familiares de alguns dos pacientes com deficiéncias fisicas ¢ mentais que
ndo permitiram a coleta de amostras e, principalmente, pelo custo ainda
elevado do medicamento. Apesar de sua comprovada eficacia, o seu alto
custo € um fator limitante para que seu uso seja crescente.

Neste estudo, foram utilizados como amostras biolégicas (4.2.4):
plasma humano (branco de referéncia), soro liofilizado (padrdo de
referéncia), sangue e urina dos pacientes investigados.

A coleta de sangue foi realizada pela equipe técnica do laboratorio
de Andlises Clinicas do Imstituto Dante Pazzanese de Cardiologia - SP,
tendo sido coletadas amostras em datas aleatorias, em fun¢do da
disponibilidade dos pacientes e/ou de seus familiares. Nas mesmas
ocasides, foram obtidas as amostras de urina.

Para a monitorizagdo das concentrages plasmaticas da
lamotrigina, recomenda-se que a amostra de sangue seja coletada entre
90 min a 3 horas apds a administra¢do da ultima dose “* 79, a fim de se

obterem as concentragdes de pico. Neste estudo, a coleta foi feita 90 min
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apés a administragio da ultima dose. Tempos diferentes dos
recomendados, pode ter muitas conseqiiéncias: um ajuste de dose baseado
em uma determinagdo plasmitica feita antes de se atingir o estado de
equilibrio pode levar o clinico a prescrever uma dose excessiva
aumentando, desta forma, os riscos de intoxicagdo; se uma concentragdo
obtida no pico (concentragdo plasmatica maxima) for interpretada como
no vale (concentragio plasmatica minima), a dose administrada pode ser
diminuida indevidamente, ndo se obtendo o efeito desejado “®.

Tém sido observadas alteragdes hematoldgicas e bioquimicas em
pacientes epilépticos sob terapia com lamotrigina, conforme o descrito em
2.8. Tais alteragdes geralmente acometem S a 10% dos pacientes e
parecem ndo ser severas desaparecendo, muitas vezes, com a retirada do
farmaco ou diminuigdo da dose. Neste trabalho, a determinagdo de uréia e
creatinina foram realizadas com o intuito de avaliar a fungdo renal dos
pacientes. Bilirrubinas total e fragdes e transaminases foram, também,
determinadas no soro destes pacientes, para a verificagdo de um possivel
comprometimento hepatico.

Uma vez que a LTG se liga, aproximadamente, 55% as proteinas
plasmaticas, foi verificado o nivel sérico da albumina dos individuos
participantes do estudo.

A escolha do cromatografo a liquido, com detector de ultravioleta,
para a padroniza¢io de um método analitico, visando & determinagdo da
lamotrigina em fluidos biolégicos, foi efetuada considerando-se a
crescente disponibilidade e versatilidade desse aparelho. Some-se a elas,
o fato de a maioria dos estudos empregarem-no tanto para a pesquisa

farmacocinética quanto para fins de controle terapéutico (18-26:40.84.95.112)
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Para otimizagio das condigbes cromatograficas para separagdo da
lamotrigina, de plasma adicionado e extraido com acetato de etila, foram
avaliados os paradmetros: colunas cromatograficas, composigio e fluxo da
fase movel. As condigdes cromatograficas foram testadas com 3 colunas,
com caracteristicas diferentes.

Para a coluna Supelcosil LC-ABZ (150 x 4,6 mm), com particulas
de 5um, a fase mével acetonitrila: agua (3:7 v/v) com fluxos de 1 e
8,0 mL/min ndo promoveu a resolugdo dos picos dos componentes
enddgenos presentes no plasma branco de referéncia e do padrio interno.
Modificando-se a fase mével para solugio de ortofosfato diacido de
potassio 0,1M: metanol: trietilamina (560: 435: 0,1 v/v/v), houve um
aumento no tempo de retengdo, mas que ndo foi suficiente para separar o
pico do branco de referéncia e do padrio interno.

A coluna Nova-Pak® C8 (150 x 3,9 mm), com particulas de 4 pm,
foi inicialmente testada com a fase mével que havia apresentado tempos
de retengdio superiores para a coluna anteriormente usada e, observando-
se a resolugdo dos picos do branco de referéncia ¢ do padrdo interno,
contudo, a LTG passou a apresentar um pico assimétrico.

Em virtude de resultados ndo satisfatérios, a modificagdo seguinte
consistiu na troca da coluna cromatografica, mas com manutengdo da fase
movel. Trabalhou-se, entdo, com a coluna Supelcosil™ LC-18 (150 x
4,6mm), com particulas de 5um. Esta coluna permitiu boa separag¢io entre
os picos do branco de referéncia, do Pl e da LTG e, os mesmos foram
simétricos (FIGURA 5). Portanto, a coluna Supelcosil™ LC-18 foi a
escolhida, pois mostrou-se mais adequada do que a Supelcosil LC-ABZ e

a Nova-Pak® C8, evidenciando melhor resolug¢@o. Os melhores tempos
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de retengdo (PI e LTG) foram obtidos, quando o fluxo da fase mével foi
fixado em 0,8 mL/min.

A pré-coluna Supelguard™ (20 x 4,6 mm) foi empregada com o
intuito de garantir uma maior vida util 4 coluna selecionada, em virtude do
tipo da fase madvel escolhida.

Os resultados obtidos em cada uma das condigdes
cromatograficas testadas estdo descritos na TABELA XII.

Inicialmente, a fase méovel (acetonitrila:agua) na proporgéo 3:7 v/v
foi empregada utilizando-se fluxo de 1 mL/min. Contudo, os resultados
mostraram-se pouco satisfatorios, conforme atesta a TABELA XII.
Conseqiientemente, o fluxo da fase movel foi modificado para
0,8 mL/min. Sob esta condigéo, foi possivel obter tempos de retengdo
maiores tanto para o PI quanto para LTG e, ainda, produzir
cromatogramas livres de interferentes endogenos.

A fase moével, constituida por uma solugio de ortofosfato diacido
de potassio 0,1, metanol e trietilamina nas proporgdes
560: 435: 0,1 v/v/v, foi considerada mais eficiente do que a solugdo de
acetonitrila: agua ultrapura inicialmente testada. A primeira é semelhante
aquela preconizada e utilizada no Cardiff Bioanalytical Services.

O comprimento de onda de 306 nm adotado foi o utilizado por
alguns autores & 26 9 Ppara comprimento de onda de 280 nm, os

resultados nio foram satisfatorios.
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Coluna Fase movel Fluxo da fase mével | Tempo de retengdo Resultados
cromatografica (mL/min.) (min.)
. Pl LTG
acetorutrila:dgua 1,0 1,38 2,40 | pico do branco de
(3:7 viv) referéncia
Supelcosil LC - ABZ interfere com o
(4,6 x 150mm) 0,8 2,01 3,05 do PI
particulas (5pm) ortofosfato diacido .
de potassio 0,1M: 1,0 2,43 5,10| Pico do branco de
metanol: trietilamina referéncia interfere
(560:435:0,1 v/v/v) com 0
do PI
0,8 3,02 6,29
ortofosfato diacido 1,0 2,93 6,50
Nova-Pak® C8 de potassio 0,1M: LTG
(3,9 x 150mm) metanol: trietilamina apresenta
pico
particulas (4pum) (560:435:0,1 v/v/v) 0,8 3,20 7,00 assimétrico
Supelcosil™ LC - 18 | ortofosfato diacido 1,0 3,25 6,08 Ewoome E.mn co de
L . ncia nio
(4,6 x 150mm) de woﬂwmm_.o PS.&. interfere com o do
\ metanol: trietilamina PI: LTG e PI
particulas (Syum) apresentam picos
(560:435:0,1 v/v/v) 0,8 3,70 8,10 | com boa resolugéo

Observagdo: o comprimento de onda utilizado em todos os ensaios foi 306nm.
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O padrido interno (PI) utilizado (BW725C), analogo estrutural do
farmaco em estudo, foi sintetizado para esta finalidade e cedido, gentilmente,
pelo Cardiff Bioanalytical Services, assim como o padrio de LTG. A
concentragdo da solugdo de padrio interno que apresentava uma area entre a
do ponto médio € a do 3° ponto da curva de calibragdo (1 e 5 ug/mL) foi de
20 pg/mL, sendo esta a concentragdo escolhida para as analises.

O procedimento para extragdo liquido-liquido da lamotrigina, em meio
alcalino conferido pela solugdo de PI em hidroxido de sédio, do material
bioloégico, empregando-se o acetato de etila, amplamente descrito na
literatura, foi considerado simples, de custo operacional reduzido e de facil
implantagdo em laboratérios especializados. Apresenta resultados
satisfatorios que permitem seu emprego na monitorizagdo terapéutica das
concentragdes plasmaticas do anticonvulsivante.

Tal procedimento baseou-se naquele executado no Cardiff
Bioanalytical Services, com algumas modificagdes, quais sejam, a
substitui¢do da extragdo em fase solida pela de fase liquida e volume de
amostra maior.

A ndo utilizagdo das mesmas condigdes, no entanto, ndo acarretou
prejuizo para a eficiéncia da extragdo do farmaco do material biolégico. A
evaporagdo do extrato em banho de agua se deu a temperatura de 45° C, a fim
de garantir a integridade quimica de outros anticonvulsivantes utilizados pelos
pacientes.

Segundo SCHUMACHER (1995), a identificagdo ¢ quantificagdo de
substincias quimicas em fluidos biolégicos pressupde a utilizagdo de
metodologia cuja validagdo tenha sido devidamente estabelecida. Essa tem a
intengdo de minimizar os erros, no sentido de assegurar a maxima qualidade
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do trabalho analitico e, conseqiientemente, a obten¢do de resultados
fidedignos. Para que os resultados deste estudo fossem considerados
confiaveis, a validagdo metodolégica foi devidamente estabelecida.

Os valores de limites de detecg¢do e de quantificagdo obtidos foram de
0,05 pg/mL e de 0,15ug/mL, respectivamente. Estes resultados indicam que o
método € aplicavel no controle terapéutico do anticonvulsivante, assumindo o
intervalo terapéutico de 1 a 4ug/ml proposto por alguns
autores (03 10. 18,26, 60, 80)
Os resultados obtidos na avaliagdo da resposta do detector e os dados
da curva de calibragdo demostram que a correlagio entre as concentragdes de
lamotrigina e as respectivas relagdes de areas do anticonvulsivante e do
padrio interno € linear no intervalo das concentragdes analisadas. A
linearidade do método (de 0,20 pug/mL a 12,04 pg/mL) (FIGURA 7) esta de
acordo com os valores obtidos por outros autores (3 26-40:9%)

Os resultados de recuperagido do método foram executados utilizando-
se amostras de plasma calibradores nas concentragdes de 1 e 10 pg/mL. A
média da recuperagao relativa de 86,93% e 85,35%, para as concentragdes de
1 e 10 pg/mL, respectivamente, esta dentro da faixa considerada aceitavel
(superior a 80%), ndo necessitando de corre¢do nos resultados das amostras
(TABELA VI). Tais resultados demonstram a eficiéncia do procedimento de
extragdo da lamotrigina e do padrdo interno, no intervalo das concentragdes
avaliadas.

Os coeficientes de variagdo obtidos para precisdo intra-ensaio foram
2.22;2.18 e 2,06%, para as concentragdes 0,3 pg/mL, 4,0 ng/ml e 9,0
ug/mL, respectivamente. Para a precisdo interensaio, obtiveram-se os

coeficientes de vanagdo 2,11; 2,12 e 2,26%, para as mesmas concentragdes.
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Todos os resultados exibiram coeficientes de variagido inferiores a 10% e,
portanto, demostram que a repetibilidade e a reprodutibilidade do
procedimento analitico sdo consideradas satisfatorias no intervalo das
concentragdes avaliadas (TABELA VII).

No estudo da exatidido do método, os resultados das analises dos
soros liofilizados obtidos pelo método proposto comparados a concentrag¢do
do adicionado 4 média obtida pelos varios participantes do “Heath Control
External Quality Assessment Scheme for Therapeutic Drug Assays”
(HEQAS) estdo apresentados na TABELA VIII. Tais resultados foram
considerados satisfatorios.

Aplicando-se o método validado, mantidas fixas as condigdes
cromatograficas como descritas em 5.1.1, foram analisados alguns farmacos
que, usualmente, poderiam estar associados a lamotrigina, durante o
tratamento. Para tanto, o tempo para o desenvolvimento cromatografico foi
fixado em 30 minutos.

Carbamazepina, 10, 11 epdéxido de carbamazepina, fenobarbital,
fenitoina e¢ primidona foram escolhidos por serem principios ativos de
medicamentos administrados aos pacientes estudados. O acido valprdico ndo
foi investigado, por ser o0 mesmo, mais comumente, analisado por
cromatografia gasosa.

A tnica substincia detectada, nas condi¢Ges anteriormente validadas,
foi a carbamazepina, com tempo de retengdo de 21 min. Assim, dentre os
farmacos testados (TABELA IX), nio se observou a possibilidade de
interferéncias, quer seja por ndo serem detectadas, quer por apresentar tempo
de retengdo diferente (tempo de retengdo 2,6 vezes superior ao da

Jamotrigina) da LTG. Desta forma, s6 quando houver co-administragdo de
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carbamazepina deve-se aguardar sua separa¢io através do desenvolvimento
cromatografico.

Amostras de plasma calibrador contendo lamotrigina na concentragao
de 1 pg/mL apresentaram-se estaveis por 24 horas quando armazenadas a
temperatura ambiente; por um periodo de 15 dias quando armazenadas a 4°C
e 60 dias quando armazenadas a temperatura de -20°C. Todas as aliquotas
foram mantidas ao abrigo da luz. Os resultados foram avaliados
considerando-se a variagdo de até 90% da original (ty). Tais resultados,
apresentados na TABELA X, indicam que a amostra ndo necessita ser
processada imediatamente apos a sua coleta. A estabilidade da LTG, a 4° C
ou -20° C, permite que sejam realizadas coletas muiltiplas ou de varios
pacientes em horarios e datas diferenciadas e que tais amostras possam ser
processadas em uma mesma bateria de analises, 0 que caracteriza uma
vantagem metodologica.

Completada a validag@o do método analitico, 0 mesmo foi aplicado a
amostras de plasma dos 19 pacientes com diferentes tipos de epilepsia. Os
resultados obtidos estdo apresentados na TABELA XI.

(13, 60, 107) s pacientes estavam sob

A semelhanga de outros estudos
uso de outros farmacos (TABELA 1V). Todavia, verificando-se as doses de
LTG administradas aos pacientes (TABELA XI), observou-se que as mesmas
estio sendo administradas acima do valor recomendado pela literatura,
quando o farmaco estd somente em associagdo com o acido valpréico
(pacientes n° 02, 06, 11, 15 e 17). Paralelamente, efeitos tdxicos foram
relatados por estes pacientes. Estes efeitos, no entanto, nido foram

considerados graves.

82



Discussdo

Quando a dose administrada aos pacientes em uso de farmacos
indutores enzimaticos atendeu aquela recomendada pelo laboratério produtor
de Lamictal®, ndo foram relatados efeitos toxicos. Dos 19 pacientes
investigados, 73% tiveram redugdo no numero e na freqiiéncia das crises
epileptiformes.

Seguindo o esquema de dosagem recomendado pelo laboratério
GLAXO-WELLCOME, as  concentragdes  plasmdticas  estariam
compreendidas entre 1 e 4 ug/ml., embora este intervalo pareca estreito e ndo
esteja confirmado como faixa terapéutica. Os resultados da determinagio da
lamotrigina nos pacientes em tratamento apresentaram valores compreendidos
entre 1,60 a 9,52 ug/mL. Entretanto, sem relatar sinais e/ou sintomas de
intoxicagdo, os valores variaram de 1,60 a 4,93 pg/mL indicando, portanto,
uma proximidade da faixa terapéutica recomendada por alguns
autores 03 10.30)

Complementarmente, a avaliagido laboratorial dos pacientes em estudo
teve a finalidade de investigar se as alteragdes bioquimicas e hematologicas
descritas por MEYER et al, 1995 ©®; JAWAD et al, 1989 e
COHEN et al., 1987. Os resultados bioquimicos e hematologicos obtidos dos

19 pacientes ndo sugeriram alteragdes significativas.
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Os dados experimentais obtidos neste trabalho permitiram concluir que:

¢ O método padronizado e validado apresentou sensibilidade adequada,
especificidade, precisdo e exatiddo para a determinagdo de lamotrigina em plasma

de pacientes com a finalidade de controle terapéutico;

e A especificidade do método pode ser Utill para avaliar os niveis
plasmaticos de lamotrigina em pacientes que fazem uso concomitante de outros
farmacos. Tal aspecto ¢ particularmente importante, uma vez que a lamotrigina é

utilizada como adjuvante terapéutico;

o A faixa de concentragdo terapéutica e sem o aparecimento de efeitos
toxicos encontrada nos pacientes variou de 1,6 a 4,93ug/mL, indicando uma
proximidade com a faixa terapéutica proposta, embora ndo confirmada de 1 a

4ug/mlL;

e Nio foram observadas alteragdes bioquimicas e hematologicas

significativas, relacionadas ao uso terapéutico e prolongado da lamotrigina.
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9 Anexos









Anexo 2 Informacao Escrita



A lamotrigina é um derivado da feniltriazina, aprovado pela “Food
and Drug Administration” (FDA) em 1994 e usado como adjuvante
terapéutico no tratamento da epilepsia nio satisfatoriamente controlada
por outros medicamentos.

No Brasil, este farmaco esta sendo comercializado como
LAMICTAL®, pela GLAXO-WELLCOME, na forma farmacéutica de
comprimidos nas doses de 25, 50 e 100mg e ja € usado com alguma
freqiiéncia e de maneira crescente. Entretanto, nenhuma metodologia foi
ou esta sendo aplicada por laboratérios nacionais no que diz respeito a
monitorizagio terapéutica deste farmaco.

A monitorizagdo das concentragdes plasmaticas da lamotrigina
parece ser util no esquema de dosagem, particularmente, naqueles
pacientes que recebem o farmaco em combinagdio com um ou mais
anticonvulsivantes estabelecidos, pois permite otimizar a farmacoterapia
atingindo um maximo de beneficios € minimizando os riscos de
toxicidade, uma vez que os efeitos terapéuticos e toéxicos sdo mais bem
relacionados a concentragdo plasmatica do que a dose administrada.

Uma vez que a determinagdo plasmatica da lamotrigina contrnibui
para maior seguranga de seu uso, o objetivo deste trabalho se prende a
apresenta¢do e padronizagio de um método analitico que possa ser
aplicado 4 monitorizagdo das concentragbes plasmaticas da lamotrigina
com finalidade de controle terapéutico, em pacientes sob terapia, visando
sua otimizagdo.

Para tanto, serdo coletados, de cada individuo aproximadamente

20mL de sangue venoso periférico com tubos Vacuntainer®. adequados
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Anexo 3 Consentimento Pos-Informacio



NOME DO PACIENTE:

RESPONSAVEL LEGAL, SE FOR O CASO:
GRAU DE PARENTESCO:

REGISTRO E/OU DOCUMENTO DE IDENTIFICACAO:
PACIENTE:
RESPONSAVEL:

TITULO DO PROJETO:
CONTROLE TERAPEUTICO DA EPILEPSIA POR LAMOTRIGINA
(Padronizagio e Validagdo de uma Metodologia Analitica)

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Declaro que em _/ /199 concordei em participar, como
paciente, do projeto de pesquisa acima referido. Fui devidamente
informado em detalhes pelo médico responsavel que:

1- O estudo implica em que eu me submeta a procedimentos,

exames complementares e tratamentos devidamente planejados.

2- Os procedimentos ndo incluem, necessariamente, 0s ja

reconhecidos como aplicaveis em casos como 0 meu € podem
visar 4 avaliagdo de tratamentos novos ou a compara-los com
os tradicionais.

3- Nio sou obrigado a continuar participando do projeto e posso,

a qualquer momento sair do mesmo, sem que isto leve a que eu
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deixe de ser tratado como os demais pacientes assistidos na

instituig#o.

4- A pesquisa ndo sera feita se houver, relacionados a4 mesma,

grandes riscos para mim. Da mesma forma, caso algum risco

proibitivo venha a se revelar no decurso do estudo, o

pesquisador se compromete a me alertar sobre o fato e a

suspender de imediato minha participagdo como paciente.

Assinatura do paciente ou

responsavel

Sdo Paulo,

de de 199 _.

Assinatura do médico que

obteve o0 consentimento

(carimbo ou nome legivel, com CRM)
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Anexo 4 Exames Laboratoriais
Complementares



Paciente:

e Uréia

¢ Creatinina

e Bilirrubina total e fragdes
e Albumina

e AST

e ALT

* Hemograma completo

e Urina tipo I

Sdo Paulo, de de 199 .

Assinatura do médico responsavel
(canimbo ou nome legivel, com o0 CRM)

113



