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1 Informacdes para aquisicao

CHROMSYSTEMS

Artigo Produto
49000 Kit para andlise de benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos
incluindo clozapina em soro/plasma por HPLC.
Para 100 anédlises.
Componentes do Kit:
Fase movel 1000 ml
Padréo de Calibracdo em plasma (BZD+TCA) liof. 5x2,5ml
Padréo Interno 10 ml
Tampao de equilibrio 1 100 mi
Tampéao de equilibrio 2 100 ml
Tampéo de lavagem 200 mi
Tampao de eluicdo 1 40 ml
Tampao de eluicdo 2 40 ml
Colunas de preparo de amostras 2 x50 pcs
Componentes disponiveis separadamente:
49001 Fase movel 1000 ml
49002 Fase movel 10 x 1000 ml
49003 Padrao de Calibracdo em plasma (BZD+TCA) liof. 5x2,5ml
49031 Padréo de Calibracdo em plasma (BZD) liof. 5x2,5ml
49032 Padréao de Calibragdo em plasma (TCA) liof. 5x2,5ml
49004 Padréo Interno 10 ml
49041 Padrao Interno para analise de Clozapina/Norclozapina 10 ml
49005 Tampao de equilibrio 1 100 ml
49006 Tampao de equilibrio 2 100 ml
49007 Tampao de lavagem 200 ml
49009 Tampao de eluicdo 1 40 ml
49010 Tampao de eluicdo 2 40 ml
49008 Colunas de preparo de amostras 50 pcs
Acessorios
49100 Coluna para HPLC. Equilibrada, com cromatograma teste. 1 peca
15009 Pré-filtro em PEEK 5 pecas
15010 Suporte para pré-filtro em PEEK 1 peca
17001 Suporte para cartucho de pré-coluna 4/10 1 peca
17049 Cartucho de pré-coluna 4/10 1 peca
Controles (liofilizados)
0051 Controle de benzodiazepinicos em plasma, bi-nivel (I + II) 2x5x5ml
0054 Controle de antidepressivos triciclicos em plasma, bi-nivel (I + 1) 2x5x5ml
Calibradores
49033 Padrao de Calibracdo em plasma Clozapina/Norclozapina 5x2,5ml
0057 Controle de Clozapina/Norclozapina, bi-nivel (I + II) 2x5x5mil
49034 Padrao de Calibracdo em plasma Clobazam/Norclozabam 5x2,5ml
0061 Controle de Clobazam/Norclobazam, bi-nivel 2x5x5ml
49035 Padréo de Calibragdo em plasma Alprazolam/Trazodon 5x2,5ml
0062 Controle de Alprazolam/Trazodon, bi-nivel (I + 11) 2x5x5mil
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2 Introducao

Os benzodiazepinicos (BZD) sdo um enorme grupo de psicofdrmacos com estrutura quimica similar
pertencentes a classe dos tranquilizantes. Os representantes mais conhecidos desse grupo sao:
diazepam (Valium), oxazepam e clordiazepdxido (Librium). Por virtude da sua alta lipofilicidade, eles
atravessam a barreira hemato-encefalica rapidamente e logo ap6s a absor¢do seu sitio de acdo é
alcancado (receptores do sistema nervoso central), onde eles aumentam a inibicdo do neutrotransmissor
GABA (y-acido aminobutirico).

Além de efeitos ansiolitico e sedativo (indutor de sono), os benzodiazepinicos tém propriedades anti-
agressiva, sonifera, relaxante muscular e anticonvulsivante; o alprazolam é também um antidepressivo.
O predominio de efeitos individuais varia com o agente e a dose administrada. Ao contrario dos
barbitaricos, que também sdo usados como soniferos, os benzodiazepinicos tém menos efeitos
colaterais quanto a pressdo sanguinea e respiracdo. A administracdo cronica (por mais de 4 meses)
pode levar ao desenvolvimento de dependéncia, com sintomas de abstinéncia na descontinuacdo
repentina, principalmente quando sdo empregadas altas doses.

No sangue, a maioria dos benzodiazepinicos esta presente formando ligagdes inespecificas com
proteinas plasmaticas e sdo metabolizados principalmente pelo figado, e seus metabdlitos primarios sédo
os componentes N-1-desalquilados e C-3-hidroxilados. O Ultimo é excretado na urina como acido
glicurénico altamente soluvel em agua ou ésteres de sulfato via renal. Os metabdlitos por si mesmos séo
na maior parte ativos farmacologicamente, e em alguns casos eles apresentam o principio ativo (por
exemplo, o clorazepato é metabolizado em nordiazepam). O tempo de eliminagdo do plasma é
altamente variavel: desde poucas horas (oxazepam) a alguns dias (clobazam). Os metabdlitos
frequentemente tém a meia-vida mais longa do que a substancia que o originou (por exemplo, o
clordiazepd6xido tem meia vida de poucas horas e o nordiazepam de muitos dias).

Os antidepressivos triciclicos (TCA) sdo usados no tratamento de distlrbios mentais tal como
ansiedade, sindromes de dor e fobias. Seu efeito farmacologico é derivado do bloqueio e da recaptacao
dos neurotransmissores serotonina e noradrenalina da fenda sinptica. Devido a esses efeitos
farmacologicos, o antidepressivo tetraciclico maprotilina, que inibe especificamente a recaptacdo da
noradrenalina, é também classificado nesse grupo. A clozapina é um neuroepilético triciclico atipico com
propriedade indutora de sono e anti-psicética,que inibe seletivamente a recaptacdo da serotonina na
sinapse.

Os antidepressivos triciclicos séo altamente lipofilicos e sao absorvidos rapidamente pelo trato
gastrointestinal apds a administracdo oral. Mesmo antes de alcancarem o sitio de ligacdo no cérebro,
uma fracdo ja é metabolizada no figado (efeito de primeira passagem). Existem etapas importantes
acima dos N-desalquilados e hidroxilados. Alguns dos metabdlitos do N-desmetil sdo também
diretamente empregados terapeuticamente (por exemplo, desipramina = “desmetil-imipramina”).

As determinacdes regulares dos niveis de benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos em plasma
podem reduzir os riscos de overdose e um melhor controle dos efeitos colaterais. Adicionalmente,
permite 0 monitoramento e a manutencdo da condicdo do paciente, garantindo assim um tratamento
adequado.

Uso pretendido:

O kit de reagentes Chromsystems de Benzodiazepinicos e Antidepressivos Triciclicos em soro/plasma é
uma ferramenta de diagndstico in vitro para ser usado em laboratérios clinicos para a deteccéo
guantitativa dos benzodiazepinicos alprazolam, bromazepam, clordiazepoéxido, clobazam, clonazepam,
Diazepam, flunitrazepam, nitrozepam, nordazepam, e oxazepam, assim como 0S antidepressivos
triciclicos amitriptilina, clomipramina, clozapina, desipramina, doxepina, imipramina, maprotilina,
norclomipramina, norclozapina, nordoxepina, nortriptilina e trimipramina em amostras de soro/plasma de
pacientes através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). E indicado como teste de
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monitoramento de pacientes tratados com um ou diferentes drogas citadas acima e como uma
assisténcia para assegurar os niveis de droga dentro da faixa terapéutica.

Principio do kit de reagentes:

Os benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos sao extraidos de uma amostra de soro/plasma em
uma Unica etapa de preparacdo por passagem através de uma coluna de extracdo em fase sélida. O
padrdo interno, adicionado antes da extracdo, contém 2 padrdes sintetizados, um para cada grupo de
substancia. As 2 etapas de eluicdo seletiva separam os benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos
em eluatos separados. Os componentes individuais de ambos os grupos de substancias podem ser
medidos por um sistema de HPLC sem a necessidade de trocar as condicdes do HPLC (fase movel,
fluxo, temperatura, detector UV), portanto a sequéncia analitica completa pode ser feita em um turno.

Para a andlise exclusiva da clozapina e norclozapina esta disponivel um padréo interno (artigo 49041),
entdo o tempo de retencdo deverd ser reduzido em aproximadamente 11 minutos (ver cromatograma
adiante).

Os farmacos a seguir e seus metabolitos podem ser determinados quantitativamente com esse Kkit:
Benzodiazepinicos:

Alprazolam, bromazepam, clordiazepoxido, clobazam, clonazepam, diazepam, flunitrazepam,
nitrazepam, nordiazepam, oxazepam.

Antidepressivos triciclicos:

Amitriptilina, clomipramina, clozapina, desipramina, doxepina, imipramina, maprotilina, norclomipramina,
narclozapina, nordoxepina, nortriptilina, trimipramina.
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3 Sistema HPLC

| Atencdo: Ao utilizar os reagentes, favor verificar as informacdes de seguranca contidas no Apéndice Il.

3.1 Parametros do equipamento

Para a andlise de benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos € necessario um simples sistema
isocratico de HPLC, equipado com bomba, injetor e detector UV. Para prevenir alteracbes de
composicao, a fase mdével ndo deve ser degaseificada e deve ser mantida coberta durante a operacéo.
O uso de termostato na coluna pode evitar variacbes de temperatura e melhorar a estabilidade da
separagao.

Ajustes do equipamento:
(igual para benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos)

Volume de injecéo: 50ul

Tempo de corrida: 28 min (benzodiazepinicos), 25 min (TCA)
Fluxo: 0,6 ml/min

Temperatura da coluna: Ambiente (aproximadamente 25°C)
Detector UV: Comprimento de onda de 210 nm
Solucédo de limpeza da agulha de injecéo: Agua/acetonitrila: 75/25

3.2 Coluna HPLC

A coluna para HPLC, utilizada na andlise de benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos, € fornecida
equilibrada (pronta para uso) e testada. Ndo deve ser tratada com nenhuma outra solucéo antes do
uso. O valor da pressao de uma coluna nova, em um fluxo de 0,6 mL/min é de aproximadamente 130
bar. Estes valores de pressdo podem aumentar com o tempo ou uso da coluna. Desde que a separacdo
cromatogréfica seja satisfatoria, variacdes da presséo da coluna séo irrelevantes. Para garantir o tempo
maximo de vida da coluna, deve ser utilizada um pré-filtro em PEEK (artigos 15009 e 15010) ou uma
pré-coluna (n° art. 17049 e 17001).

Antes de comecar uma anélise:

1. Antes de instalar a coluna no sistema de HPLC, lavar o sistema com aproximadamente 30 ml de fase
movel, em um fluxo de 1,5 mL/min

2. Instalar a coluna e equilibrar o sistema com um fluxo de 0,6 ml/min durante 15 - 20min, até que a
linha de base esteja estabilizada.

3. Injetar o padrao de calibragédo previamente preparado repetidas vezes, até que dois cromatogramas
sucessivos mostrem tempos de retencao e area/altura idénticos.

4. A partir deste momento, a fase mével pode ser recirculada.

3.3. Intervalos de funcionamento

Caso o equipamento ndo seja usado por um periodo de até 3 dias, deixar a fase movel circulando
através do sistema em um fluxo baixo (0,2 mL/min) para prevenir cristalizacdo de sal nos selos da
bomba. A coluna de HPLC dever& permanecer conectada. Para aumentar o tempo de vida da lampada,
o detector deve ser desligado.

Para periodos maiores de tempo sem utilizar o equipamento, desconectar e guardar a coluna de HPLC.
N&o é necessario procedimento de lavagem da coluna. Armazene a coluna em fase movel a temperatura
ambiente, bem selada. A coluna devera ser substituida por uma unido e o sistema lavado com cerca de
50mL de agua/metanol (80/20 vol/vol).
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4 Separacao Cromatogréfica

Tempo de retencdo das substancias analisadas e do padrdo interno nas separacdes cromatograficas em
um fluxo de 0.6 ml/min:

Cromatograma do primeiro eluato: Benzodiazepinicos

Analitos Tempo de retencéo
(min)
Clordiazepéxido 50
Bromazepam 55
Padréo Interno 7,8
Oxazepam 9,2
Nitrazepam 9,9
Alprazolam 10,8
Clonazepam 11,4
Flunitrazepam 14,5
Nordiazepam 15,3
Clobazam 18,2
Diazepam 25,9

Cromatograma do segundo eluato: Antidepressivos triciclicos (Inc. clozapina)

Analitos Tempo de retencao
(min)
Norclozapina 4,6
Clozapina 5,4
Nordoxepina 6,9
Doxepina 7,5
Desipramina 10,6
Imipramina 11,8
Nortriptilina 12,6
Maprotilina 13,2
Amitriptilina 14,0
Trimipramina 16,1
Padrao Interno 17,1
Norclomipramina 20,2
Clomipramina 22,8
ISTD para andlise de 9,6
Clozapina/Norclozapina

A separagdo cromatogréfica leva aproximadamente 28 min (BZD), 25 min (TCA) ou 11 min
(Clozapina/Norclozapina) (ver cromatograma adiante). Pequenas variacbes nos tempos de retencdo
podem ocorrer devido a mudancas de temperatura. Se for usado um novo lote da fase moével ou se a
coluna HPLC for reposta, os tempos de retencdo podem sofrer pequenas alteracdes.
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5 Preparo da amostra

| Atencdo: Ao utilizar os reagentes, favor verificar as informacdes de seguranca contidas no Apéndice Il.

5.1 Coleta e armazenamento de amostras de pacientes
Devera ser utilizado soro ou plasma para a analise.

De acordo com o grupo de trabalho para neuropsicofarmacologia e farmacopsiquiatria, amostras de soro
e plasma sao estaveis por pelo menos 24 horas se armazenadas em ambiente escuro e refrigerado
(4°C). Se armazenado por mais de 24 horas, as amostras devem ser mantidas a aproximadamente -
20°C. As amostras podem geralmente ser transportadas sem refrigeracdo [3]. Frascos de polipropileno
devem ser usados para transporte, uma vez que antidepressivos triciclicos podem adsorver em
superficies de vidro.

Atencdo: E de responsabilidade individual dos laboratérios usar todas as referéncias disponiveis e/ou
seus proprios estudos para determinar critérios especificos de estabilidade.

5.2 Reconstituicdo do padrao de calibracao

Os padrdes de calibracdo (artigos 49003, 49031, 49032, 49033, 49034, 49035) séo rastreaveis a
substancia de referéncia adquirida de fornecedor certificado. ApOs a reconstituicdo o padréo de
calibracdo é submetido a todo o procedimento de preparo das amostras, como se fosse uma amostra de
paciente devera ser utilizado para calibrar o sistema de HPLC. Para reconstituir o padrdo de
calibracéo liofilizado, pipetar exatamente 2,5 mL de agua destilada para o frasco. Deixar o frasco
em repouso a temperatura ambiente por aproximadamente 10 — 15 minutos para permitir a completa
reconstituicdo, homogeneizando gentil e ocasionalmente. O valor atual de concentracéo depende do lote
e ser& encontrado no folheto de informacdes que acompanha o padréo.

Atencdo: Este produto foi fabricado a partir de pool de soro humano testado, fornecendo resultados
negativos para anticorpos HIV1+2, HIV-, HCV- e HBV-DNA (PCR), antigeno HBs, anticorpos HBc,
anticorpos HCV e TPHA. Como nédo existem métodos que deem seguranga absoluta de que produtos
contendo materiais de fonte humana seréo livres de agentes infecciosos, um possivel risco de infecgéo
deve ser levado em conta. Este produto também pode conter agentes desconhecidos e outros
patbégenos para 0s quais nao existem testes aprovados. Nés assim recomendamos considerar todos os
produtos contendo material de fonte humana como potencialmente infeccioso e manipula-lo com o
mesmo cuidado destinado a amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do padréo reconstituido:

O padréo reconstituido é estavel por até 1 semana se mantido fechado, protegido da luz e refrigerado
entre +2 e +8°C. Para periodos maiores de armazenamento (no maximo 3 meses), fracionar e congelar
abaixo de -18°C.

5.3 Reconstituicdo dos controles

Depois de reconstituidos, os controles (artigos 0052 E 0053 (BZD), 0055 E 0056 (TCA)), devem ser
submetidos a todo o procedimento de preparo das amostras, como se fossem uma amostra de paciente.
Para reconstituir o controle liofilizado, pipetar exatamente 5,0 mL de agua destilada no frasco.
Deixar o frasco em repouso a temperatura ambiente por 10 — 15 minutos para permitir a completa
reconstituicdo, homogeneizando gentil e ocasionalmente. Evite exposi¢éo a luz solar direta. O valor atual
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de concentracdo depende do lote e sera encontrado no folheto de informagbes que acompanha o
controle.

Atencdao: Este produto foi fabricado a partir de pool de soro humano testado, fornecendo resultados
negativos para anticorpos HIV1+2, HIV-, HCV- e HBV-DNA (PCR), antigeno HBs, anticorpos HBc,
anticorpos HCV e TPHA. Como ndo existem métodos que tem seguranca absoluta de que produtos
contendo materiais de fonte humana seréo livres de agentes infecciosos, um possivel risco de infeccdo
deve ser levado em conta. Este produto também pode conter agentes desconhecidos e outros
patdgenos para os quais ndo existem testes aprovados. NOs assim recomendamos considerar todos 0s
produtos contendo material de fonte humana como potencialmente infeccioso e manipuld-lo com o
mesmo cuidado destinado a amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Estabilidade do controle reconstituido:

O controle reconstituido é estavel por até 1 semana se mantido fechado, protegido da luz e refrigerado
entre +2 e +8°C. Para periodos maiores de armazenamento (no maximo 3 meses), fracionar e congelar
abaixo de -18°C.

5.4 Procedimento de preparo das amostras

Importante: antes da preparacao, centrifugar a amostra por 10 min, 2700 x g.

1. Condicionamento da amostra na coluna de preparacdo:
Identificar as colunas de limpeza, colocar 1 ml de Tamp&o de Estabilizagdo 1 e centrifugar (190 a 400
X g, aprox. 30-60s) ou usar sucgao para retirar o tampéo da coluna. Repetir com 1 ml do Tampé&o de
Estabilizacdo 2. A coluna néo deve funcionar a seco!

2. Insergcdo da amostra:
Inserir 1 ml de soro/plasma, entdo adicionar 100 yuL de Padréo Interno na coluna de limpeza;
homogeneizar bastante com a pipeta e secar a coluna por centrifugagéo (190 a 400 x g, aprox. 1 min,
checar se cada coluna secou completamente!) ou suc¢do. Descartar o eluido.

3. Lavagem:
Colocar 2 x 1 ml do Tampé&o de Lavagem na coluna de limpeza, secar por centrifugacdo (190 a 400 x
g, aprox. 1 min) ou succdo. Descartar o eluido.
Apos a segunda lavagem a coluna deve ser centrifugada (1200 x g, aprox. 2 min.) ou succao.

4. Eluicéo:

Importante: as etapas de eluicAo devem ser seguidas rigorosamente. A etapa de eluigdo 1
(benzodizepinicos) deve ser realizada somente na determinacéo de TCA (nesse caso a primeira eluicdo
deve ser considerada como segunda etapa de lavagem e o eluido deve ser descartado).

4.1 Eluicao dos benzodiazepinicos
Utilizando um frasco de vidro, colocar 400 pL do Tampdo de Eluicdo 1 na coluna, secar
completamente por centrifugacéo (190 a 400 x g, por aproximadamente 1 minuto, depois 1200 x
g por aproximadamente 1 minuto) ou succéo. Os benzodiazepinicos estdo no primeiro eluato.

4.2 Eluicdo dos antidepressivos triciclicos
Utilizando um frasco de vidro, colocar 400 pL do Tampédo de Eluicdo 2 na coluna, secar
completamente por centrifugacéo (190 a 400 x g, por aproximadamente 1 minuto, depois 1200 x
g por aproximadamente 1 minuto) ou succdo. Os antidepressivos triciclicos estdo no
segundo eluato.
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5. Injecédo
Adicionar 200 pL de &gua destilada em cada eluato, homogenizar brevemente.
Injetar 50 pL do eluato no sistema HPLC.

6. Controle de qualidade
A precisdo e exatiddo das analises deverdo ser monitoradas pela incluséo de controles adicionais em
cada corrida analitica.

5.5 Estabilidade das amostras preparadas

As amostras preparadas/eluatos podem ser mantidas em temperatura ambiente por 3 dias ou
refrigerados (+2° a +8°C) por aproximadamente 5 dias em recipientes de vidro e protegidos da luz. Para
periodos maiores de armazenamento, congelar abaixo de -18°C (até 2 semanas).

6 Quantificacao
6.1 Calibracdo do sistema de analise

As concentragfes individuais dos anaitos no padrdo de calibracdo dependem do lote e poderdo ser
encontradas no folheto de informagdes que acompanha o padrao.

Antes de iniciar a andlise quantitativa das amostras dos pacientes, € recomendavel que um
cromatograma de calibragdo, contendo todas as substancias de interesse, seja rodado. Para esse
proposito, injete o padrdo de calibracdo preparado repetidamente no sistema, até que dois
cromatogramas sucessivos mostrem tempos de retengao, resolucdo e area/altura de picos praticamente
idénticos. Estes cromatogramas podem ser utilizados para ajustar corretamente 0s parametros de
integracdo. O cromatograma do ultimo teste de injecdo é utilizado para calibrar o sistema de avaliagéo
(Software PC, integrador).

Insira os tempos de retencdo obtidos e as concentragfes (ver folheto de informagfes) do padrdo na
tabela de andlise.

Benzodiazepinicos:

Pico n° | Substancia analisada| Tempo de retencdo | Concentracdo (ng/ml)
(min)

1 Clordiazepéxido 50 Folheto de informagé&o
2 Bromazepam 5,5 Folheto de informacé&o
3 Padréo Interno 7,8 1
4 Oxazepam 9,2 Folheto de informacé&o
5 Nitrazepam 9,9 Folheto de informagé&o
6 Alprazolam 10,8 Folheto de informacéo
7 Clonazepam 11,4 Folheto de informagéo
8 Flunitrazepam 14,5 Folheto de informacéo
9 Nordiazepam 15,3 Folheto de informagéo
10 Clobazam 18,2 Folheto de informacéo
11 Diazepam 25,9 Folheto de informacéo
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Antidepressivos triciclicos:

Pico n° | Substancia analisada| Tempo deretencdo | Concentragéo (ng/ml)
(min)

1 Norclozapina 4,6 Folheto de informacéo
2 Clozapina 54 Folheto de informacgéo
3 Nordoxepina 6,9 Folheto de informacéo
4 Doxepina 7,5 Folheto de informacgéo
5 Desipramina 10,6 Folheto de informacéo
6 Imipramina 11,8 Folheto de informacéo
7 Nortriptilina 12,6 Folheto de informacéo
8 Maprotilina 13,2 Folheto de informacgéo
9 Amitriptilina 14,0 Folheto de informacéo
10 Trimipramina 16,1 Folheto de informagéo
11 Padrao Interno 17,1 1
12 Norclomipramina 20,2 Folheto de informacgé&o
13 Clomipramina 22,8 Folheto de informagéo

Para garantir que nem o calibrador nem as condigcbes do HPLC (tempo de retencdo, etc.) tenham
mudado durante a andlise, o padrdo preparado deve ser injetado durante a analise e novamente no final.
Para avaliacdo dos resultados selecione “método por padrdo interno”.

6.2 Quantificacao por Padrao Interno

O uso de um padrdo interno permite que potenciais perdas durante o preparo da amostra sejam
compensadas. Uma quantidade conhecida de padréo interno é adicionada em cada amostra (padréo de
calibracdo, controles, amostra de paciente). Uma vez que a mesma quantidade de padréo interno
adicionada ao padrdo de calibracdo e as amostras de pacientes € mesma, a concentracdo do
padréo interno pode ser inserida como “1”.

7 Controle de Qualidade

A exatiddo e precisdo das analises podem ser monitoradas pela inclusdo de controles adicionais em
cada corrida analitica (artigos 0052, 0053 (benzodiazepinicos), 0055, 0056 (antidepressivos triciclicos).

Se a andlise dos controles fornecer resultado fora do intervalo que consta no folheto de informagdes, o
sistema deve ser checado e, se necessario, recalibrado.
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8 Nivel terapéutico das drogas antiepilépticas

As seguintes faixas terapéuticas sdo dadas na literatura como referéncia para drogas antiepilépticas em

SOro:

Benzodiazpinicos:

Analito Faixa terapéutica 1 Faixa ter[ae]péutica 2 Faixa critica a partir de
(Hg/ml)
Alprazolam 5—20 pg/l 5 —50 pg/l 100-4005!, 100!
Bromazepam 80 — 200 pg/! 50 — 200 pg/! 3006 300-4000! (toxico)
Clordiazepdxido 400 — 2000 pg/! 400 — 3000 pg/! 30008! 35001
Clobazam 100 — 600 pg/! 30 — 300 pg/! 5001
Norclozabam 2000 — 4000 pg/l 300 — 3000 pg/! 5000
Clonazepam 10 — 80 g/l 4 — 80 pg/l* 10051 (toxico)
Diazepam 125 — 250 pg/l 200 — 2500 pg/** 30001416 15008 (t6xico)
Nordiazepam 20 — 800 g/l 20 — 800 g/l 2000M18l 150001 (toxico)
Flunitrazepam 5— 15 pg/l 5— 15 pg/l 504516 (tdxico)
Nitrazepam 30 -50 ug/l 30 — 100 pg/! 200MLBHEl (toxico)
Oxazepam 200 — 1500 pg/l 200 — 1500 pg/l 2000456 (téxico)
Trazodona 800 — 1600 pgl/l 700 — 1000 pg/l 40005, 12008
*ansioliticos

Antidepressivos triciclicos:

Analito Faixa terapéutica 1 I Faixa terapéutica 2 ¢ Faixa terapéutica 3 [
Amitriptilina 50 — 200 g/l 80 — 200 pg/I** 50 — 300 pg/l
Nortriptilina 20 — 200 pg/l 70 — 170 pg/l 20 — 200 pg/l

Clomipramina 20 — 250 g/l 230 — 450 pg/I** 90 — 250 g/l
Norclomipramina 150 — 300 pg/l 0.8 — 2.6 x Clomipramina
Clozapina 300 — 800 ug/l 350 — 600 pg/l 100 — 600 pg/l
Norclozapina 150 — 300 pg/l 0.4 — 0.7 x Clozapina 0.4 — 1.0 x Clozapina

Doxepln.a 30 — 400 g/l 50 — 150 pg/l**. 10 — 200 pg/I
Nordoxepina 0.6 — 1.6 x Doxepina
Imipramina 50 — 150 pg/l 175 — 300 pg/l ** 50 — 350 pg/l
Desipramina 10 — 500 pg/! 0.6 — 3.2 x Imipramina 10 — 500 pg/l
Mapraotilina 100 — 250 pg/l 75 — 130 pg/l 75 — 130 pg/l

Trimipramina 10 — 250 pg/l 150 — 300 pg/l 10 — 300 pg/l

*Soma da droga e do metabdlito
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Benzodiazepinicos:
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Analito ng/mL para nmol/L nmol/L para ng/mL

Alprazolam X 3,2386 x 0,3088
Bromazepam x 3,1630 x 0,3162
Clordiazepo6xido x 3,3360 x 0,2998
Clobazam x 3,3251 x 0,3007
Clonazepam x 3,1674 x 0,3157
Diazepam x 3,5119 x 0,2847
Flunitrazepam x 3,1920 x 0,3133
Nitrazepam x 3,5553 x 0,2813
Nordiazepam X 3,6939 x 0,2707
Oxazepam x 3,4877 X 0,2867

Antidepressivos triciclicos:

Analito ng/mL para nmol/L nmol/L para ng/mL
Amitriptilina X 3,6048 X 0,2774
Clomipramina x 3,1760 x 0,3149
Clozapina x 3,0597 x 0,3268
Desipramina x 3,7539 x 0,2664
Doxepina x 3,5793 x 0,2794
Imipramina X 3,5661 x 0,2804
Maprotilina X 3,6048 x 0,2774
Norclomipramina X 3,3241 x 0,3008
Norclozapina x 3,1969 x 0,3128
Nordoxepina x 3,7685 x 0,2654
Nortriptilina X 3,7967 x 0,2634
Trimipramina X 3,3963 x 0,2944
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10 Armazenamento e validade dos reagentes

Os reagentes ndo abertos podem ser utilizados até a data de validade estabelecida no rétulo, desde que
as condi¢des de armazenamento indicadas ho mesmo sejam obedecidas.

Condicdes de armazenamento dos reagentes:

Produto Condicéao
Fase moével +18 a +30°C
Padréo Interno +2 a +8°C
Tampé&o de estabilizacdo 1 +18 a +30°C
Tampé&o de estabilizacdo 2 +18 a +30°C
Tampao de lavagem +18 a +30°C
Tampao de eluicdo 1 +18 a +30°C
Tampao de eluicdo 2 +18 a +30°C
Colunas de lavagem +18 a +30°C
Padréo de calibracéo +2 a +8°C
Soros controles, niveis | e Il +2 a +8°C

Os reagentes devem ser fechados e armazenados nas condi¢cbes estabelecidas tdo logo sejam
utilizados. Se nada tiver sido previamente determinado, a validade de um reagente em uso devera ser
de 1 ano ap6s sua abertura, ndo excedendo o seu respectivo prazo de validade. Para calibradores e
controles, ver os capitulos 5.2 e 5.3 deste manual.

11 Descarte de residuos

A Fase Modvel, o Padrao Interno, o Tampao de Estabilizacdo 1, o Tampao de Estabiliza¢do 2, o Tampéo
de Lavagem, o Tampdao de Eluicdo 1, o Tampéao de Eluigdo 2 e os residuos dos espécimes preparados
contém solventes. Descarte os residuos dos produtos em um contéiner para solventes organicos livres
de halogénio. Estes produtos ndo devem ser descartados juntamente com lixo doméstico. Nao circule no
abastecimento principal de agua. Descarte de acordo com a diretiva 2008/98/EC e de acordo com as
exigéncias locais e nacionais. Os contéineres de lixo devem ser armazenados apropriadamente e o
acesso so deve ser permitido a pessoas autorizadas.
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12 Exemplos de cromatogramas

12.1 Cromatograma de benzodiazepinicos
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12.2 Cromatograma de antidepressivos triciclicos
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12.3 Cromatograma de uma amostra de paciente
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Doxepina: 109 ng/ml Clomipramina: 302 ng/mL
Nordoxepina: 69,5 ng/mL Norclomipramina 147 ng/mL.

12.4 Cromatograma de um calibrador de Clozapina/Norclozapina com padrao
interno artigo 49041
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Interferentes conhecidos

Com a utilizacdo do clobazam, o metabdlito norclobazam (faixa esperada: 1000 — 3000 ng/mL)
podera aparecer também no cromatograma dos benzodiazepincos no tempo de retencdo de
aproximadamente 11 minutos. No caso da rara utilizagdo de uma combinagdo de clobazam e
clonazepam pode ocorrer interferéncia da determinacdo do clonazepam.

Amostras contendo a droga antiepilética carbamazepina devem apresentar grande interferéncia do
Padrdo Interno (muitas vezes o tamanho do pico) da carbamazepina no cromatograma dos
benzodiazepinicos. Nesse caso deve ser utilizado um calibrador externo (sem incluir o Padréo
Interno) para avaliagdo quantitativa.

Com a utilizagdo do flurazepam, o metabdlito desalquil-flurazepam (faixa esperada: 30 — 80 ng/mL)
poderd aparecer também no cromatograma dos benzodiazepinicos no tempo de retencdo de
aproximadamente 14 minutos, e interfere na determinagdo do flunitrazepam. Neste caso, um pico
entre a clozapina e nordoxepina aparecera no cromatograma dos antidepressivos triciclicos. Isto
nao interfere nos antidepressivos triciclicos.

Amostras de pacientes com altos niveis de clozapina pode conter também o metabdlito clozapina-
N-Oxido, que aparece no cromatograma dos antidepressivos triciclicos no tempo de retengéo de
aproximadamente 6 minutos.

O metabdlito da trimipramina, desmetiltrimipramina, aparece no cromatograma dos antidepressivos
triciclicos no tempo de retengéo de aproximadamente 14,5 minutos, e pode se sobrepor ao pico da
amitriptilina.

As amostras que contém aripiprazol, a nortriptilna pode co-eluir parcialmente no cromatograma dos
antidepressivos triciclicos.

Para qualquer duvida sobre possiveis interferéncias, favor contactar a BioSys - SAC: (21) 3907
2534, ou e- mail: sac@biosys.com.br.
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14 Problemas e Solucdes

Problema

Possivel causa

CHROMSYSTEMS

Solucao

Ruidos de linha de
base

Lampada do detector ainda esta fria

Lampada do detector esta muito
velha

Sistema ainda néo esta em equilibrio

Variagdo de temperatura

Fluxo inconstante

Esperar

Trocar a lampada

Injetar repetidamente o padrao de
calibracéo, até que dois cromatogramas
sejam idénticos.

Usar forno para coluna

Checar a bomba

Linha de base

Bomba de HPLC

Checar bomba (ar, vazamentos)

instavel
Ar no sistema Desgaseificar o Sistema de HPLC (purgar)
Célula do detector contaminada Limpar célula do detector

Picos de Ar no sistema Desgaseificar o Sistema de HPLC (purgar)

interferéncia

Injetor contaminado

Amostrador automatico contaminado

Sistema de injecdo contaminado

Coluna de HPLC contaminada

Limpar injetor
Limpar as vias com metanol

Limpar com metanol ou injetar fase movel
10x

Trocar a coluna

Picos com cauda

Coluna de HPLC muito velha

Renovar a coluna

(Tailing)
Picos duplos Volume morto nas jungdes e Renovar juncdes e tubulacdes
tubulagbes
Renovar colunas
Volume morto na coluna de HPLC
Sem picos Vazamento no injetor Checar injetor
Sensibilidade Lampada do detector envelhecida Recolocar a lampada
reduzida

Célula do detector contaminada

Valvula de injecao com defeito

Limpar a célula

Checar injetor

Alteracdo nos
tempos de retencéo

VariagOes de temperatura

Fluxo irregular

Sistema ainda ndo esta em equilibrio

Usar forno para coluna

Checar bomba de HPLC
Ajustar o fluxo

Bombear a fase movel por cerca de 15
minutos através do sistema e injetar
padréo repetidamente

Sem sinal

Conexao com o integrador/software

com defeito ou interrompida

Checar sinal do cabo e conexdo
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Lampada do detector Checar fornecimento de voltagem, trocar a
lampada se necessario
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Apéndice I: Preparo automatizado de amostras com Gilson®
ASPEC™

ASPEC™ Racks

Os arquivos Chromsystems ASPEC™ para benzodiazepinicos e acidos triciclicos em soro/plasma requerem as
seguintes estantes de amostras e reagentes:

- Estante de amostras, codigo 28
- Estante de solventes, cédigo 61
- Estantes moveis DEC, cddigo 101 (até 3), com vials de coleta e estantes de coleta adequados

Configurando as estantes:

Reagente Estante Posicéo
Amostras Estante de amostras 1-52
Padrao Interno (49004/A) Estante de amostras 55-106 (mesmos numeros das amostras)
Tampao de Equilibrio 1 (49005/A) Estante de solventes 107-108
Tampdao de Equilibrio 2 (49006/A) Estante de solventes 109
Tampao de Eluicdo 1 (49009/A para Estante de solventes 110
benzodiazepinicos)
Tampéo de Eluicéo 2 (49010/A) para Estante de solventes 111
antidepressivos triciclicos*
Colunas de preparo de amostras Estantes DEC 113-120
(49008/A)
Vials de Coleta Estante de coleta Mesmos numeros dos cartuchos SPE
Tampdo de Lavagem Reservatorio

*N&o requerido se os benzodiazepinicos estdo sendo analisados.

Antes de se iniciar uma sequéncia de andlises, o diluidor deve ser lavado manualmente com solvente do reservatdrio
(Menu Manual — Prime dilutor)!

Volumes de reagentes requeridos:
Para cada amostra, os seguintes volumes de reagentes sao requeridos:

Reagente Volume
Padrao Interno (49004/A) 100 pl
Tampdao de Equilibrio 1 (49005/A) 1.0ml
Tampdo de Equilibrio 2 (49006/A) 1.0ml
Tampao de Eluicdo 1 (49009/A) 0.45 ml
Tampéo de Eluigdo 2 (49010/A) * 0.45 ml
Tampéo de Lavagem (49007/A) 9 ml + vol. Adicionado para priming

*Nao requerido se os benzodiazepinicos estdo sendo analisados.
Cada garrafa de solvente deve conter o volume de solvente suficiente para 0 nimero de amostras a ser preparada

mais um volume adicional de aproximadamente 30 ml. As garrafas devem ser fechadas com as tampas adequadas
para evitar evaporacdo de componentes organicos dos tampoes.
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Principio dos arquivos de trabalho do ASPEC™

Antes de iniciar o ASPEC™, pipete exatamente 1 ml de cada espécimen de soro/plasma manualmente em um vial
de amostra de vidro e coloque na posigédo apropriada na estante de amostras.

ASPEC™ ira realizar o preparo de amostra completo (isto é, misturar a amostra com o padréo interno, SPE com
etapas de lavagem e eluicéo, diluicdo dos eluatos). Os eluatos preparados estdo prondos para a inje¢do no sistema de
HPLC.

O disco de arquivos de trabalho contém os seguintes arquivos:
“BZD”/TCA”:

ASPEC™ deve ser adequadamente conectado ao sistema de HPLC! Estes arquivos controlam o preparo das
amostras para benzodiazepinicos (“BZD”) ou antidepressivos triciclicos (“TCA”), respectivamente. Os eluatos
preparados sdo automaticamente injetados no sistema de HPLC, e a cromatografia é iniciada. Durante a corrida de
HPLC as proximas amostras sdo preparadas.

O volume de injecdo é ajustado para 50 pl; isto pode ser alterado na etapa INJECT (#14 em “BZD”, #16 em
“TCA,)).

A etapa WAIT da programacéo ( #17 em “BZD”, #19 em “TCA”) é usada para coordenar os intervalos de
injecdo de acordo com o tempo de corrida do cromatograma e o tempo de preparacdo das amostras; isto deve
ser alterado se necessario. Note que o tempo de preparo das amostras para benzodiazepinicos € um pouco
mais curto (cerca de 1-2 nin) do que para antidepressivos triciclicos!

“BZD_NI”/ “TCA_NI”:

ASPEC™ realiza somente o preparo de amostras para benzodiazepinicos (“BZD_NI) ou antidepressivos triciclicos
(“TCA_NI”), respectivamente; as amostras Ndo Sao injetadas no sistema de HPLC!

Ajustes de configuracéo:
Estes arquivos de trabalho sdo designados para controle do ASPEC™ via teclado.

Alguns itens no menu CONFIG devem ser checados e, se necessario, adaptados a atual configuracdo do
equipamento ASPEC™,

Configuragdo do SAMPLER:

Model

Arm

Rinsing station depth: e.g. 80mm
Rinsing station positions: A and/or B, C
Injection loop(s): position and volume
Calib. tubing volume

ID number

Configuragdo do DILUTOR
Type

Left syringe volume

Right syringe volume
Transfer tubing

ID number

Pagina 21 im 49000 BzD/TCA EN 04/2016 V8.1



CHROMSYSTEMS

Apéndice Il: Informacdes de seguranca

As seguintes informacdes devem ser observadas e as respectivas medidas de segurancga deverdo ser
adotadas. Maiores informacfes podem ser obtidas nos folhetos de seguranca dos materiais disponiveis
no endereco eletrdnico www.chromsystems.de ou mediante solicitacdo.

Pictogramas Risco/Seguranca

Fase Movel (artigo 49001, 49002) Perigo

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H302+H312+H332 Nocivo por inalacdo, ingestao e
contato com a pele.

H319 Causa séria irritacdo na pele.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies
guentes, faiscas, chamas, ou outras fontes de
ignicao.
N&o fumar.
P241 Usar equipamentos elétricos/de
ventilacao/iluminagao a prova de explosao.
P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas,
protecéo nos olhos e na face.
P243 Tomar medidas de precaucao contra
descarga estética.

Padréo Interno (artigo 49004, 49041) | Perigo

H226 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H301+H311+H331 Toxico por inalacdo, ingestao e
contato com a pele.

H319 Causa irritacao séria aos olhos.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies
guentes, faiscas, chamas, ou outras fontes de
ignicao.

N&o fumar.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas,
protecdo nos olhos e na face.

P301+P310 Em caso de ingestao: ligue
imediatamente para um centro de intoxicacdo ou
médico.

P302+P352 Em caso de contato com a pele: lave
abundantemente com sabéo e agua.

P403+P233 Armazenar em local bem ventilado.
Manter bem fechado.

Tampéo de Estabilizacdo 1 (artigo | Perigo

49005)

SO

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H301+H311+H331 Toxico por inalagéo, ingestédo e
contato com a pele.

H370 Causa danos aos 6rgaos.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies
guentes, faiscas, chamas, ou outras fontes de
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ignicao.

N&o fumar.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas,
protecao nos olhos e na face.

P301+P310 Em caso de ingestdo: ligue
imediatamente para um centro de intoxicacdo ou
médico.

P302+P352 Em caso de contato com a pele: lave
abundantemente com sabao e agua.

P403+P233 Armazenar em local bem ventilado.
Manter bem fechado.

Tampao de Estabilizacdo 2 (artigo | Perigo

49006) H226 Liquido e vapor inflamaveis.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies
guentes, faiscas, chamas, ou outras fontes de
ignigao.

N&o fumar.

P241 Usar equipamentos elétricos/de
ventilagao/iluminacéo a prova de explosao.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas,
protecao nos olhos e na face.

P243 Tomar medidas de precaucédo contra
descarga estética.

Tampao de Lavagem (artigo 49007) Perigo

S O®

H226 Liquido e vapor inflamaveis.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies
guentes, faiscas, chamas, ou outras fontes de
ignicao.

N&o fumar.

P241 Usar equipamentos elétricos/de
ventilacao/iluminagéo a prova de explosao.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas,
protecdo nos olhos e na face.

P243 Tomar medidas de precaucdo contra
descarga estatica.

Tampao de Eluicdo 1 (artigo 49009) Perigo

©

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H302+H312+H332 Nocivo por inalacéo, ingestao e
contato com a pele.
H319 Causa séria irritacao aos olhos.
P210 Manter longe de aquecimento, superficies
guentes, faiscas, chamas, ou outras fontes de
ignicéao.
N&o fumar.
P241 Usar equipamentos elétricos/de
ventilacdo/iluminacao a prova de explosao.
P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas,
protecéo nos olhos e na face.
P243 Tomar medidas de precaucéo contra
descarga estética.

Tampao de Eluicéo 2 (artigo 49010) Perigo
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H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.

H301+H311+H331 Toxico por inalagcao, ingestédo e

contato com a pele.

H370 Causa danos aos 0rgaos.

P210 Manter longe de aquecimento, superficies
é% guentes, faiscas, chamas, ou outras fontes de

ignicao.

N&o fumar.

P280 Utilizar roupa de protecéo, luvas adequadas,

protecao nos olhos e na face.

P301+P310 Em caso de ingestdo: ligue

imediatamente para um centro de intoxicacdo ou

médico.

P302+P352 Em caso de contato com a pele: lave

abundantemente com sabao e agua.

P403+P233 Armazenar em local bem ventilado.

Manter bem fechado.

Esses componentes ndo sao classificados como perigosos de acordo com a
legislacdo da Unido Europeia:

Padréo de Calibracdo em Plasma (artigo 49003, 49031, 49032, 49033, 49034, 49035)
Controles em Plasma (artigo 0051, 0052, 0053, 0054, 0055, 0056, 0057, 0061, 0062)

Apéndice lll: Calculo manual

Para o calculo manual, os seguintes dados séo requeridos:
Area ou altura do pico da substancia A no cromatograma da amostra = Aamostra

Area ou altura do pico da substancia A no cromatograma do padrdo de =Apadrao
calibracdo

Area ou altura do pico do padréo interno no cromatograma da amostra =1Samostra

Area ou altura do pico do padr&o interno no cromatograma do padrdo de =ISpadro
calibracéo

A concentragdo C da substancia A no padréo de calibragcdo =Cpadrao

A concentracdo Canaiito,amostra NA @amostra € entdo calculada como a seguir:

CAnaIito,Amostra( ng/ml) = Aamostra X |Spadrio X Cpadrao
APadréo X |SAmostra
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Apéndice IV: Dados de Validacao

Para validar o método, foram utilizadas amostras de soro fortificadas com quantidades definidas de
benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos. Aliquotas multiplas dessas amostras foram submetidas
ao procedimento descrito neste manual.

Recuperacao

A recuperagdo analitica foi determinada a partir do slope das curvas de calibracdo das amostras
fortificadas e solugdes de padrdes diluidos. As tabelas seguintes mostram as taxas de recuperacdo das
substéancias individualmente.

Benzodiazepinicos:

Analito s e recup[(g/z?géo G PRSI Taxas de recuperagcdo no soro [%)]
Alprazolam 122 92
Bromazepam 86 106
Clordiazepo6xido 96 86
Clobazam 88 90
Clonazepam 97 97
Diazepam 86 81
Flunitrazepam 88 105
Nitrazepam 92 100
Norclobazam 97 102
Nordiazepam 93 102
Oxazepam 91 93
Trazodona 95 91
Padréo Interno 87 107

Antidepressivos triciclicos:

Analito RS ElE recup[(g/:)?géo 70 [l Taxas de recuperagao no soro [%]
Amitriptilina 96 97
Clomipramina 97 102
Clozapina 105 107
Desipramina 105 103
Doxepina 101 103
Imipramina 105 104
Mapraotilina 101 103
Norclomipramina 73 78
Norclozapina 104 103
Nordoxepina 107 106
Nortriptilina 104 104
Trimipramina 100 106
Padréo Interno 103 89
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Linearidade/ limite de quantificacéo
O método ¢é linear desde o limite de quantificagdo designado até o limite superior.

Benzodiazepinicos:

CHROMSYSTEMS

Analito

Limite de quantificagcao
aprox. *

Limite linearidade

(ng/mL) gy

Alprazolam 4.5 65
Bromazepam 15 600
Clordiazepoéxido 27 5000
Clobazam 9.0 2500
Clonazepam 2.0 250
Diazepam 7.0 3500
Flunitrazepam 15 250
Nitrazepam 4.5 540
Norclobazam 5.0 6000
Nordiazepam 5.0 2400
Oxazepam 12 2500
Trazodona 10 5000

Antidepressivos triciclicos:

Limite de quantificacao

Limite linearidade

1 *
Analito ?r?é/on)]( i_) (mg/L)
Amitriptilina 3.0 1000
Clomipramina 2.0 1000
Clozapina 5.0 2000
Desipramina 4.0 1000
Doxepina 19 1000
Imipramina 4.5 1000
Maprotilina 8.0 1000
Norclomipramina 3.0 1000
Norclozapina 8.5 2000
Nordoxepina 9.0 1000
Nortriptilina 3.0 1000
Trimipramina 2.5 1000

*Q limite de quantificacdo depende do detector utilizado!
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Precisao intra-ensaio

A determinacdo da preciséo intra-ensaio foi feita em trés concentragbes a partir da média de mdultiplos

preparos (n = 10) e da mesma amostra.

Benzodiazepinicos:

CHROMSYSTEMS

Analito Coeficiente de variacdo (%) (Concentracdo ng/mL)
n=10 n=10 n=10
Alprazolam 3,5(11,8) 2,6 (75,2) 3,3 (42,3)
Bromazepam 1,7 (64,1) 1,1 (221) 1,5 (135)
Clordiazepo6xido 2,9 (294) 1,6 (1759) 2,5 (1005)
Clobazam 1,4 (148) 1,5 (572) 1,9 (347)
Clonazepam 3,3 (25,1) 1,1 (72,7) 3,0 (49,6)
Diazepam 3,9 (147) 3,4 (1445) 3,6 (860)
Flunitrazepam 2,7 (17,6) 2,4 (62,2) 3,9 (42,8)
Nitrazepam 1,6 (46,0) 1,3 (148) 4,5 (106)
Norclobazam 1,8 (1030) 1,1 (4415) 2,8 (2814)
Nordiazepam 2,3 (83,1) 2,2 (897) 2,2 (515)
Oxazepam 3,8 (140) 2,3 (1452) 2,8 (833)
Trazodona 3,4 (411) 2,8 (2618) 3,1(1323)

Antidepressivos triciclicos:

Analito Coeficiente de variacdo (%) (Concentragcdo ng/mL)
n=10 n=10 n=10
Amitriptilina 0.8 (192) 1.0 (52.4) 1.3 (273)
Clomipramina 0.9 (171) 2,6 (41,1) 1,7 (222)
Clozapina 1,7 (473) 2,7 (83,5) 2,0 (677)
Desipramina 0.8 (199) 1,1 (55,0) 1,2 (289)
Doxepina 1,4 (156) 2,9 (45,9) 1,4 (213)
Imipramina 0,7 (194) 0,7 (52,9) 1,2 (276)
Maprotilina 0,7 (205) 0,9 (56,2) 1,2 (281)
Norclomipramina 0,9 (180) 1,3 (55,9) 1,3 (286)
Norclozapina 2,2 (293) 3,5 (87,9) 2,6 (440)
Nordoxepina 1,1 (173) 1,7 (53,5) 1,4 (267)
Nortriptilina 0,7 (198) 0,9 (53,5) 1,2 (287)
Trimipramina 0,9 (167) 3,5 (42,0) 2,2 (210)
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Preciséo inter-ensaio
A determinacdo da preciséo inter-ensaio foi feita a partir do preparo de amostras de trés pools de plasma
cinco vezes, e a determinacdo da concentracdo do analito em 20 diferentes séries de teste:

Benzodiazepinicos:

Analito Coeficiente de variacdo (%) / (Concentracao ng/ml)
n =100 n =100 n =100
Alprazolam 4,0 (12,7) 4,0 (80,7) 3,5(43,4)
Bromazepam 5,9 (62,3) 5,9 (211) 5,8 (135)
Clordiazep6xido 4,9 (290) 4,6 (1669) 4,3 (964)
Clobazam 4,5 (145) 3,8 (595) 3,4 (348)
Clonazepam 5,6 (23,2) 3,6 (76,1) 4,3 (49,1)
Diazepam 6,0 (123) 5,1 (1431) 4,6 (836)
Flunitrazepam 5,8 (24,1) 5,8 (69,1) 6,0 (44,7)
Nitrazepam 5,7 (45,6) 3,4 (157) 3,4 (104)
Norclozabam 4.5 (1041) 4,7 (4164) 3,4 (2691)
Nordiazepam 5,5 (78,9) 3,2 (900) 3,2 (513)
Oxazepam 5,7 (129) 4,6 (1405) 3,5 (807)
Trazodona 3,9 (472) 3,8 (2590) 4,9 (1378)

Antidepressivos triciclicos:

Analito Coeficiente de variacao (%) / (Concentracdo ng/ml)
n =100 n =100 n =100
Amitriptilina 4.6 (55,6) 4,9 (286) 3,9 (194)
Clomipramina 5,3 (44,1) 4,5 (234) 2,9 (172)
Clozapina 5,8 (102) 3,6 (763) 2,8 (490)
Desipramina 3,1 (60,4) 3,5 (309) 3,1(203)
Doxepina 5,9 (56,8) 5,0 (230) 4,0 (161)
Imipramina 3,6 (55,3) 4,5 (282) 3,2 (195)
Maprotilina 3,5 (60,2) 3,4 (297) 2,9 (207)
Norclomipramina 3,0 (58,6) 2,6 (299) 1,9 (180)
Norclozapina 5,0 (103) 5,9 (479) 4,7 (299)
Nordoxepina 3,7 (58,2) 3,6 (280) 2,8 (174)
Nortriptilina 2,8 (58,7) 3,1(309) 2,1(199)
Trimipramina 4,2 (44,3) 4,0 (228) 2,2 (128)
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Apéndice V: Declaracdo de conformidade

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-NS/NS

- .

|
according to directive 98/79 EC on in vitro diagnostic medical devices

We, as manufacturer

Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH
Am Haaog 12
D-82166 Grafelfing, Germany

declare on our own responsibility, that herein after called in vitro diagnostic medical
devices for the HPLC determination of:

Nomenclature term:  Benzodiazepine
Nomenclature code:  12-09-01-04-00

Classificafion: other product
Product name: Benzodiazepines and Tricyclic Antidepressants in Serum/Plasma o
Controls: Benzodiazepines or Tricyclic Antidepressants Plasma Conirol

meets all applicable requirements of the directive 98/79/EC

Conformity assessment procedure:
Annex lIl of the directive 98/79,/EC .

Applied harmonized standards:
EN ISO 9001, EN ISO 13485, EN ISO 14971, EN 18113-2, EN 980, EN 23640, EN

13641 .

Nolified body: -
Munich, November 20, 2012 )
(.‘,'-" Gell it R
o Michael Meier
General Manager
Yars, 2.1

hewryrer. bty l? Toekoa +4769 163300 bkt M Fisortwark: BN S0 9901
Srvweti L Cankock Gubl 10144 Cotblog armary  Tokee +PES 10177 wwwdmeeiysione e DO N 50 13485, 150 T485 (AR
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