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Nome

™
ARK " Levetiracetam IT Assay
Utilizacao prevista

O ensaio de levetiracetam I ARK é um imunoensaio enzimatico
homogéneo concebido para a determinagao quantitativa de levetiracetam
no soro ou plasma humanos utilizando analisadores automatizados de
quimica clinica. As concentragdes de levetiracetam podem ser utilizadas
como auxiliar na gestao de doentes tratados com levetiracetam.

Resumo e Explicagao do Teste

Levetiracetam (KEPPRA®, (S)-a-etil-2-oxo-1-pirrolidina acetamida) € um
farmaco anticonvulsivante aprovado para utilizacdo como terapéutica
adjuvante no tratamento da epilepsia.’

Principios do Procedimento

O ensaio de levetiracetam Il ARK é um imunoensaio homogéneo, baseado
na competicdo entre o farmaco presente na amostra e levetiracetam
marcado com a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase recombinante
(G6PDH) pela ligacéo ao reagente do anticorpo. A medida que se da a
ligagdo deste ultimo ao anticorpo, a actividade enzimatica diminui. Na
presenca de farmaco proveniente da amostra, a actividade enzimatica
aumenta, sendo directamente proporcional a concentracdo do farmaco. A
enzima activa converte a coenzima nicotinamida adenina dinucledtido
(NAD) para NADH, o que é medido por espectrofotometria como taxa de
alteragdo da absorvancia. A G6PDH enddgena presente no soro nao
interfere nos resultados porque a coenzima NAD funciona apenas com a
enzima bacteriana usada no ensaio.

Reagentes
REF Descrigao do Produto Quantidade/Volume
5070-0001-00 Ensaio de levetiracetam Il ARK 1x28 ml

Reagente — Anticorpo/Substrato

Anticorpo monoclonal de coelho para levetiracetam,
glicose-6-fosfato, nicotinamida adenina dinucleétido,
seralbumina bovina, conservantes e estabilizadores

Reagente - Enzima 1% 14 ml
Levetiracetam marcado com G6PDH bacteriano,
tampé&o, seralbumina bovina, conservantes e
estabilizadores




REF Descrigao do Produto Quantidade/Volume

5070-0001-01 Ensaio de levetiracetam Il ARK 1 X115 mi

Reagente — Anticorpo/Substrato

Anticorpo monoclonal de coelho para levetiracetam,
glicose-6-fosfato, nicotinamida adenina dinucleétido,
seralbumina bovina, conservantes e estabilizadores

Reagente - Enzima 1 X 58 ml
Levetiracetam marcado com G6PDH bacteriano,
tampé&o, seralbumina bovina, conservantes e
estabilizadores

Manuseamento e armazenamento do reagente

Os reagentes para o ensaio de levetiracetam |l ARK sao fornecidos na
forma liquida, pronta a usar, e podem ser usados imediatamente depois de
retirar do frigorifico. Quando nao estiverem a uso, os reagentes tém de ser
armazenados a 2 — 8°C (36 — 46°F), na posicéo vertical e com as tampas
de rosca bem fechadas. Se armazenados conforme as instrugdes, os
reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rotulo. Nao
congelar os reagentes. Evitar a exposi¢cao prolongada a temperaturas
acima de 32°C (90°F). O armazenamento inadequado de reagentes
pode afectar o desempenho do ensaio.

Os produtos de levetiracetam || ARK contém < 0,09% de azida sddica.
Como medida de precaucdo, a canalizagao afectada e a instrumentacao
devem ser devidamente enxaguadas com agua para mitigar a possivel
acumulacdo de azidas metalicas explosivas. Nao sao necessarias
precaucoes especiais para o0 manuseamento dos outros componentes do
ensaio.

Adverténcias e precaugoes

e Para diagnéstico in vitro, utilizagado laboratorial profissional.

e Requer prescricdo médica. Atencdo: a lei federal dos EUA restringe a
venda deste dispositivo por um médico ou profissional devidamente
autorizado.

e Os reagentes e s&o fornecidos como conjunto, e ndo devem
ser trocados com reagentes com numeros de lote diferentes.

Colheita de amostras e preparagao para analise

e Cada laboratorio é responsavel por fornecer uma amostra valida para
analise segundo os respectivos procedimentos de qualidade.

e E necessario soro ou plasma. Para a consisténcia, é boa pratica
utilizar a mesma matriz de amostras para cada doente individual. Uma
amostra do paciente no estado de equilibrio, no vale (pré-
administragao da dose) € em geral aceite como sendo mais



consistente para a monitorizagao terapéutica do farmaco
levetiracetam. Deve anotar-se o tempo decorrido desde a ultima
administragao antes da colheita de sangue.

e Nao pode utilizar-se sangue total. Podem utilizar-se os
anticoagulantes seguintes com este ensaio.

e Heparina sddica
e Heparina de litio
e EDTA de potassio

e Processe o sangue assim que possivel apés a colheita para
preparar o soro ou o plasma, uma vez que a hidroélise de
levetiracetam pode ocorrer na presenga prolongada de sangue
total.?3

e A colheita de sangue tera de ser efectuada com tubos de colheita
compativeis para uso com a monitorizacdo terapéutica do farmaco
(TDM).

e Siga as recomendacdes do fabricante do tubo para a colheita,
processamento e centrifugagao.

e O documento CLSI GP44-A4 descreve os procedimentos para a
minimizacdo de artefactos devido a colheita e manuseamento de
amostras para as analises laboratoriais frequentes.*

e Nao induzir a formagdo de espuma e evitar congelamento e
descongelamento repetidos para preservar a integridade da amostra
desde o momento da sua colheita até ao ensaio.

e A presenca de fibrina, globulos vermelhos e outro material particulado
pode levar a resultados erroneos. Assegure uma centrifugagao
adequada.

e A presenca de bolhas ou espuma nas amostras pode levar a uma
aplicacao curta da amostra e a resultados erroneos.

e Cada laboratorio deve consultar a literatura disponivel e os dados
internos relativos a estabilidade das amostras.

e Com base nos estudos realizados pela ARK Diagnostics, as amostras
clarificadas podem ser armazenadas a 2-8°C até uma semana. Se o
teste for adiado mais de uma semana, as amostras devem ser
conservadas congeladas (< -10°C) até quatro semanas antes da
analise. Recomenda-se a limitacdo do numero de ciclos de
congelamento e descongelamento.

¢ Manuseie todas as amostras de pacientes como se fossem
potencialmente infecciosas.

Procedimento

Materiais fornecidos
Ensaio de levetiracetam Il ARK Assay — 5070-0001-00 or 5070-
0001-01

Materiais necessarios — Fornecidos separadamente



Calibrador de levetiracetam Il ARK — 5070-0002-00

Controlos de qualidade — Controlo de levetiracetam Il ARK — 5070-
0003-00

Instrumentagao

Antes de serem usados, os reagentes e podem precisar de ser
transferidos para recipientes especificos do analisador. Evite a
contaminagao cruzada de e E Muitos analisadores automatizados
de quimica clinica com determinacao fotométrica da taxa a 340 nm sao
adequados. Consulte a folha da aplicacao especifica do analisador para a
programacao do ensaio de levetiracetam Il ARK, disponivel junto do seu
distribuidor ou da Assisténcia ao Cliente da ARK. As Folhas de Protocolo
de Aplicacdo que foram classificadas pela CLIA ou que ostentam a
marcacdo CE foram verificadas pelo fabricante. O laboratério tem a
responsabilidade de proceder a toda a validagcdo adequada para a
utilizagao do ensaio com outras configuragdes ou outros analisadores.

Consulte o manual do operador especifico do instrumento quanto a
manutengao diaria.

Sequéncia do ensaio
Para executar ou calibrar o ensaio, consulte 0 manual do operador.

Calibracgao

Realize um procedimento completo de calibragédo (6 pontos) utilizando os
Calibradores de levetiracetam Il A, B, C, D, E e F da ARK; execute os
calibradores em duplicado. A calibragcédo é necessaria a cada novo humero
de lote do kit de reagentes. Verifique a curva de calibragdo com pelo menos
dois niveis de controlos de qualidade, conforme o plano de garantia de
qualidade laboratorial definido.

Quando recalibrar

e Sempre antes da utilizagdo de reagentes de um numero de lote novo

e Sempre que necessario, com base nos resultados do controlo de
qualidade

e Sempre que esteja previsto pelos protocolos padréo de laboratério

Controlo de Qualidade (CQ)

Os laboratorios devem estabelecer procedimentos de CQ para o ensaio de
levetiracetam || ARK. Todos os requisitos de controlos de qualidade e de
testes devem ser realizados em conformidade com os regulamentos locais,
regionais ou nacionais, ou com os requisitos de acreditagao.

As boas praticas de laboratorio sugerem que sejam testados no minimo
dois niveis (pontos de decisdo médica baixo e alto) de controlo de
qualidade a cada dia em que se ensaiarem amostras de pacientes e de
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cada vez que se efectuar uma calibracdo. Monitorize os valores de controlo
para detectar quaisquer tendéncias ou desvios. Se detectar quaisquer
tendéncias ou desvios, ou se o0 controlo ndo recuperar dentro do intervalo
especificado, verifique todos os parametros operacionais conforme os seus
procedimentos de qualidade de laboratério clinico. Contacte o Servigo de
Assisténcia ao Cliente para obter mais assisténcia.

Resultados

Registe os resultados em unidades pg/mL ou pmol/L. Para converter os
resultados de pg/mL em pmol/L de levetiracetam, multiplique o valor em
pug/mL por 5,88. O valor de levetiracetam deste ensaio deve ser usado em
conjunto com outras informagdes clinicas. Ver o manual do operador
especifico do instrumento para quaisquer cédigos de resultados erroneos.

Limitagoes do procedimento

Este ensaio foi concebido para ser usado apenas com soro ou plasma; ver
a secgao Colheita da amostra e preparagao para analise. Em geral é
boa pratica usar o mesmo método (e a mesma matriz) consistentemente
para pacientes individuais devido ao potencial para variabilidade de método
para método. Consulte a Seccao Valores previstos mais adiante.

Brivaracetam (Briviact®)® interfere com as medigées de levetiracetam (Keppra®)
no ensaio de levetiracetam Il ARK. Os doentes submetidos a uma mudancga na
terapéutica farmacologica que inclua Keppra e Briviact ndo devem ser
monitorizados quanto a levetiracetam utilizando o ensaio ARK se houver a
possibilidade de estes farmacos estarem co-presentes na circulagéo.
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Valores previstos

Nao ha um intervalo de referéncia bem estabelecido para levetiracetam.
Foram propostos intervalos de referéncia para o controlo das convulsdes,
que incluem concentragdes no vale de soro/plasma entre 6 e 46 ug/mL (35
a 270 umol/L)%" ou 10 a 40 ug/mL (59 a 235 umol/L) incluindo um nivel de
alerta laboratorial aos 50 yg/mL (294 umol/L)."?> Contudo, estes intervalos
nao foram validados com ensaio controlados adequados, e em geral a
relacdo entre estas concentragdes sérias e o efeito clinico ndo foi bem
definida. As concentragdes farmacologicas de levetiracetam devem ser
usadas em conjunto com a informacgéao fornecida por avaliagdes clinicas e
outros procedimentos de diagndstico. Os niveis de levetiracetam em
circulagao (concentragdes séricas) podem ser afectados pela adeséo a
medicagdo'®, fungdo renal'®, gravidez'®, interacgbes medicamentosas e
hora da colheita da amostra. Além disso, o efeito clinico destas
concentracbes séricas pode ainda ser alterado por mudangas na
progressao da gravidade da doenga e pela adigdo de medicamentos
concomitantes que podem interagir farmacodinamicamente com os niveis
de levetiracetam em circulacéao.



O intervalo de referéncia de concentracdes de farmaco referidas s6 deve
implicar um limite inferior abaixo do qual é relativamente improvavel que
ocorra uma resposta terapéutica, bem como um limite superior acima do
qual é relativamente provavel que ocorra toxicidade na populagao
especifica de doentes estudada. Em geral, os médicos que utilizem
intervalos de referéncia como estes devem estar cientes de que, devido a
variagao individual, os doentes podem conseguir um beneficio terapéutico
com concentragdes séricas do farmaco fora destes intervalos e podem
apresentar toxicidade com niveis abaixo do limite inferior do intervalo de
referéncia. A hora da amostragem deve ser padronizada de forma a que
se mecam as concentragdes séricas no vale imediatamente antes da
préxima administracao, de preferéncia de manha.

12 Caracteristicas Especificas do Desempenho

Cada laboratdrio é responsavel pela verificagcdo do desempenho usando os
parametros definidos para o seu analisador. Obtiveram-se as seguintes
caracteristicas de desempenho para o analisador automatizado de quimica
clinica Beckman Coulter AU680®.

Sensibilidade

Limite de Quantificacédo (LoQ)

O LOQ do ensaio de levetiracetam Il ARK foi determinado segundo o CLSI
EP17-A e define-se como sendo a concentragdo mais baixa para a qual se
observa uma precisdo inter-ensaio aceitavel e na qual se observa
recuperacédo (CV =20% com =15% de recuperagdo). O LOQ foi
determinado como sendo de 2,0 yg/mL e pode depender do desempenho
especifico do analisador.

Intervalo de medigao

O intervalo de medigdo do ensaio de € de 2,0 a 100,00 ug/mL. Nao foi
validado um protocolo de diluicdo manual para permitir medi¢cdes de
concentragdes acima do intervalo de medigéo.

Registe os resultados abaixo deste intervalo como< 2,0 umol/mL ou abaixo
do LOQ inferior mais baixo, especifico do analisador, estabelecido no seu
laboratorio (0o que for mais alto). Registe os resultados acima deste
intervalo como> 100 ymol/mL ou acima do LOQ superior mais elevado,
especifico do analisador, estabelecido no seu laboratério (o que for mais
baixo).



Recuperagao

A exactidado (recuperagao analitica) realizou-se adicionando o farmaco
levetiracetam concentrado a soro humano negativo para levetiracetam.
Adicionou-se volumetricamente um concentrado de levetiracetam , de
pureza elevada, a soro humano negativo para levetiracetam,
representando as concentragcdes de farmaco em todo o intervalo do ensaio.
Ensaiaram-se seis replicados de cada amostra num analisador
automatizado de quimica clinica. Calculou-se a média dos resultados e
esta foi comparada com a concentracéo pretendida, calculando-se o valor
de recuperagao percentual. Os resultados sdo apresentados na seguinte
tabela.

% de recuperagao = 100 x concentracdo média recuperada
concentracao teorica

Concentragao Concentragao

Percentagem
composto composto recuperacio
(pg/mL) (pg/mL)
2.0 1.9 95.0
4.0 3.9 97.5
10.0 9.8 98.0
20.0 20.1 100.5
45.0 46.2 102.6
80.0 77.8 97.3
100.0 100.3 100.3
Linearidade

Os estudos de linearidade foram realizados como recomendado pelo
Protocolo EP6-A do CLSI. Preparou-se uma amostra de 100,0 ug/ml de
soro e fizeram-se diluigdes proporcionalmente com soro humano negativo
para levetiracetam. As concentragdes de levetiracetamvariaram entre os
2,0 a 100,0 yg/mL. A linearidade em diluigdes especificas era considerada
aceitavel se a diferenca percentual fosse de + 10% entre os valores
regredidos previstos de 12 e 22 ordem ou de £ 15% a concentragbes abaixo
de 3,0 yg/mL. Foi demonstrada uma relagdo linear entre os 2,0 e os
100,0 pg/mL. Os resultados sao apresentados na seguinte tabela.



Resultados

Valor previstos Resultados
estimado Resultados de 1.2 previstos de % de
(ug/mL) (ng/mL) ordem 2.2 ordem diferenca
0.0 0.1 ND ND ND
2.0 1.88 2.01 2.23 11.2
3.0 3.2 3.04 3.22 5.9
4.0 3.9 4.07 4.20 3.3
6.0 6.1 6.13 6.17 0.7
10.0 11.0 10.25 10.10 -1.5
20.0 20.0 20.56 19.84 -3.5
40.0 42.0 41.18 39.03 -5.2
60.0 62.1 61.80 57.82 -6.4
80.0 78.9 82.42 76.21 -7.5
100.0 105.4 103.03 94.20 -8.6

Comparacgao dos métodos

Realizaram-se estudos de correlagdo usando o Protocolo CLSI EP9-A2. Os
resultados do ensaio de levetiracetam Il ARK realizado no Beckman Coulter
AUGB80 foram comparados com os resultados do ensaio de levetiracetam
ARK de base realizado no Roche/Hitachi 917. As concentracbes de
levetiracetam variaram entre os 3,4 pg/mL a 98,3 pg/mL. Os resultados da
analise de regressdo de Passing-Bablok'® para o estudo sdo apresentados
a seguir (com limites de confianga a 95%).
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Precisao

A preciséao foi determinada conforme descrito no Protocolo CLSI EP5-A3.
Neste estudo utilizaram-se controlos a trés niveis e trés amostras
agrupadas de soro humano contendo levetiracetam. Cada nivel foi
ensaiado em quadruplicado duas vezes por dia durante 20 dias. Houve um

intervalo minimo de duas horas entre cada uma das execugdes

(quadruplas) do ensaio por dia. Calcularam-se os valores de DP e de
percentagem de CV (%) intra-execugao entre dias e total. Os resultados
sado apresentados na seguinte tabela. Critério de aceitagao: < 10% do CV

total.
Intra- — peprodutibilidade  Total
execugao
Média cv o cv
Amostra N (ug/mL) DP (%) DP CV (%) DP (%)
Controlo de levetiracetam ARK
BAIXO 160 7.6 0.16 2.1 0.09 1.2 0.18 2.3
MEDIO 160 30.5 0.45 1.5 0.34 1.1 0.60 2.0
ALTO 160 75.7 1.41 1.9 0.99 1.3 2.02 2.7

Soro humano
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BAIXO 160 7.7 0.11 1.4 0.06 0.8 0.12 1.6
MEDIO 160 32.6 047 14 0.34 1.1 0.61 1.9
ALTO 160 80.5 162 20 0.80 1.0 1.78 2.2

Substancias Interferentes

Realizaram-se estudos de interferéncia usando o Protocolo CLSI EP7-A3
como orientagdo. Avaliaram-se concentragdes clinicamente altas das
seguintes substancias potencialmente interferentes em soros com niveis
conhecidos de levetiracetam (cerca de 15 e 50 ug/ mL). Cada amostra foi
analisada com o ensaio de levetiracetam Il da ARK em conjunto com um
controlo de levetiracetam em soro. As medicbes de levetiracetam
resultaram num erro < 10% na presencga de substancias interferentes aos
niveis testados.

Percentagem de recuperacao

Substancia Concentragao 15 pyg/mL 50 ug/mL

interferente composto Levetiracetam Levetiracetam
Albumina humana 12 g/dL 98.7 99.9
Bilirrubina (conjugada) 72 mg/dL 100.2 100.9
Eéllnrjrlljgb;réz)(nao 72 mg/dL 101.7 97.1
Colesterol 620 mg/dL 94.9 100.8
Gamaglobulina humana 12 g/dL 102.7 98.7
Hemoglobina 1050 mg/dL 100.9 95.8
Factor reumatoéide 1080 Ul/ml 98.8 94.5
Triglicéridos 1670 mg/dL 98.6 95.9
Acido urico 30 mg/dL 91.0 98.8

Especificidade

Levetiracetam é hidrolisado no seu metabolito principal, o acido 2-
pirrolidona-N-butirico (ucb L057) e em dois metabolitos de menor
importancia.® Testaram-se ainda outros farmacos administrados
habitualmente com levetiracetam e farmacos anti-epilépticos para
determinar se estes compostos afectam a quantificagao das concentracoes
de levetiracetam usando o ensaio de levetiracetam Il ARK. Adicionaram-se
niveis elevados destes compostos a soro agrupado contendo niveis
terapéuticos baixos (15 pg/mL) e alto (50 pg/mL) de levetiracetam. As
amostras foram analisadas e as concentracbes de levetiracetam das
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amostras que continham substancias interferentes foram comparadas com
o controlo sérico.

Metabolitos

O metabolito ucb L057 foi testado quanto a reactividade cruzada.

ucb Percentagem Percentagem

Metabolito LO057 Reactividade cruzada Interferéncia
Levetiracetam Levetiracetam Levetiracetam Levetiracetam
(Mg/mL) 15 pg/mL 50 pg/mL 15 ug/mL 50 pg/mL
ucb LO57:
~ acido 2- 250.0 0.0 0.0 0.8 0.1
pirrolidona-N-
butirico

Interferéncia farmacologica

Devido a semelhangas estruturais, brivaracetam (Briviact®) apresenta
uma reactividade cruzada substancial no ensaio de levetiracetam II
ARK. Nao devem fazer-se medi¢oes de levetiracetam com o ensaio
ARK quando ambos os farmacos estiverem presentem em circulagao.

O anticorpo selectivo de levetiracetam n&o apresentou reactividade
cruzada com outros antiepilépticos nem farmacos co-administrados
testados. Adicionou-se uma concentracao elevada de cada composto a
soro humano normal com niveis conhecidos de levetiracetam (cerca de 15
e 50 uyg/mL), tendo-se ensaiado juntamente com um controlo sérico de
levetiracetam. As medigbes de levetiracetam resultaram num erro < 10%
na presencga dos compostos farmacoldgicos aos niveis testados.

Composto Concentragao Composto Concentragao
(ng/mL) (ng/mL)
Acetaminofeno 500 Nortriptilina 20
Acido acetilsalicilico 1000 Oxcarbazepina 50
Amitriptilina 20 Fenobarbital 200
Cafeina 100 Fenitoina 200
Carbamazepina 120 Primidona 100
Clonazepam 50 Probenecida 600
Ciclosporina A 40 Acido salicilico 500
Diazepam 50 Sulfametoxazol 400
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Digoxina 40 Sulfisoxazol 400
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Eritromicina 200 Teofilina 250
Etosuximida 250 Tiagabina 200
Felbamato 250 Topiramato 250
Gabapentina 100 Trimetoprima 40
, 200 P ” 500
Heparina unidades/mL Acido valproico
Hidroclorotiazida 20 Verapamil 100
Ibuprofeno 500 Vigabatrina 150
Lamotrigina 250 Varfarina 250
Naproxeno 500 Zonisamida 250
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