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Nome
™
ARK ' Levetiracetam Assay

Utilizacao prevista

O Ensaio do Levetiracetam € um imunoensaio enzimatico homogéneo que
se destina a determinacao quantitativa do levetiracetam no soro ou plasma
humano em analisadores bioquimicos automatizados. As concentragoes
de levetiracetam podem ser utilizadas como auxiliares na gestao de
pacientes tratados com levetiracetam.

Resumo e explicacao do teste
O levetiracetam (KEPPRA®, (S)-a-etil-2-oxo-1-pirrolidina acetamida) é um
medicamento anticonvulsivo aprovado para a utilizagdo como tratamento
adjuvante no tratamento da epilepsia.’

Principios do procedimento

O Ensaio do Levetiracetam ARK é um imunoensaio enzimatico homogéneo
baseado na concorréncia entre o farmaco na amostra e o levetiracetam
rotulado com a enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH) para ligar
ao reagente de anticorpos. Na medida em que este liga anticorpos, a
atividade enzimatica diminui. Na presenca do farmaco na amostra, a
atividade enzimatica aumenta e é diretamente proporcional a concentragao
do farmaco. A enzima ativa converte a nicotinamida adenida dinuleotideo
(NAD) em NADH que é medida espectrofotometricamente dimensionada
como taxa de alteracdo da absor¢cdo. O soro endégeno G6PDH nao
interfere com os resultados porque a coenzima NAD funciona apenas com
a enzima bacteriana usada no ensaio.

Reagentes
REF Descrigao do produto Quantidade/Volume
5024-0001-00 ARK™ Levetiracetam Assay 1X 28 mL

Reagente — Anticorpo/Substrato
anticorpos policlonais do coelho ao levetiracetam,
glicose-6-fosfato, nicotinamida adenida
dinuleotideo, seroalbumina bovina, conservantes e
estabilizadores

Reagente — Enzima 1X14 mL
levetiracetam rotulado com G6PDH bacteriano,
tampé&o, seroalbumina bovina, conservantes e
estabilizadores




Manuseamento e armazenamento do reagente

Os reagentes do Ensaio do Levetiracetam ARK sao disponibilizados
liquidos, prontos para a utilizacdo e podem ser usados diretamente apos
retirados do frigorifico. Quando nao forem utilizados, os reagentes devem
ser armazenados a 2-8°C (36—46°F), na vertical e com as tampas com
roscas firmemente fechadas. Se armazenados conforme indicado, os
regentes sao estaveis até a data de validade que consta no rétulo. Nao
congele os reagentes. Evite uma exposi¢cado prolongada a temperaturas
superiores a 32°C (90°F). O armazenamento improprio de reagentes
pode afetar o desempenho do ensaio.

Adverténcias e precaugoes

e Para utilizacdo de diagndstico In Vitro. Apenas para utilizagao
prescrita.

e Os reagentes e s&o disponibilizados como um conjunto e nao
devem ser trocados por reagentes de lotes com numeros diferentes.

Recolha de amostra e preparagao para a analise

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

e E necessario soro ou plasma. Para fins de consisténcia, usar a mesma
matriz da amostra para pacientes individuais € uma boa pratica. De
modo geral é aceite uma amostra estavel em concentragdo minima
(pré-dose) como muito consistente para o monitoramento terapéutico
do medicamento do levetiracetam. Deve anotar-se a hora da recolha de
sangue desde a ultima dose.

e Nao deve ser utilizado sangue total. Os seguintes anticoagulantes
podem ser utilizados neste ensaio.

e Heparina de sodio
e Heparina de litio
e Potassio EDTA

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

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

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 Processe o sangue o quanto antes apds a recolha para preparar o
soro ou o plasma, pois a hidrélise do levetiracetam pode ocorrer
na presencga prolongada de sangue total.?3

e NAO UTILIZE SEPARADORES DE GEL.

e Nao induza a formagcdo de espuma e evite congelamento e
descongelamento repetidos para preservar a integridade da amostra
desde o0 momento da recolha até ao momento em que for utilizado no
ensaio.

e Fibrina, células sanguineas vermelhas, e outros materiais particulados
podem causar um resultado incorreto. Assegure uma centrifugagao
adequada.

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

e Amostras clarificadas podem ser armazenadas até uma semana a 2 a
8°C. Se o teste for atrasado por mais de uma semana, as amostras
podem ser armazenadas congeladas (< -10°C) até quatro semanas
antes de serem testados. Deve-se tomar cuidado no sentido de limitar
o numero de ciclos de congelamento-descongelamento.

e Manuseie todas as amostras dos pacientes como se fossem
potencialmente infecciosas.

Procedimento

Materiais fornecidos
Ensaio Levetiracetam ARK — 5024-0001-00

Materiais necessarios — Fornecidos em separado
Calibrador Levetiracetam ARK — 5024-0002-00

Controlos de qualidade — Controlo Levetiracetam ARK — 5024-0003-
00

Instrumentos
Pode ser necessario transferir os reagentes e para recipientes
especificos do analisador antes da utilizagdo. Evite a contaminagao

cruzada de e .

Muitos analisadores automatizados de quimica clinica com determinacéao
fotométrica da taxa a 340 nm s&o adequados. Consulte a folha da aplicacéo
especifica do analisador para a programagao do ensaio, disponivel junto
do seu distribuidor ou da Assisténcia ao Cliente da ARK. As Folhas de
Protocolo de Aplicagao que foram classificadas pela CLIA ou que ostentam
a marca CE foram verificadas pelo fabricante. O laboratério tem a
responsabilidade de proceder a toda a validacdo adequada para a
utilizagdo do ensaio com outras configuragdes ou outros analisadores.



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

Sequéncia do ensaio
Para realizar ou calibrar o ensaio, consulte o manual especifico do
instrumento.

Calibracgao

Realize um procedimento completo de calibragédo (6 pontos) utilizando os
Calibradores de levetiracetam A, B, C, D, E e F da ARK; execute os
calibradores em duplicado. A calibragdo é necessaria a cada novo nhumero
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 que sejam utilizados reagentes de um numero de lote novo

e Sempre que seja indicado pelos resultados dos controlos da qualidade
e Sempre que seja requerido pelos protocolos laboratoriais padréo

Controlo da Qualidade (CQ)

Os laboratdrios devem estabelecer procedimentos de CQ para o Ensaio de
Levetiracetam ARK. Todos os requisitos e testes de controlo da qualidade
devem ser realizados em conformidade com regulamentos locais,
estaduais e/ou federais ou requisitos de acreditacao.

As boas praticas de laboratério sugerem que no minimo dois niveis (pontos
de decisdo médica baixo e alto) de controlo de qualidade sejam testados a
cada dia em que as amostras diarias do paciente sejam ensaiadas e toda
vez que a calibracao for realizada. Monitore os valores de controlo para
todas as tendéncias ou mudancgas. Se forem detetados tendéncias ou
mudancgas, ou se o controlo ndo se recuperar dentro da gama especificada,
revise todos os parametros operacionais de acordo com 0s seus
procedimentos de qualidade laboratoriais clinicos. Contacte o servico de
assisténcia ao cliente para obter mais ajuda.

Protocolo de diluicao manual

Para estimar niveis de medicagcdo em amostras que excedam o limite
superior da quantificacdo, dilua a amostra manualmente com calibrador
zero (CAL A). Multiplique o resultado do ensaio pelo fator de diluigéo.

Fator de diluicdo manual = (volume da amostra + volume de CAL A)
Volume da amostra
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Resultados

Registe as unidades do resultado como pg/mL ou pmol/L. Para converter
resultados de pg/mL para pmol/L de levetiracetam, multiplique pg/mL por
5,88. O valor do levetiracetam deste ensaio deve ser utilizado junto com
outras informagdes clinicas. Consulte o manual de instru¢des especifico do
operador para ver os codigos de erro dos resultados.

Limitagdes do procedimento

Este ensaio foi desenvolvido apenas para a utilizagdo com soro ou plasma.
Consulte as secgoes Recolha de amostras e preparagao para analise.
De modo geral é boa pratica utilizar o mesmo método (e matriz)
consistentemente para o cuidado individual de cada paciente em fungao do
potencial para variacbes de método para método. Consulte a secgao
Valores esperados abaixo.

Brivaracetam (Briviact®)* interfere nas medigbes de levetiracetam
(Keppra®) no Ensaio de Levetiracetam ARK. Os pacientes submetidos a
uma troca na terapia medicamentosa envolvendo Keppra e Briviact ndo
devem ser monitorados para levetiracetam usando o ensaio ARK. Os niveis
séricos de levetiracetam e/ou brivaracetam devem ser confirmados por um
método cromatografico valido se houver a possibilidade de estes
medicamentos estarem co-presentes na circulagéo.

Valores esperados

Nao ha gama terapéutica bem estabelecida para o levetiracetam. Foram
propostos intervalos de referéncia provisérios para o controlo de
convulsdes, que incluem concentragdes de 6 a 46 ug/mL (35 a 270 pmol/L;
amostras em concentragdes minimas). No entanto, estes intervalos néo
foram validados por estudos controlados apropriados, e de modo geral a
relagcdo entre estas concentragdes no soro e o efeito clinico ainda n&o
foram bem definidas.®® As concentragdes do farmaco levetiracetam deviam
ser utilizadas junto com informagdes disponiveis de avaliagdes clinicas e
outros procedimentos de diagnostico. Niveis circulantes de levetiracetam
(concentragdes no soro do sangue) podem ser afetados por conformidade,
funcao renal, gravidez, interagcbes medicamentosas e momento da recolha
da amostra. Além do mais, o efeito clinico destas concentragbes no soro
sanguineo podem ser ainda alteradas através de alteragdes na progressao
da severidade da doenca e a adigdo ou remocdo de medicamentos
concomitantes que possam interagir farmacodinamicamente com niveis
circulantes de levetiracetam.



A gama de referéncia de concentragdes medicamentosas que sao
mencionadas apenas devem implicar um limite inferior abaixo do qual uma
resposta terapéutica é relativamente improvavel de ocorrer e um limite
superior acima do qual a toxicidade é relativamente provavel de ocorrer nas
populacdes de pacientes especificas estudadas. De modo geral, os
clinicos que apliquem gamas de referéncia como estas devem estar
conscientes de que por causa de variagao individual os pacientes podem
obter beneficio terapéutico com concentracbes do farmaco no soro fora
destes intervalos ou podem experimentar toxicidade com niveis abaixo do
limite inferior da gama de referéncia. O tempo de amostragem deve ser
padronizado de modo que as concentracdes do soro em concentragao
minima sejam medidas pouco antes da proxima dosagem,
preferencialmente de manha.

12 Caracteristicas especificas de desempenho

Cada laboratério € responsavel pela verificagdo do desempenho utilizando
os parametros de instrumento estabelecidos para o seu analisador. As
seguintes caracteristicas de desempenho foram obtidas no sistema
Roche/Hitachi 917.

Sensibilidade

Limite de Quantificacdo (LOQ)

O LOQ do Ensaio Levetiracetam ARK foi determinado de acordo com CLSI
EP17-A e é definido como a concentragdo mais baixa para a qual se
observa precisao inter-ensaio e recuperagao aceitaveis (<20% CV com
recuperagcdo +15%). O LOQ foi determinado como 2,0 yg/mL e pode
depender do desempenho especifico do analisador.

Gama do ensaio

O intervalo analitico do ensaio € de 2,0 a 100,00 ug/mL. Registe os
resultados abaixo deste intervalo como <2,0 pyg/mL ou abaixo do LOQ
inferior especifico do analisador estabelecido em seu laboratério. Registe
os resultados acima deste intervalo como >100,0 pg/mL ou acima do LOQ
superior especifico do analisador estabelecido em seu laboratorio.

Recuperagao
A exatiddo (recuperacao analitica) foi testada adicionando levetiracetam

concentrado em soro humano sem levetiracetam. Um estoque concentrado
de levetiracetam de alta pureza foi adicionado volumetricamente ao soro



humano sem levetiracetam, representando as concentragdes do farmaco
em toda a gama do ensaio. Foram analisadas seis repeticoes de cada
amostra em um analisador bioquimico automatizado. Foi calculada a média
dos ensaios e comparada a concentragao alvo e calculada a percentagem
de recuperacgao. Os resultados séo exibidos abaixo.

% Recuperacdo = 100 X Concentracdo recuperada média
Concentracao tedrica

Concentragao Concentragao

- e Percentagem
tedrica recuperada média de recuperagio
(pg/mL) (pg/mL)

2,0 1,9 95,8

4,0 3,8 94,6

10,0 10,0 100,0

20,0 19,2 95,9

45,0 441 98,0

80,0 79,3 99,1

100,0 105,3 105,3




Linearidade

Os estudos de linearidade foram realizados conforme sugerido no
Protocolo CLSI/NCCLS EP6-A. Foi preparada uma amostra de 100,0
pMg/mLde soro e foram feitas diluigbes proporcionais com soro humano sem
levetiracetam. As concentracdes de levetiracetam variaram entre 1,0 a
100,0 pg/mL. A linearidade em diluicbes especificas foi considerada
aceitavel quando a diferenga percentual foi +10% entre os valores
regredidos de 1.2 e 2.2 ordem previstos ou £15% abaixo de 3,0 pg/mL. Foi
demonstrada uma relagao linear entre 2,0 e 100,0 pg/mL. Os resultados
séo exibidos abaixo.

V_alor Resultados Resul_tados Resgltados _
estimado (Mg/mL) p:ewstos previstos 22 Diferenca %
(ug/mL) 12 ordem ordem
2,0 1,9 2,1 24 13,2
3,0 3,2 3,1 3,4 7,6
4,0 4.1 4,2 4,3 4.8
5,0 53 5,2 5,3 3,1
6,0 6,4 6,2 6,3 2,0
7,0 7,6 7,2 7,3 1,3
8,0 8,4 8,3 8,3 0,7
9,0 9,5 9,3 9,3 0,3
10,0 10,7 10,3 10,3 -0,1
20,0 20,7 20,6 20,4 -1,3
30,0 31,0 31,0 30,5 -1,4
40,0 41,3 41,3 40,8 -1,2
50,0 51,9 51,6 51,1 -0,9
60,0 60,3 61,9 61,6 -0,5
70,0 71,2 72,2 72,1 -0,1
80,0 81,4 82,5 82,8 0,3
90,0 93,7 92,8 93,5 0,7
100,0 104,6 103,1 104,3 1,2




Comparagao de métodos

Foram realizados estudos de correlagdo usando o Protocolo CLSI/NCCLS
EP7-A2. Os resultados do Ensaio de Levetiracetam ARK foram
comparados com os resultados de LC/MS/MS. As concentragcbes de
levetiracetam variaram entre 2,0 a 86,4 ug/mL. Os resultados da analise de

regressao Passing-Bablok'? para o estudo s&o exibidos abaixo (com limites
de confianca de 95%).

Inclinagao 1,01 (0,99 a 1,03)

Intercecéo y 0,25 (0,24 a 0,63)

Coeficiente de correlacéo 0,97 (0,96 a 0,97)
(r?)

Numero de amostras 305

100,0 -

90,0 -

80,0 -

70,0 -

60,0 -

50,0

40,0 °

Ensaio do Levetiracetam ARK ™

Identidade
30,0 4

Ajuste passagem e Bablok (I)

20,0 (0.25 + 1.01x)

10,0 -

O)O T T T T T T T T T 1
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0
LC/MS/MS (ug/mL)
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Precisao

A precisao foi determinada conforme descrito no Protocolo CLSI/NCCLS
EP5-A2. Foram utilizados neste estudo controlos de triplo nivel e trés
amostras de soro humano em lotes contendo levetiracetam. Cada nivel foi
ensaiado em quadruplicado duas vezes ao dia durante 20 dias. As
execugoes por dia foram separadas por no minimo duas horas. Foram
calculados valores dentro da execucao, dentro do dia, SD total, e CVs
percentuais. Os resultados s&o exibidos abaixo. Critérios de aceitagéo:
<10% CV total.

Dentro da No dia Total
execucio
Médio cv cv cVv
Amostra N (ug/mL) SD (%) SD (%) SD (%)

Controlo do Levetiracetam ARK

BAIXO 160 7,5 0,25 3,4 0,23 3,2 0,34 4,5
MED 160 29,4 0,85 2,9 0,83 2,8 1,08 3,7
ALTO 160 73,4 2,14 29 2,03 2,8 3,08 4,2

Soro humano

BAIXO 160 6,9 0,26 3,8 0,22 3,1 0,33 4,8
MED 160 30,2 0,87 2,9 1,10 3,7 1,23 41
ALTO 160 75,5 2,19 29 2,35 3,1 3,31 4,4
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Substancias interferentes

Foram realizados estudos de interferéncia usando o Protocolo
CLSI/NCCLS EP7-A2 como diretiva. Foram avaliadas concentracdes
clinicamente altas das seguintes substancias potencialmente interferentes
no soro com niveis conhecidos de levetiracetam (aproximadamente 15 e
50 pyg/mL). Cada amostra foi ensaiada utilizando Ensaio Levetiracetam
ARK, junto com um controlo de levetiracetam no soro. A medi¢ado do
levetiracetam resultou num erro de <10% na presenga de substancias
interferentes nos niveis testados.

Percentagem de recuperacao

Substéncia Concentragao 15 pyg/mL 50 pg/mL

interferente interferente Levetiracetam Levetiracetam
Albumina 12 g/dL 99,8 102,6
Bilirrubina - conjugada 70 mg/dL 100,4 102,1
Bilirrubina - n&o conjugada 70 mg/dL 99,3 107,9
Colesterol 535 mg/dL 105,3 94,0
Gamaglobulina 12 g/dL 99,8 109,5
Hemoglobina 1000 mg/dL 98,6 100,9
Intralipid® 1500 mg/dL 97,1 99,8
Fator Reumatéide 1100 IU/mL 98,1 106,4
Triglicerideos 1033 mg/dL 96,8 100,2
Acido urico 30 mg/dL 99,6 102,5
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Especificidade

O levetiracetam € hidrolisado para o seu principal metabdlito acido 2-
pirrolidona-N-butirico (ucb L057) e dois metabdlitos secundarios.® Outras
medicagdes rotineiramente administradas com levetiracetam e
medicamentos antiepiléticos também foram testadas a fim de determinar
se estes compostos afetam a quantificacdo das concentracbes de
levetiracetam ao utilizar o Ensaio Levetiracetam ARK. Niveis altos destes
compostos foram adicionados em pools de soro contendo niveis
terapéuticos baixos (15 pg/mL) e altos (50 pg/mL) de levetiracetam. As
amostras foram analisadas e as concentragdes de levetiracetam das
amostras contendo interferentes foram comparadas com o controlo do
SOro.

Metabdlitos

O metabdlito ucb LO57 foi testado com relagao a reatividade cruzada.

ucb Percentagem de Percentagem de
- LO057 reatividade cruzada interferéncia
Metabolito . . . .
Levetiracetam Levetiracetam Levetiracetam Levetiracetam
(Mg/mL) 15 ug/mL 50 pg/mL 15 ug/mL 50 pg/mL
ucb LO57:
Acido 2- 250,0 20,2 1,3 -3,0 6.6
pirrolidona-N-
butirico

Interferéncia medicamentosa

Devido as semelhancgas estruturais, o brivaracetam (Briviact®) reage
substancialmente no Ensaio de levetiracetam ARK. As medi¢oes de
levetiracetam nao devem ser feitas com o ensaio ARK quando ambos
os farmacos estao presentes na circulagao.

Anticorpos seletivos de levetiracetam nao apresentaram reagido cruzada
com outros medicamentos antiepiléticos ou co-administrados testados.
Administrou-se uma concentragao alta de cada composto em soro humano
normal com niveis conhecidos de levetiracetam (aproximadamente 15 e 50
pug/mL) e ensaiados junto com um controlo de levetiracetam no soro. A
medicdo do levetiracetam resultou num erro de <10% na presenca de
compostos medicamentosos nos niveis testados.
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Conc. Percentagem de recuperacao
Composto Testada 15 pg/mL 50 pg/mL
(ng/mL) Levetiracetam Levetiracetam
Acetaminofeno 200 99,3 97,5
':gle(:i(l)salicilico 1000 1032 98,9
Amitriptilina 20 98,4 100,7
Cafeina 100 954 97,7
Carbamazepina 120 101,1 99,7
Clonazepam 50 100,2 100,4
Ciclosporin A 40 99,9 98,4
Diazepan 50 100,3 98,6
Digoxina 40 92,9 100,2
Eritromicina 200 99,0 97,9
Etosuximida 250 98,1 101,1
Felbamato 250 100,8 97,9
Gabapentina 100 101,3 96,3
Heparina Unidgggs/mL 97,0 97,2
Hidroclorotiazida 20 98,2 98,9
Ibuprofeno 500 98,5 99,2
Lamotrigina 250 94,3 102,4
Naproxeno 500 99,0 101,3
Nortriptilina 20 99,3 97.8
Oxcarbazepina 50 95,5 100,4
Fenobarbital 200 98,8 99,4
Fenitoina 200 97.8 96,8
Primidona 100 97,7 97,3
Probenecida 600 100,5 101,5
Acido salicilico 500 95,1 98,4
Sulfametoxazol 400 97,9 96,3
Sulfisoxazol 400 100,6 100,4
Teofilina 250 96,6 101,1
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Conc. Percentagem de recuperacao

Composto Testada 15 pg/mL 50 pg/mL
(ng/mL) Levetiracetam Levetiracetam

Tiagabina 200 99,0 97,5
Topiramato 250 94,7 99,2
Trimetoprim 40 102,0 99,3
Acido Valpréico 500 98,7 96,2
Verapamil 100 100,3 96,4
Vigabatrina 150 94,0 97,1
Warfarin 250 96,6 102,3
Zonisamida 250 100,3 101,7
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