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ABREVIATURAS

CBZ = CARBAMAZEPINA

DPH = DIFENIL-HIDANTOINA (FENITOINA)

FB = FENOBARBITAL

MPPH = METIL-FENIL-FENIL-HIDANTOINA (PADRAO INTERNO)

SHT = 5 HIDROXI-TRIPTAMINA

GABA = ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO

EDTA = ACIDO ETILENO DIAMINO TETRA-ACETICO (anticoagulante)

HPLC = HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (cromatografia liquida de alta
resolugdo)

ug = micrograma

°C = Graus Celsius

mV = milivolt

UV = ultravioleta

EEG = Eletroencéfalograma

AUF = unidade de ampliagdo dos sinais elétricos (para registro do cromatograma)

n® = nimero (tamanho da amostra)

Fig. = figura

Tab. = tabela

pex= por exemplo

freq.= frequéncia

pac. = paciente

conc.= concentragio

cols.= colaboradores

FT= Faixa terapéutica

FCM = FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

HC= HOSPITAL DAS CLINICAS
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RESUMO
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RESUMO

A fenitoina e a carbamazepina sio farmacos anticonvulsivantes de faixa terapéutica estreita, sendo
indicada sua monitorizagdo terapéutica.

Neste trabalho descrevemos uma técnica de cromatografia liquida de alta resolug¢do para medir os
niveis plasmaticos dos anticonvulsivantes fenitoina, carbamazepina e fenobarbital nos pacientes do
Ambulatério de Epilepsia do HC da UNICAMP, supervisionado pela Disciplina de Neurologia da FCM.
Dosamos 925 amostras, com as quais obtivemos uma visdo geral dos niveis plasmaticos de cada
anticonvulsivante ¢ detivemo-nos, com mais profundidade, na analise da distribuiggo dos pacientes segundo
os niveis da fenitoina e da carbamazepina.

As amostras dos usuarios de fenitoina totalizaram 216 e apresentaram um alto percentual de niveis
plasmaticos deslocados da faixa terapéutica (44,48% abaixo € 27,12% acima da FT) , indicando maior
dificuldade de ajuste de doses. Além disso, 7 pacientes sob monoterapia apresentaram niveis plasmaticos
muito acima da faixa terapéutica, sugerindo uma distribui¢do bimodal cuja explicagdo pode estar numa
menor atividade enzimatica devida a heranga genética. Esses pacientes merecem uma investigagdo mais
aprofundada.

As amostras de carbamazepina totalizaram 421 € comparativamente a'fenitoina, apresentaram um
percentual menor de niveis plasmaticos deslocados da faixa terapéutica (9,74% abaixo ¢ 22,09% acima da
FT) . Mesmo no caso da carbamazepina, cujo percentual de amostras com nivel dentro da faixa terapéutica
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é maior, o trabalho tornou clara a importincia de um controle sistematico dos niveis plasmaticos para
detecgdo da aderéncia ao tratamento ¢ das variagdes metabolicas em nossa populagdo, dentre cujas causas as
diferengas genéticas foram objeto especial de nossa atengdo. Além das amostras de fenitoina e
carbamazepina, foram dosadas ainda 96 de pacientes usuarios de fenobarbital ¢ 192 de pacientes sob regime
de politerapia, cujos resultados foram descritos no capitulo 6 (apéndice) .

O método cromatografico utilizado para as dosagens viabilizou a implantagdo de um servigo de rotina
de controle dos niveis plasmaticos de anticonvulsivantes para o Departamento de Neurologia. Assim,
cumprimos os objetivos propostos, ¢ fornecemos subsidios para outros trabalhos que venham a ser
desenvolvidos.
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ABSTRACT

This thesis describes the use of a high performance liquid chromatography (HPLC) procedure to measure

the plasma levels of the anticonvulsivants phenytoin, carbamazepine and phenobarbital in patients
attended at the Epilepsy Ambulatory of the Department of Neurology at the university hospital of the State
University of Campinas (UNICAMP). A total of 925 plasma samples were assayed for their
anticonvulsivant levels with particular attention being paid to the concentrations of phenytoin and
carbamazepine.

Of the 216 samples in wich phenytoin was detected, the plasma levels were below and above the
therapeutic range in 44.5 and 27.1%, respectively. This wide distribution outside of the recommended limits
suggests a difficulty in regulating the circulating levels of this drug. In seven patients of the latter group, the
concentrations were markedly greater than the acceptable upper limit. Such variation is suggestive of a
bimodal distribution and may reflect a genetically-determined lower activity of the enzyme (s) involved in
the metabolism of phenytoin, although the precise cause (s) of the high concentrations in these patients
would merit further detailed investigation.

Carbamazepine was detected in 421 plasma samples, a lower percentage of wich fell outside the
recommended therapeutic range (9.7% below and 22.1% above) compared to phenytoin. Although the
proportion of individuals with carbamazepine concentrations within the therapeutic range was greater than
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for phenytoin, rigorous monitoring of the plasma levels was still necessary in order to ascertain the levels of
patient compliance and genetic variation in this drug’s metabolism within the population.

In addition to the above drugs, the levels of the phenobarbital were also determined in 96 patients usin
this anticonvulsivant and in 192 individuals undergoing multi-drug therapy. The results for these two groups
are provided in chapter 6 (Appendix) .

The chromatographic method employed in this study proved to be useful for the routine monitoring
of plasma anticonvulsivant levels in patients attended by the Department of Neurology. This procedure and
the findings of this study should provide a starting point for further investigations into anticonvulsivant

therapy.
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1. INTRODUCAO

O estudo interdisciplinar das diferengas interétnicas ou diferencas de populagdo na resposta ou na
disposigdo de agentes quimicos exdgenos denomina-se farmacoantropologia.

Na medida em que tais diferengas sdo genéticas, a farmacogenética é um ramo da
farmacoantropologia. Contudo, frequentemente pode ser dificil determinar se uma dada diferenca
metabolica tem origem genética ou no ambiente, porque os fenoétipos "metabolizador lento" e
"metabolizador rapido" ndo sdo independentes dos fatores ambientes. A variagdo de pessoa a pessoa dentro
de uma populagdo pode ser principalmente genética, enquanto a diferenga entre duas populagdes pode ser
devida, por exemplo, & costumeira ingestdo de diferentes alimentos.

O termo farmacogenética, introduzido na literatura pertinente em 1959 por Vogel (130) designa as
variagdes genéticamente controladas entre os membros de uma espécie, na disposigdo dos farmacos € na
resposta farmacolégica. Seus conceitos fundamentais sdo oriundos das investigagdes acerca de casos de
intoxicagdes que ocorreram em alguns individuos quando grandes populagdes humanas receberam potentes
novos farmacos (82) .

A farmacogenética emergiu como disciplina a partir da Segunda Guerra Mundial, com a observagio
de que alguns soldados negros norte-americanos sofriam hemélise sob agdo da primaquina. Apés o fim da
guerra, detectou-se como causa desse fendmeno uma deficiéncia genética de atividade da enzima
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desidrogenase de 6-fosfato de glucose. A farmacogenética tem se desenvolvido rapidamente como uma
ciéncia da genética do metabolismo de farmacos mais do que de receptores de farmacos.

A variagdo genética é considerada a principal fonte de diferengas no metabolismo de farmacos entre
espécies, sexos € individuos.

A medida em que os estudos farmacogenéticos foram se sistematizando nessas duas ultimas décadas,
acumularam-se evidéncias de grandes variagdes inter-individuais em percentuais significativos da
populagio caucasodide, bem como dos demais grupos étnicos, na biodisponibilidade de varios farmacos. Por
exemplo, aproximadamente 5% dos caucasoides ¢ 18% dos japoneses tém capacidade defeituosa de
metabolizacio da mefenitoina ¢ do mefobarbital (60) . O defeito relaciona-se ao polimorfismo do gene
P450mp, o qual pertence 3 mesma familia do gene P450dl, ¢ ¢ transmitido de forma autossomica recessiva
(132).

Além disso, o conhecimento dos niveis plasmaticos dos farmacos de faixa terapéutica estreita, entre
os quais incluem-se os anticonvulsivantes abordados neste trabalho, através da monitorizagdo terapéutica
instituida como rotina hospitalar, ja demonstrou ser de fundamental importincia em muitas decisdes de
conduta clinica, pois ajuda a elucidar problemas tais como os ligados 4 aderéncia ao tratamento, necessidade
ou ndo de politerapia etc. Mesmo assim, como as investigag3es envolvem alto custo, estdo longe de estarem
concluidas.

A capacidade de biotransformagio, ou seja, a aptidio para defender o organismo contra injurias
quimicas, deve necessariamente ser varidvel, uma vez que a espécie humana é e sempre foi exposta a toxinas
varidveis na alimentagio e correlatos. As informagdes sobre a distincia genética entre as populagdes,
baseadas em comparagdes de diversos "loci" génicos fornecem algumas bases de referéncias para
comparagdes inter-étnicas.

Biotransformagdo é o processo pelo qual o organismo metaboliza um substrato em um ou mais
derivados estruturalmente diferentes, os metabdlitos, ¢ é fundamental para a eliminagdo de varios compostos
danosos. Algumas substincias estranhas ao organismo, inclusive alguns farmacos, sdo muito lipossoluveis
para serem excretadas com eficiéncia pelos rins ¢, apds serem filtrados no glomérulo renal, sdo prontamente
reabsorvidas por difus3o, no epitélio tubular. A biotransformagdo permite a conversio desses compostos em
outros mais polares, ou mais hidrossolaveis, e por isso mais favoraveis a excre¢do renal.

Apesar de o metabolismo de farmacos representar em geral uma desintoxicagdo do organismo, ha
excecdes a essa regra e, em alguns casos, os produtos metabolicos s3o biologicamente ativos, respondendo
total ou parcialmente pela atividade do composto original (€ o caso da carbamazepina, da difenil-hidantoina
¢ da primidona, como veremos adiante) . Assim, alteragdes no metabolismo sempre tém um papel importante
na intensidade e na duragio da agdo do farmaco, bem como na ocorréncia de efeitos colaterais.
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Justifica-se dessa forma o presente trabalho, que teve inicio com a implantagdo da Unidade de
Farmacologia Clinica "MIGUEL SERVET", HC, Unicamp. Os objetivos dessa unidade incluem pesquisas
de biodisponibilidade de farmacos e prestagdo de servigos de rotina para o Ambulatério de Epilepsia, do
Departamento de Neurologia, na forma de dosagens de niveis plasmaticos de anticonvulsivantes nos
pacientes usuarios.

1.1. HISTORICO

A epilepsia é conhecida desde a antiguidade e, durante muito tempo, sua descrigio envolveu
conceitos religiosos, pois evoca a lembranga de um "transe espiritual". No fim do século passado, o
neurologista inglés HUGHLINGS JACKSON (100) propds que as crises convulsivas eram consequéncia de
"descargas ocasionais, repentinas, excessivas, rapidas ¢ locais da substancia cinzenta”. Por suas observagdes
¢ considerado o pai dos conceitos modemos da epilepsia.

Nessa mesma época, C. SHERRINGTON (61) introduziu o termo sinapse para definir a zona de
contato especializada descrita histologicamente por RAMON Y CAJAL (104) . Desde 1920, quando OTTO
LOEWI (61) demonstrou ser a acetilcolina um neurotransmissor do nervo vago para o coragdo, preparou-se
0 terreno para. o intenso debate desencadeado na década de trinta sobre os mecanismos de transmissdo
sindptica. Duas escolas, uma "farmacologica” e outra "fisiologica” defendiam o ponto de vista de que existia
apenas um mecanismo de transmiss3o sinaptica. Os fisiologistas, liderados por JOHN ECCLES (61) ,
defendiam que a transmissdo era elétrica e os farmacologistas, liderados por HENRY DALE (61) ,
defendiam que a transmiss3o era puramente quimica e que um mediador liberado pelo neurdnio pré-sinaptico
iniciava uma corrente na célula pds-sinaptica. Nas décadas de 50 e 60, os trabalhos de FATT e KATZ,
ECCLES, FURSHPAN ¢ POTTER (61) , demonstraram que ambas as transmissdes coexistem e com 0
advento da microscopia eletronica, ficou claro que a forma das sinapses de transmissdes quimica e elétrica
eram distintas, € que 0s neurdnios eram separados por uma fenda.

Muitos avangos no conhecimento da etiologia ¢ classificagdo das epilepsias foram realizados desde
entdo, mas continua valida a assertiva de que quase sempre as crises t€ém correlagdo com descargas anormais
e excessivas observaveis com auxilio do EEG.

Esses avangos conduziram a defini¢do de epilepsia pela OMS como sendo "um disturbio cerebral
cronico, de varias etiologias, caracterizado por convulsdes recorrentes , causadas pela descarga excessiva
dos neurdnios cerebrais..." (36) .A convulsio foi assim caracterizada como um evento ou sintoma com inicio
e fim, enquanto as epilepsias representam um distirbio crénico, segundo Porter sdo mais "um grupo de
sindromes do que uma doenga” (100) .

A frequéncia estimada na populagdo em geral é de 3 a 6 individuos afetados em cada grupo de 1000
habitantes (42) . Observou-se, porém, que qualquer individuo pode vir a ter uma crise epilética, dependendo
do estimulo ambiental, ou de um traumatismo, episédios febris, etc.. PORTER conclui que: "A epilepsia
pode ser causada por praticamente todas as doengas ou distirbios graves que acometem o ser humano" (100)
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As classificagdes das epilepsias ndo foram tdo simples de serem feitas quanto a definigdo, € a
subdivisdo mais antiga ¢ a que situa de um lado as epilepsias com causas identificaveis (sintomatica) e de
outro as sem causas identificdveis (criptogénicas) . O grupo criptogénico diminui 4 medida em que
aprimoram-se os métodos de diagndstico. As classificagdes podem obedecer a critérios
anatomo-fisiologicos, tipo de agente desencadeante, idade de inicio das crises, ciclo sono-vigilia etc.
MERLIS (79) , por exemplo, combinou os critérios "tipo de convulsdo" ¢ "etiologia”. Outra abordagem seria
a classificagdo quanto a influéncia psicossomatica. Numa extremidade da escala, por exemplo, estariam as
de origem psicogénica ("pseudocrises"), cuja cura € essencialmente psicoterapica. Na outra extremidade se
situariam aquelas que dependem de agdo medicamentosa ou cirirgica e, entre ambos os extremos, grande
numero de tipos em que seria Util uma agio integrada da psicoterapia e da medicagio ou cirurgia, mesmo
quando o auxilio psicoterapico ndo influi na causa etioldgica, mas no convivio com os sintomas € na cura.

O primeiro farmaco antiepilético efetivo introduzida no arsenal terapéutico foi o fenobarbital, em
1912 por HAUPTMANN (41) . Desde entdo muitos progressos terapéuticos foram alcangados, mas o
fenobarbital continua sendo utilizado, por seu baixo custo, naqueles pacientes em que os efeitos colaterais
desse farmaco ndo sdo relevantes, ¢ sua agdo terapéutica € efetiva.

Dos outros farmacos aqui enfocados, a fenitoina foi a segunda a ser utilizada. Sintetizada em 1908
por BILTZ (103) , suas propriedades anticonvulsivantes foram, contudo, conhecidas somente em 1938 (80)
. Os primeiros estudos referentes a fenitoina como anticonvulsivante ¢ as primeiras descrigdes referentes as
concentragdes plasmaticas, sanguineas ¢ no liquido céfalo raquidiano apds doses orais € endovenosas
situam-se na década de 60. As observagdes pioneiras de efeitos colaterais correlacionados as concentragdes
sanguineas inadequadas durante terapias de longa duragdo foram realizadas em 1966.

Por fim, a carbamazepina, que ja era empregada na década de 60 para tratamento da neuralgia do
trigémeo, foi introduzida na década de 70 na terapia anticonvulsivante (103) .

Os estudos envolvendo o emprego dos anticonvulsivantes nos seres humanos apresentam
peculiaridades, algumas das quais exemplificamos a seguir:

a. O uso frequente da combinagdo de varios farmacos (politerapia) acarreta dificuldades analiticas
como, por exemplo, para diferenciar o fendmeno de auto-indugdo enzimatica do fenémeno de indugdo

cruzada;

b. As epilepsias ocorrem em intervalos de tempo imprevisiveis, o que dificulta a observagdo clinica
tanto do quadro, quanto do efeito dos farmacos sobre os sintomas;

c. Os compostos algumas vezes apresentam cinética de primeira ordem e outras vezes cinética de
Michaelis-Menten;
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d. a distribuigdo no organismo parece envolver nimeros varidveis de compartimentos;

e. Os dados referentes aos metabolitos ainda sio incompletos. Por exemplo, a epoxicarbamazepina
(metabélito da carbamazepina) apresenta a mesma atividade que a carbamazepina em alguns estudos com
animais, e 20% da atividade da carbamazepina nos estudos com seres humanos. Em momentos diferentes
em relagio 4 ingestio da droga mie, apresenta nivel plasmatico variavel entre 5 € 80% do nivel da mesma,
¢ uma ligagdo proteica plasmatica de 50%, em comparagio com 75% de ligagdo da droga-mac.

f. A maioria dos trabalhos foi conduzida em condigdes de concentragio em equilibrio ("steady state")
. Quando a meia vida dos farmacos é grande, as flutuagdes de nivel plasmatico sdo minimas, mas se a meia
vida é relativamente pequena (como a da carbamazepina) ela produz flutuagdes significativas.

Ainda assim alguns dados farmacolégicos importantes ja estdo bem estabelecidos, como por exemplo
a) a correlagio entre concentragSes plasmaticas crescentes dos anticonvulsivantes ¢ a atividade paroxistica
decrescente no EEG1, com controle clinico das convulsdes. Assim, ficou evidenciada uma relagdo
dose-resposta; b) Um indice de distribuigdes plasmaticas em varios compartimentos foi estabelecido, com
concentragdes variando em paralelo. Uma decorréncia disso foram os trabalhos tentando prever o nivel de
um farmaco no liquido céfaloraquidiano a partir das concentragdes salivares desse farmaco (o que pressupde
um namero de assertivas sobre distribuigfio e ligagdo proteica ainda nio confirmadas) .

1.2, Mecanismo de A¢do dos Anticonvulsivantes

Ha duas vias gerais através das quais os farmacos podem atenuar ou eliminar as convulsdes: a. através
dos efeitos diretos nos neurdnios alterados nos focos convulsivos; b. efeitos redutores da disseminacido da
excitagio do foco das convulsdes e preven¢do do envolvimento da fungdo de agregados de ncurdnios
normais (103) . Os anticonvulsivantes aqui focalizados agem principalmente pelo segundo mecanismo, ao
que se conhece até o presente.

A. Fenitoina

Os efeitos da fenitoina em varios sistemas de segundos mensageiros, tais como os sistemas de
nucleotideos ciclicos € os sistemas de calcio poderiam explicar a agdo multipla desse composto em
numerosas células e fungdes fisiologicas. Ja é claro, porém, que nenhuma agdo isolada da fenitoina €&
suficiente para explicar todos os seus diversos efeitos no sistema nervoso. O efeito ou efeitos precisos desse
anticonvulsivante no tecido neuronal, e a diivida quanto a ter poucos ou muitos sitios de agdo ainda precisam
ser elucidados. Porém, abaixo sdo relacionados os mecanismos de agdo ja descritos, em tomo de cuja
importincia ja ha consenso.
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A.l. Efeito sobre a excitabilidade neuronal:

Acredita-se que o efeito principal da fenitoina seja impedir que o foco epilético se irradie para os
neurdnios subjacentes. Além disso, a fenitoina reduz o aumento prolongado da excitabilidade e da descarga
repetitiva independente que ocorre nos nervos periféricos apos uma estimulagdo rapida supramaxima. Esses
cfeitos nos nervos periféricos sugerem que a fenitoina tem um efeito geral de estabilizagdo da membrana
neuronal que pode, de alguma forma, ser relacionado aos efeitos do calcio ou sodio na excitabilidade
neuronal (124) . A fenitoina ¢ muito mais potente em inibir a fase tOnica das convuisGes generalizadas
tonico-clonicas do que a fase cldnica.

A.2. Efeito sobre a potenciagio pds-tetinica (PPT):

A potenciagdo pos-tetanica ¢ um fendmeno fisiolégico que tem sido relacionado ao desenvolvimento
de areas e hiper-excitabilidade no cérebro. A PPT ¢, ainda, um importante mecanismo que conduz a um
encadeamento de impulsos nos circuitos excitatorios cerebrais ¢ a difusdo dessa atividade para os neurénios
adjacentes bem como sua propagacdo para agregados neuronais distantes, resultando numa difusdo
incontrolada da excitagdo para o cérebro todo na descarga convulsiva tGnica maxima (120) .

A PPT refere-se especificamente a0 aumento do potencial de agdo do componente pos-sinaptico
elicitado pela estimulagdo pré-sinaptica seguindo um estimulo repetitivo (tétano) . Assim, estimular de
forma repetitiva um circuito neuronal, cessar tal estimulo € novamente provoca-lo, produz uma resposta mais
dramatica nesse mesmo circuito.

Esse fendmeno sugere que o uso repetitivo de uma via neuronal sensibiliza-a durante um tempo para
posterior descarga. Isso pode desenvolver uma hiper-excitabilidade nos circuitos neuronais e ¢ um modelo
atrativo, que implica em mecanismos neuronais normais no desenvolvimento da difusdo do foco epilético.

Sabe-se que o efeito inibitério da fenitoina na PPT pode representar um dos maiores sitios de agdo na
prevengdo da difusdo das convulsdes. O mecanismo pelo qual a fenitoina regula a PPT ndo foi claramente
estabelecido. Contudo, ¢ visivel que tanto o acamulo de calcio no nervo terminal durante o tétano quanto a
habilidade da fenitoina em bloquear os canais de sodio de uma forma uso-dependente podem ser
mecanismos que contribuem para a ago da fenitoina no bloqueio da PPT.

A.3 Efeito na Descarga Repetitiva Continuada (DRC)

Tem-se acumulado um volume crescente de evidéncias que indicam que a DRC é uma propriedade
importante dos neurdnios € desempenha um papel no estado de excitabilidade da célula. A DRC esta presente
em varios tipos de neuronios do SNC ¢ estid envolvida na agdo farmacoldgica anticonvulsivante na
epileptogénese. A fenitoina € efetiva na regulagdo da DRC (56) , e esta agdo € coerente com a agdo clinica
como anticonvulsivante efetivo contra convulsdes tonico clonicas generalizadas no ser humano. Os
resultados experimentais, até o presente, indicam que os niveis de fenitoina no liquido céfalo-raquidiano no
homem estio numa faixa de concentragdo que podem inibir a DRC. A hipotese da fenitoina agir como
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anticonvulsivante limitando a DRC ¢€ atraente, mas ainda ndo confirmada. Alguns dos efeitos da fenitoina na
DRC podem ser mediadas pelo bloqueio uso-dependente dos canais de sodio produzido pela fenitoina.

A.4 Efeitos da fenitoina no transporte ativo de sédio -potassio.

Em 1955, WOODBURY (140) evidenciou que a fenitoina influencia de forma importante os
movimentos do ion sodio através das membranas da célula nervosa. Esse trabalho ensejou muitas das
pesquisas dos 30 anos seguintes em torno do papel da fenitoina na condutincia iGnica nas membranas
neuronais. Esse autor sugeriu que a fenitoina regula o transporte de sddio no cérebro, e propds que o
mecanismo através do qual este anticonvulsivante poderia aumentar o transporte ativo de sodio seria sua
agdo sobre a ATPase de sodio e potassio. Ficou demonstrado que a fenitoina regula essa enzima sob certas
condi¢des € ndo sob outras. Tanto "in vivo" quanto "in vitro" a fenitoina aumenta a atividade da ATPase de
sédio e potassio, segundo os experimentos realizados nos sinaptossomas cerebrais e medula (32,136) .
DELGADO-ESCUELTA e HORAN (23) revendo os dados de varios experimentos concluiram que o efeitos
da fenitoina no transporte ativo de potassio nos sinaptossomas ocorre sob condigSes nas quais o conteudo de
potassio na célula esta reduzido, e a concentragio de sédio aumentada, condigdes estas mais encontradas na
regido do foco epileptogénico. Postulou-se, entdo, que a causa pela qual a fenitoina ndo tem efeito na
regulagdo da atividade da ATPase de sédio e potassio sob condigdes normais, decorre do fato de que o
farmaco s6 atuaria quando as proporgdes de sédio e potassio na membrana celular estdo alteradas, como nos
focos epileptogénicos.

Ainda a partir dos estudos de WOODBURY, varios investigadores demonstraram que a fenitoina
diminui o nimero de canais de sddio abertos na fase inicial do potencial de agdo (121) . Mais recentemente
estabeleceu-se uma semelhanga entre a agdo da fenitoina ¢ a da tetrodotoxina ou dos anestésicos locais no
bloqueio dos canais de sédio (25,121) , ag3o esta que pode explicar alguns dos efeitos de estabilizagdo de
membrana da fenitoina.

A.S. Efeitos da fenitoina nos canais de calcio

A fenitoina inibe tanto o influxo de calcio quanto o de sddio durante a despolarizagdo e, segundo os
estudos de FERRENDELLI et al. (31), essas condutancias s3o afetadas independentemente uma da outra.
Pode também inibir a captagdo e sequestro de calcio no nervo terminal apds sua entrada. Como
consequéncia, a fenitoina tem tanto o efeito depressivo através do bloqueio da captagido de calcio quanto um
efeito potencialmente excitatorio através do bloqueio da captagdo e sequestro do calcio nos nervos terminais,
o que levou varios pesquisadores a sugerirem ser e€ssa a explicagdo para a agdo tanto anticonvulsivante
quanto excitatoria no tecido nervoso.
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A.6 Efeito nas enzimas "calmodulina-alvo"'

A calmodulina ¢ a principal proteina ligada ao calcio relacionada 4 mediag3o de alguns dos efeitos do -
calcio na fungio celular (14) . Formando um complexo com o cdlcio, pode regular varios sistemas
enzimaticos na célula. A principal enzima regulada pelo calcio e pela calmodulina ¢ uma cinase de proteina
especifica dependente do calcio e da calmodulina. A cinase de calmodulina IT é a principal cinase de proteina
dependente de calcio que se demonstrou ser regulada pelo calcio e pela calmodulina. Evidenciou-se que a
fenitoina inibe a fosforilagdo protéica regulada pelo calcio e pela calmodulina em preparagdes neuronais ¢
em preparagdes dos nervos terminais pré-sinapticos. A capacidade da fenitoina de regular esse sistema
enzimatico cilcio-dependente sugere que a fenitoina pode modular varios dos efeitos de segundo mensageiro
do célcio no sistema nervoso €, em consequéncia, varios outros processos celulares, explicando, assim,
porque a fenitoina influencia varios processos bioquimicos neuronais ¢ ndo neuronais, alguns deles inclusive
toxicos. O papel exato da fenitoina na inibigio dos sistemas enzimaticos regulados pelo calcio e pela
calmodulina é uma area importante para futuras investigagdes.

A.7 Efeitos no metabolismo dos nucleotideos ciclicos

Demonstrou-se que a fenitoina regula o metabolismo do AMP ciclico (adenosina 3,5-monofosfato)
¢ do GMP ciclico (guanosina 3,5-monofosfato) . Ambos os nucleotideos s3o apontados como os principais
segundos mensageiros na fungio celular (30) . A fenitoina deprime os niveis basais do GMP ciclico no
cerebelo "in vivo", bem como previne as elevagdes do nivel cerebral do AMP ciclico € do GMP ciclico
resultantes das convulsdes por estimulo elétrico.

Os estudos desenvolvidos até o momento sugerem que a fenitoina pode atuar diretamente no
metabolismo dos nucleotideos ou que esta agdo pode ser secundaria aos seus efeitos estabilizadores, que
resultam em alteragdes na produgdo ou metabolismo do nucleotideo ciclico durante a despolarizagio
neuronal. A relagio entre tais efeitos € a agdo anticonvulsivante ou toxica ainda esta em estudos.

A.8 Efeitos nos sistemas de neurotransmissao

A fenitoina influencia a liberag3o de neurotransmissores em varias preparagdes (141) . Ela inibe a
liberagdo de norepinefrina e outros neurotransmissores de preparagdes de nervos terminais intactos tanto "in
vitro" quanto "in vivo", e a recaptagdo de neurotransmissores. Tais efeitos dependem da dose de fenitoina ,
uma vez que diferentes efeitos sdo obtidos com diferentes doses, o que sugere que a fenitoina age em
diferentes sitios na regulagdo da liberagdo € recaptagdo de transmissores. A fenitoina também diminui a
concentragio de acido glutimico no cérebro e aumenta a concentragdo de glutamina e GABA, efeito este
observado em diferentes espécies e preparagdes, 0 que sugere que esse antiepilético desempenha um papel
na regulagio do nivel ¢ metabolismo desse principal neurotransmissor inibitorio. A fenitoina afeta ainda o
metabolismo da acetilcolina. Tais efeitos podem ser regulados pela agdo da fenitoina nos sistemas de
segundos mensageiros do calcio e nucleotideos ciclicos.
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A fenitoina deprime a transmiss3o sinaptica (141) . Mais recentemente, observou-se que a fenitoina
pode inibir a transmissdo sinaptica dependente de despolanzagdo, mas pode facilitar vanos potenciais de
fundo durante o periodo de "repouso" da sinapse, o que langa luz sobre a capacidade tanto excitatdria quanto
inibitéria da mesma sobre o sistema nervoso.

A fenitoina pode inibir a liberagdo de neurotransmissores dos sinaptossomas tanto por bloqueio do
fluxo de calcio quanto por inibigio direta dos processos bioquimicos sinaptossdmicos intracelulares tais
como fosforilagdo da proteina e outros eventos mediados pela calmodulina. Sob condi¢des onde o calcio
penetra nos sinaptossomas através de algum iontoforo, a fenitoina poderia ainda inibir a liberagdo dos
neurotransmissores. Esses estudos propiciaram a primeira evidéncia de que existem ao menos dois
mecanismos para explicar os efeitos da fenitoina na liberagdo dos transmissores sinapticos. A fenitoina mais
provavelmente bloqueia a liberagdo de transmissores durante um potencial de agdo, minimizando ou
limitando o aporte de calcio ¢ tendo um efeito especifico em outros processos moleculares no interior das
terminagdes nervosas que modulam a liberagao de transmissores. A fenitoina inibe o fluxo de calcio para o
interior dos sinaptossomas ¢ bloqueia a entrada de calcio nas mitocondrias, as quais servem como
importantes sistemas tamponantes para manter a concentragdo de calcio no nervo terminal num nivel baixo.
Inibindo esse processo, a fenitoina pode efetivamente aumentar o calcio intra-sinaptossémico, causando uma
ligeira hipersensibilidade com um aumento significativo em varios potenciais de fundo.

A fenitoina tem visiveis efeitos diretos na transmissdo sinaptica. Contudo, tais efeitos podem ocorrer
tanto durante uma convulsdo quanto durante a fase interictal. Assim, o efeito da fenitoina no controle das
convulsdes sem influir significativamente nos processos mentais ndo se explica claramente por esse
mecanismo. Talvez alguns dos efeitos de comportamento observados com o uso da fenitoina estejam
relacionados com esse amortecimento. da transmissdo sindptica.

a.9. Receptores de Fenitoina

A neurofarmacologia dos receptores desempenhou um papel primordial no desenvolvimento de varios
farmacos nos ultimos 20 anos. Até o momento, porém, exceto para o receptor benzodiazepinico (10), ndo
ha evidéncias para um sitio de ligagdo especifico para antiepilépticos. Estudos recentes indicam que a
fenitoina em concentragdes terapéuticas desloca efetivamente os benzodiazepinicos desse receptor,
sugerindo que a fenitoina também se liga a esse receptor em concentragdes terapéuticas e propiciando
evidéncias de uma proteina de ligagdo especifica para a fenitoina no sistema nervoso central. A identificagdo
de receptores de antiepiléticos tem implicagdes importantes no desenvolvimento de novos firmacos € na
compreensdo dos mecanismos de agdo dos antiepilepticos e, portanto, é uma area fundamental para
investiga¢des futuras.

Sumario: Unificando os mecanismos de acdo

Nenhum mecanismo de agdo isolado da fenitoina pode responder por todos os seus efeitos.
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A capacidade da fenitoina de regular o transporte de sddio através das membranas neuronais ¢ um dos
mecanismos de agdo principais em que, certamente, se baseiam alguns dos efeitos clinicos no tecido
neuronal. Por outro lado, a capacidade da fenitoina de modular a descarga repetitiva continuada (DRC) pode
explicar a sua agdo inibitdra sobre a fase tonica das convulsdes generalizadas tdnico-clénicas. A ag¢do da
fenitoina sobre os sistemas de segundo mensageiro calmodulina e nucleotideo ciclico podem ser os
responsaveis por alguns dos varios efeitos da fenitoina nos processos celulares.

A capacidade da fenitoina de regular e inibir a liberagdo de neurotransmissores voltagem-dependentes
nas sinapses também pode desempenhar um papel importante na agdo terap€utica deste composto.

Ha3, ainda, a inibi¢3o dos canais de calcio e retirada de calcio de dentro dos nervos terminais, que
claramente influem muito na agdo excitatoria e inibitoria desse antiepiléptico. O efeito regulatorio da
fenitoina sobre a potenciagdo postetinica (PPT) também explica algumas das propriedades
anticonvulsivantes do farmaco. Os efeitos inibitorios da fenitoina na PPT podem ser explicados ao nivel
molecular pela agdo da mesma nos sistemas de célcio e sddio.

B. Carbamazepina

A carbamazepina é um congénere estrutural do triciclico antidepressivo imipramina, e¢ foi
demonstrada sua eficiéncia nos tratamentos das convulsdes parciais simples, parciais complexas, ¢
tonico-clonicas generalizadas. E inefetiva nas crises de auséncia generalizadas (13,112,118) . Mostrou-se
equivalente a fenitoina no tratamento das convulsdes parciais e tonico-clonicas. Pode ser efetiva em dose
unica e em tratamento de longa duragio da psicose maniaco-depressiva. E considerada ainda o medicamento
de escolha para as nevralgias do trigémio.

Os mecanismos propostos para explicar a agdo da carbamazepina podem ser divididos em dois grupos
basicos: 1. A¢do da carbamazepina nos canais de sédio para reduzir as descargas repetitivas continuas de alta
frequéncia de potenciais de agdo ¢ 2. A¢do da CBZ na transmiss3o sinaptica.

b.1. Redugio das descargas repetitivas continuas de alta frequéncia pela CBZ.

Alguns estudos ja demonstraram a capacidade da CBZ de reduzir a excitabilidade de nervos
periféricos (49,65) . Tais observagdes sugerem que a CBZ reduziu diretamente a condutincia de sodio, que
¢ subjacente ao potencial de agdo, uma vez que houve um aumento do limiar, diminuigdo da velocidade de
condugdo, ¢ diminuigdo da altura do potencial de agd30. Porém esses resultados foram sempre observados em
experimentos com concentragdes de CBZ supra-terapéuticas. Outros estudos iniciais também sugeriram que
a CBZ reduziu a descarga espontinea de potenciais de agdo registrados em nervos periféricos (49) .
Hershkowitz ¢ Raines (45) demonstraram que a CBZ deprime a atividade "fina" do musculo em
concentragdes que t€m pouco ou nenhum efeito na velocidade de condugdo nervosa, de uma maneira
semelhante a produzida pelos anestésicos locais. Além da CBZ, seu metabolito ativo, a epoxi-CBZ também
mostrou-se efetiva em limitar as descargas repetitivas de alta frequéncia, em concentragdes comparaveis as
da CBZ, enquanto o metabolito inativo, a diol-CBZ nio afetou a descarga repetitiva de alta frequéncia
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mesmo em concentragdes de maior magnitude do que aquelas em que a CBZ mostrou-se efetiva. Assim, a
CBZ ¢ seu metabolito ativo limitaram a descarga repetitiva continuada de alta frequéncia em concentragdes
séricas terapéuticas que ndo modificaram os potenciais de agdo isolados. O efeito da CBZ nas descargas
repetitivas apresenta trés propriedades: 1. Voltagem-dependéncia: a redugdo da descarga repetitiva
continuada pela CBZ pode ser reforgada evocando os potenciais de agio de um potencial de membrana
reduzido e pode ser revertido evocando a sequéncia repetitiva que se segue a hiperpolarizagio da membrana;

2. Uso-dependéncia: quando se produz uma limitagio, o primeiro potencial de agdo na sequéncia de
potenciais de agdo ndo é afetado. Contudo, com potenciais de agdo sucessivos, h4 uma redugdo no indice
maximo da ascensdo e nas alturas dos potenciais de agio enquanto ha falha das descargas;

3. Tempo-dependéncia: Apos uma sequéncia de potenciais de agdo ter sido evocada para produzir uma
descarga reduzida na presenga de CBZ, potenciais de agdo evocados subsequentes a primeira sequéncia
foram, também, reduzidos em amplitude e taxa maxima de ascens3o. Esses resultados sugerem que a CBZ
afeta os canais de sodio, provavelmente inativando-os. Propds-se que a CBZ liga-se aos canais de sodio
apenas no estado inativo e, assim, limita a descarga repetitiva apenas quando a membrana estiver
despolarizada, de tal forma que uma fragdo dos canais esteja no estado inativo (77) . O bloqueio das
descargas repetitivas pode ser revertido através da hiperpolarizagdo da membrana para remover toda
inativagio dos canais de sodio. Além disso, desde que a inativago scja reforgada pela CBZ, os potenciais de
agdo iniciais na sequéncia ndo sdo afetados, mas os potenciais de agio subsequentes na sequéncia sdo mais
afetados devido a prolongada inativagio dos canais de sodio abertos durante os potenciais de ag3o iniciais
na cadeia. Finalmente, a recuperagdo dos canais de sédio da inativag3o ¢ demorada e, assim, a redu¢do nos
potenciais de agdo produzidos numa sequéncia podia persistir por varias centenas de milisegundos. Assim,
propds-se que a CBZ limitou a descarga repetitiva de alta frequéncia ligando-se aos canais de s6dio no estado
inativo e retardando a taxa de recuperagdo da inativagdo desses canais.

Nos neurdnios piramidais do hipocampo (considerado uma preparagio neuronal mais organizada) ,
observou-se que o efeito anticonvulsivante da CBZ deve-se diretamente a redugdo da excitabilidade da
membrana dos neurdnios (122) . Assim, a agdo da CBZ traduz-se na ligagdo aos canais de sodio € no reforgo
a inativagdo dos canais de sodio voltagem-dependentes.

b.2. A¢des sindpticas da CBZ

Os estudos disponiveis até o presente indicam que a CBZ pode diminuir a transmiss3o sinaptica
excitatéria, mas ndo esclarecem se o efeito da CBZ ¢é pré ou pds-sinaptico (34,44,106) .

A CBZ também altera a ligagio especifica dos receptores dos agonistas da adenosina (74,119,141)
mas essa propriedade ndo é a responsavel pelas suas propriedades anti-epiléticas (74,134) .
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Figura 1
Via Metabolica da Fenitoina
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Quanto 4 agio da CBZ sobre a transmissdo sinaptica por GABA, os resultados, at¢ agora obtidos,
sugerem que este antiepiléptico ndo modifica os mecanismos receptores GABA (77) .

Sumdrio: unificando os mecanismos de acio da carbamazepina

Tanto a CBZ quanto a epoxi-CBZ limitam as descargas repetitivas continuadas de alta frequéncia dos
potenciais de agdo sédio-dependentes, provavelmente ligando-se a forma inativa dos canais de sddio,
produzindo um bloqueio uso- € voltagem-dependente dos canais de sddio. Assim, quando os neurdnios estao
despolarizados, a CBZ sera mais efetiva, uma vez que mais canais estio no estado inativo. Sob condig3es
fisiolégicas normais, é provavel que os axdnios mielinizados ¢ ndo mielinizados dos vertebrados tenham um
grande potencial de membrana negativo, e dessa forma os potenciais de agdo propagados sdo relativamente
resistentes 4 agdo da CBZ. Em contraste, o corpo celular dos neurdnios esta sujeito a despolarizagdes
sinapticas e a correntes internas que produzem descargas abruptas. Isso € particularmente verdadeiro em
neurdnios sob descarga epilética. A CBZ é efetiva, assim, em limitar os potenciais de acdo de alta frequéncia
gerados nos neurdnios lesados.

Além de alterar a excitabilidade neuronal, a CBZ pode alterar o processo de transmissdo sinaptica por
afetar os canais de s6dio pré-sinapticos. Em suma, a CBZ parece agir tanto na pré-sinapse, bloqueando os
potenciais de agdo de descarga, quanto na pos-sinapse, bloqueando o desenvolvimento de descargas
repetitivas iniciadas nos corpos celulares. Esse efeito combinado pré e pos-sinaptico ¢, provavelmente, a
base para a agdo antiepilética da CBZ.

1.3. Propriedades Quimicas da Carbamazepina e da Fenitoina

1.3.1. Fenitoina

Fenitoina é o nome genérico da 5,5-difenil-hidantoina (forma icida) . O nome relacionado no
"Chemical Abstracts" é 5,5-diphenyl-2,4-imidazolidinedione. O acido livre tem um peso molecular de
252.26, € o sal sodico tem um p.m. de 274.25, equivalente a um contetdo de acido livre de 91.98%. A forma
4cida é utilizada em suspensdes aquosas ¢ em tabletes mastigaveis. Por outro lado, cipsulas mastigaveis,
comprimidos, suspensdes injetaveis sdo preparadas a partir do sal. A diferenga de 8% entre uma € outra
forma deve ser levada em conta, quando s¢ altera 0 modo de administragdo.

A fenitoina é um acido orgénico fraco, pouco soluvel em agua. Sua constante de dissociagdo aparente
ou pKa, que representa o pH no qual metade do farmaco ¢ ionizada, ¢ de 8.06 (78) . Sua solubilidade no
plasma a 37 °C ¢ de 75ug/ml, em parte devido a ligagio protéica. De modo geral, concentragdes altas de
fenitoina requerem solugdes fortemente alcalinas para se solubilizarem. Por exemplo, em meio com pH=5.4
a solubilidade ¢ de 19.4pg/ml (25.4 °C) , com pH=7.4 a solubilidade ¢ de 20.5 (25.2 °C), com pH=9.1
(tampdo borato) a solubilidade é de 165 pg/ml, e com pH=10, 1.520pg/ml.

A fenitoina sédica nio é recomendada como um padriio analitico devido ao seu conteudo variavel de
4gua, ¢ a sua conversdo parcial a 4cido livre , quando exposta ao didxido de carbono.
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Figura 2

Principais Vias da Biotransformac¢io da Carbamazepina
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1.3.2. Carbamazepina

A carbamazepina é um derivado do iminostilbene. Sua formula quimica é descrita como
5-carbamil-5H-dibenzo (b,f) azepine-5-carboxamide. Tem um peso molecular de 236.26. E um composto
cristalino branco com um ponto de fusdo entre 190 e 193 oC. Seu comportamento ¢ de uma substincia
lipofilica neutra. Dissolve-se em etanol, cloroférmio, diclorometano e outros solventes, mas é virtualmente
insohivel na agua. Sua solubilidade em tampdo fosfato, pH 7.4, ¢ 72pg/ml. O espectro ultravioleta da CBZ
apresenta um pico maior em torno de 220nm e outro menor em 288 a 290 nm. Quando analisada por técnicas
de difragdo por Raio-X, suas caracteristicas aproximam-na muito dos farmacos psicoativos triciclicos,
especialmente da imipramina. A dupla ligagdo entre os carbonos 10 e 11 ¢ instavel e proporciona um sitio de
agdo para a enzima de biotransformagio na etapa de "epoxidagdo”.

1.4. Propriedades Farmacoldgicas

1.4.1. Fenitoina

A fenitoina atua sobretudo no SNC. Tem agdo em todos os tipos de epilepsia, exceto nas crises de
auséncia. Nio causa depressdo no SNC. Suas propriedades mais facilmente demonstraveis sdo a capacidade
de limitar o desenvolvimento maximo das crises ¢ a de reduzir a difusdo do processo comicial a partir do
foco ativo, de onde vem sua utilidade clinica. Embora possa induzir a remissdo total das crises
tonico-clonicas generalizadas, a fenitoina nio elimina totalmente a aura sensitiva, nem outros sinais
prodrémicos (93) . Diferentemente do fenobarbital, a fenitoina ndo eleva o limiar das crises induzidas por
drogas convulsivantes como estricnina, picrotoxina, ou pentilenotetrazol. Sua capacidade de elevar o limiar
das crises induzidas por eletrochoque ¢ limitada.

1.4.2. Carbamazepina

Apesar dos efeitos farmacologicos da carbamazepina no homem e nos animais se parecerem em
muitos aspectos aos da fenitoina, ambos os farmacos apresentam também importantes diferengas. A CBZ
tem maior agdo sobre descargas induzidas por estimulos nas amigdalas de ratas (1), e bloqueia melhor as
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (115) . Produziu respostas terapéuticas em pacientes
maniaco-depressivos, inclusive alguns nos quais a terapia com litio ndo surtira efeito (102) . A
carbamazepina possui efeitos antidiuréticos que, as vezes, se associam com concentragdes plasmaticas
diminuidas de ADH (103) . As doses terapéuticas de carbamazepina aumentam a frequéncia das descargas
dos neurdnios adrenérgicos (89) . A capacidade de aumentar as descargas dos neurdnios adrenérgicos
contribui para a agdo antiepilética da droga.

1.5. Farmacocinética, Farmacodinamica e Metabolismo da Fenitoina e da Carbamazepina

1.5.1. Fenitoina
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A biotransformagdo da fenitoina cujo esquema ¢ mostrado na fig. 1 obedece a cinética de
MICHAELIS-MENTEN, ou seja, os 6rgdos metabolizadores removem um percentual constante do farmaco
que os alcangam em determinado tempo mas, a partir de certa quantidade de farmaco ingerido, sobrevem o
fenémeno de saturagido enzimatica, € o percentual do substrato metabolizado decrescera com o aumento da
concentragdo do mesmo. (Um dos exemplos mais expressivos de saturagdo enzimatica ¢, justamente, o da
fenitoina) . Esta caracteristica tem, ao menos, duas implicagdes importantes: 1. Com o sistema saturado, o
percentual de metabolizagdo por unidade de tempo ¢ a taxa de eliminagdo decrescem ao elevar-se a
concentragdo sérica. Interrompida a administragdo, a fase de eliminagdo serd ndo-linear, ¢ a meia vida
diminuira com o decréscimo nas concentragdes; 2. Com uma relagio entre concentragio sérica no "estado
de equilibrio” e dose administrada ndo-linear, uma alteragdo na dose produz uma alteragio
desproporcionalmente grande na concentragio sérica e no efeito farmacoldgico. O limite no qual a relagdo
dose-concentragdo se altera apresenta ampla variagdo inter-individual, e o efeito do aumento da dose na
concentragdo sérica toma-se dificil de ser previsto em cada paciente, passando de niveis subterapéuticos para
niveis toxicos com pequenas variagdes de dose. A inibigo por retro-alimentagdo observada em animais n3o
confirmou-se em nossa espécie (quanto a fenitoina) .

A pouca hidrossolubilidade da fenitoina influi em suas caracteristicas farmacocinéticas, pois altera a
absorgdo intestinal, que ¢ lenta, as vezes variavel ¢ incompleta. MELIKAN e cols. encontraram diferengas
de biodisponibilidade significativas entre os preparados para uso oral (78) .

A concentragdo plasmatica maxima apés dose unica produz-se apos trés a doze horas. A absorgdo
lenta sob medicagdo crdnica atenua as flutuagdes de concentragdo do farmaco entre as doses. A ligagdo com
proteinas plasmaticas (principalmente albumina) esti em tomo de 90%. Uma frag3o maior do que 10% de
farmaco livre € encontrada em neonatos, em pacientes com hipoalbuminemia, € em urémicos (103) . A
proporgio entre fairmaco livre e firmaco conjugado apresenta-se constante em todos os tecidos, inclusive o
nervoso. Somente a fragdo plasmatica livre alcanga o liquido céfalo raquidiano.

A faixa terapéutica situa-se entre 10 e 20 mg/l. A correlagdo entre a concentragdo plasmatica e os
efeitos clinicos € considerada boa. Segundo RALL ¢ SCHLEIFFER (103) , os primeiros efeitos toxicos
(nistagmo) manifestam-se a partir de concentragdes plasmaticas de 20 pg/ml. A ataxia manifesta-se a partir
de 30 pug/ml e a letargia a partir de 40 pg/ml.

Porter chama a aten¢do para o fato de que existem muitas exce¢des quanto 3 faixa terapéutica (a qual
deve ser usada apenas como orientagdo geral) . Alguns pacientes toleram concentragdes plasmaticas acima
de 20 pg/ml e até mesmo necessitam das mesmas para o controle de suas crises (100) .

Em nossa pratica laboratorial, tivemos oportunidade de confirmar o acerto das ponderagdes de
PORTER, quanto a esse particular, conforme adiante sera discutido.

Menos do que 5% da fenitoina se excreta intacta na urina. Q restante é metabolizado principalmente
pelo sistema microssomal hepdtico (microssomo P450) . Em experimentos com dose unica, 60 a 70% do
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farmaco sdo convertidos no derivado parahidroxifenilico, que é inativo. O restante do farmaco € convertido
em dihidroxicatecol, seu derivado 3-metoxi, e o dihidrodiol. Os metabdlitos se excretam inicialmente na bilis
¢ a seguir pela urina, grande parte em forma de glucurénido.

A meia vida plasmatica varia entre 6 ¢ 24 horas. Em concentragdes menores do que 10 pg/ml a
eliminag3o é exponencial ou de primeira ordem, e em concentragdes maiores, a eliminagio passa a depender
da dose, o que caracteriza o fendmeno da cinética de saturagdo (103) .

1.5.2. Carbamazepina

A biotransformagio da carbamazepina mostrada esquematicamente na fig. 2 obedece a uma cinética
de primeira ordem. Seu perfil farmacocinético ¢ fortemente influenciado por sua solubilidade limitada em
4gua , o que a torna de absorgdo lenta e até certo ponto irregular por via oral, € por sua capacidade de auto
indugio enzimatica, que reduz sua meia vida depois de certo tempo de uso. As concentragdes plasmaticas
maximas ocorrem apds 4 a 8 horas a ingestiio de dose tnica, podendo retardar-se até vinte € quatro horas. A
ligagio com proteinas plasmaticas situa-se em torno de 75% nas concentragdes usuais plasmaticas, ¢ a
concentragio no LCR corresponde aproximadamente  concentragio do firmaco livre no plasma (17 a31%
da concentragdo plasmatica) . A proporgdo de epoxicarbamazepina no LCR situa-se entre 45 e 55% da
concentragdo plasmatica (MORSELLI e cols., 89, citado por ROGAWSKY e PORTER) (81) .

LAWLESS e cols. (69) encontraram uma variagdo da ordem de 4 vezes na fragdo livre da
carbamazepina plasmatica, com uma média em tono de 25% de CBZ livre, resultado coerente com os
demais autores. Eles sugerem que esta variagdo de percentual de CBZ livre explica alguns dos casos em que
nio ha correlagio entre niveis de CBZ terapéuticos e remissdo dos sintomas € que por isso a determinagdo
do percentual de CBZ plasmatica livre deve tornar-se rotineira, pois representaria um avango na
monitorizagdo terapéutica.

No homem, a via metabdlica predominante leva a formago do composto 10,11-epoxi-carbamazepina,
que é biologicamente ativo tanto no homem quanto nos animais. Desse composto formam-se compostos
inativos, excretados pela urina em forma de glucurdnidos. Menos de 3% sio excretados na urina na forma

original ou epoxi.

Em ensaios de dose unica, a meia vida plasmatica média é de 36 horas, oscilando de 20 a 50 horas.
Em monoterapias de longa duragdo, a meia vida cai para 16 horas (10 a 20 horas) e em politerapias, pode
cair ainda mais (9 a 10 hs) . A vida média da 10,11-epoxi é mais curta do que a do composto original.

1.6. Fatores que Influenciam o Metabolismo da Fenitona e da Carbamazepina

1.6.1 Ligados a idade
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As reagdes de fase I realizam-se mais lentamente no recém-nascido, especialmente se prematuro. No
recém nascido a termo, o conjunto de enzimas do citocromo P450 apresenta, aproximadamente, metade da
atividade apresentada no adulto. Porém como o sistema P450 apresemta varios citocromos diferentes, a
medigio do conteudo total do citocromo P450 n3o permite prever a taxa com que cada um deles €
metabolizado. Além disso, as atividades enzimaticas envolvendo diferentes substratos nio sio influenciadas
pela idade gestacional de forma equitativa e ndo seguem igual padrio de maturagdo (43) .

A biotransformagio "in vivo" € afetada também por outros fatores tais como fluxo sangineo hepatico,
taxa de ligagdo protéica plasmatica e presenga de indutores ¢ inibidores endégenos, os quais podem estar
alterados no neonato (66) . Um exemplo tipico da diferenga metabélica entre adultos e recém nascidos é
constituido pela teofilina. Recém-nascidos prematuros sdo incapazes de desmetilar a teofilina em
3-metilxantina (desmetilagio normal em bebés, criangas e adultos) mas s3o capazes de n-metilar a teofilina
para cafeina (bebés, criangas e adultos sdo incapazes) . A cafeina, por sua vez, € metabolizada de forma lenta
nesses prematuros, resultando num acimulo clinicamente significativo.

Quanto aos antiepiléticos, sua biotransformagio esta reduzida nos recém-nascidos. Quando houver
contato com os firmacos por via transplacentaria, a taxa metabolica estara mais alta nos futuros bebés, pois
ocorre indugdo enzimatica na vida intrauterina (43) .

A capacidade de biotransformagdo aumenta gradualmente durante varias semanas até varios anos,
alcancando niveis frequentemente mais altos do que os observados em adultos, para a maior parte dos
farmacos.

A fenitoina e a carbamazepina tem seu metabolismo acelerado na infancia, explicando, assim, porque
as criangas de 1 a 6 anos requerem doses maiores destes farmacos. (43)

Os niveis de fenitoina sérica tendem a ser mais altos na velhice (52) . Contudo em pacientes idosos
com hipoalbuminemia, o "clearance" da fenitoina pode estar acelerado, provavelmente devido a0 grau mais
baixo de ligagdo protéica plasmatica facilitar a captagdo na célula hepatica (96) . A cinética de uma unica
dose de carbamazepina nio se altera na velhice (72), mas ndo podemos inferir desses dados o
comportamento desse farmaco em tratamentos de longa durag3o.

A maioria das reagdes de fase 2 ocorre mais lentamente no recém nascido, especialmente se prematuro
(43) . O bloqueio na capacidade de conjugagdo afeta particularmente a etapa de glucuronizag3o, enquanto a
conjugacdo de sulfato pode ocorrer numa taxa relativamente eficiente.

Os sistemas enzimaticos responsaveis pela conjugagdo maturam em tempos diferentes. A maturagdo
se processa mais lentamente para a conjugagio glucurénica, comparada com outros. O desenvolvimento da
capacidade de glucuronizagio varia dependendo do substrato que estd sendo investigado, devido a
heterogeneidade da UDP- glucuronil transferase. Os valores para adultos da atividade de glucuronizag3o sdo
usualmente atingidos na idade de trés anos (43) . Ainda sdo limitadas as informagdes sobre a eficiéncia das
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reagdes de fase 2 em pacientes de idade mais avangada, contudo a idade parece afetar menos a capacidade
de conjugagio glucurdnica do que a capacidade de oxidagio (26) .

1.6.2 Fatores ligados ao Sexo

Em alguns animais ha acentuadas diferengas ligadas ao sexo, na taxa de metabolismo dos farmacos.
No homem, tais diferengas so menores ¢ menos importantes . O sexo pode também modular a resposta a
uma variedade de fatores que afetam o metabolismo dos farmacos. o decréscimo no indice de oxidagdo de
varios farmacos na velhice, p. ex., ¢ muito mais acentuado no homem do que na mulher. (96)

1.6.3. Gravidez

Quanto a gravidez, varios fatores afetam a taxa de metabolismo dos farmacos. Eles incluem mudangas
hormonais, aumento na temperatura corporal, influéncia do feto e da placenta no metabolismo dos farmacos,
alteragdes na ligagio protéica no plasma ¢ na hemodindmica que influi na liberagdo do farmaco para o sitio
de metabolizagio. N3o ha um padrdo Gnico de metabolizagdo nas gestantes (44) . Alguns farmacos tém seu
metabolismo reduzido (teofilina, p.ex.) e outros inalterado (propanolol, p. ex.) . A biotransformagdo da
fenitoina e da carbamazepina acelera-se na gestante, reduzindo-se o nivel sérico (5,44,53) .

1.6.3. Doengas hepaticas e renais

Nas enfermidades hepaticas aalteragdo hepatocelular leva a redugdo da atividade enzimatica. Por
outro lado, a redugdo concomitante da ligagdo protéica aumenta a quantidade de farmaco livre para
metabolizagdo, efeito que contrabalanga a diminui¢do da atividade enzimética. O predominio de uma ou
outra tendéncia depende do tipo € grau da enfermidade, além de outros fatores (idade, grau de
hipoalbuminemia etc.) (138) . No caso da fenitoina, por exemplo, o aumento da eliminagio metaboélica
observado na uremia nio pode ser explicado somente pela redugdo do percentual de ligagdo plasmatica.
Além disso, outras condigdes patologicas interferem na eliminagdo dos farmacos (por exemplo, as
disfungdes tireoideanas) e podem ocorrer concomitantemente.

1.6.4 Induciio enzimatica

Desde 1956, com os estudos d¢ CONNEY e cols., ¢ REMMER ¢ cols. (16,107) , acumulam-se
observagdes sobre firmacos capazes de estimular a producao das enzimas conhecxdas com citocromo P450,
tanto no figado quanto em outros 6rgdos.

Um dos exemplos marcantes &, justamente, o da carbamazepina, cuja ampla variagdo da vida média
comparando-se ingestio de dose tnica e doses multiplas deve-se 3 indugdo enzimatica. Esse estimulo afeta
em especial as mono-oxigenases e os aspectos principais sdo: 1. Demonstra-se a indug3o enzimética apenas
"in vivo"; a mesma requer sintese proteica "de novo"; e decorre certo tempo entre o efeito e a exposigio a0
indutor. A indugio difere portanto do aumento instantineo de velocidade de reagdo causada por alguns
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produtos como o metirapone (este ocorre também "in vitro", ndo requer sintese de novas enzimas) . 2.
Indutores particulares induzem formas particulares do citocromo P450, ¢, assim, podem ter efeitos muito
diferentes no metabolismo de substratos especificos. 3. Morfologicamente, as indugdes enzimaticas
associam-se com uma proliferagio do reticulo endoplasmatico liso ¢, em algumas espécies, hipertrofia
hepatica.

O conjunto de enzimas induzidas pelo fenobarbital é codificado por genes do cromossomo 19 humano
(96) , e a0 menos algumas delas relacionam-se com os efeitos da interagdo medicamentosa deste com a
carbamazepina (diminui o nivel plasmatico desta, sem afetar a resposta terapeutica) e com a fenitoina
(efeito imprevisivel) (33) . O fenobarbital parece ser isento de efeitos estimulantes sobre as
mono-oxigenases placentarias. Ainda que o estimulo do fenobarbital sobre as enzimas microssomais seja
conhecido ha trés décadas , o mecanismo responsavel pelo mesmo no esta totalmente elucidado. Sabe-se
que o fenobarbital induz um RNA de 2 kilobases ¢ que 0 mecanismo nio requer um receptor especifico.

1.6.4.1. Indugio por tabagismo

No ser humano, o tabagismo induz a oxidagio de alguns farmacos, tais como o diazepam,
desmetildiazepam, fenacetina, antipirina, teofilina, propranolol, mas nio afeta outros com a mependina,
nortriptilina, etanol, fenitoina, fenobarbital e carbamazepina. (6,57,83) .

1.6.4.2. Inducdo de enzimas de conjugacio

Similarmente ao citocromo P450, algumas das enzimas de conjugagdo estio sujeitas a indugdo. O
fenobarbital induz as transferases reduzidas do glutation, cuja significancia biologica prende-se ao seu papel
na eliminagdo dos metabolitos das reagdes de fase I, tais como os epoxidos. Induz ainda o0 aumento da
UDP-GT bilirrubina, efeito responsavel pelo decréscimo da bilirrubina ndo conjugada sérica em pacientes
sob uso de anticonvulsivantes indutores enzimaticos (116) .

1.6.5 Inibicdo enzimatica

As enzimas metabolizadoras podem ser inibidas por virios mecanismos. O mais comum ¢ a
competi¢3o com outros substratos (87) . Como os indutores, os inibidores usualmente interferem apenas
com um nimero limitado de isozimas e assim s3o usados como discriminadores entre diferentes formas
enzimaticas. A maioria dos exemplos de interagdes que resultam em inibigSes envolve firmacos que exibem
cinética de saturagdo em doses terapéuticas , como a fenitoina.

A lista dos farmacos descritos como inibidores do metabolismo da fenitoina ¢ expressiva € inclui:
dicumarol, disulfiram, metosuximida, imipramina, clorpromazina, metilfenidato, clorfenamina,
propoxifene, fenilbutazona, cloranfenicol, isoniazida, trimetropim, varias sulfonamidas, acido valproéico,
cimetidina etc.
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Devido a natureza saturavel do metabolismo da fenitoina, mesmo um grau moderado de inibi¢do
enzimatica pode resultar numa acentuada elevagio na concentragio da fenitoina sérica, € toma-se provavel
uma intoxicag3o.

Usualmente, apés a adi¢io dos agentes interferentes a fenitoina sérica eleva-se rapidamente, mas ha
excegdes. No caso do sultiame, um periodo de 10 a 20 dias transcorre antes da interagdo manifestar-se,
sugerindo que uma inibigdo nio competitiva possa estar ocorrendo.

Outros farmacos antiepilépticos também estdo sujeitos a inibigio. Os exemplos importantes incluem
a inibi¢io do metabolismo do fenobarbital pelo acido valproico e a da carbamazepina pelo propoxifeno (22).
Ha também interagdes envolvendo inibi¢do de enzimas ndo oxidativas. Um exemplo importante € a inibi¢io
da epoxide hidrolase pela valpromida, a amida derivada do acido valpréico (98) . Se a valpromida for
adicionada ao regime terapéutico dos pacientes estabilizados na terapia com carbamazepina, a inibi¢do
resultante da epoxide hidrolase conduz a uma menor metabolizagdo do epoxi-10,11-carbamazepina, que
acumula-se ¢ produz toxicidade. Também o acido valpréico leva ao aumento do nivel de
epoOxi-10,11-carbamazepina , mas menos acentuadamente (97) .

Outro grupo de enzimas importantes na inativagdo e detoxicagdo ¢ o das enzimas de conjugagdo. A
inibicio das GHS-transferases, das UDP-glucuronil transferases ¢ das sulfotransferases refor¢am a
suscetibilidade aos efeitos toxicos dos intermediarios de compostos tais como o benzopirene (11) .

1.6.6. Indugio e inibi¢do enzimaticas conjugadas

Os fenémenos de indugdo e inibigdo podem ocorrer simultancamente . A capacidade de um dado
composto de agir como indutor e inibidor simultaneamente explica a natureza aparentemente contraditoria
de algumas interagdes medicamentosas. O fenobarbital, p.ex., pode diminuir ou aumentar a concentragao
sérica da fenitoina dependendo de a estimulagdo ou inibigdo do metabolismo da fenitoina prevalecer num
dado paciente. No caso do etanol, a inibi¢do & usualmente observada apos uma ingestdo aguda, enquanto que
a indugdo prevalece no alcélatra cronico.

1.6.7. Ligacio protéica plasmitica e fluxo sanguineo
A taxa de biotransformago "in vivo" é determinada pela atividade enzimatica ¢ também pela taxa de

liberagio dos compostos para o sitio de metabolismo. Dai a importincia do percentual de ligagdo plasmatica
¢ do fluxo sangineo para o 6rgdo metabolizador.

No caso da fenitoina e da carbamazepina, apenas as moléculas livres podem ser metabolizadas € um
aumento da ligagio protéica restringe a quantidade disponivel para a metabolizagdo.
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1.6.8. Fatores Genéticos

Como mencionamos na introdugdo, 2 medida em que se acumulam os estudos em torno das variag3es
inter-étnicas no metabolismo dos farmacos, as evidéncias de que tais variagSes podem ser genéticas grandes
¢ cada vez maior.

VESELL (128) publicou um heredograma que incluiu metabolizadores lentos de fenitoina, ja
prenunciado por HOPPER (51) que apresenta dados de 97 adultos ingerindo fenitoina ¢ em estado de
equilibrio em relagio ao farmaco. Esse estudo mostrou uma variagdo no nivel plasmatico da ordem de 50
vezes. Embora em seus dados estejam presentes outras fontes de varigdo metabélica , além da genética, os
mesmos deixam claro que ¢ grande o numero de metabolizadores lentos. KUTT e cols. (66) , por sua vez
descreveram um defeito genéticamente transmitido na capacidade de parahidroxilar a fenitoina.

O fenodtipo "metabolizagdo lenta” da fenitoina pode ser considerado um polimorfismo, ja que a
frequéncia de individuos nessa categoria tem sido estimada em 1/500, o que corresponde a uma frequéncia
génicade 4,47% (54,126) .

De modo geral, percebe-se que quando a heranga é monogénica, ha maior facilidade de detecgdo e
estudo analitico (distribuigo bimodal se houver dominancia e trimodal s¢ houver codominéncia) do que
quando a heranga é poligénica e a variagdo ¢ gradual (distribui¢do unimodal) .

Os estudos familiais sugerem que o mecanismo de heranga envolvido é mais frequentemente
poligénico (128) . Em muitos casos,0 modelo que melhor explica certos padroes de herdabilidade é um
sistema "misto” poligénico-monogénico, onde um gene principal tem sua agdo modulada por outros genes.
Um exemplo de aplicagio deste modelo é o complexo padrio de heranga da esquizofrenia.

Para ilustrar as nuangas do equilibrio que um organismo precisa alcangar, citamos a
5-hidroxitriptamina, a dopamina e a noradrenalina. Se aumentadas as suas concentragdes plasmaticas,
aumenta o limiar de desencadeamento das convulsdes. Ao aumentar a concentragio cerebral de 5-HT, p. ex.
administrando seu precursor, o S-hidroxitriptofano, a agdo dos anticonvulsivantes tona-se potencializada
(37) . Por outro lado, 0 aumento das concentragdes de 5-HT esta correlacionado com a esquizofrenia e ja foi
determinado em pacientes cronicos (24) .

Uma das linhas de pesquisa que investigam as bases genéticas que predispde um individuo para a
esquizofrenia aborda a diferenga individual para a metabolizagdo do triptofano, o precursor alimentar do
5-HT. Fica portanto claro como s3o interligados os mecanismos de génese de enfermidades aparentemente
tio diferentes, e o complexo balanceamento necessario para regé-los. Quanto a epileptogénese, p. ex., ja
foram associados mais de 100 caracteres mendelianos ao risco aumentado de convulsdes (37) . Além disso,
desordens convulsivas aparentemente idénticas podem ocorrer tanto em presenca quanto na auséncia de um
suposto defeito metabélico herdado. Quanto a ag4o dos anticonvulsivantes, tanto Gillies e cols. quanto Porter
(37,100) enfatizam que nem todos os pacientes requerem o nivel plasmatico usualmente aceito como "faixa
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terapéutica” para o controle de suas crises, 0 que provavelmente representa outra forma de variabilidade
genética, desta vez a nivel de receptores ou de ligagio protéica.

Outro exemplo dessas interligages refere-se a isoniazida (tuberculostatico de emprego corrente) : 0
mecanismo de agio principal dos anticonvulsivantes relaciona-se com o aumento de eficiéncia do complexo
receptor GABA, conforme anteriormente comentado. A isoniazida diminui o nivel de GABA circulante, o
que ndo influi muito em individuos normais. Mas os acetiladores lentos daisoniazida (heranga monogénica)
sob uso do fairmaco tornam-se mais propensos as crises epileptogénicas. (37)
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Objetivos
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2. Objetivos

Tendo os anticonvulsivantes faixa terapéutica estreita, torna-se importante de sua monitorizagdo
terap€utica e controle das variaveis que influem nos niveis plasmaticos destes farmacos. Por isso, nossos

objetivos foram:

2.1. Estabelecimento e padronizagdo de um método preciso ¢ pratico para mensuragdo plasmatica dos
anticonvulsivantes mais utilizados no HC.

2.2. Avaliagdo do nivel plasmatico dos anticonvulsivantes carbamazepina e fenitoina nos usuarios do
farmaco atendidos no Ambulatdrio de Epilepsia do Departamento de Neurologia- HC-UNICAMP

2.3. Avaliagdo da influéncia genética sobre a biodisponibilidade da carbamazepina e da fenitoina
numa populagdo de pacientes epiléticos em tratamento.
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Casuistica, Material e Método
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3. Casuistica, Material e Método

3.1. Pacientes

Os pacientes estudados foram atendidos em sua maioria no ambulatorio de epilepsia supervisionado
pelo Departamento de Neurologia da FC.M. da UNICAMP. Algumas amostras foram encaminhadas de
outros centros de atendimento (por ex., S30 Jodo da Boa Vista) .

Para a abordagem inicial, cujo objetivo era uma visdo global dos niveis séricos dos farmacos
antiepiléticos, todas as amostras dosadas foram consideradas. A seguir, agrupamos os pacientes em usuarios
sob monoterapia de CBZ, DPH ¢ FB e usuirios sob politerapia.

Cada paciente ficou representado por apenas uma amostra (mantivemos aquela cuja ficha foi
preenchida de forma mais completa) , excluindo as demais. A seguir, aplicamos os critérios de exclusdo e
inclusio descritos abaixo. No programa estatistico utilizado (microstat) , foram sendo excluidas das analises
especificas os pacientes cujas fichas ndo continham determinados dados. Submetemos ao microstat somente
os usuarios sob monoterapia de DPH e CBZ em condigdes de estado de equilibrio em relagdo ao farmaco. ¢)
programa utilizado permitiu-nos realizar, por regresso linear (fenitoina) e multipla (carbamazepina) , o
ajustamento das doses 4 média dos pesos dos pacientes.

Eduardo Alexandre Hofstatter 34
Farmacogenética da Carbamazepina e Fenitoina



Os pacientes com mais de uma dosagem em diferentes consultas ao longo do tempo foram agrupados
para uma analise da variagdo dos seus niveis plasmaticos, a qual foi incluida no apéndice.

O numero total de amostras dosadas fo1 925, assim distribuidas: em 44 amostras (4,8%) ndo
encontramos quantidades mensuraveis de nenhum dos trés anticonvulsivantes; 192 amostras dosadas eram
de pacientes sob politerapia (20,8%) e 733 amostras eram de pacientes sob monoterapia (79,2%) . Das
amostras de pacientes sob monoterapia, 421 eram amostras de usudrios de CBZ (57,4%) , 216 eram amostras
de usuarios de DPH ¢ 96 de FB (13,1%) .

Das amostras de pacientes sob politerapia submetidos a analise, 50 eram de CBZ + DPH (25,5%) ,
47 eram de CBZ + FB (24%) e 35 de DPH + FB (18,2%) . As demais amostras (32,3%) eram de
associagSes de um dos trés anticonvulsivantes medidos com outro nio medido (p.ex.. 4c. valproico,
benzodiazepinico) ou com outro medicamento qualquer.

3.1.1.Critérios de inclusido dos pacientes na amostra

Somente foram incluidos pacientes maiores de 6 anos porque aqueles com idade menor que essa
apresentam diferengas significativas na velocidade de metabolizagdo (96) .

Outra exigéncia foi a de que a relagdo peso-altura nio tivesse desvio da média superior a 15%.

3.1.2.Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes sob politerapia, com enfermidades hepaticas ou que pudessem intervir
no metabolismo do firmaco enfocado, ¢ as mulheres grividas. Também foram excluidos pacientes
alcoolatras (consumo de mais de 4 unidades de alcool por dia, sendo uma unidade de alcool=1/2 garrafa de
cerveja ou um copo de vinho= aproximadamente 30 ml de alcool etilico) € aqueles com nivel plasmatico
muito proximo de zero ou indicando claramente a ndo aderéncia ao tratamento.

3.2. Descri¢io dos usudrios de Fenitoina

A amostra compds-se de 83 homens ¢ 63 mulheres, cujas idades variaram entre 9 ¢ 86 anos, com
média de 32,3 e desvio padrio de 13,4 anos (n=128), e pesos entre 26 ¢ 96 Kg, com média de 61,7 Kg e
desvio padrio de 13,2 Kg (n=105).

A dose diaria total oscilou entre 100 e 550 mg, com média de 323,2 mg e desvio padrdo de 86,1 mg
(n=146) , o que proporcionou valores de niveis plasmaticos entre 1,1 pg/ml ¢ 71 pg/ml, com média de 17,6
pg/ml e desvio padrio de 15,1 pg/ml (n=146).
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Levando em conta o tempo médio para 0 medicamento atingir o estado de equilibrio, consideramos
como pacientes com crises controladas aqueles com mais do que seis semanas sem episodios convulsivos.
Dentro desse critério, 66 pacientes declararam estarem as crises sob controle e 75 declararam ainda
apresentar crises, com intervalos entre as mesmas variavel.

O intervalo entre a ingestdo do medicamento e a coleta da amostra para dosagem variou entre 30
minutos e 25 horas, com média de 6,8 horas e desvio padrdo de 5,3 horas (n=89) .

3.3. Descri¢ido dos usuarios de Carbamazepina

A amostra compés-se de 123 homens e 194 mulheres (n=317) , com idades entre 6 e 74 anos, média
de 29,4 anos e desvio padrdo de 12,3 anos (n=276) . Seus pesos variaram entre 25,5 e 113 Kg, com média
de 61,7 Kg e desvio padrdo de 15,1 Kg.

As doses dianas totais variaram de 100 a 2000 mg, com média de 954,1 mg e desvio padrdo de 398,7
mg (n=300) , as quais produziram niveis plasmaticos entre 1,1 € 21 pg/ml, com média de 9,3 pg/ml e desvio
padrdo de 3,9 pg/ml.

Dos pacientes estudados, 124 declararam terem as crises sob controle ¢ 184 declararam terem tido
crises ha menos do que seis semanas (crises n3o controladas) (n=308)

O intervalo médio entre a ingestdo da dltima dose € a coleta das amostras apresentou o valor de 6,6
horas, com desvio padrdo de 5,0 horas, minimo de 30 minutos € maximo de 23 horas (n=202) .

3.4. Dosagem de anticonvulsivantes através de HPLC

Todo método cromatografico requer uma adequagdo in situ quanto a particularidades tais como
composig¢do da fase movel, escolha da coluna, extragdo da amostra, escolha do comprimento de onda para
leitura etc. Em nosso caso, tal assertiva foi ainda mais verdadeira, pois optamos por um método que fosse
adequado para medir simultaneamente a carbamazepina, a fenitoina ¢ o fenobarbital. O comprimento de
onda escolhido, p. ex., foi um compromisso entre os comprimentos de onda ideais para cada
anticonvulsivante caso fossem analisados em separado. Os outros detalhes também foram equacionados
dessa forma.

A composigdo da fase movel baseou-se em trabalho de Kabra ¢ cols. (58) , € 0 método de extragdo
foi-nos transmitido por Nello Leone, do Hospital Regina Margherita, de Turim, Italia em comunicagio
pessoal.
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3.3 Coleta

A coleta de sangue foi realizada nos horarios normais do ambulatério de epilepsia (periodo da tarde),
tendo em vista as facilidades tanto para os pacientes quanto para o servigo de atendimento.

O sangue foi coletado em tubos tipo vacutainer contendo EDTA a 15% (0.05ml; 0.34 mol).

As amostras foram levadas ao laboratorio a temperatura ambiente e centrifugadas a 1700 gravidades
durante 5 minutos, sendo o plasma congelado a -20 °C até o momento da analise.

3.4 Extracdo

Apds o descongelamento, adicionou-se em um tubo de vidro de aproximadamente 3 ml, 150 ul de
plasma (dos valores da curva padrdo, dos valores LII ¢ III do controle de qualidade extemno ¢ dos pacientes),
50 ul de MPPH e 600 pl de acetonitrila. Misturou-se em vortex durante 60 segundos. A seguir, adicionou-se
200 pl de solugio saturada de NaC/KH2PO4 4/1. Submeteu-se novamente ao vortex, por 60 segundos, e em
seguida centrifugou-se a 1700 gravidades , por 5 minutos. Transferiu-se 300 ml de sobrenadante para outro
tubo de vidro ¢ secou-se sob fluxo de nitrogenio a aproximadamente 37 °C. No momento da injegdo,
ressuspendou-se em 100 pl da fase movel € a seguir injetou-se na valvula de amostragem (loop) de volume

fixo igual a 20 pl.

3.5 Condigdes Cromatogrificas

Fase movel:

KH2PO4 0.005M, pH4.5/ METANOL/ ACETONITRILA: 55/20/25

(Ap0s o preparo, submetida ao ultrassom por 10 min. para degaseificagio)

Fluxo: 1.5 ml/minuto

Comprimento de onda para leitura (detector U.V marca Dupont, modelo 8800, de onda variavel) :215 nm
Sensibilidade: 0.100 - 0.200 AUF

Coluna: Michrosorb (silica) C18, tamanho médio das particulas: 10 micras, fase reversa, 25 cm x 1.8 mm
Précoluna: mesmo matenal, 40 x 4 mm

Sistema: Isocratico (uma so6 fase moével, em oposigdo ao sistema de gradiente, onde mais de uma
composigdo de fase modvel € utilizada alternadamente para separagdo dos componentes da mistura)

Bomba: Waters, modelo: M45

Registrador grafico: Bryans Southemn, modelo 28000, tipo potenciométrico, regulado em 10mV, em
Smm/min

A sensibilidade obtida por este método foi de Pb:2.5 pg/ml; dph:1.0 pg/ml; cbz:1.0 ug/ml
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Tempos de retengdo: Pb: 5 min; dph: 8min; cbz: 9.8 min.

(Para cada "corrida" de amostras para leitura era construida uma nova curva padrio com todos os valores
da mesma e com os valores do contréle de qualidade externo)

Laboratorio produtor do controle de qualidade externo:

Biorad- ECS DIVISION- 3700 East Miraloma Avenue Anaheim, California 92806
O calculo dos valores em pg/ml a partir das alturas dos picos nos cromatogramas esta descrito no
apéndice

O cromatograma obtido sob as condigdes acima é mostrado na fig.3.
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Figura 3

Cromatograma do Femobarbital, Fenitoina, Carbamazepina e
Padrao Interno através de HPLC

o CBZ =83 (71-10.7) ugfeni

e TR, +— FB :=24,8 (19,8-29,7) wg/mi

& DPH=14,1 (11,316,9) . gml

13

Tempo (min)
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Introducao

A apresentagdo dos resultados divide-se em dois itens principais: o primeiro corresponde aos
pacientes sob monoterapia de fenitoina e o segundo aos pacientes sob monoterapia de carbamazepina.

Antes de iniciarmos a analise estatistica das duas amostras principais, agrupamos os dados de todas as
amostras medidas, mesmo as excluidas da analise principal, segundo a FT, com o intuito de obter uma visdo
geral. Dividimos os grupos de pacientes com niveis plasmaticos fora da FI, em subgrupos com desvios
maiores ¢ menores do que 30% dos niveis considerados como terapéuticos. Esta op¢do representa um esforgo
para quantificar melhor a importincia dos desvios registrados, uma vez que niveis plasmaticos proximos a
FT tm um significado clinico diferente dos niveis distantes da FT.

Carbamazepina

287 pacientes com nivel plasmatico na FT (68,1%)
4] pacientes com nivel abaixo da FT
15: desvio maior do que 30% (3,6%)
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12: desvio menor do que 30% (2,9%)
14: sem nivel mensuravel (3,3%)

93 pacientes com nivel acima da FT:
25: desvio maior do que 30% (5,9%)
68: desvio menor do que 30% (16,2%)

Fenitoina

67 pacientes com nivel plasmatico na FT (28,4%)
85 com nivel abaixo da FT:

54: desvio maior do que 30% (22,9%)

10: desvio menor do que 30% (12,7%)

21: sem nivel mensuravel (8,9%)
64 pacientes com nivel acima da FT:

45 com desvio maior do que 30% (19,1%)

19 com desvio menor do que 30% (8,1%)

(Obs: Os perfis das amostras de usuarios de fenobarbital e dos pacientes sob politerapia estio
apresentados no apéndice.) ’

4.2. FENITOINA

O intervalo entre a ingestdo do medicamento € a coleta para dosagem variou entre 30 minutos e 25
horas, com média de 6,8 horas e desvio padrido de 5,3 horas, ¢ ndo apresentou correlagdo significativa com
o nivel plasmatico, conforme a tabelan® 1. (n=89)

O numero de pacientes analisados foi de 146, ¢ para a analise de correlagdes foram estudados somente
os pacientes cujas fichas foram totalmente preenchidas, perfazendo um total de 62 pacientes. (considerando
também os critérios de inclusdo e exclusdo listados em "materiais € métodos")

A figura n°® 4 mostra a distribuigdo da fenitoina nos 146 pacientes estudados.
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Figura 4

Distribuicio dos Niveis Plasmaticos de Fenitoina

(Nio Corrigidos para Dose/Kg/Dia)
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B. Distribuigio dos niveis plasmaticos

classe frequéncia %
0 - 3,4 pg/ml 12 8,22
3,5-6,9 20 13,70
7,0-10,4 27 18,49
10,5-13,9 24 16,44
14,0-17,4 13 8,90
17,5-20,9 10 6,85
21,0-24,4 8 5,48
24,5-27,9 7 4,79
28,0-31,4 3 2,05
31,5-34,9 2 1,37
35,0-38,4 2 1,37
38,5-41,9 3 2,05
42,0-45,4 2 1,37
45,5-48,9 4 2,74
49,0-52,4 0 0
52,5-55,9 3 2,05
56,0-59,4 4 2,74
59,5-62,9 1 0,68
63,0-66,4 0 0
66,5-69,9 0 0
70,0-73,4 1 0,68
TOTAL 146 100%

A tabela n° 1 apresenta os coeficientes de correlagdo das varidveis estudadas nos 62 pacientes que
apresentaram informagdes completas.
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Tabela n°1: Matriz de correlagdo simples entre as variaveis estudadas. (n=62, rc =0,25) .

idade __peso sexo dos/d nivel pl. conc. conf. iudc

idade 1,0

peso 0.24 1,0

sexo -0,18 0,24 1,0
dos/d 0,09 -0,01 -0,01 1,0

nv.pl 0,19 -0,05 -0,08 0,38 1,0

cnfr. -0,08 -0,12 0,27 0,38 0,25 1,0

conf. 0.13 -0,13 0,10 URE! 0,31 -0,05 1,0

iudc 0,30 -0,13 -0,30 -0,07 0,10 0,13 0,09 1.0
ds/kg -0,09 -0,59 -0,19 0,79 0,33 0,41 0,15 0,03

Obs:
dos/d = dose por dia
nv.p1 = nivel plasmatico
cntr = controle das crises
conf = confiabilidade
iudec = intervalo entre Uitima dose e coleta da amostra
ds/kg = dose por kilograma

Essa tabela confirma a correlagdo mais importante entre o nivel plasmatico e a dose diaria por kg de
peso. Fez-se entdo necessano estabelecer a equagdo de ajuste dos niveis plasmaticos, para a média dessa
ultima variavel.

O ajustamento foi obtido por intermédio de:
Y (a) =Y +2,3991 (Xm - X),

onde Y (a) ¢ o nivel ajustado, Y € o nivel medido, Xm é a média das doses por kg ¢ X é a dose por kg
do paciente estudado.

Com base nos dados ajustados, a distnibuigdo das concentragdes plasmaticas da fenitoina passa a
apresentar a forma mostrada na figuran®5 (n=104) :
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Figura § -

Distribuiciio dos Niveis Plasmiticos de Fenitoina

(Corrigidos para Dose/Kg/Dia)
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classe frequéncia %

<1 pg/mi 5 481
1,0-4,4 5 4,81
45-179 14 13,46
8,0-11,4 25 24,04
11,5-14,9 16 15,38
15,0-18,4 9 8,65
18,5-21,9 6 5,77
22,0-25,4 5 4,81
25,5-28,9 5 4,81
29,0-32,4 1 0,96
32,5-35,9 2 1,92
36,0-39,4 3 2,88
39,5429 1 0,96
43,0-46,4 0 00
46,5-49,9 0 00
50,0-53,4 3 2,88
53,5-56,9 3 2,88
57,0-60,4 0 00
60,5-63,9 0 00
64,0-67 4 1 0,96
TOTAL 104 100%

2. CARBAMAZEPINA

O intervalo médio entre a ingestio da ultima dose ¢ a coleta das amostras apresentou o valor de 6,6
hs, com desvio padrio de 5.0 hs, minimo de 30 minutos e maximo de 23 hs. Submetidos os dados a analise
de correlagdes, o intervalo apresentou-se como significativo. (n=202)

A figura n°6 representa a distribui¢do de carbamazepina nos 317 pacientes estudados.
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Figura 6

Distribui¢io dos Niveis Plasmaticos de Carbamazepina
(Nao Corrigidos para Dose/Kg/Dia)
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B. Distribuig¢do dos Niveis Plasmaticos

classes freq.
1-1,9 pg/ml 7
2-29 4
3-3,9 i1
4-49 27
5-5,9 21
6-6,9 23
7-1.9 28
8-8,9 34
9-9.9 25
10-10,9 32
11-11,9 27
12-12,9 26
13-13,9 20
14-14,9 8
15-15,9 8
16-16,9 6
17-17,9 4
18-18,9 4
19-19,9 3
20-20,9 0
21-21,9 1
TOTAL 319

%
2,19
1,25
3,45
8,46
6,58
7,21
8,78

10,66
7,84

10,03
8,46
8,15
6,27
2,51
2,51
1,88
125
1,25
0,94

0,31

100%

A tabela n°2 apresenta os coeficientes de correlagdo das vanaveis estudadas nos 133 pacientes cujas

fichas continham todas as informagGes necessarias.
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Tabela n°2: matriz de correlagdo simples entre as variveis estudadas (n=133, rc=0,17)

idade peso 86X0 dos/d nivel pl. conc. conf. iude

idade 1,0

peso 0,45 1,0

saxo 0,09 0,34 1,0
dos/d 0,22 0,34 0,24 1,0

nv.pl 0,15 0,25 0,11 0,62 1,0

cnfr. 0,07 0,03 0.09 0,45 0,33 1.0

conf. 0,17 0,10 -0,05 0,05 -0,03 0,18 1,0

iudc -0,05 -0,04 -0,10 -0,31 -0,48 -0,27 0,01 1,0
ds/kg -0,06 -0,25 0,03 0,80 0,45 0,43 -0,02 -0,27

D. Distribuigdo de niveis plasmaticos ajustados

Segundo a analise de correlagdes, o intervalo entre ingestdo da ultima dose ¢ a coleta da amostra
apresentou-se significativo (n=202) .

Estabelecida a correlagdo entre o nivel plasmatico e a dose diaria por kg, € entre o nivel plasmatico ¢
o intervalo entre coleta da amostra e Gltima dose de CBZ ingerida, procuramos a equagdo de ajuste dos niveis
plasmaticos, como se todos os pacientes houvessem ingerido a mesma dose diaria, com um mesmo intervalo
entre coleta e ingestdo da tltima dose. Isso foi feito a partir de:

Y (a) =Y +0,2292 (15,1156-X) - 0,2587 (6,6632- iudc)

Onde Y (a) ¢ o valor ajustado, Y é o valor medido, x ¢ a dose/kg do paciente e iudc € o intervalo entre
ultima dose ingerida e coleta da amostra
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Definidos os niveis plasmaticos ajustados, obtivemos a distribuigdo da fig. 7 (n=170) :

classe freq. %

0,5-14 1 0,59
1,524 2 1,18
2,534 3 1,76
3,544 7 4,12
45-54 15 8,82
5,5-6,4 10 5,88
6,5-74 18 10,59
7,5-8.4 2 12,94
8,5-9.4 26 15,29
9,5-10,4 24 14,12
10,5-11,4 14 8 24
11,5-12,4 9 5,29
12,5-13,4 5 2,94
13,5-14,4 5 2,94
14,5-15,4 5 2,94
15,5-16,4 2 1,18
16,5-17,4 0 0
17,5-18.,5 2 1,18
TOTAL 170 100%
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Figura 7

Distribui¢iio dos Niveis Plasmdticos de Carbamazepina
(Corrigidos para Dose/Kg/Dia)
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5.DISCUSSAO

5.1.1. Fenitoina

s resultados das dosagens dos pacientes usuarios de fenitoina, sob regime de monoterapia, apresentam
uma alta proporgdo de valores fora da faixa terapéutica usualmente aceita.

Ao compararmos, por exemplo, os percentuais de pacientes cujos niveis plasmaticos encontram-se
dentro da faixa terapéutica da DPH ¢ da CBZ, constatamos que o percentual de valores dentro da FT da
fenitoina corresponde a aproximadamente metade do valor percentual da carbamazepina. Este dado indica
que, de modo geral, ha uma dificuldade maior para obter, com a fenitoina, os niveis definidos como
terapéuticos, isto € entre 10 e 20 pg/ml.

Esse fato pode ser explicado, em parte, pela farmacocinética peculiar da fenitoina, a qual constitui,
como vimos no capitulo introdutdrio, um dos melhores exemplos de cinética de saturagido enzimatica.

Outra fonte de desvios da FT pode ser originada pela variabilidade fenotipica da sua metabolizagio,
conforme também ja documentamos no capitulo introdutério. A distribuigdo dos niveis dos pacientes aqui
estudados ¢é sugestiva da importincia dessa variabilidade (fig. 5) .
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De fato, ao ajustarmos os niveis plasmaticos da fenitoina a dose ingerida (como se todos os usuarios
tivessem ingerido a mesma dose por kg de peso) , constatamos que 58,7% apresentariam niveis entre 8 ¢
25,5pg/ml. Dos demais, 23,1% apresentam niveis abaixo de 8 ug/ml e 18,2% acima de 25,5pg/ml.

Realizando o0 mesmo calculo com a CBZ, encontramos 88,2% de dosagens entre 3,5 ¢ 13,5%, sendo
aFT de 4-12 pg/ml.

Quanto ao grupo de usuarios de DPH com niveis plasmaticos acima da FT, 7 (6,73%) dos mesmos
formam um subgrupo com niveis bem acima, configurando uma distribui¢do com aspecto bimodal. Esse
subgrupo sugere fortemente a presenga do fenétipo "metabolizador lento", o qual pode ser devido tanto a
expressdo de uma heranga monogénica quanto a expressio de uma combinagio de fatores genéticos € ndo
genéticos, conforme ja discutimos (distirbio hepatico, condigdes nutricionais com reflexo no percentual de
ligagdo protéica da droga, etc..) porém dependente de um fator principal.

A distribui¢do que observamos €, porém, compativel com o padrio de heranga autossomica recessiva.
A incidéncia de metabolizadores lentos de fenitoina na populagdo em geral € estimada em 1 para cada 500
pessoas. (54,126) . Segundo Inaba, 0 modo de transmissdo ainda ndo esta bem esclarecido (54) , mas
trabalhando com a hipoétese de que a transmissdo seja recessiva, conforme também sugerem os estudos de
Veronese e cols. (126) , a frequéncia génica seria da ordem de 4,47% (se os homozigotos forem encontrados
na proporgdo de 1/500) , e a frequéncia esperada de heterozigotos, por sua vez, seria de 8,54%. Em nossa
amostra, encontramos 6,73% de pacientes com niveis plasmaticos mais altos, formando um subgrupo
compativel com o estado heterozigoto. De fato, ao compararmos a frequéncia de heterozigotos esperada,
segundo o equilibrio de Hardy-Weimberg, ¢ a_ que observamos, constatamos que nossa amostra nio difere
significativamente da frequencia esperada (X2 =0,4377; G.L. = 1; 0,30<p<0,50) . Veronese observou, em
uma amostra de 106 individuos, que os pais de metabolizadores lentos préviamente detectados
localizavam-se, quanto aos indices de metabolismo, na extremidade inferior (menor velocidade metabolica)
de uma curva unimodal, sugerindo claramente uma influéncia dos gens com efeito recessivo, em
heterozigose, sobre a velocidade de metabolizagdo (126) .

Ao estabelecermos os cnténios de inclusdo € de exclusdo de pacientes na amostra, procuramos
minimizar os efeitos dos fatores ndo genéticos. Porém, as caracteristicas de uma amostra de ambulatério ndo
nos permitem um controle absoluto sobre as varidveis. Assim, pudemos detectar um "fenotipo metabolizador
lento" num grupo de usuarios que, se submetidos a uma analise com condigdes experimentais mais rigorosas,
com internagdo e inclusdo de outros consanguineos, p. ex., ¢ provavel que pelo menos uma parcela desses
usuarios tenha seu "fendtipo metabolizador lento", explicado pela heranga genética, a qual tem se mostrado
em alguns casos monogénica (66) .

As condigdes experimentais para detecgdo dos metabolizadores lentos incluem investigagdo dos
niveis de glicemia, uréia, creatinina, SGOT, SGPT, fosfatase alcalina, Gama GT, bilirrubinas, Na, K, Cl,
acido drico, proteinas totais e albumina, urina I ¢ hemograma, antes e depois da ingestdo do medicamento e
coletas das amostras, para verficar se as condigdes clinicas ¢ principalmente a fungdo hepatica dos
propdsitos e de seus parentes estdo dentro dos limites aceitos como normais.
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O protocolo deve ainda, obviamente, respeitar os principios €ticos propostos pela OMS para
experimentos dessa natureza, conforme a declaragio de Helsinque (1965) e as revisdes de Toquio (1975) e
Veneza (1983).

Para que as comparagdes das curvas de metabolizagdo do propdsito com as dos seus familiares sejam
fidedignas, € necessario que o proposito esteja isento de qualquer medicagdo durante o tempo que o
organismo necessita para elimina-las totalmente. Assim, p. ex., se forem necessarias 2 semanas para
eliminagdo de um farmaco, durante esse tempo o paciente nao deve ingeri-lo para poder submeter-se a uma
investigagdo de curva de eliminagdo metabélica.

Assim, o propésito so poderia participar se estivesse livre de crises para ter sua medicagdo suspensa
previamente (geralmente ¢ aceito o periodo minimo de dois anos sem crises para suspensdo da medicagao).

Sob outro aspecto, vale lembrar que a convocagdo de famihares ¢ sua internagdo para investigagdo €
onerosa € nem sempre encontra a anuéncia dos mesmos.

Talvez o somatoro dessas dificuldades explique a relativa escassez de estudos dessa natureza citados
na literatura.

De qualquer forma, se a opgio para investigar metabolizadores lentos recair sobre o estudo das curvas
de farmacocinética, o0 método ideal é o que investiga simultaneamente o nivel plasmatico do farmaco e o
nivel do seu principal metabélito (5- (4-hidroxifenil) S-fenilhidantoina conhecido como p-HPPH) na urina,
como por exemplo o método proposto por Maya e cols. (76) .

Outra abordagem seria a investigagdo da atividade enzimatica do citocromo P450, responsavel
especificamente pela metabolizagdo da fenitoina, através de uma coleta simples de sangue (ou urina) , sem
necessidade de internagio.

Os trabalhos j& publicados sobre o assunto evidenciam que, até 0 momento, ja foram realizados muitos
avangos no estudo dos marcadores metabolicos que auxiliam na determinagdo dos metabolizadores lentos de
drogas como a mefenitoina (142) cuja estrutura é muito semelhante a da fenitoina. Segundo esses autores,
a hidroxilagdo da mefenitoina ¢ catalizada pela enzima citocromo P450 CYP2PC19. A proposito, Inaba (54)
comenta que os polimorfismos da metabolizagio da fenitoina e mefenitoina sdo estreitamente
correlacionados. E provavel, portanto, que num futuro préximo, estejam disponiveis métodos
cromatograficos capazes de identificar na urina os marcadores metabolicos do citocromo P450, como
demonstraram Xie e cols., para a fenitoina.

Por outro lado, Veronese ¢ cols. (127) evidenciaram que o principal passo metabdlico da fenitoina
(4-hidroxilagdo) e da tolbutamida (metilhidroxilagio) ¢ catalizado pelas mesmas isoenzimas P450. Os
autores estudaram a cinética da hidroxilagdo da tolbutamida ¢ da fenitoina em 7 variantes das enzimas
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CYP2C e concluiram que as variantes 2C9 e 2C10 sdo as principais responsaveis pela 4-hidroxilagdo da
fenitoina. O conhecimento exato das variantes enzimaticas responsaveis pela metabolizagdo da fenitoina €
mais um passo importante ja realizado para o desenvolvimento de um teste que detecte a presenga dessas
variantes do citocromo P450 com auxilio de genética molecular e marcadores de DNA especificos.

Ha, porém, uma implicagio de interesse imediato nos dados até aqui obtidos, € que independe da
resultante "fenétipo metabolizador lento" ser devida 4 maior ou menor influéncia genética: trata-se da
atengio que o clinico deve ter para com um percentual grande de usuarios que, ainda que tomados os
cuidados na dose, estardo, por diversos fatores, com seus niveis plasmaticos acentuadamente deslocados da
FT. Alguns destes apresentam niveis acima da FT, com remissdo dos sintomas e auséncia de efeitos
colaterais adversos. Outros, porém, apresentam os efeitos colaterais. Dos que apresentam subniveis, alguns
tém remissdo dos sintomas e outros nio. Tal variabilidade esta descrita na literatura e, uma vez constatada,
deve ser levada em conta. Sua importincia reflete-se também na magnitude dos possiveis efeitos
teratogénicos, conforme o metabolismo for mais rapido ou mais lento, como demonstram Van Dicke ¢ cols.
(125) .

Com relagdo aos pacientes com niveis plasmaticos abaixo da FT, Eadie, num estudo retrospectivo de
25 anos de pratica de monitorizagdo terapéutica realizado em Brisbane, Australia (27) , observou que uma
parte dos usuarios alcanga a remissdo dos sintomas mesmo com niveis até quatro vezes menores do que o
minimo aceito como faixa terapéutica, reforgando as ponderagdes de Porter quanto a flexibilidade do
conceito de FT (100) . Eadie concluiu também que a monitorizagdo terapéutica tem mais influéncia nos
percentuais de cura da epilepsia quando instituida ja nos primeiros seis meses de tratamento.

5.1.2. Carbamazepina

Dentre os usuarios de cbz, detectamos 2 pacientes que, apos a corregdo do nivel plasmatico pela dose
por kg de peso e pelo intervalo entre a ingestio e a coleta da amostra, apresentaram niveis acima da FT (entre
17.5 ¢ 18.5 mg/ml) e formaram um grupo isolado da curva de distribuigio normal. Por serem menos
sugestivos do que o grupo da DPH, evitamos caracterizar a distribuigdo como "bimodal", mas tais pacientes
merecem atengdo especial, tanto do ponto de vista clinico como do ponto de vista de investigagdo das causas
do fenotipo "metabolizador lento". A heranga da capacidade de metabolizagdo da carbamazepina tem sido
descrita na literatura até o momento, como poligénica e a distribui¢do dos seus niveis plasmaticos como
unimodal. Além disso, do ponto de vista clinico, é importante conhecer numa amostra de populagdo tomada
ao acaso, qual a incidéncia de "metabolizadores lentos", mesmo dentro de uma distribui¢do unimodal. Por
exemplo, além dos 2 pacientes acima mencionados, detectamos mais 12 pacientes com niveis entre 13.5 ¢
16.5 pg/ml, os quais somados representam um percentual de 8.2%. Além destes, detectamos um grupo que,
apos corregdo da dose por kg, apresentou niveis baixos, sugerindo um metabolismo mais acelerado, o que
do ponto de vista clinico também ¢ relevante.

A literatura descreve a carbamazepina como um exemplo de autoindugdo enzimatica. E previsivel,
portanto, qué em usuarios mais antigos encontremos metabolizadores mais rapidos. Em que medida isto
acontece ¢ em que proporgdo o fendmeno pode ser decisivo na reincidéncia ou ndo das convulsdes
pareceram-nos serem as questdes sobre as quais ainda € necessario maior investigagdo.
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No presente trabalho abstivemo-nos de analisar e interpretar as correlagdes entre niveis plasmaticos e
remissdo das convulsdes ou aparecimento de efeitos colaterais, mesmo conscios de sua importincia.

Justificamos esta medida com a observagdo de que em nossa amostra, a confiabilidade das
informagdes necessita de maior investigagdo prévia quanto a itens mais subjetivos como surgimento de
efeitos colaterais, cuja descrigdo e averiguagdo ¢ mais complexa do que a averiguagdo de estar ou ndo
ingerindo medicagdo ou ter ou ndo doengas concomitantes, por exemplo.

Ao revisarmos a literatura, encontramos uma descrigdo de 4 pacientes com hipersensibilidade a
carbamazepina, observados por Alldredge e cols. (2) . Destes, 3 tiveram seus sintomas exacerbados com a
substitui¢do da carbamazepina por outro antiepilético com anel aromatico em sua estrutura quimica, mas
toleraram bem a substitui¢do pelo acido valproico, € seus sintomas de hipersensibilidade regrediram. Esse
trabalho indica que existe também uma outra forma de variabilidade genética, que se expressa através de um
fendmeno imunologico, o qual mostrou-se menos especifico, uma vez que todos os antiepiléticos com anel
aromatico em sua estrutura induziram a mesma reagdo de hipersensibilidade. Alldredge ndo comenta, no
entanto, s¢ esses quatro pacientes hipersensiveis apresentaram também o metabolismo dos farmacos com
velocidade diferente do normal.

5.3 Conclusio

Quanto a implantagdo do método de dosagem utilizado (HPLC) , 0 mesmo mostrou-se satisfatorio
tanto do ponto de vista da viabilidade econdmica quanto da confiabilidade dos resultados. Consolidou-se a
partir dele um servigo de dosagens de rotina, voltado para 0 Ambulatério de Epilepsia, antes inexistente na
UNICAMP.

Além disso, os resultados que encontramos permitem concluir que:

a. Os usuanos de DPH requerem um controle sistematico de seus niveis plasmaticos, tanto devido aos
casos de ndo aderéncia, como ao grande numero de niveis plasmaticos deslocados da FT.

b. Dentre os usuarios com niveis deslocados da FT, 6,7% conferem a curva de distribuigdo de niveis
plasmaticos um aspecto sugestivo de bimodalidade (seus niveis plasmaticos estdo acentuadamente mais
altos) e portanto merecem uma investigagdo mais aprofundada quanto a possibilidade de apresentarem
metabolismo mais lento devido a causas principalmente genéticas.

¢. O mesmo cuidado € necessario para os usuarios de CBZ, pois ainda que com um percentual maior
de niveis plasmaticos dentro da FT, também possuem numerosos casos de ndo aderéncia e niveis deslocados
da FT, embora, nesse caso, ndo tenhamos encontrado evidéncias sugestivas de bimodalidade na distnbuigo.
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6. APENDICE

A. Calculo da dosagem a partir das alturas dos picos obtidos por HPLC (Exemplo numérico)

1° Passo:; medida das alturas dos picos (centimetros) e calculo das razdes

AmostraAlt.FB Raz. Alt. DPH Raz.  Alt.CBZ Raz. Alt. P1
A 0,5 0,041 0,2 0,016 0,3 0,025 12,0
B L1 0,107 0,3 0,029 0,6 0,058 10,2
C 33 0,300 1,0 0,090 1,8 0,163 11,0
D 55 0,567 1,6 0,165 3,0 0,310 9,7
E 12,9 1,612 3,0 0,375 7,4 0,925 8,0
CQ.II 8,0 0,727 2,7 0,245 2,9 0,264 11,0
PAC.1 9,8 1,342 -- 0,6 0,082 73
PAC.2 -- 2.3 0,24 237 0,389 9,5
PAC.3 -- -- 2,7 0,350 7,7
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Obs: as razdes sdo obtidas pela divisdo da altura do pico do anticonvulsivante a ser medido pela altura
do pico do padrdo interna (PI)

2° passo: Calculo de um "fator médio", resultado da divisdo dos valores conhecidos da curva padrdo
pelas razdes obtidas
Valores da curva padrdo (ug/ml)

FB DPH CBZ
A 1 1
B 4 2 2
C 12 6 6
D 20 10 10
E 40 20 20
fatores obtidos

FB DPH CBZ
A 48,78 62,50 40,00
B 37,38 68,97 34,48
C 40,00 66,66 36,80
D 35,717 60,66 32,25
E 24,80 53,33 21,26
média 37,24 62,41 33,03

3° passo: calcular as concentragdes do controle de qualidade externo obtidas, € determinar se estdo
dentro dos limites aceitavets.

(concentragdo = fator médio x razdo)
conc. de FB (CQII) obtida= 37,24 x 0,727 =27,1
(valor fomecido pelo laboratério produtor = 24,8 +/- 4,9)

conc. de DPH (CQ II) obtida = 62,41 x 0,245 = 15,3
(valor fornecido pelo laborat. produtor = 14,1 +/- 2,8)

conc. de CBZ (CQ II) obtida = 33,03 x 0,264 = 8,7
(valor fornecido pelo laborat. produtor = 8,9 +/- 1,8)
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4° passo: Como os valores obtidos estdo dentro dos limites aceitos pelo laboratorio produtor como
satisfatorios, realizamos a ultima etapa ou seja, a obtengdo dos valores dos niveis plasmaticos dos pacientes.

Pac.1
conc. de FB =37.24 x 1,342 =50,0
conc. de CBZ=33,03x0,082=277
Pac.2
conc. de DPH = 62,41 x 0,242 = 15,1
conc. de CBZ =33,03x0,389=1228
Pac. 3
conc. de CBZ =33,03x0,350=11,6

B.Resultados

B.1. Totais de amostras analisadas

Fenobarbital: 96
Fenitoina: 216
Carbamazepina: 421
Politerapia: 192
Total geral: 925

B.2. Fenobarbital (FB) (FT: 10-30 ug/ml)

1. sem nivel mensuravel: 4
2. até Tug/ml: 8
3.7,1a9,9 ug/ml: 10
4.10a 30 pg/ml (F.T): 59
5.30,1 2a 38,9 pg/ml: 7
6. 39 ug/ml em diante: 8

(4,16%)
(8,33%)
(10,42%)
(61,46%)
(7,29%)
(8,33%)
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B.3. Fenitoina (FT: 10 a 20 pg/ml)

1. sem nivel mensuravel: 21 (8,89%)
2. até 7ug/ml; 54 (22,88%)
3.7,1a9,9 pg/ml: 10 (12,71%)
4.10a 20 pg/ml: 67 (28,38%)
5.20,1a26 pg/ml: 19 (8,05%)
6. acima de 26,1 pg/ml: 45 (19,07%)

B.4. Carbamazepina (FT: 4 a 12 pg/ml)

1. sem nivel mensuravel: 14 (3,33%)
2.1a2,8% pg/ml: 15 (3,56%)
3.2,9a3,9 ug/ml 12 (2,85%)
4.4al2 pg/ml: 287 (68,11%)
5.12,1 a 15,6 pg/ml: 68 (16,15%)
6. acima de 15,6 pg/ml: 25 (5,94%)

B.S. Politerapia

Total geral de analises de pacientes sob politerapia: 192

Total de analises com 2 anticonvulsivantes medidos: 132

B.5.1. Pacientes sob uso de Carbamazepina e Fenitoina: 50

Ambos naF.T: 10 (20%)
CBZouDPHnaFt.: 26 (52%)
Nehum na F.T.: 14 (28%)
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B.5.2. Pacientes sob uso de Carbamazepina e Fenobarbital: 47

Ambosna F.T.: 10 (21,28%)
CBZouFBnaF.T: 21 (44,68%)
Nenhum na F.T.: 16 (34,04%)

B.5.3. Pacientes sob uso de Fenitoina e Fenobarbital: 35

Ambosna FT: 6 (17,14%)
FNTouFBna F.T.: 19 (54,28%)
Nenhum na F.T.: 10 (28,57%)

Somando-se as trés combinagdes:

AmbosnaF.T: 26 (19,7%)
Apenas um na F.T.: 66 (50%)
Nenhum na F.T.: 40 (30,30%)

B.5.4 Desvios maiores do que 30%:
CBZ: 18 (12,41% de 145), assim distrnibuidos:

sem nivel mensuravel: 6
abaixoda FT.: 8
acimada F.T; 4

DPH: 46 (42,82% de 110), assim distribuidos:

sem nivel mensuravel: 8

abaixo da F.T. 23

acimada F.T: 15
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FB: 32 (39,02% de 82) , assim distribuidos:

sem nivel mensuravel: 10
abaixoda F.T.: 9
acimada F.T.: 13

B.5.5. Total de pacientes apresentando niveis ndo mensuraveis:

a. em ambos os farmacos: 5 (3,79% de 132)
b. em apenas um: 2 (9,10% de 132)

Obs.: Do grupo de 60 analises de pacientes sob politerapia que ndo foi estudado, 7 apresentaram niveis
plasmaticos dos trés anticonvulsivantes medidos (um dos trés anticonvulsivantes sem prescrigdo médica) ,
alguns tinham associado um dos trés anticonvulsivantes medidos com outro ndo medido (acido valpréico ou
benzodiazepinico) e os demais apresentavam associados anticonvulsivantes com complexos vitaminicos,
antibidticos, diuréticos, etc..

B.6. Pacientes com mais de uma dosagem de anticonvulsivante ao longo do tempo (n=64) (foram
considerados os casos em que ndo houve troca de medicamento ou de dosagem, pois ndo os submetemos a
equagdo de ajuste, foram descartados os casos com aparecinto de patologias concomitantes ou acréscimo de
medicagdo, ¢ aqueles com resultado igual a zero € m uma das medidas)

B.6.1. Ambas as dosagens "concordantes” (se a primeira dosagem apresentou-se abaixo da Ft, a
segunda também apresentou-se, ¢ assim por diante) : 81%

B.6.2. Dosagens com uma "discordncia” de até 30% (se a primeira apresentou-se p. €X. no limite
minimo da FT, a segunda apresentou-se até 30% abaixo, € assim por diante) : 11%

B.6.3. Dosagens com "discordancia" maior do que 30%: 8%

Ou seja, a0 analisarmos o resultado de um paciente dentro das condigdes expostas acima, temos em
torno de 90% de seguranga de que o resultado é constante ou pelo menos pouco variavel ao longo do tempo.
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C. Modelo da ficha preenchida pelo neurologista na ocasido da coleta da amostra

MODEL.O 1
UNIDADE DE FARMACDLOGIA CLINICA Data: H.C.:
HASFITAL BAS CLIMNICAS - UNICAMP / I's
Fiche Mumero: _
Nosa: Data Nascimento: ___/_ /7
Fasos Kg Snlici{tantar
Enfersaria_ Leito Ambulatorio__ PSS Outro__

Hotivo da Requisicag de Dosagem:
1. Inicio da primeira terapia Z. Contr periodico sem var. terap

3. Contr depagis var., terapia 4, Crise nao controlada
5. Presenca efeitos colaterais {especificar):

Ayaliacan Cliniga gdo Controle frecedentw:
O. Prisairo controls 1. Melhora
2. Piora 3. Extacionario

Patologialg) Goncomitantels):

0. Nenhuma 1. Sistema gastrointestinal
2. Sistema hepatico I. Sistema renal
Qual:

Tipa Frequencia

0. RKRenhuma

1. Parcial simples

2. Parcial complexa

3. Parcial €/ generalizacao secundaria

4. Ausencia

5. Mioclonica

6. Tonico-clonica, tonica, clonica

7. Atonica

8. Estado de mal

?. Nag classtificadas

10. Dutras:

T

Codigo para fregusncia:

1 = Varias veres ac d:ia Z = Diarias
3 = Semanals - 4 = rMensais
3 = Esparadicas

Data da Ultima Crise: / /
Terapia Atual (Iniciada no dias __ /7 __7__ )

Nomag Ccesrcial Dose/dia Horarios Data:x
cp gt ev 2 4 /
ep gt eV L p / /
cp gt ev 2 / /
cp gt ev h I4 s/

Horas Exata da Ultima Admanistracan
{ou_Terminc da infusan): h 7/ /
Hora Exata da Coleta da Ampstras h s

Sutran Medicamentost

=Temaars s aam!

Observacoas:
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