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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CARBAMAZEPINE, PHENYTOIN AND PHENOBARBITAL IN DRIED BLOOD
SPOTS BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. Carbamazepine, phenobarbital and phenytoin were
determined in dried blood spots (DBS) by high performance liquid chromatography, after extraction of 8 mm DBS using a mixture

of acetonitrile and methanol. Analytes were separated by reversed-phase chromatography, with a run time of 17 minutes. Intra-assay
and inter-assay precisions were in the 5.3 to 8.4% and 3.3 to 5.2% ranges, respectively. Accuracy was in the 98.8 to 104.3% range.

The method had sensitivity to detect all analytes at levels below minimum therapeutic concentrations. The analytes were stable at 4
°C and room temperature for up to 12 days and at 45 °C for 9 days. The method was applied to 14 paired clinical samples of blood

serum and DBS.
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INTRODUCAO

O tratamento da epilepsia € baseado na utilizagdo de farmacos
chamados de anticonvulsivantes, objetivando proporcionar ao pacien-
te uma melhora na qualidade de vida por meio do controle adequado
das crises convulsivas.! Entretanto, os sinais clinicos indicativos de
posologias inadequadas destes fairmacos normalmente se apresen-
tam na forma de eventos indesejdveis, tais como a ocorréncia de
convulsdes ou a excessiva depressdo do sistema nervoso central.?
Desta forma, considerando que as concentragdes séricas destes
farmacos apresentam maior correlagdo com seus efeitos clinicos
do que com as doses empregadas, eles sdo frequentemente objeto
do monitoramento terapéutico.®> O monitoramento terapéutico dos
farmacos anticonvulsivantes tem como objetivo a individualizag¢ao do
tratamento a partir da determinac@o das concentragdes dos farmacos,
seguida de ajustes posoldgicos, quando necessarios.*?

Uma alternativa recente no monitoramento terapéutico de farma-
cos € a utilizagdo de sangue impregnado em papel (mancha de sangue
seco em papel, MSS) devido a possibilidade de coletas minimamente
invasivas.® Além disto, a secagem das amostras bioldgicas no papel
permite a estabilizacdo dos analitos e o transporte por meio do servigo
postal convencional, visto que o sangue seco nao € considerado uma
amostra com risco biolégico.*” Porém, uma limitagéo inerente ao
emprego de MSS € a necessidade de métodos analiticos de elevada
sensibilidade, devido ao volume reduzido das amostras.® Embora di-
versos autores tenham relatado métodos baseados em espectrometria
de massas para a andlise de farmacos em MSS, o uso de sistemas de
cromatografia liquida associados a detectores espectrofotométricos
(CLAE-UV) j4 foi descrito para diversos firmacos no contexto do
monitoramento terapéutico, tais como o imunossupressor dcido
micofendlico® e o antirretroviral atazanavir’. Recentemente foi
descrito um método baseado em CLAE-UV para determinacio de
anticonvulsivantes em MSS, porém utilizando preparacgéo de amostra
relativamente complexa, composta de extraco liquido-liquido segui-
da de extrag@o em fase sélida, e sem descricio da sua aplicagdo em
pacientes em uso dos farmacos.!®

*e-mail: rafael.linden @feevale.br

Desta forma, o presente trabalho objetiva desenvolver e validar
um método para a determinacao simultanea de carbamazepina (CBZ),
fenobarbital (FNB) e fenitoina (FNT) em MSS, empregando uma
preparagdo simples de amostras associadas a andlise por CLAE-UV.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes, materiais e amostras de referéncia

CBZ e FNT foram adquiridas da Alpha Aesar (Ward Hill, Estados
Unidos). Fenobarbital (FNB) foi obtido do Laboratério Cristdlia
(Itapira, Brasil). Propranolol foi adquirido da Purifarma Quimica e
Farmacéutica (Sdo Paulo, Brasil). Metanol e acetonitrila (grau HPLC),
acido fosférico 85%, fosfato de potdssio monobdsico e fosfato de
potassio dibasico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Papel Whatman 903 foi adquirido da GE Healthcare (Westborough,
Estados Unidos).

Preparacio das solucoes e dos padroes

Solugdes estoque individuais dos farmacos foram preparadas a
partir da sua dissolu¢@o em metanol a fim de obter uma concentragio
de 10 mg mL-' para FNT e FNB e de 1 mg mL' para CBZ. A solug¢io
de trabalho combinada foi preparada pela adi¢do de aliquotas das
solucdes estoque de cada anticonvulsivante e ajuste do volume final
com metanol para obter concentracoes de 500 pg mL"! para FNT e
FNB e 200 pg mL"' para CBZ. A solug@o estoque de propranolol foi
preparada na concentra¢do de 1 mg mL"! em metanol. A solugéo de
trabalho do padrdo interno (PI) (propranolol 1 ug mL") foi preparada
através da dissolugdo da solug@o estoque com metanol. A mistura de
extragdo foi composta de acetonitrila e metanol (1:3, v/v).

Equipamentos e condi¢des cromatograficas

As andlises foram realizadas em um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia Accela 600, composto de sistema de bombe-
amento quaterndrio, autoamostrador e detector de arranjo de diodos.
O sistema de cromatografia foi controlado pelo programa ChromQuest
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5.0 (Thermo Scientific, EUA). A separagio cromatogréfica foi realizada
em uma coluna Hypersil Gold C18, também proveniente da Thermo
Scientific, com 15 cm de comprimento, 4,6 mm de didmetro interno e
contendo particulas com 3 um de didmetro. A fase mével foi uma mis-
tura de tampao fosfato 25 mM pH 6,2, acetonitrila e metanol (73:18:9,
v/v), eluida a uma vazdo de 0,9 mL min'. O tampao foi filtrado em
membrana de acetato de celulose com poros de 0,45 pm de didmetro
(Sartorius, Alemanha) antes da preparacgio da fase mével. A fase moével
foi sonicada por 20 min antes da sua utilizacdo. A coluna foi mantida
a 52 °C durante a andlise. Os cromatogramas foram monitorados em
205 nm, com aquisicao de espectros de varredura entre 200 e 380 nm.
A duragdo da analise cromatogréfica foi de 17 min.

Preparacio das amostras

Discos de MSS foram obtidos por meio da perfuragao dos cartdes
Whatman 903 com um perfurador com pun¢do de 8 mm de diametro
(equivalente a 20 pL de sangue total), sendo utilizado um disco por
extragdo. O disco foi transferido para microtubo de polipropileno,
ao qual foi adicionado 250 pL da mistura de extraciio e 50 uL da
solucdo de trabalho de padrio interno. A mistura foi homogeneizada
em homogeneizador rotativo por 30 minutos a 100 RPM, em tem-
peratura ambiente. Apds, o sobrenadante foi transferido para outro
microtubo de polipropileno e evaporado até a secura a 55 °C, sob
fluxo de ar. O extrato seco foi retomado com 200 pL da fase mével,
seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante
foi transferido para um frasco de autoamostrador. Uma aliquota de
25 uL foi injetada na coluna cromatogréfica.

Seletividade

A seletividade foi avaliada por meio da verificacio da presenga
de interferentes nos tempos de reteng@o dos analitos em MSS obtidas
de 6 individuos ndo usudrios dos farmacos avaliados neste estudo.
Todos os picos presentes nos cromatogramas tiveram seus espectros
de varredura no UV comparados com espectros de referéncia, adquiri-
dos a partir das analises de amostras de referéncia e armazenadas em
uma biblioteca espectral, bem como tiveram sua pureza avaliada pela
rotina computacional disponibilizada pelo programa ChromQuest 5.0.

Linearidade

A linearidade dos modelos de calibragdo foi avaliada em seis
niveis, em sextuplicata para cada nivel, empregado sangue total com
hematdcrito % (Het%) 40 como matriz. Em amostras de sangue total
isento dos farmacos de interesse foram adicionadas solugdes de tra-
balho combinadas dos analitos a fim de obter solucdes analiticas nas
concentracdes de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 ug mL! para FNB e
ENT e 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 ug mL"! para CBZ. O sangue foi
aplicado ao papel Whatman 903 e seco em temperatura ambiente por
3 h para obtenc@o das MSS. As curvas analiticas foram construidas
calculando as razdes entre as dreas dos picos de cada analito e do
padrdo interno e comparando estas razdes com as concentragdes nomi-
nais dos calibradores. A homocedasticidade dos dados de calibracio
foi avaliada com o teste F com nivel de confianga de 95%. As curvas
foram ajustadas a partir da regressdo linear empregando diversos
fatores ponderais (1/x, 1/x%3,1/x%, 1/y, 1/y*%, 1/y?). Os modelos de
calibragdo foram avaliados pelos coeficientes de correlagdo (r) e do
erro percentual cumulativo (2 %ER)."" Foi selecionado o modelo de
regressdo com r superior a 0,99, associado ao menor > %ER. Curvas
analiticas didrias, usando as mesmas concentrag¢des (medidas tnicas
por concentragdo), foram preparadas durante o processamento de
todos os lotes analiticos.
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Precisao e exatidao

Foram preparadas amostras de MSS controle para avaliacio da
precisdo e da exatiddo em concentracdo baixa (CQB), média (CQM)
e alta (CQA). O CQB conteve FNB, FNT e CBZ nas concentragdes
de 2,34;2,34 ¢ 0,94 ug mL*!, respectivamente. O CQM conteve FNB,
FNT e CBZ nas concentragdes de 9,38; 9,38 e 3,75 ug mL", respec-
tivamente. O CQA conteve FNB, FNT e CBZ nas concentragdes de
37,5;37,5 e 15,5 ug mL', respectivamente. As andlises foram reali-
zadas como descrito anteriormente, em triplicatas, e repetidas em 5
dias diferentes. A precisdo intraensaios e a precisdo interensaios foram
calculadas pela andlise de variancia (ANOVA), usando “dia” como
varidvel agrupadora. A exatiddo foi calculada como percentagem
média obtida do valor tedrico adicionado nas amostras. O critério de
aceitacdo para exatiddo foi valores médios de +15% do valor nominal
e para precisdo foi um CV méximo de 15%."

Limite inferior de quantificacao

Uma amostra de controle de qualidade no nivel do limite de quan-
tificagdo, na concentracao de 1,56 ug mL' para FNB e FNT e 0,63
ug mL"! para CBZ (controle de qualidade no limite de quantificac@o,
CQLQ), foi testada em triplicata em 3 dias diferentes e sua precisdo
e exatiddo foram calculadas conforme descrito anteriormente. Os
critérios de aceitagdo para o CQLQ foram precisdo (CV%) < 20 e
exatiddo entre 80 a 120%, de acordo com Shah er al."?

Estabilidade em diferentes temperaturas

Foram preparadas amostras de MSS para estudo de estabilidade
em concentracgio baixa (CQEB) e concentracio alta (CQEA), as quais
foram preparadas conforme descrito anteriormente. Amostras controle
foram mantidas a 4, 25 e 45 °C, com analises realizadas nos dias 3,
6,9 e 12. A estabilidade em diferentes temperaturas foi avaliada pela
diferenca percentual entre a média das concentracdes obtidas no dia
de preparagdo das amostras controle e as médias obtidas no final do
ciclo. A estabilidade foi considerada aceitdvel se todos os valores
encontrados estivessem na faixa de 85 a 115% das concentracdes
obtidas no inicio da série.

Determinacio de anticonvulsivantes em soro

A dosagem de anticonvulsivantes em amostras de soro foi rea-
lizada conforme protocolo estabelecido no Laboratério de Andlises
Toxicolégicas da Universidade Feevale, baseado em Ma e colabora-
dores.!® A dosagem ¢ realizada a partir de uma precipitagéo proteica
da amostra de soro com acetonitrila. A separa¢do cromatogréfica
emprega as mesmas condi¢des descritas para as amostras de MSS.
O método foi validado de acordo com consensos internacionais para
métodos bioanaliticos.'?

Avaliac¢io da particao plasma-sangue

Sangue total contendo EDTA como anticoagulante (%Hct = 40)
foi adicionado dos farmacos a fim de obter as concentracdes dos
controles de qualidade baixo, médio e alto, anteriormente descritos.
Ap0s, as solugdes resultantes foram incubadas por 60 min a 37 °C.
A concentragdo dos farmacos foi determinada, em triplicata, em
aliquotas do sangue total incubado (C,)) e no plasma (C,) obtido
ap6s centrifugagdo a 2.000 g por 10 min. A partir destas concentra-
¢des foram determinadas a razdo entre as concentracdes no plasma
e no sangue (RPS), a fracdo percentual no plasma (f, %, Equagéo
1) e a concentrag@o nas células sanguineas (C,, equagdo 2)." A

cs?
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concentracio estimada no soro (CES) a partir da concentragdo em
MSS (C,,ss) pode ser determinada a partir da Equac@o 2, quando o
%Hct do paciente € conhecido, ou por meio da Equagdo 3, usando a
RPS média como fator de multiplicagéo.'

f % = (C,/C,) x (1 - Het) x 100 )
CES = [Cy/ (1 - Het)] x £, (@)
CES = Cy5s X RPS 3)

Aplicacao do método

O trabalho foi aprovado foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Feevale sob o registro 4.03.01.11.1972.
Foram convidados a participar pacientes em tratamento com os far-
macos descritos no estudo, vinculados a um servigo de neurologia.
Como critérios de exclusdo foram adotados pacientes com disttirbios
de coagulagdo sanguinea. Todos os pacientes ou seus responsaveis ma-
nifestaram concordancia expressa em participar do estudo a partir da
assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Cromatografia e preparacao das amostras

Embora a determinagdo de FNB, FNT e CBZ em amostras bio-
16gicas ja tenha sido descrita empregando cromatografia a gés,'> A
utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
de arranjo de diodos mostrou-se apropriada para a determinacio
simultanea e quantitativa dos analitos avaliados, especialmente de-
vido a simplicidade do procedimento de preparacdo das amostras. A
andlise cromatografica teve duracéo total de 17 min, com tempos de
retencdo de 5,2; 10,4; 13,0 e 14,0 min para ENB, PI, FNT e CBZ, res-
pectivamente. Na Figura 1 sdo apresentados cromatogramas obtidos
a partir de MSS, adquiridos com o método. Nao foram identificados
interferentes endégenos no processamento de amostras isentas de
farmacos, assim como os picos referentes aos analitos sempre apre-
sentaram similaridade espectral superior a 0,999 com os espectros
de referéncia e pureza espectral superior a 99,5%.

A técnica utilizada para o preparo das amostras foi relativamente
simples, com a utilizagdo de discos de 8 mm de MSS, acrescentados
de 250 puL do solvente de extracio e 50 uL do PI, seguidos de homo-
geneizacao, centrifugacgdo e evaporacdo da fase organica. Shah ez al.
empregaram uma etapa semelhante de extragao liquido-liquido, a qual
foi seguida de retomada do extrato em dgua e posterior extragdo em
fase s6lida, com nova evaporacio da fase orgénica antes da injecao
no sistema de CLAE.! A abordagem utilizada neste estudo, mais
simples e rdpida, permitiu a obtencio de sensibilidade e seletividade
suficientes para a aplicacgdo clinica do método.

Validaciao do método

Nio houve indicacdo de instabilidade dos analitos quando as
MSS foram mantidas em temperatura ambiente ou 4 °C durante 12
dias, com variagdes de concentragdo dos analitos entre 93,5 e 108,9%
dos valores iniciais da série (Tabela 1). Entretanto, na temperatura de
45 °C foi identificada uma tendéncia de reducdo nas concentragdes
determinadas nas amostras controle, com valores aceitdveis, na faixa
de 85,8 a 99,8% até o dia 9, sendo que diversas amostras controle
apresentaram valores inferiores a 85% da concentracio inicial da
série no dia 12, demonstrando instabilidade. Assim, MSS contendo
os analitos avaliados neste estudo ndo requerem condicdes especiais

Determinacdo simultanea de carbamazepina, fenitoina e fenobarbital em sangue seco
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Figura 1. Cromatogramas obtidos a partir de MSS, monitorados em 205 nm.
Tempos de reteng¢do de 5,2 min para FNB, 10,4 min para PI (propranolol),
13,0 min para FNT e 14,0 min para CBZ. A: MSS isento dos farmacos. B: MSS
contendo FNB e FNT 25 ug mL"' ¢ CBZ 10 25 ug mL"'. C: MSS de paciente
contendo CBZ 5,52 ug mL"!

de conservagdo, permitindo seu transporte e armazenamento em
embalagens ndo refrigeradas, expostas a temperaturas de até 45 °C,
por até 9 dias, o que é compativel com o transporte postal.

Os dados da curva de calibragio apresentaram heterocedasticida-
de significativa, com F, , =285,7a 527,3 (F,, 5. 5. 905, = 9,05) para os

exp
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Tabela 1. Percentagens (%) do valor inicial da série de amostras-controle em MSS mantidas a 4 °C, temperatura ambiente (TA) e 45 °C
Dia 3 Dia 6 Dia9 Dia 12
Farmaco Controle
4°C TA 45 °C 4°C TA 45°C 4°C TA 45 °C 4°C TA 45 °C
Carbamazepina CQB 102,3 975 101,5 97,5 103,8 95,3 100,2 105,6 93,5 95,3 93,5 87,6
CcCQM 93,8 103,8 92,7 98,2 102,4 94,8 101,8 97,8 85,6 99,8 98,7 85,5
CQA 105.,8 102,6 98,6 103,9 94,4 91,3 93,8 96,5 90,3 91,9 90,3 90,2
Fenitoina CQB 108,9 98.9 98.5 101,5 94,7 91,2 103,5 97,7 93,8 103,9 93,7 93,7
CQM 94,2 104,6 93,4 95,1 104,5 95,3 96,6 102,5 85,8 95,6 97,6 83,8
CQA 96,3 99,8 100,5 103,5 101,8 90,8 96,3 105,3 99,8 934 101,3 85,4
Fenobarbital CQB 101,4 102,5 95,7 103,4 104,2 93,6 102,8 103,8 90,5 104,9 90,3 92,7
CQM 93,8 97,8 100,7 106,1 99,2 97,2 96,3 97,7 93,9 93,6 105,7 83,9
CQA 104,7 100,9 94,2 100,5 95,4 101,3 101,2 103,9 87,1 99,4 94,9 88,7

CQAB: controle de qualidade baixo; CQM: controle de qualidade médio; CQB: controle de qualidade baixo.

diferentes analitos. Diferentes fatores ponderais foram avaliados para
a selecdo modelo de regressdo a ser empregado. Dentre os modelos
avaliados, a regressao utilizando o fator ponderal 1/x>apresentou me-
nor > %ER, com valores entre 1,2x102e 4,1x10'?, e com coeficientes
de correlagdo entre 0,9904 e 0,9975. Todas as curvas de calibragdo
incluiram valores significativamente inferiores as faixas terapéuticas
estabelecidas para os anticonvulsivantes avaliados, caracterizando
uma elevada sensibilidade mesmo com o emprego de amostras de
pequeno volume, de aproximadamente 20 pL.

Os resultados dos ensaios de precisdo e exatiddao mostraram-se
adequados, conforme Tabela 2. A precis@o intra-ensaios apresentou
valores entre 5,3 e 8,4% e a precisao inter-ensaios entre 3,3 ¢ 5,2%,
demonstrando adequada repetibilidade do método. A exatiddo foi
determinada entre 98,8 e 104,3%, também dentro dos critérios de
aceitagdo para métodos bioanaliticos.!> O limite de quantificagéo
foi de 1,56 ug mL! para FNB e FNT e de 0,63 ug mL! para CBZ,
concentracio na qual foi possivel obter precisdo (entre 9,2 a 10,1%)
e exatiddo (103,6 a 106,5%) aceitdveis. Shah et al.'> obtiveram li-
mites de quantificagdo mais elevados para FNB e CBZ (1,96 e 0,99
ug mL!, respectivamente), apesar de sua prepara¢do de amostra
mais complexa. Também, a exatiddo obtida neste estudo, entre 99,4
e 106,5% para FNB e CBZ, apresentou menor dispersao do que os

Tabela 2. Valores observados para a precisao e exatiddo do método

Concen- Precisao (CV%) )
Farmaco Amostra ragio P ter. Exatiddo
controle | (%)
(ngmL")  ensaios ensaios
Carbamaze- CQLQ 1,56 9,2 6,8 105,6
pina CQB 2,34 72 49 99,7
CQM 9,38 7,7 4,6 104,3
CQA 37,5 73 39 100,8
Fenitoina CQLQ 0,63 8,8 5.5 103,6
CQB 0,94 7,5 3,5 101,9
CQM 3,75 8.4 52 98,8
CQA 15 53 33 101,1
Fenobarbital CQLQ 1,56 10,1 6,6 106,5
CQB 2,34 6,3 43 103,1
CQM 9,38 8,2 44 101,9
CQA 37,5 7,1 4,6 100,8

CQB: controle de qualidade baixo; CQM: controle de qualidade médio; CQA:
controle de qualidade alto.

valores encontrados por Shah er al.,'* os quais estiveram entre 98,2
e 112,6%, o que pode ser atribuida ao procedimento simplificado de
preparacdo de amostras.

O conhecimento da parti¢do plasma/sangue total dos anticon-
vulsivantes € importante para permitir a estimativa de concentracdes
séricas a partir daquelas mensuradas em MSS, com o emprego de
fatores de multiplicag@io apropriados.'* Os valores médios de RSP
foram 0,96; 1,14 e 1,63 para CBZ, FNB e FNT, respectivamente
(Tabela 3). Também, a partir das concentragdes obtidas em sangue
total e plasma no estudo de parti¢do, foram calculadas as f, %, que
foram estimadas como 52,0; 61,8 e 88,8 para CBZ, FNB e FNT,
respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Particao dos anticonvulsivantes entre sangue e plasma (%Hct = 40)

Farmaco Controle RPS f, %
Carbamazepina CQB 0,93 50,6
CcQM 0,96 52,2

CQA 0,98 53,3

Média 0,96 52,0

Fenitoina CQB 1,58 85,9
CQM 1,68 91,4

CQA 1,65 89,2

Média 1,63 88,8

Fenobarbital CQB 1,17 63,6
CQM 1,11 60,3

CQA 1,13 61,5

Meédia 1,14 61,8

Aplicac¢iao do método

Um total de 14 amostras pareadas de plasma e MSS foram obtidas
e analisadas (Tabela 4). As concentragdes obtidas em soro e em MSS
apresentaram proporcionalidade, com razdes soro/MSS médias de
1,11 (faixade 0,99 a 1,22) para CBZ, 1,17 (faixade 1,09 a 1,23) para
FNB e 1,80 para FNT. Enquanto as razdes soro/MSS determinadas
para FNB foram semelhantes as RPS determinadas in vitro, os valores
das razdes soro/MSS para CBZ e FNT foram aproximadamente 10%
superiores as RPS. Estas diferencas podem ser parcialmente atribuidas
a diferengas no %Hct entre os pacientes e o sangue empregado no
experimento in vitro, especialmente considerando que a maior parte
dos pacientes foi composta por criancas que normalmente apresentam
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Tabela 4. Concentragdes (ug mL") dos farmacos em plasma e MSS
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, FNB ENT CBZ

Paciente Soro MSS  CES (% CS) Soro MSS  CES (% CS) Soro MSS  CES (% CS)
1 - ; - - 6,05 5,07 4,86 (80.5)
2 - - - - 3,97 344 33 (83,1)
3 ] : : - 545 4,66 4,47 (82,1)
4 16,88 1341 1529 (90.,6) - - - -
5 - - 13,42 743 12,11 (902) - -
6 26,51 1482 2416(91,2)
7 ] ] - 4,19 3,62 347 (82.8)
8 14,7 1363 1553 (105,6) - - -
9 - - - - 5,56 5.52 5,3(95,3)
10 - ; - - 2,10 1,78 1,71 814)
1 - : - - 3,49 3,25 3,12 (89,3)
12 - - - - 11,30 1078 10,35 (91,6)
13 - ; : - 11,98 1204 11,56 (96,5)
14 - ; - - 6,03 5,88 5,64 (93,5)

CES: concentragio estimada no soro a partir da concentragdo em MSS; %CS: porcentagem da concentragio no soro representada pela CES.

valores de %Hct aumentados. As concentragdes séricas foram esti-
madas através da Equa¢@o 3, considerando que o %Hct individual
dos pacientes ndo estava disponivel. Utilizando esta abordagem, as
concentracdes séricas estimadas a partir das concentragdes em MSS
estiveram na faixa entre 80,5 a 96,5% para CBZ; 90,6 a 105,6% para
FNB e 90,6 2 91,2% para FNT.

CONCLUSOES

Um método para a determinacéo simultanea de CBZ, FNB e FNT
em MSS empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos foi desenvolvido e validado, apresen-
tando caracteristicas de desempenho analitico que permitem a sua
utilizagdo clinica. Os analitos foram estdveis por até 12 dias a tem-
peratura ambiente e em refrigeracdo. Empregando as concentracdes
determinadas em MSS e fatores de multiplicagdo obtidos in vitro foi
possivel estimar concentragdes em soro em valores entre 80 e 105%
dos valores séricos efetivamente mensurados.
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