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Nombre

ARK ' Lacosamide Assay

Uso previsto

El Ensayo de lacosamida de ARK es un inmunoensayo enzimatico
homogéneo concebido para la determinacion cuantitativa del lacosamida
en suero humano empleando analizadores  quimico-clinicos
automatizados. Los resultados obtenidos se emplean para la
monitorizacion de los niveles de lacosamida con el fin de optimizar la
terapia administrada.

Resumen y explicacion de la prueba

La lacosamida (Vimpat®, UCB, Inc.) [(R)-2-acetamido-N-bencil-3-
metoxipropionamida] esta indicada para el tratamiento de convulsiones
parciales en pacientes 24 afos de edad, y como terapia coadyuvante en el
tratamiento de convulsiones tonico-clonicas generalizadas primarias en
pacientes 24 afios de edad.’

Principios del procedimiento

El Ensayo de lacosamida ARK es un inmunoensayo homogéneo basado
en la competicion entre el farmaco presente en la muestra y la lacosamida
marcada con la enzima glucosa-6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) a la
hora de unirse al reactivo con anticuerpo. Cuando el ultimo se une al
anticuerpo, la actividad enzimatica disminuye. En presencia de farmaco de
la muestra, la actividad enzimatica aumenta y esta directamente
relacionada con la concentracion del farmaco. La enzima activa convierte
la coenzima nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) en NADH cuyo nivel
se mide mediante espectrofotometria al estar en relacion con la variacion
de absorbancia. La G6PDH sérica endogena no interfiere en los resultados
porque la coenzima NAD funciona so6lo con la enzima bacteriana usada en
el ensayo.

Reactivos
REF Descripcion del producto Cantidad/Volumen
5033-0001- Ensayo de lacosamida de ARK 1X 28 ml
00 Reactivo — Anticuerpo/Sustrato

Anticuerpos policlonales de conejo contra la
lacosamida, glucosa-6-fosfato, dinucledétido de
nicotinamida y adenina, albumina de suero bovino,
azida de sodio y estabilizantes

Reactivo — Enzima 1 X 14 ml




Lacosamida marcada con G6PDH bacteriana,
tampon, albumina de suero bovino, azida de sodio
y estabilizantes

Manipulacién y almacenamiento de reactivo

Los reactivos del Ensayo de lacosamida de ARK se suministran en forma
liquida, listos para el uso y pueden ser usados justo después de sacarlos
del frigorifico. Cuando no se estan usando, los reactivos se deben
almacenar a una temperatura entre 2°C-8°C (36-46°F) de pie y con el tapon
de rosca bien cerrado. Si se han almacenado correctamente a las
condiciones indicadas, los reactivos son estables hasta la fecha de
caducidad impresa en la etiqueta. No congelar los reactivos. Evitar la
exposicién prolongada a temperaturas superiores a los 32°C (90°F). Un
almacenamiento incorrecto de los reactivos puede comprometer el
funcionamiento del ensayo. En base a los datos disponibles, los reactivos
han resultado estables hasta un maximo de 60 dias estando cargados en
el instrumento.

Los productos ARK para la lacosamida contienen <0,09% de azida de
sodio. Como medida de precaucion, se deberia enjuagar la tuberia
afectada y la instrumentacién con agua abundante para prevenir la posible
acumulacion de azidas metalicas explosivas. No se requieren precauciones
especiales a la hora de manejar los demas componentes del ensayo.

Advertencias y precauciones

e Para uso diagnostico in vitro.

e Para uso exclusivo bajo prescripcion médica. Atencion: La Ley Federal
de EE.UU. autoriza la venta de este sistema solo por parte de un médico
autorizado o por orden de él.

e Losreactivos y se suministran juntos en un kit y no se deberian
intercambiar con reactivos que lleven otro numero de lote.

e Los reactivos contienen <0,09% de azida de sodio.

e Los valores de este ensayo deberian ser usados exclusivamente en
relacion con la informacion arrojada por las evaluaciones clinicas y otros
procedimientos diagnodsticos.

Recogida de muestras y preparacion para el analisis

e Cada laboratorio es responsable de suministrar una muestra valida para
el analisis de acuerdo con sus procedimientos de calidad.

e Se necesita suero. Una muestra en estado estable, minima (antes de
la dosis), es aceptada generalmente como la mas consistente para la
monitorizacion terapéutica de la lacosamida. Anotar el tiempo
transcurrido del momento de recogida de la sangre desde la ultima
administracion.



e Recoger la sangre con tubos adecuados para el uso de la
monitorizacion terapéutica del farmaco (TDM).

e Siga las recomendaciones del fabricante del tubo de recogida para la
recogida, el procesamiento y la centrifugacion.

e EI documento GP44-A4 del CLSI describe los procedimientos para
minimizar los artefactos debidos a la recogida y manipulacién de
muestras para pruebas de laboratorio usuales.'3

e No provocar la formacion de espuma y evitar los congelamientos y
descongelamientos reiterados con el fin de conservar la integridad de la
muestra desde el momento de su recogida hasta el momento en el que
se ejecuta el ensayo.

e La presencia de fibrina, de hematies o de otra materia particulada puede
alterar el resultado. Asegurarse de que la centrifugacion sea correcta.

e La presencia de burbujas o espuma en las muestras puede originar
una entrega incompleta de la muestra y resultados erroneos.

e Cada laboratorio debe consultar la bibliografia disponible y los datos
internos relativos a la estabilidad de las muestras.

e Las muestras clarificadas pueden almacenarse una semana como
maximo a una temperatura comprendida entre 2 y 8°C. Si la prueba se
va a retrasar mas de una semana, las muestras deberan almacenarse
congeladas (< -20°C) por un tiempo maximo de cuatro semanas antes
de ser analizadas. Se recomienda limitar el numero de congelaciones y
descongelaciones.

e Manipular todas las muestras procedentes de pacientes como
potencialmente infecciosas.

Procedimiento

Material suministrado
Ensayo de lacosamida de ARK — 5033-0001-00

Material requerido (se suministra por separado)

Calibrador de lacosamida de ARK — 5033-0002-00

Controles de calidad — Control de lacosamida de ARK — 5033-0003-
00

Instrumentacién

Antes del uso, puede ser necesario transferir los reactivos y a
recipientes especificos del analizador en cuestion. Evitar la contaminacion
cruzada de y .

Existen numerosos analizadores quimico-clinicos automatizados con
determinacién fotométrica de la tasa a 340 nm que son adecuados.
Consultar la hoja de aplicacion especifica del analizador para programar el
Ensayo de lacosamida de ARK disponible por parte de su distribuidor o del



servicio de atencion al cliente de ARK. Las Hojas de Protocolo de
Aplicacion que han sido categorizadas CLIA o llevan el distintivo CE han
sido verificadas por el fabricante. Es responsabilidad del laboratorio realizar
toda la validacion apropiada para el uso del ensayo con otros ajustes o
analizadores.

Para el mantenimiento cotidiano correcto, consultar el manual de
instrucciones del instrumento.

Secuencia del ensayo
Para ejecutar o calibrar el ensayo, véase el manual de uso y la hoja
sindptica de la instrumentacion.

Calibracién

Ejecutar una calibracién completa (de 6 puntos) usando los Calibradores
de lacosamida A, B, C, D, E, y F de ARK;, ejecutar los calibradores por
duplicado. Verificar la curva de calibraciéon con controles de calidad de al
menos dos niveles en conformidad con el plan de aseguramiento de calidad
fijado en el laboratorio.

Recalibrar cada vez que se utilizan reactivos de un nuevo lote o siempre
que lo indiquen los resultados del control de calidad (véase Control de
calidad mas abajo). Se necesitan resultados de control de calidad
aceptables para validar una curva de calibracién nueva. Si se utiliza un
nuevo Kit de reactivos con el mismo numero de lote, validar el sistema
mediante el analisis de los controles.

La curva de calibracién guardada se ha revelado efectiva para al menos 14
dias (en base a los datos disponibles).

Control de calidad (QC)

Los laboratorios deben establecer procedimientos QC para el Ensayo de
lacosamida de ARK. Todos los controles de calidad y las pruebas se deben
ejecutar en cumplimiento de las normativas locales, regionales o
nacionales y de los requisitos de acreditacion. Asegurarse de que los
resultados del control de calidad cumplan con los criterios de aceptacién
antes de anotar en el informe los resultados del paciente.

La buena practica de laboratorio prevé que sean testados al menos dos
niveles (puntos de decisidén médica alto y bajo) del control de calidad todos
los dias, que se realice el ensayo de las muestras del paciente y que se
efectue cada vez una calibracion. Monitorizar constantemente si los valores
de control presentan alguna tendencia o desviacion. Si se detecta alguna
tendencia o desviacion o si el control no recupera dentro del margen
especificado, verificar todos los parametros operativos siguiendo los
procedimientos de calidad clinicos y de laboratorio. Para mas informacion,
contactar a nuestro servicio de atencioén al cliente.
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Protocolo de dilucién manual

El rango de medicion del Ensayo de lacosamida de ARK abarca de 0,50 a
24,00 pg/ml. Las muestras que contienen lacosamida en concentraciones
mas elevadas (> 24,00 ug / ml) se ensayan por dilucion de la muestra
dentro del rango de medicion. Diluir la muestra con calibrador cero (CAL
A). Se recomienda un factor de dilucion cuadruple. Multiplicar los resultados
del ensayo por el factor de dilucion.

Factor de dilucidn manual = (volumen de la muestra + volumen del CAL

A)

Volumen de la muestra

Resultados

La unidad para expresar los resultados es pg/ml o ymol/l. Para convertir los
resultados de lacosamida de ug/ml a pmol/l, multiplique pg/ml por 3,995. El
valor de lacosamida de este ensayo deberia ser usado en relacién con
otras informaciones clinicas. Si el resultado es algun cédigo de error,
consultar el manual de instrucciones del instrumento para interpretarlo
correctamente.

Aun no ha sido definido claramente ningun margen terapéutico para la
lacosamida. Se ha propuesto un rango de referencia de 5 ug/mla 10 ug/mi?
o de 10 pyg/ml a 20 yg/ml3. El ensayo deberia ser usado tnicamente junto
con la informaciéon disponible de evaluaciones clinicas y oftros
procedimientos diagnosticos. Véase Valores previstos.

Limitaciones del procedimiento

Este ensayo esta concebido para ser usado con suero; véase también el
Apartado Recogida de muestras y preparaciéon para el analisis. En
general se considera buena practica usar siempre el mismo método (y la
misma matriz) para cada paciente, debido al potencial de variabilidad entre
meétodo y método. Véase el Apartado Valores previstos mas abajo.

Valores previstos

La monitorizacién terapéutica de farmacos antiepilépticos (FAE) se utiliza
en todo el mundo como ayuda para individualizar el tratamiento
farmacoldgico, y se han publicado varias directrices que destacan las
propiedades particulares de los FAE y las caracteristicas de la epilepsia
que hacen que dicha monitorizacion sea tan util+’ No se ha establecido
claramente un rango terapéutico para la lacosamida. Se ha propuesto un
rango de referencia de 5 ug/ml a 10 ug/ml? o de 10 yg/ml a 20 ug/mli3. Es
posible alcanzar concentraciones estables al cabo de 3 dias de
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tratamiento.® Las concentraciones de lacosamida en suero aumentaron en
funcién de la dosis, fueron independientes de la edad y fueron mayores en
mujeres que en hombres.® La coadministracion de carbamazepina vy
fenitoina (inductores de las enzimas que metabolizan el farmaco) puede
disminuir  considerablemente las concentraciones séricas de
lacosamida.®10

Las concentraciones de lacosamida no deben ser el unico medio para el
manejo terapéutico del farmaco. Los valores de este ensayo deberian ser
usados en relaciéon con la informacion arrojada por las evaluaciones
clinicas y otros procedimientos diagndsticos. Es tarea de los médicos
monitorizar cuidadosamente los pacientes durante la terapia y el ajuste de
la dosis.

Caracteristicas de rendimiento especificas

Cada laboratorio es responsable de verificar el rendimiento usando los
parametros establecidos para sus analizadores. Las caracteristicas de
rendimiento que se indican a continuacion fueron obtenidas con un sistema
Beckman Coulter AU680.

Sensibilidad

Limite de cuantificacién (LoQ)

Las siguientes caracteristicas se determinaron en conformidad con el
EP17-A2 del CLSI para el Ensayo de lacosamida de ARK. El rendimiento
de cada analizador puede variar.

Criterio Lacosamida (pg/ml)
Limite de blanco (LoB); N=60 0.000
uB + 1,645 DE, donde DE = 0,000 ’
Limite de deteccién (LoD); N=60 0,010

LoB + 1,652 DE, donde DE = 0,006

Limite de cuantificacion (LoQ); N=40
LoQ -2 DE > LoD 0,40
Con recuperacion y linealidad aceptables

El laboratorio en cuestion es responsable de establecer los criterios de
notificacidon de las concentraciones de lacosamida. A este efecto, esto es
lo que sugiere CLSI EP17-A2:

Resultado < LoB anotar “no detectado; concentracion <
LoD”



LoB < resultado < LoQ anotar “analito detectado; concentracion <
LOQ”

Resultado = LoQ anotar el resultado medido
Rango de medicién

El rango de medicion analitica del Ensayo de lacosamida de ARK abarca
de 0,50 a 24,00 pg/ml. Las muestras que contengan lacosamida en
concentraciones mas elevadas (> 24,00 ug/ml) pueden ser ensayadas
diluyendo la muestra dentro del rango de medicion para obtener un
resultado cuantitativo, o bien, pueden ser recogidas en el informe como
"detectadas por encima del rango de medicién". Véase el Apartado 8
Procedimiento. Protocolo de dilucién manual.

Recuperacion

La recuperacion analitica se calcul6 afiadiendo lacosamida concentrada a
suero humano negativo a la lacosamida. Fue afadido un volumen de un
concentrado procedente de una reserva certificada de lacosamida
altamente pura al suero humano negativo a la lacosamida, representando
concentraciones del farmaco a lo largo del rango del ensayo. Se ensayaron
seis réplicas para cada muestra. Fue calculado el promedio de los
resultados y comparado con la concentracion teorica para calcular el valor
porcentaje de la recuperacion.

% de recuperacion = 100 X Concentracion media recuperada
Concentracion teorica

Concentraciéon Concentracion ‘s
. . . Recuperacién
tedrica media recuperada en porcentaje (%)
(ng/mil) (ng/mil)
0,40 0,36 90,4
0,50 0,47 93,3
1,00 1,04 104,2
3,00 3,07 102,3
6,00 6,15 102,6
9,00 8,92 99,1
15,00 14,42 96,1
20,00 21,15 105,8

Porcentaje medio de recuperacion: 99,2



Linealidad

Los estudios de linealidad se realizaron como recomienda el EP6-A del
CLSI. Fue preparada una muestra de lacosamida en suero de 30,00 ug/ml
y se hicieron diluciones proporcionales con suero humano negativo a la
lacosamida. La linealidad a diluciones especificas fue considerada
aceptable si la diferencia porcentual era del £+10% entre los valores de
regresion previstos de primer y de segundo orden, o bien < 0,20 pg/ml a
concentraciones < 1,00 ug/ml. Se constaté una relacion lineal entre 0,40 y
25,00 pg/ml (y = 0,9998x — 0,0170).

Resultados
Resultados .
. Resultados . previstos
Nominal . previstos . .
medidos . (de Diferencia
(ng/ml) (de primer
(Mg/ml) segundo
orden)
orden)

0,00 0,00 -0,02 -0,08 NA

0,40 0,36 0,38 0,33 -0,05 ug/ml

1,50 1,55 1,48 1,45 -2,0 %

3,00 2,95 2,98 2,98 0,0 %

6,00 5,83 5,98 6,02 0,7 %

9,00 8,91 8,98 9,05 0,7 %
12,00 12,01 11,98 12,05 0,6 %
15,00 15,02 14,98 15,04 0,4 %
18,00 18,11 17,98 18,01 0,2 %
21,00 21,41 20,98 20,97 -0,1 %
25,00 24,55 24,98 24,87 -0,4 %

Comparacion de métodos

Fueron realizados estudios de comparacion de métodos empleando el
protocolo EP09-A3 de CLSI como guia. Los resultados del Ensayo de
lacosamida de ARK fueron comparados con los resultados de LC-MS/MS.
Se realiz6 un analisis de regresion de Passing-Bablok para 150 muestras
de suero con concentraciones de lacosamida conformes a LC-MS/MS que
oscilaban entre 0,65 pg/ml y 23,50 ug/ml. Las estadisticas de la regresion
de Passing-Bablok'! se muestran a continuacion (con limites de confianza
del 95%).

Pendiente 1,01 (de 0,99 a 1,04)
Interseccion en'y 0,03 (-0,10a 0,15)



Coeficiente de correlacion 0,98 (0,98 a 0,99)
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Precision

La precision fue determinada segun el procedimiento descrito en el EP05-A3 de
CLSI. Controles de tres niveles (1,50, 7,00 y 15,00 pg/ml) y se utilizaron en el
estudio tres muestras que contenian niveles equivalentes de lacosamida en
suero humano mezclado. Cada nivel fue ensayado por cuadruplicado dos veces
al dia durante 20 dias. Las series diarias distaban entre si al menos dos horas.
Fue calculada la precision intraserial y la interdiaria, la DE total y los CVs
porcentuales. Los resultados se muestran a continuacion. Criterios de
aceptaciéon: <10% CV total.

Reproducibilida

Promed Rfrf’t(:;'::;;?d Interdiario d
Muestra N io Total
(Mg/ml) cv cv cv
DE (%) DE (%) DE (%)
Control de lacosamida de ARK
LOW 460 155 0049 31 0049 31 0070 45

(BAJO)
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MID

(MEDIO 160 713 0202 2.8 0204 29 0287 40
)

HIGH

AlTo) 160 14,94 0450 30 0445 30 0664 44
Suero humano

LOW 450 149 0045 30 0037 25 0058 3.9
(BAJO) ) ) ki ) ) H 3
MID

(MEDIO 160 710 0475 25 0217 34 0283 40
)

HIGH

(ALTo) 160 1518 0456 30 0432 28 0657 43

Sustancias interferentes
Fueron realizados estudios de interferencias empleando como guia el EP7-A2 de
CLSI. Fueron evaluadas concentraciones clinicamente altas de las siguientes
sustancias potencialmente interferentes en sueros con niveles conocidos de
lacosamida (2,0 y 15,0 pg/ml). Fue ensayada cada muestra usando el Ensayo de
lacosamida de ARK junto con un control sérico de lacosamida. El resultado de la
medicién de la lacosamida arrojé un error <10% en presencia de sustancias
interferentes a los niveles testados.

Porcentaje de recuperacién (%)

Sustancia Concentracion 2,0 ug/ml 15,0 pg/ml
interferente del interferente de lacosamida de lacosamida
Albumina 12 g/dl 99,8 101,7
Bilirrubina (conjugada) 70 mg/d| 97,3 96,5
Bilirrubina (no 70 mg/dl 101,1 98,3
conjugada)
Colesterol 600 mg/dl 95,8 100,1
Gamma globulina 12 g/dl 103,5 98,5
Hemoglobina 1000 mg/dI 101,0 101,6
Factor reumatoide 1000 Ul/ml 97,3 96,8
Triglicéridos 1000 mg/dl 97,9 96,2
Acido drico 30 mg/dl 102,5 96,6
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Especificidad
Metabolismo

La lacosamida se elimina principalmente de la circulacidn sistémica por excrecion
renal y biotransformacion. Tras la administracion oral e intravenosa, se recupero
aproximadamente el 95% de la lacosamida administrada en la orina y menos del
0,5% en las heces. Los principales compuestos excretados fueron lacosamida
inalterada (aproximadamente el 40% de la dosis), su metabolito O-desmetilado
(aproximadamente el 30%) y una fracciéon polar estructuralmente desconocida
(~20%). La exposicion plasmatica del principal metabolito humano, la O-desmetil
lacosamida, es aproximadamente el 10% de la de lacosamida. Este metabolito no
tiene actividad farmacologica conocida.’12

Metabolito

La reactividad cruzada del metabolito O-desmetil lacosamida (5,0 uyg/ml o 30,0
hg/ml) en el Ensayo de lacosamida de ARK no fue clinicamente significativa (<
3,0 % de reactividad cruzada). Se evalu6 lacosamida (2,0 pg/ml o 15,0 pg/ml en
suero humano) en ausencia o presencia del metabolito, a concentraciones de este
superiores a las esperadas.

Lacosamida medida en ausencia o presencia de
O-desmetil metabolito (ug/ml)
lacosamida Lacosamida Lacosamida
(ng/ml) (2,0 pg/ml) (15,0 pg/ml)
Metabolito | Metabolito | Metabolito | Metabolito
ausente presente ausente presente
5,0 2,18 2,23 No probado
30,0 No probado 15,51 16,40

Reactividad cruzada

Los compuestos relacionados a continuacion no interfirieron con el Ensayo de
lacosamida de ARK al ser testados en presencia de lacosamida (2,0 pg/mly 15,0
pug/ml). Los niveles testados eran idénticos o superiores a las concentraciones
fisiolégicas o farmacoldgicas maximas. Las concentraciones de lacosamida de las
muestras que contenian el interferente fueron comparadas con el nivel de
lacosamida en un control de suero normal.

Compuesto Conc. testado Compuesto Conc. testado
(pg/ml) (Mg/ml)
Acetaminofén 200 Lincomicina 1000
Acetazolamida 100 Mefenitoina 100
Acido acetilsalicilico 1000 Mesoridazina 10
Amikacina 100 Meticilina 250
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Conc. testado

Conc. testado

Compuesto (ug/ml) Compuesto (ug/ml)
Amitriptilina 20 Naproxeno 600
Amoxapina 10 Neomicina 1000
Anfotericina B 100 Niacina 100
Ampicilina 100 Nitrazepam 20
Acido ascérbico 100 Nortriptilina 20
Baclofeno 100 Olanzapina 10
Bupropion 10 Oxcarbazepina 100
Cafeina 100 Paroxetina 10
Carbamazepina 100 ﬁ;;?grl]lfr;]?é'; (PEMA) 1000
Cloranfenicol 250 Penicilina V 100
Clorpromazina 10 Perfenazina 100
Citalopram 10 Fenobarbital 200
Clobazam 100 Fenitoina 200
Clonazepam 10 Pregabalina 200
Ciclosporina A 40 Primidona 100
Diazepam 20 Procainamida 100
Digoxina 10 Procloroperazina 10
Doxepina 10 Ranitidina 100
Eritromicina 200 Rifampicina 100
Etanol 4000 (0,4%) Risperidona 10
Etotoina 100 Sertralina 100
Etosuximida 250 Espectinomicina 100
Felbamato 250 Stiripentol 100
Fluoxetina 10 Sulfametoxazol 400
Furosemida 100 Teofilina 200
Gentamicina 100 Tioridazina 10
Haloperidol 10 Tobramicina 100
Heparina 200 U/ml Tiagabina 200
Ibuprofeno 500 Topiramato 250
Imipramina 10 Trimetoprima 40
Kanamicina A 200 | Acido valproico 600
Gabapentina 200 Vancomicina 250
Lamotrigina 400 Vigabatrina 150
Levetiracetam 400 Zonisamida 400
Lidocaina 100
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