Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

MassTox IMMUNOSUPPRESSANTS IN WHOLE BLOOD - ONE MINUTE TEST
(MassTox Imunossupresores — Um minuto em sangue total)

Reagente diagndstico para determinacao quantitativa de ciclosporina A, tacrolimus, everolimus e sirolimus em amostras

de sangue total por LC-MS/MS.

No de lote, data de fabricagdo e validade: ver rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacdo

93900

LC-MS/MS.

Kit Reagente para analise da ciclosporina A, everolimus, sirolimus, e tacrolimus em sangue total - Um minuto por

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucées Masstox

Immunosuppressants in whole blood no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

O kit de reagentes MassTox® da Chromsystems de
imunossupressores em sangue total € uma ferramenta de
diagndstico in vitro para ser usada em laboratdrios clinicos para
a detecgao quantitativa de ciclosporina A, everolimus, sirolimus
(rapamicina) e tacrolimus (FK-506) em amostras humanas de
sangue total com EDTA via cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS/MS). Ele é indicado como
teste de monitoramento de pacientes tratados com
imunossupressores e como auxilio para garantir os niveis de
drogas dentro da faixa terapéutica.

METODO
Cromatografia liquida acoplada a espectrofotdmetro de massa
(LC-MS/MS).

PRINCIPIO

O preparo manual da amostra se limita a um simples e efetivo
processo de precipitacdo de proteinas. Os componentes sdo
enriquecidos, e substancias interferentes removidas via coluna
trap. Na sequéncia é elaborada a separagdo cromatografica via
uma coluna analitica conectada a uma valvula de 6 portas e 2
posicdes, ou de 10 portas e 2 posicdes. O uso dos padrdes
internos deuterados garante a precisdo e a robustez do método
e compensa os efeitos de matriz (tais como a supressao de

Internal IS (Ciclosporina
Standard A-d4;
Set Everolimus-d4; 1 conjunto 3 conjuntos
Sirolimus-d3;
Tacrolimus-13C (IS 4 x (IS 4 x
d2) 2,5ml + 2,5ml +
Tampao de Tampado de
Tampado de reconstituicdo 1 | reconstituicdo 1
reconstituicdo: x 10 ml) x 10 ml)
propano-2-ol 25-
50%; acido
acético 50-100%

INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE
DOS REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade

indicada nos

rotulos,

desde que as

condigdes de

armazenamento estabelecidas sejam obedecidas.

Produto Temperatura

Fase movel A +18 a +30°C
Fase movel B +18 a +30°C
Solucdo de lavagem +18 a +30°C
Reagente de precipitacao +18 a +30°C
Tampado de Extracdo +18 a +30°C
Padrdo interno Abaixo de -18°C

ions).

REAGENTES FORNECIDOS NO KIT
Componentes e Composicoes:

Componente Composigao 1200

400 testes testes
Fase mével A o 3x
(Mobile Phase) Metanol 25% 1000mL 1 4600 mL
Fase movel B Metanol 50-100%, 3%
(Mobile Phase) Tetrahidrofurano 1000 mL

1000 mL
< 2,5%

Solugdo de
Lavagem _Eno 2x
(Rinsing Metanol 25-50% 1000 mL 1000 mL
Solution)
Reagente de
Preap_nt_aga_o Acetonitrila 100 mL 3 x
(Precipitation 50-100% 100 mL
Reagent)
Tampao de
extragao oo 3x
(Extraction Metanol 10-25% 40 mL 40 mL
Buffer)
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CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranga dos reagentes e adotar as
precaugcdes necessarias para o0 manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA
Estas instrucdes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto. As instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo poderd ser garantida em caso de desvio as
instrucoes.

DESCARTE

Reconstituicdo, o Padrdo Interno reconstituido, o tampdo de
Extracdo e o Tuning Mix contém solventes organicos. Descarte
os residuos dos produtos em um contéiner para solventes
organicos livres de halogénio. Os residuos de amostras de
pacientes e as amostras preparadas, assim como os controles e
calibradores devem ser coletados e descartados como lixo
potencialmente infeccioso. Descarte de acordo com as normas
locais e nacionais.
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PREPARO DOS REAGENTES

Fase Movel A e Fase Movel B: prontos para uso.
Solugdo de Lavagem: pronto para uso.
Reagente de Precipitagao: pronto para uso.
Tampao de Extragao: pronto para uso.

Padrao interno (liofilizado)

1. Descongelar um frasco de Padrao Interno liofilizado

2. Adicionar 2,5 mL de Tampao de reconstituicao

3. Fechar com a tampa preta fornecida e deixar por cerca de
5 minutos a temperatura ambiente, agitar cuidadosamente
e ocasionalmente até homogeneizagdo do conteldo.
Evitar a luz direta!

NOTA: O Tampdo de Reconstituicio contém aditivos
estabilizadores. Para garantir a estabilidade do Padrao Interno,
o Tampao de Reconstituicdo deve ser utilizado.

O Mix de Padrdo Interno pode ficar um pouco turvo, mas isto
ndo afeta a performance da andlise. Favor ndo centrifugar o
padrdo interno em caso de turbidez, somente agite brevemente
antes do uso.

Estabilidade do Padrdao Interno reconstituido: o padrdo
interno reconstituido é estavel por até 2 semanas se mantido
bem fechado, refrigerado em temperatura entre 2 e 8°C e
protegido da luz. Para periodos maiores de armazenamento
(maximo 3 meses), aliquotar e conservar congelado (abaixo de
-18°C).

MATERIAIS REQUERIDOS, NAO FORNECIDOS NO KIT
Coluna analitica equilibrada (Chromsystems art. 93100).
Coluna Trap equilibrada (Chromsystems art. 93122).
Immunosupressants whole blood control, Four-level (I + II +
III + IV) (Chromsystems art. 0081).

6plusl Multilevel Calibrator Set Immunosuppressants in Whole
Blood (Chromsystems art. 28039/XL).

Placas de extragdo de 96 pogos profundos (Chromsystems art.
93956).

Placas de coleta (Chromsystems art. 93058).

Selos adesivos perfuraveis (Chromsystems art. 93059).

Agua tipo I ou grau HPLC.

Espectrometro de massa em tandem com fonte ESI

Vélvula de 6 portas de 2 posicdes, minimo

Sistema HPLC gradiente com duas bombas, forno de coluna e
sistema automatico de amostragem

Pipetas e pontas de pipetas

Frascos para o sistema automatico de amostragem e selos
Centrifuga de superficie de bancada

Vortex™

AMOSTRA

Deverdo ser analisadas amostras de sangue total colhidas em
EDTA.

Estabilidade da amostra: as amostras coletadas desta forma
sdo estdveis por 7 dias se mantidas refrigeradas, em
temperatura entre 2 e 8°C.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Ajustes de instrumento:
Volume de injegdo: 5 - 50 pl (dependente do
espectrometro de massa)
dependente do espectrémetro de
massa
AB Sciex API 4000TM/IVD-MS™
Analyzer (Triple Quad™ 4500):
1.5 min;
Agilent 6460: 1.3 min;
Waters ACQUITY® TQD: 1.7 min
Temperatura da coluna: Coluna analitica: 65°C
Coluna trap: temperatura
ambiente (+20 a +25°C)
Solucdo de lavagem de Solugdao de Lavagem (n° de
agulhas para o injetor: pedido 93909)

Tempo de corrida:
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Configuracoes de Coluna:

Na valvula configurada “Trap” (A), a amostra é carregada. Apos
alterar a posigdo da valvula para “MS/MS” (B), os analitos sdo
eluidos da coluna trap para a coluna analitica, onde impurezas
sdo separadas cromatograficamente. Simultaneamente, a
coluna trap é equilibrada. As fases moéveis sdo bombeadas com
um fluxo isocratico de 2ml/min (Fase Movel A) ou
espectrémetro de massas dependente (Fase Moével B). Tenha
certeza de a fonte ESI utilizada é designada para o fluxo
requerido.

Configuragao Tempo [min]
de valvula
AB Sciex API | Agilent Waters
4000™/AB SCiex | 6460 | ACQUITY®TQD
IvD-MS™
Analyzer (Triple
Quad™ 4500)
Trap 0.00 0.00 0.00
MS/MS 0.25 0.25 0.25
Trap 1.50 1.15 1.65

Procedimento de preparo de amostras:

Preparo manual de amostras

Reconstituir cada calibrador em sangue total multinivel
6PLUS1® e controle em sangue total MassCheck® com 2.0 ml
de agua destilada, e o padrdo interno com 2.5 ml de tampdo de
reconstituigdo.

1. Colocar 50 pl da amostra / calibrador / controle em um
frasco de reacdo de 1.5 ml.

2. Adicionar 25 pl do padrao interno reconstituido.

3. Adicionar 100 pl do tampdo de extragao.

4. Adicionar 250 ul de reagente de precipitagdo e agitar por 1
minuto; incubar por 2 minutos a temperatura ambiente.

5. Centrifugar por 5 minutos a 15000 g.

6. Transferir a sobrenadante para um frasco de amostragem e
injetar de 5 a 50 pl do sobrenadante no sistema HPLC-MS/MS.

Para determinar o volume de injegdo 6timo, injetar volumes
crescentes de 5 a 50 pl de um calibrador preparado 1 (28031)
até que a intensidade de sinal necessaria seja obtida. Entdo usar
o calibrador 6 preparado (28036/XL) para garantir que todos os
componentes ainda se encontram dentro da faixa de trabalho
linear do sistema MS/MS.

Preparo automatizado de amostra
O preparo de amostras completo ou parcial usando um

automatizador para laboratério é possivel. Detalhes podem ser
encontrados no manual de instrugdes.

Cuidado

O automatizador para laboratério deve ser equipado com
caracteristicas adequadas de detecgdo de codgulos. Sistema
configurados para a monitoracdao de pressdo tem mostrado
vantagens praticas com relagdo a sistemas medidores de
condutividade. Contate o fabricante do sistema, uma vez que
a Chromsystems ndo pode ser responsavel pela
adequabilidade do sistema. O kit de reagentes
Chromsystems ndo produz resultados confidveis ao menos
que seja garantido que a quantidade correta de amostras
seja utilizada.

O preparo de amostras também pode ser realizado
manualmente com o uso de placas de filtro de 96 pogos e uma
pipeta multicanal (Multi pipeta e/ou pipeta com pente).
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| Mantenha a ordem de pipetagem! |

1. Pipete 50 yl de sangue total bem homogeneizado
(calibrador, controles, amostras) em uma placa de
extracao de 96 pocos

2. Adicione 25 pl de Padrdo Interno

3. Adicione 100 pl de tampao de extragdo

4. Adicione 250 pul de reagente de precipitagao

5. Agite por 3 min (1200 rpm)

6. Separe o precipitado por centrifugagdao (2000 x g, 3
min)

7. Transfira o supernadante para a placa de coleta

8. Sele a placa de coleta e transfira para o autosampler

9. Injete 5-50 pl do eluato no sistema de LC-MS/MS

A pipetagem do Padrdo Interno, do Padrdo de Extracdo e do
Reagente de Precipitagdo é facilitada e acelerada pelo uso do
modo de multipipetagem do sistema. A agua ultrapura (0.055
HS/cm, 18.2 MQ) é adequada para lavagem de agulhas.

Estabilidade das amostras preparadas

As amostras preparadas sdo estaveis por 2 dias a temperatura
ambiente, refrigeradas (+2 a +8°C) ou no freezer (abaixo de -
189C) por pelo menos 7 dias (em frascos de vidro e protegidos
da luz).

Nas placas de coleta, as amostras podem evaporar, e por isso
elas devem ser medidas dentro de um dia. Se ndo for possivel,
os eluatos devem ser transferidos para um frasco de vidro e
bem fechados. Protegidos da luz, elas sdo estaveis por 2 dias a
temperatura ambiente, por 5 dias refrigeradas (+2 a +8°C) e
por pelo menos 7 dias no freezer (abaixo de -18°C).

MRMs dos analitos e IS (padrao interno):

A tabela abaixo inclui todas as MRMs para os analitos e os
padrdes internos deuterados. Todas as substancias sdo medidas
em modo de ionizagdo positivo. Como ion precursor é utilizado
o adutor de aménio [M + NHa4]*.

Na medida do possivel, outra transicdo de massa é mostrada
para cada analito, que pode ser usada como qualificadora. Esta
transicdo de massa ndo é validada.

, Massa
Formula
Componente exata MRM 1 MRM 2
Molecular
(g/mol)
1219.9 1219.9
Ciclosporina A Ce2H111N11012 1201.8 > >
1202.8 675.5
1231.9
Ciclosporina
Ce2Ho9D12N11012 1213.9 > _
A-di2
1214.8
975.6 975.6
Everolimus Cs3Hs3NO14 957.6 > >
908.5 926.5
979.6
Everolimus-d4 Cs3H79D4 NO14 961.6 > -
912.5
931.6 931.6
Sirolimus Cs1H79NO13 913.6 > >
864.5 882.5
934.6
Sirolimus-ds Cs1H79NO13D3 916.6 > -
864.5
821.5 821.5
Tacrolimus CaaHeoNO12 803.5 > >
768.6 786.6
824.5
Tacrolimus-
C43'3CHe7D2NO12 806.5 > —
13Cd,
771.6
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As massas listadas acima servem somente como um guia. A
posicdo exata do sinal maximo para cada pico de massa varia
de sistema para sistema MS e deve ser determinada
individualmente e otimizada, pelo menos com uma casa
decimal.

CALCULOS

Para o calculo manual, os seguintes dados sdo necessarios:

érea do pico do analito A no cromatograma MRM = Aamostra
Area do pico do padrao interno (IS) no = ISamostra
cromatograma MRM

Inclinagao da curva de calibragao =a
Intercepcdo Y da curva de calibracao =b

A concentracdo do analito A na amostra Camostra € calculado como
abaixo:

CAmostra = (Aamostra L ISamostra) — b
a

FATORES DE CONVERSAO:

. nmol/L para /L para
Analito pg/ll_a “gmo'l)/L
Ciclosporina A x 1.202 x 0.832
Everolimus X 0.958 X 1.044
Sirolimus x 0.914 x 1.094
Tacrolimus x 0.804 x 1.244

CALIBRADORES E CONTROLES
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

Produto Apresentacao
PLUS1 Multilevel Whole Blood Calibration 7% 2 mL

Set — One Minute test

Immunosuppressants Whole Blood

Control, Four-level (I + II + III + IV) 4x(2x2mlL)

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Validagdao com preparo manual de amostras

Para inspecionar a linearidade e para validar o método, os
espécimes de sangue total foram fortificados com quantidades
definidas de componentes. Multiplas aliquotas destes preparados
foram sujeitadas ao procedimento de preparo.

As caracteristicas da performance foram estabelecidas e
validadas usando os seguintes instrumentos:

— espectrometro de massas AB Sciex API 4000™
— espectrOmetro de massas Agilent 6460 (com fonte de ions

padrdo ESI)

— espectrometro de massas Waters ACQUITY® TQD

O uso do kit MassTox® (93900) em qualquer plataforma devera
ser validado pelo laboratodrio.

Taxa de recuperagao:

A taxa de recuperagdo dos analitos fortificados foi determinada a
partir da inclinagdo de curvas de calibragdo de multiplas amostras
fortificadas de sangue total e solugBes padrdo diluidas.

Analito Taxa de Recuperagdo [%]
Ae fgti)e:)x"f Pl gilent 6460 ACQYJvat\e(gsTQD
Ciclosporina A 107.5 97.7 103.5
Everolimus 100.3 103.4 97.8
Sirolimus 101.7 101.0 93.3
Tacrolimus 99.9 100.9 98.7
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Linearidade e limite inferior da quantificagdao (LLOQ)

A linearidade foi determinada pela fortificacdo de amostras de
sangue total com quantidades definidas de substéncias padrao.
O limite inferior de quantificagdo (LLOQ) foi estabelecido por
diluicdes definidas do calibrador 1 (28039/1) com o calibrador
branco (28039/0).

Analito Limite de quantificacao [pg/I1]
. . Waters Faixa linear
AB Sciex Agilent ®
API 4000™ | 6460 |ACQUITY de pelo
TQD menos
C|closKor|na 5 5 5 2000
Everolimus 0.5 1 1 80
Sirolimus 0.5 1 1 80
Tacrolimus 0.5 0.5 0.5 80

Precisdo intra-ensaio:

A precisdao intra-ensaio foi determinada para quatro
concentracdes diferentes através de multiplos preparos (n = 10)
do mesmo espécime:

Analito CV em % (para uma concentracgao de ug/I)
AB Sciex API 4000™
Ciclosporina A | 4.1 (53.0) |3.6 (261) |2.4(495) |[1.4 (1140)
Everolimus 6.9 (2.8) 5.1 (5.0) |2.8(9.9) 3.7 (33.5)
Sirolimus 5.1 (2.8) 4.2 (10.0) |[2.9(18.5) [4.0(37.3)
Tacrolimus 3.8 (2.8) 5.2 (7.8) 3.8 (15.5) |2.9(32.6)
Agilent 6460
Ciclosporina A | 2.6 (53.0) |3.2(261) |2.9(495) |[3.6(1140)
Everolimus 9.0 (2.8) 7.7 (5.0) |6.8(9.9) |[5.0(33.5)
Sirolimus 8.8 (2.8) 9.8 (10.0) |4.9 (18.5) 7.7 (37.3)
Tacrolimus 5.9 (2.8) 4.9 (7.8) 5.0 (15.5) |3.8(32.6)
Waters ACQUITY® TQD
Ciclosporina A | 2.3(53.0) |2.5(261) |2.8(495) [3.0(1140)
Everolimus 5.9 (2.8) 5.9 (5.0) |5.0(9.9) |[3.8(33.5)
Sirolimus 6.6 (2.8) 3.1(10.0) |3.5(18.5) |5.4(37.3)
Tacrolimus 3.6 (2.8) 2.7 (7.8) 4.8 (15.5) |3.5(32.6)

Precisao inter-ensaio:

A precisdo inter-ensaio foi determinada para quatro
concentragoes diferentes através de multiplos preparos (n = 10)
do mesmo espécime em dez dias diferentes:

Analito CV em % (para uma concentracdo de pg/I)
AB Sciex API 4000™
6.4 7.6
Ciclosporina A 6.6 (261) | 6.3 (495)
(53.0) (1140)
Everolimus 8.6 (2.8) 6.8 (5.0) 5.2 (8.8) 4.9 (33.5)
o 5.9 5.2
Sirolimus 9.1 (2.8) 5.3 (37.3)
(10.0) (18.5)
. 5.8
Tacrolimus 9.5 (2.8) 6.6 (7.8) 5.3 (32.6)
(15.5)
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Agilent 6460

) ) 4.0 5.4
Ciclosporina A 5.2 (261) | 6.2 (495)
(53.0) (1140)
. 12.0 11.0
Everolimus 8.7 (9.9) 8.7 (33.5)
(2.8) (5.0)
o 12.8 9.3 9.3
Sirolimus 9.2 (37.3)
(2.8) (10.0) (18.5)
T li 9.9 (2.8) 6.7 (7.8) 6.3 5.7 (32.6)
acrolimus . . . . . .
(15.5)

Waters ACQUITY® TQD

5.0 4.0
Ciclosporina A 4.5 (261) | 5.7 (495)
(53.0) (1140)
Everolimus 7.5 (2.8) 5.7 (5.0) 5.4 (9.9) 3.8 (33.5)
o 6.0 5.5
Sirolimus 8.3 (2.8) 5.4 (37.3)
(10.0) (18.5)
Tacroli 6.0 (2.8) | 4.2(7.8) 9 3.6 (32.6)
acrolimus . . . . . .
(15.5)

Estes dados foram determinados em nosso laboratério com os
respectivos componentes do kit e somente com base em nossas
obrigacGes regulatérias. Eles ndo contém qualquer avaliagdo da
performance geral dos espectrometros de massa
correspondentes, nem sugerem qualquer julgamento com relagao
aos espectrometros de massa citados.

Desvio

O desvio foi determinado pela comparagao das concentragdes de
todos os niveis de controle e com relagdo a todos os 4
componentes durante os 10 dias. Ndo foi observado desvio para
a ciclosporina A, tacrolimus, sirolimus e everolimus. Este teste foi
elaborado para todos os trés sistemas LC-MS/MS (API4000, TSQ
Quantum Ultra e Waters TQDS).

Carry-over

O carry-over foi determinado pela medigao do calibrador com o
nivel mais alto e diretamente ap6s com o calibrador branco, e
através da comparagdo da area do pico do nivel branco
proporcionalmente a area do calibrador. Este teste também foi
elaborado com trés sistemas LC-MS/MS (AB Sciex API 4000™,
Agilent 6460 e Waters ACQUITY® TQD). Todos os quatro
componentes foram testados e nenhum efeito especial com
relagcdo a carry-over foi observado. Em todas as determinagdes a
concentracdo medida do calibrador branco se encontrava abaixo
do limite da quantificagao.

Validagdo com preparo automatizado de amostras

Para verificar a linearidade e para validar o método, os espécimes
de sangue total foram fortificados com quantidades definidas de
componentes. Mdultiplas aliquotas destes preparos foram
submetidas ao procedimento de preparo.

As caracteristicas da performance foram estabelecidas e
validadas usando os seguintes instrumentos:

— espectrometro de massas AB Sciex API 4000™

— AB Sciex IVD-MS™ Analyzer (Triple Quad™ 4500)

O preparo de amostras foi realizado com a seguinte ferramenta
de manipulacgdo de liquidos:
e Tecan Freedom EVO® 100 (para AB Sciex API 4000™)
e MassSTAR (para AB Sciex IVD-MS™ Analyzer (Triple
Quad™ 4500))

O uso deste kit MasTox® (artigo 93900) em qualquer outra
plataforma deve ser validado pelo laboratério.
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Taxa de recuperagao:

A taxa de recuperacdo dos analitos fortificados foi determinada a
partir da inclinacdo das curvas de calibracdo de multiplas
amostras de sangue total fortificadas e solugdes padrdo diluidas.

Analito Taxa de recuperacdo
AB Sciex API AB Sciex IVD-MSTM Analyzer
4000™ (Triple Quad™ 4500)
Ciclosporina A 104.1 98.7
Everolimus 103.8 96.1
Sirolimus 103.7 103.8
Tacrolimus 103.6 99.6

Linearidade e limite inferior da quantificagdao (LLOQ)

A linearidade foi determinada pela fortificagdo de amostras de
sangue total com quantidades definidas de substancias padrdo. O
limite inferior de quantificagdo (LLOQ) foi estabelecido por
diluigdes definidas do calibrador 1 (28039/1) com o calibrador
branco (28039/0).

Analito LOQ [pl] Faixa linear de pelo menos
[rg/1]
AB Sciex API 4000™
Ciclosporina A 5 2000
Everolimus 1 80
Sirolimus 1 80
Tacrolimus 0.5 80
AB Sciex IVD-MS™ Analyzer (Triple Quad™
4500)
Ciclosporina A 5 2000
Everolimus 0.5 100
Sirolimus 0.5 100
Tacrolimus 0.5 100

Precisdo intra-ensaio:

A precisdo intra-ensaio foi determinada para quatro
concentragdes diferentes através de multiplos preparos (n = 10)
do mesmo espécime:

Analito CV em % (para uma concentracao de ug/I)
AB Sciex API 4000™

Ciclosporina A 3.2 (53.0) 3.4 (261) 3.7 (495) 3.9 (1140)
Everolimus 7.8 (2.8) 7.0 (5.0) 4.1 (9.9) 2.9 (33.5)
Sirolimus 4.9 (2.8) 4.4 (10.0) |3.7(18.5) 4.9 (37.3)
Tacrolimus 4.5 (2.8) 3.5(7.8) [3.7(15.5) 4.7 (32.6)

AB Sciex IVD-MS™ Analyzer (Triple Quad™

4500)

Ciclosporina A 3.1 (49.7) 5.1 (249) 5.7 (484) 4.4 (1116)
Everolimus 3.8 (2.7) 5.1 (4.8) 3.1 (9.4) 2.5 (33.1)
Sirolimus 4.3 (2.7) 2.4 (9.7) 4.0 (18.5) 2.6 (37.6)
Tacrolimus 3.4 (2.7) 2.1(7.4) [2.7(15.3) [1.4(32.2)

Precisdo inter-ensaio:

A precisdo inter-ensaio foi determinada para quatro
concentragdes diferentes através de multiplos preparos (n = 10)
do mesmo espécime em dez dias diferentes:

Analito CV em % (para uma concentracao de pg/l)

AB Sciex API 4000™

Ciclosporina A 5.7 (53.0) |5.0(261) 5.8 (495) [3.7 (1140)
Everolimus 8.5 (2.8) 8.2 (5.0) 7.6 (9.9) 6.1 (33.5)
Sirolimus 11.4 (2.8) [7.1(10.0) [7.7 (18.5) [6.0(37.3)
Tacrolimus 6.7 (2.8) 7.3(7.8) 16.6 (15.5) |5.9 (32.6)
AB Sciex IVD-MS™ Analyzer (Triple Quad™
4500)

Ciclosporina A |7.7 (49.7) [6.0(249) [6.6 (484) [6.2 (1116)
Everolimus 4.1 (2.7) 5.1 (4.8) 4.7 (9.4) 4.1 (33.1)
Sirolimus 5.8(2.7) |4.2(9.7) [4.2(18.5) [3.6(37.6)
Tacrolimus 4.3 (2.7) 3.7(7.4) 14.1(15.3) |3.6(32.2)

Interferéncia de drogas

52 drogas comumente usadas foram testadas quanto a
interferéncias através de sua fortificagdo em amostras de
sangue (concentracdo: duas vezes a faixa terapéutica), e
analisadas com um AB Sciex IVD-MS™ Analyzer (Triple Quad™
4500).

Nenhuma interferéncia significativa:

Nenhum desvio significante (£15%) de resultados quantitativos
foram observados para nenhuma das seguintes drogas:
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Acetazolamida, aciclovir, amicacina, anfotericina B, ampicilina,
azatioprina, captopril, carbamazepina, cloranfenicol, cimetidina,
ciprofloxacina, digitoxina, digoxina, disopiramida, eritromicina,
furosemida, ganciclovir, gentamicina, ibuprofeno, intralipid,
itraconazol, canamicina, cetoconazol, lidocaina, meticilina,
metilprednisolona, metoprolol, acido micofendlico, N-
acetilprocainamida, nadolol, neomicina, nifedipina, omeprazol,
paracetamol, penicilina G, penicilina V, fenitoina, prazosina,
prednisona, prednisolona, procainamida, propranolol,
ranitidina, rifampicina, 4acido salicilico, espectinomicina,
estreptomicina, tobramicina, triantereno, acido valprdico,
vancomicina, verapamil.

VALORES DE REFERENCIA

Ciclosporina A: Faixa terapéutica para o sangue total
[pg/1] [2, 3]

Terapia inicial Terapia de
p Manutengao
Transplante de rim | 150 - 225 100 - 150
Transplante  de | 555 _ 309 100 - 150
figado
Transplante  de | 55, _ 359 150 - 250
coragdo

Everolimus: Faixa terapéutica para o sangue total [ug/I]
[2, 3]

Minimo

Paciente de transplante de rim - terapia
tripla com ciclosporina A, corticosteroides | 3 - 8
e everolimus.

Sirolimus: Faixa terapéutica para o sangue total [pg/I]
Minimo

(ng/l)

Transplante de rim [2]
e Combinagdo com esteroides e
micofenolato de mofetil (MMF) 5-10
¢ Combinagdao com esteroides e sem | 8 - 12
micofenolato mofetil (MMF)
Transplante de rim [3]
e Terapia tripla com ciclosporina A,

corticosteroides e sirolimus 4-12
e Terapia dupla com corticosteroides e | 12-20
sirolimus

Transplante de figado [3]

e Terapia com ciclosporina A ou
tacrolimus, sirolimus e, quando |3 -6
apropriado, corticosteroide

e Terapia com sirolimus e, quando | 5-8
apropriado, corticosteroides

Tacrolimus: Faixa terapéutica para o sangue total [pg/I]

Terapia Terapia de

inicial Manutencao

[2] [3] [2] [3]

) 10 -9 -

Transplante de rim 15 13 5-10 4-9
Transplante de|10 -9 -
figado 15 13 |2-10 ]4-9
Transplante de |10 -9 - _ _
coracao 18 15 8-15 /-13

Observacao / Alerta

Todas as faixas terapéuticas aqui listadas sdo propostas pela
literatura. Ndo existem faixas terapéuticas universalmente
estabelecidas para ciclosporina A, everolimus, sirolimus ou
tacrolimus em sangue total. Os valores obtidos com diferentes
métodos de ensaio ndo podem ser utilizados de modo
intercambiavel. Os laboratoérios devem incluir a identificacdo do
método usado no ensaio de modo a auxiliar na interpretacdo
dos resultados.

Cada laboratério deve estabelecer seus proprios valores de

referéncia para adaptar o método as caracteristicas do
tratamento e da monitoracdo terapéutica.
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LIMITACOES CLINICAS

Ndo existem faixas terapéuticas universalmente estabelecidas
para a ciclosporina A, everolimus, sirolimus ou tacrolimus em
sangue total. Os valores obtidos com diferentes métodos de
ensaio ndo podem ser utilizados de forma intercambiavel. Os
laboratérios deverao incluir a identificagdo do método usado no
ensaio de modo a auxiliar na interpretagao dos resultados.

Os resultados individuais ndo poderdo ser usados como o Unico
indicador para elaborar mudangas no regime de tratamento.
Cada paciente deverd ser totalmente avaliado clinicamente
antes de se elaborar ajustes no tratamento, e cada usuario
devera estabelecer as suas préprias faixas nestas avaliagdes
clinicas. Recomenda-se 0 uso consistente de um ensaio para
cada paciente individual. Ndo deverao ser utilizados fatores de
conversdo obtidos através de comparacGes de métodos de
ensaio para predizer os valores pertinentes a pacientes
individuais.

A complexidade do estado clinico, das diferencas individuais
referentes a sensibilidade aos imunossupressores e efeitos
nefrotdxicos da ciclosporina A, do sirolimus e tacrolimus, a co-
administragdo de outros imunossupressores, os tipos de
transplante, tempos pos-transplante e um numero de outros
fatores contribuem com as diferentes exigéncias pertinentes
aos niveis 6timos deste imunossupressores em sangue.
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