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Aplicacao

0 ensaio CEDIA® Cyclosporine PLUS destina-se a determinagdo quantitativa in vitro de
ciclosporina em sangue total humano. Séo utilizados analisadores automatizados de quimica
clinica como meios auxiliares para gestdo da terapéutica com ciclosporina em transplantes
renais, hepéticos e cardiacos.

Resumo e Explicacao do Teste

A ciclosporina é um hendepeptideo ciclico hidrofébico, de origem flngica, que possui
propriedades imunossupressoras.'? Apesar do seu mecanismo de accdo ainda estar a ser
investigado, a ciclosporina parece influenciar o metabolismo dos linfécitos T-indutores e dos
linfocitos T-supressores, resultando no enfraquecimento do sistema imunitéario.*® As propriedades
imunossupressoras da ciclosporina tornam-na um farmaco muito eficaz para tratamento de
certas doencas auto-imunes e redug@o da incidéncia de rejei¢do dos tecidos ap6s o transplante
de 6rgdos. A terapéutica com ciclosporina tem uma seguranca e eficacia maximas num intervalo
de concentracdes reduzido, podendo originar varios efeitos adversos.®’ Os efeitos adversos mais
criticos consistem na rejeicdo de orgdos devido a dosagem inadequada ou nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade, cuja probabilidade aumenta com a concentragéo do farmaco.*"' A ciclosporina
é administrada por via oral ou intravenosa. Uma vez que a absorgdo e o metabolismo hepético
do farmaco variam muito de doente para doente, a correlacdo dos niveis sanguineos com a dose
administrada é baixa."? Os factores que afectam as concentragdes sanguineas de ciclosporina
incluem a natureza do transplante, a idade e o estado geral do doente e a administragao
simultanea de outros farmacos, como a carbamazepina, a fenitoina, o fenobarbital, a eritromicina,
a rifampicina, a cimetidina e o cetoconazol." A monitorizacdo da ciclosporina no transplante de
orgaos é essencial para maximizar os efeitos imunossupressores nos doentes.'s?

A medigdo das concentracdes de ciclosporina no sangue total, associada a outros
dados laboratoriais e & avaliagdo clinica, constitui a melhor abordagem para maximizar a
imunossupressao e minimizar os efeitos secundérios nos receptores de transplantes de 6rgaos.

0 ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS utiliza a tecnologia de ADN recombinante (Patente dos E.U.A.
N.° 4708929) para produzir um sistema de imunoensaio enzimatico homogéneo Gnico.?’ 0 ensaio
baseia-se na enzima bacteriana B-galactosidase, separada em dois fragmentos inactivos,
através de engenharia genética. Estes fragmentos voltam a associar-se espontaneamente
formando enzimas totalmente activas, as quais, no formato do ensaio, fragmentam um substrato
e produzem uma alteracdo de cor que pode ser medida através de espectrofotometria.

No ensaio, a substancia analisada existente na amostra compete com a substincia analisada
conjugada com um fragmento inactivo da p-galactosidase para o local de ligagdo de anticorpos.
Se a substancia analisada existir na amostra, liga-se aos anticorpos, deixando os fragmentos
de enzima inactivos livres para formar enzimas activas. Se a substancia analisada ndo existir
na amostra, 0s anticorpos ligam-se a substancia analisada conjugada do fragmento inactivo,
inibindo a reassociacdo dos fragmentos de f-galactosidase inactivos. Assim, ndo se formam
enzimas activas. A quantidade de enzima activa formada e a alterac@o da absorvancia resultante
sdo directamente proporcionais a quantidade da substancia analisada presente na amostra.

Reagentes

1 Tampao de Reconstituicdo do AE: contém MOPS [tampdo de 3-(N-morfolino) &cido
propanesulfénico], 0,50 pg/mL de anticorpos monoclonais de ratinho anti-ciclosporina,
estabilizador e conservante, 1 x 41 mL.

1a Reagente AE: contém 0,171 g/L de Aceitador de Enzimas (microbiano), sais de tamp@o
e conservante, 1 x 41 mL.

2 Tampdo de Reconstituicdo do DE: contém MES [tamp&o de 2-(N-morfolino) acido
etanosulfonicol, detergente e conservante, 1x 19 mL.

2a Reagente DE: contém 52 pg/L de Dador de Enzimas (microbiano) conjugado com
ciclosporina, 2,73 g/L de vermelho de clorofenol-B-D-galactopiranésido, estabilizadores
e conservante, 1 x 19 mL.

3 Reagente de Lise: contém sais de tamp@o, detergentes e conservante, 1x 98 mL.

4  Calibrador de Intervalo Baixo A: contém 0,45 g BSA e 0,063 pg Cyclosporine A.

5 Calibrador de Intervalo Baixo B: contém 0,45 g BSA e 1,125 pg Cyclosporine A.

Materiais Adicionais:
Dois (2) frascos de analisador de 20 ml vazios.

Materiais Adicionais N jrios (mas néo fornecidos):
Descrigao do kit
100012 Kit de Calibrador CEDIA Cyclosporine PLUS de Intervalo Alto

Analisador automatizado de quimica clinica
Controlo(s) Disponivel(is) no Mercado. Consulte a Assisténcia Técnica da Thermo
Fisher Scientific, para recomendacdes sobre os materiais de controlo adequados.

A Precaucdes e Adverténcias
Utilize as precaucdes habituais referentes @ manipulacao de todos os reagentes laboratoriais.

PERIGO: o reagente em pé do aceitador da enzima (EA) contém < 1,0% w/w de azida de sédio.
0 reagente em pd do doador da enzima (ED) contém 55% w/w de soro-albumina bovina (BSA).
0 reagente liquido do tampao de reconstituigao do aceitador da enzima (EARB) contém 0,75%
de soro bovino (fetal), < 0,1% de anticorpo CsA (monoclonal de rato) e < 0,13% de azida de
sodio. Os reagentes liquidos do tamp@o de reconstituicdo do doador da enzima (EDRB) e de lise
contém < 0,13% de azida de sodio. Os calibradores contém 18% de soro-albumina bovina (BSA)
e <0,13% de azida de sadio.

H317 - Pode provocar uma reacao alérgica cutanea.

H334 - Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia, de asma ou dificuldades respiratdrias.
H412 - Prejudicial para a vida aquatica com efeitos duradouros.

EUHO032 - O contacto com acidos liberta gas muito toxico.

Evitar respirar pé/névoas/vapores/aerossois. A roupa de trabalho contaminada ndo pode sair do
local de trabalho. Evitar libertagao para o meio ambiente. Usar luvas de prote¢@o/protecéo ocular/
protecdo facial. Em caso de ventilagdo inadequada, usar protecdo respiratoria. Se entrar em
contacto com a pele: lavar com sab@o e 4gua abundantes. EM CASO DE INALACAO: em caso de
dificuldade respiratoria, retirar a vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em repouso numa
posi¢do que ndo dificulte a respiracdo. Em caso de irritacdo cuténea ou prurido: consultar um
médico. Em caso de sintomas respiratdrios: contactar um CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS
ou um médico. Lavar a roupa contaminada antes de a voltar a usar. Eliminar o conteddo/recipiente
em local conforme os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

Preparacdo e Conservacao dos Reagentes

Consulte a folha de aplicagcdo do instrumento especifica para obter os pardmetros do ensaio.
Prepare as solugdes seguintes utilizando reagentes e tampdes frios. Retire o kit do armazenamento
refrigerado (2-8 °C) imediatamente antes da preparagao das solug@es de trabalho.

No caso de derrame acidental, limpe e elimine o material de acordo com os Procedimentos
Operativos Normalizados (PON) do laboratdrio e os regulamentos locais e estatais.

No caso de receber uma embalagem danificada, contacte o representante de apoio ao cliente
(consulte o verso deste folheto).

Prepare as solu¢des na ordem seguinte para minimizar a possibilidade de contaminagao.

Solucao do dador de enzimas R2: utilizando um dos adaptadores fornecidos, ligue o Frasco
2a (Reagente DE) ao Frasco 2 (Tamp&o de Reconstituicdo do DE). Inverta suavemente para
misturar, certificando-se de que todo o material liofilizado do Frasco 2a é transferido para
o Frasco 2. Evite a formacéo de espuma. Separe o Frasco 2a e o adaptador do Frasco 2 e
elimine. Tape o Frasco 2 e deixe repousar durante cerca de 5 minutos a temperatura ambiente
(15 - 25°C). Misture novamente. Registe a data de reconstituigdo no rétulo do frasco. Coloque
o frasco directamente no compartimento de reagentes do analisador ou no compartimento de
conservagao refrigerado (2 - 8°C). Deixe repousar 15 minutos antes de utilizar.

Solugao do aceitador de enzimas R1: utilizando um dos adaptadores fornecidos, ligue o Frasco
1a (Reagente AE) ao Frasco 1 de 70 mL (Tamp@o de Reconstituicdo do EA). Inverta suavemente
para misturar, certificando-se de que todo o material liofilizado do Frasco 1a é transferido para
o Frasco 1. Evite a formacéo de espuma. Separe o Frasco 1a do adaptador. Elimine o Frasco 1a.

Tape o Frasco 1 cheio e deixe repousar durante cerca de 5 minutos a temperatura ambiente
(15-25°C). Volte a misturar suavemente. Registe a data de reconstituicdo no rétulo do
frasco. Coloque o frasco directamente no compartimento de reagentes do analisador ou no
compartimento de conservacgao refrigerado (2 - 8°C). Deixe o reagente no analisador durante,
pelo menos, 15 minutos antes de utiliza-lo.

Se o seu analisador ndo tiver capacidade para o frasco de 70 ml (frasco 1), foram incluidos dois (2)
frascos de estilo trapezoidal mais pequenos vazios. Decante o conte(ido do frasco 1 maior para
cada um dos 2 frascos mais pequenos dividindo o volume igualmente entre os dois frascos.

Reagente de Lise: o reagente de lise é liquido, ndo sendo necesséria a reconstituicdo. Antes de
cada utilizagao, misture o conteddo do frasco, invertendo-o suavemente 2 a 3 vezes. Registe a
data de abertura do reagente de lise no rétulo do frasco. Retire a tampa e distribua a quantidade
do reagente de lise necessaria para um recipiente de amostras, conforme especificado no
folheto de aplicag@o do ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS em quest&o.

Utilizacao do cédigo de barras: Os codigos de barras nos frascos de reagentes sdo para o Low
Range Assay. Os rotulos de reagente tém um codigo de barras de sistema dedicado que a maior
parte dos analisadores ird ignorar, se ndo for reconhecido. Se o analisador enviar um cédigo de
erro, cubra o cddigo de barras com fita de cor sélida. Contacte os servigos técnicos para obter
assisténcia, se necessario.

NOTA 1: os componentes fornecidos neste kit destinam-se a serem utilizados como uma
unidade integral. Nao misture os componentes de lotes diferentes.

NOTA 2: evite a contaminacdo cruzada de reagentes, fazendo corresponder de forma correcta
as tampas aos frascos de reagentes. A solugdo R2 (Dador de Enzimas) deve ter uma cor
amarela-alaranjada. Uma cor vermelha ou puarpura-avermelhada indica que o reagente foi
contaminado e tem de ser eliminado.

NOTA 3: antes de efectuar o ensaio, as solugdes R1 e R2 tém de estar a temperatura de
conservagado do compartimento de reagentes do analisador. Consulte o folheto de aplicagao
especifico do analisador, para obter mais informacdes.

NOTA 4: prepare a solugdo R2 antes da solugdo R1.

NOTA 5: para garantir a estabilidade do reagente AE reconstituido, proteja-o da exposi¢ao
continua e prolongada a luz intensa. _

Conserve os reagentes entre 2 e 8°C. NAO CONGELE. Relativamente a estabilidade dos componentes
ndo abertos, consulte o prazo de validade indicado nos rétulos da caixa ou dos frascos.

Solucao R1: 60 dias refrigerada no analisador ou entre 2 e 8°C.
Solucdo R2: 60 dias refrigerada no analisador ou entre 2 e 8°C.
Reagente de Lise: 60 dias entre 2 e 30°C.

Calibrador: 60 dias entre 2 e 8°C.

Colheita e Manipulac@o das Amostras

Utilize sangue total tratado com EDTA.% Devera ter cuidado para preservar a integridade da
amostra, desde o momento da colheita até ao momento em que é analisada. As amostras
devem ser identificadas com a hora da colheita de sangue e a hora de administracéo da Gltima
dose do farmaco. As amostras devem ser tapadas e analisadas no prazo de 7 dias, quando
conservadas entre 2 e 8°C, ou no prazo de 1 més, quando conservadas a -20°C. Evite ciclos de
congelagdo e descongelacéo repetidos. Ndo provoque a formag&o de espuma nas amostras.



Preparacao das Amostras
1. Deixe os calibradores, controlos ou amostras dos doentes atingirem a temperatura ambiente.
2. Antes da utilizagdo, misture totalmente a amostra, com cuidado (calibradores,

controlos ou amostra do doente).
. Pipete exactamente 100 pL de amostra para um recipiente de amostras.
4. Utilizando uma pipeta de repeticao, adicione exactamente 400 pL de Reagente de Lise
do ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS a cada recipiente de amostras.
5. Misture totalmente cada recipiente no vortex, durante 2 a 5 segundos.
6. Coloque os recipientes de amostras no instrumento e analise.
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0 ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS destina-se a ser utilizado em analisadores de quimica
clinica automatizados. Os dados especificos sobre o desempenho do ensaio estdo arquivados
na Microgenics Corporation, uma divisdo da Thermo Fisher Scientific.”

Procedimento do Ensaio
Contacte a assisténcia técnica da Thermo Fisher Scientific para obter os pardmetros da aplicag&o.

Calibracao

0 ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS produz uma curva linear padrao, utilizando os Kits de
Calibradores CEDIA Cyclosporine PLUS apropriados. Utilizando o software do analisador,
poderd conseguir a reducdo de dados calculados a partir da menor regressdo linear
quadrada. Valide a calibrag@o do ensaio, testando controlo(s) disponivel(is) com intervalos de
recuperacéo estabelecidos para o ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS.

NOTA: os cartdes de atribuicdo dos valores dos calibradores s@o fornecidos em cada kit de
calibradores. Antes de utilizar um novo kit de calibradores, verifique os seus parametros
quimicos para garantir que as concentracdes do calibrador correspondem aos valores
indicados no cartdo de atribuicao de valores.

Frequéncia da Calibracao
Arecalibracdo é recomendada
* Apds a mudanca de frasco de reagente.
* Apos a mudanca de lote do calibrador ou do reagente.
* Apos a realizagdo da manutengao mensal do instrumento.
¢ Conforme necessario, seguindo os procedimentos do controlo de qualidade.

Intervalo Relatavel
0 intervalo relatavel para o Ensaio Baixo situa-se entre 25 ng/mL e 450 ng/mL. A concentragéo
minima detectavel pelo ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS é de 25 ng/mL.

0 intervalo relatavel para o Ensaio Alto situa-se entre 450 ng/mL e 2.000 ng/mL.

Amostras Fora do Intervalo

As amostras que apresentem valores superiores aos valores que podem ser detectados pelo
Calibrador Alto de Cyclosporine PLUS podem ser apresentadas como > 2.000 ng/mL ou podem
ser diluidas na proporcdo de uma parte da amostra original para uma parte de sangue total sem
ciclosporina. Em seguida, as amostras sdo lisadas e repetidas as analises. As amostras fora do
intervalo s6 podem ser diluidas na propor¢@o de uma parte da amostra original para trés partes de
sangue total sem ciclosporina, sendo depois lisadas e repetidas as analises, se o Ensaio de Intervalo
Baixo de Ciclosporina for realizado no laboratério.

1. Antes de utilizar, misture totalmente a amostra, com cuidado.

2. Prepare a diluicdo misturando uma parte do volume da amostra do paciente e uma
parte do volume de sangue total sem ciclosporina OU uma parte do volume da amostra
do paciente e trés partes do volume de sangue total sem ciclosporina.

3. Utilizando uma pipeta de repeticao, adicione exactamente 400 pL de Reagente de Lise
do ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS a cada recipiente de amostras.

4. Misture totalmente cada recipiente no vortex, durante 2 a 5 segundos.

5. Coloque ofs) recipiente(s) de amostras no instrumento e repita a anélise.

0 valor obtido nesta anélise deve ser derivado da seguinte forma:

Valor real = factor de dilui¢do x valor diluido

Factor de diluigdo = (volume da amostra + volume de sangue total sem ciclosporina)
volume da amostra

As amostras com valores abaixo da concentragdo minima detectavel pelo ensaio devem ser
referidas como < 25 ng/mL.

Controlo de Qualidade e Calibracao
Cada laboratorio devera estabelecer a sua frequéncia de controlo.

As boas praticas laboratoriais sugerem que sejam testados pelo menos dois niveis (pontos de
decis@o médica alto e baixo) de controlo de qualidade, nos dias em que s&o testadas amostras
de doentes e sempre que for efectuada uma calibragdo. Monitorize os valores de controlo,
relativamente a quaisquer tendéncias ou desvios. Caso sejam detectadas tendéncias ou
desvios, ou o controlo ndo se encontre no intervalo especificado, reveja todos os parametros
de funcionamento. Contacte a Assisténcia Técnica da Thermo Fisher Scientific, para obter
assisténcia e recomendacdes sobre os materiais de controlo adequados. Todos os requisitos
de controlo de qualidade devem ser implementados de acordo com os regulamentos locais,
estatais e/ou federais ou requisitos de acreditagao.

NOTA: volte a avaliar os alvos e intervalos de controlo, apés uma mudanca de lote do reagente.

Resultados e Valores Esperados
Consulte o manual do operador ou o protocolo especifico do analisador em questéo, para obter
informacdes de célculo pormenorizadas.

Limitagdes 2

0 desempenho do ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS néo foi estabelecido para outros fluidos
corporais, além de sangue total humano com EDTA.

Critério: recuperacdo de +15 ng/mL em relacé@o ao valor inicial de concentragdes < 150 ng/mL
ou + 10% em relacéo aos valores iniciais de concentragdes > 150 ng/mL.

Ictericia: ndo ocorreram interferéncias significativas até ao indice | de 60 (concentragéo
aproximada de bilirrubina ndo conjugada: 60 mg/dL).

Lipemia: ndo ocorreram interferéncias significativas até um nivel maximo de triglicéridos de 1000
mg/dL. No ocorreram interferéncias significativas até um nivel maximo de colesterol de 300 mg/
dL. Niveis elevados de triglicéridos e de colesterol poderdo resultar numa quantificagao baixa.
Proteinas Totais: niveis < 10 g/dL ndo interferem com o ensaio. Niveis elevados de proteinas
poderdo resultar numa quantificacdo baixa.

Factor reumatoide: niveis < 100 Ul/mL n&o interferem com o ensaio.

Intervalo do hematocrito: 30,5% a 53,5%. Niveis de hematdcrito mais elevados poderdo
resultar numa quantificacdo baixa. Para os doentes que possam apresentar acumulagado
de metabolitos, por exemplo, doentes com diminuicdo da fungdo hepéatica, com valores
do farmaco inesperadamente elevados ou com aumento do periodo apds a terapéutica, a
utilizagdo deste ensaio pode ser suportada por um método que seja altamente especifico para
o composto inicial, como a HPLC (High Profile Liquid Chromatography - Cromatografia liquida
de perfil elevado).

A incidéncia de doentes com anticorpos para a B-galactosidase da E. coli é extremamente
baixa. No entanto, algumas amostras que contenham estes anticorpos poderdo produzir
resultados artificialmente elevados, que nado se enquadram no perfil clinico. Caso isto ocorra,
contacte a Assisténcia Técnica ao Cliente da Thermo Fisher Scientific, para obter ajuda.

Tal como com qualquer outro ensaio que utilize anticorpos de ratinho, existe a possibilidade da
interferéncia de anticorpos humanos anti-ratinho (HAMA) na amostra, o que podera originar
resultados falsamente elevados. Devera ter cuidado de forma a garantir que as amostras de
sangue sdo colhidas em intervalos consistentes ap6s a administracao de ciclosporina.

Valores Esperados

Nao existe um intervalo terapéutico fixo para a ciclosporina no sangue total. A complexidade
do estado clinico, as diferencas individuais na sensibilidade aos efeitos imunossupressores
e nefrotoxicos da ciclosporina, a administracdo simultdnea de outros imunossupressores, o
tipo de transplante, o tempo apés o transplante e varios outros factores originarao diferentes
necessidades para a obtencdo de niveis sanguineos dptimos de ciclosporina. Os valores de
ciclosporina ndo podem ser utilizados como o Gnico indicador para efectuar alteracdes do
regime de tratamento. A situacdo clinica de cada doente deverd ser cuidadosamente avaliada,
antes de serem efectuados ajustes de tratamento. Cada utilizador devera estabelecer os seus
intervalos, com base na experiéncia clinica.?* Os intervalos variardo de acordo com o teste
disponivel no mercado que é utilizado. Os factores de conversdo ndo devem ser utilizados para
predizer os valores de cada doente. E recomendada a utilizagao consistente do mesmo ensaio
para cada doente, devido aos padrdes varidveis de reactividade cruzada com metabolitos.

Caracteristicas Especificas do Desempenho 2

Os dados do desempenho tipico, obtidos no analisador Hitachi 911, sdo apresentados mais abaixo.
Os resultados obtidos no seu laboratério poderdo ser diferentes. Para obter mais dados sobre o
desempenho especifico do analisador, consulte o protocolo de aplicac@o especifico do analisador.

Precisao

Em estudos de precisdo medidos, utilizando reagentes embalados, sangue total de vérios
doentes e controlos de sangue total, foram obtidos os seguintes resultados em ng/mL:
experiéncia de replicacdo modificada pelo NCCLS no analisador Hitachi 911 (37°C), EP5-T
(3 replicados, diariamente durante 21 dias).

Ensaio de Intervalo Baixo Intra-série Total
Amostra n X SD CV% SD CV%
Cl 63 46,2 37 8,0 14 16,0
cl 63 199,7 59 29 9,1 4,6
Grupo com Niveis Baixos 63 54 47 8,8 6,6 12,2
Grupo com Niveis Altos 63 4347 6,7 1,6 19,4 45
Ensaio de Intervalo Alto Intra-série Total
Amostra n X SD CV% SD CV%
chi 63 418 317 16 40,5 9,6
CIv 63 642 38,0 59 47,0 73
cv 63 1.257 49,9 4,0 63,9 5,1
Grupo com Niveis Baixos 63 472 22,8 48 35,1 15
Grupo com Niveis Altos 63 1.695 39,2 2,3 87,3 5.2




Meétodo de Comparacao - Intervalo do Ensaio Baixo

As comparacdes efectuadas em quatro locais, utilizando o ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS da

Microgenics (y) e a HPLC-MS (x) forneceram a seguinte correlag&o.

CEDIA Cyclosporine PLUS
Comparacao do Método,
Intervalo do Ensaio Baixo
(Todos os Tipos de Transplante)
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Ensaio de Intervalo Baixo CEDIA Cyclosporine PLUS

As comparagdes efectuadas em quatro locais, utilizando o ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS da
Microgenics (y) e FPIA (Imunoensaio de polarizagéo de fluorescéncia) (x), EMIT® (x) e HPLC-
MS (x) forneceram as seguintes correlagdes.

Tipo de Eixo x Regressao Syx de ‘ n Intervalo
Transplante Linear Syx Deming
Todas | WeLcms | OOXYE | TONCZggs | gy | 25386 ngim
Todas EMIT MOES | T2 ogr | 298 | a3412ng/mL
Todas Axsym 1'0‘1’;' 2 1'0?’; 5 | 095 | 29 | 35368 ng/mL
Todas TDx 0'87;0' 18 0'911"5' % | 095 | 298 | 9-386ng/mL
Coragéo/ 0,87x + 32 0,93x + 24

ouas | HPLC-MS % g 094 | 109 | 31-383 ng/mL
Figado | HpLe-ms | MOrO9 | T3R8 g gy | 41386 ng/mt
Rins HPLC-MS 1'0?2 -9 1'091X6' 71 e | 122 | 25-379 ng/mL

A comparacdo do método de ensaio do Intervalo Baixo com a HPLC-MS inclui: 311 amostras
de doentes com idades compreendidas entre 18 e 77 anos. Foram colhidas amostras em 228
individuos com niveis baixos, as quais representam 107 situacdes agudas, 195 crénicas, 109
transplantes de coragado-pulmao, 80 transplantes hepaticos e 122 transplantes renais.

Meétodo de Comparacéo - Intervalo do Ensaio Alto
As comparagdes efectuadas utilizando o ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS da Microgenics (y)
e a HPLC-MS (x) forneceram a seguinte correlag&o.

CEDIA Cyclosporine PLUS
Comparacéo do Método,
Intervalo do Ensaio Alto
(Todos os Tipos de Transplante)
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Ensaio de Intervalo Alto CEDIA Cyclosporine PLUS
As comparacdes efectuadas em quatro locais, utilizando o ensaio CEDIA Cyclosporine PLUS
da Microgenics (y) e FPIA (x), EMIT® (x) e HPLC-MS (x) forneceram as seguintes correlagdes.

Tipo de Eixo x Regressao Syx de . n Intervalo
Transplante Linear Syx Deming

Todas | HPLC-MS 0'97;1+ % 1'01;; 1 o9 | 93 |486-1882ng/mL

Todas EMIT 1004121 100X +11 4 g9 | 543 | 19-1.979 ng/mL
2 2

Todas Axsym 1'0‘;’[‘] -2 1'02’1‘ 4l 09 344 | 3-1.857 ng/mL

Todas TDx 096x-33 1 097x-35 | 499 | 334 |151.932ng/mL
36 2%

Figado | HPLC-MS 0'94;‘3" % 0'98;2" 01 096 46 |529-1.417 ng/mL

Rins HPLC-MS 0'99’;; 107 1'02;; 8 0w 47 |486-1.882 ng/mL

A comparagédo do método de ensaio de Intervalo Alto com a HPLC-MS inclui: 93 amostras
de doentes com idades compreendidas entre 30 e 72 anos. Foram colhidas amostras em 21
individuos, 8 horas apds a administracdo de ciclosporina, as quais representam 83 situacdes
agudas, 8 cronicas, 46 transplantes hepaticos e 47 transplantes renais.

Linearidade

Para avaliar a linearidade, foram diluidas amostras de varios doentes, com valores de
ciclosporina elevados, com uma amostra de sangue total sem farmaco para o ensaio de
Intervalo Baixo; para o ensaio de Intervalo Alto, foram utilizadas amostras de varios doentes
medicados com ciclosporina para efectuar a diluicdo. A percentagem de recuperagao
foi, entdo, determinada dividindo o valor obtido no ensaio pelo valor esperado. Os valores
esperados foram obtidos a partir do declive e da intercepgé@o da regressdo dos valores obtidos
no ensaio.

Intervalo do Ensaio Baixo Intervalo do Ensaio Alto
Valor V_alor Valor V_alor
% Almostra ER— Obtidono | “/u_ Esperado Obtidono | %
Elevada (ng/mL) Ensaio |Wiederfindung (ng/mL) Ensaio |Wiederfindung
(ng/mL) (ng/mL)
100,0 433 433 100,0 1.930 1.930 100,0
90,0 390 386 99,1 1.782 1.785 100,2
80,0 347 332 95,5 1.633 1.708 104,6
70,0 304 298 97,9 1.485 1.573 105,9
60,0 261 263 100,6 1.337 1.361 101,8
50,0 218 222 101,6 1.189 1.244 104,7
40,0 176 184 104,6 1.040 1.028 98,8
30,0 133 129 97 892 906 101,6
20,0 0 89 99,1 744 775 104,2
10,0 47 47 99,7 595 599 100,6
0,0 4 4 100,0 447 447 100,0
Recuperagao

Para avaliar a recuperac@o do ensaio, foi adicionada ciclosporina a 21 amostras de sangue
total normais. Para cada conjunto de 21 amostras, foi adicionada ciclosporina, conforme
indicado na tabela. A percentagem de recuperac@o foi determinada através da divisdo da dose
média de cada conjunto de 21 amostras adicionadas pela quantidade teérica de ciclosporina
adicionada as amostras.

Intervalo do Ensaio Baixo Intervalo do Ensaio Alto
N 21 21 N 21 21
Alvo, ng/mL 150 300 Alvo, ng/mL 600 1.600
x (ng/mL) 4 308 x (ng/mL) 590 1.570
% Recuperagdo 9% 103 % Recuperagdo 98 98
Especificidade

Os seguintes compostos foram testados em relagdo a reactividade cruzada no ensaio CEDIA
Cyclosporine PLUS, através da respectiva adicdo in vitro a amostras de sangue total contendo,
aproximadamente, 200 ng/mL de ciclosporina.

Composto Tg::a(:iean(tlr:]‘/}::;.) % Reactividade Cruzada
AM 1 1.000 4.4
AM 9 1.000 20
AM 4n 1.000 16
AM 19 1.000 09
AM 4N9 1.000 1,0
AM 1c 1.000 1,6




Composto Concentracao Dose Observada % Reactividade
Testada (ng/mL) (ng/mL) Cruzada
Acetominofeno 100.000 -0,2 <0,015
Acido Micofenglico 50.000 -4,7 <0,030
Acido Salicilico 100.000 -07 <0,015
Acido Valpréico 100.000 -1,3 <0,015
Ampicilina 100.000 04 <0,015
Azatioprina 100.000 -5,2 < 0,015
Carbamazepina 100.000 -2,8 <0,015
Cetoconazol 100.000 -09 <0,015
Cimetidina 100.000 17 <0,015
Cloranfenicol 100.000 -1.3 <0,015
Digitoxina 100.000 -1.2 <0,015
Digoxina 100.000 -1.4 <0,015
Dipiridamida 100.000 -4,1 <0,015
Disopiramida 100.000 -33 <0,015
Eritromicina 100.000 -2,8 <0,015
Espectinomicina 100.000 -05 <0,015
Fenobarbital 100.000 -101 <0,015
Fenitoina 100.000 -3,1 <0,015
FK506 20.000 38 < 0,075
Furosemida 100.000 -4,2 <0,015
Gentamicina 100.000 -11 <0,015
HCL de Procainamida 100.000 -28 <0,015
HCL de Vancomicina 100.000 0 <0,015
Kanamicina 100.000 0,1 <0,015
Lidocaina 100.000 -1,6 <0,015
Metilprednisolona 100.000 -0,6 <0,015
N-acetilprocainamida 100.000 -1.3 <0,015
Penicillna G (Sais de Sadio) 100.000 -0,8 <0,015
Prazosina 100.000 -0,7 <0,015
Prednisolona 100.000 -24 <0,015
Prednisona 100.000 -08 <0,015
Rapamicina 5.000 -4.8 < 0,300
Rifampicina 60.000 -1.3 < 0,025
Sulfato B de Kanamicina 100.000 0,7 <0,015
Sulfato de Amicacina 100.000 -0,7 <0,015
Sulfato de Estreptomicina 100.000 11 <0,015
Sulfato de Morfina 100.000 -5 <0,015
Sulfato de Quinidina 100.000 -1,6 <0,015
Teofilina 100.000 0,2 <0,015
Tobramicina 100.000 0,2 <0,015
Triamtereno 100.000 -1,6 <0,015
Verapamil 100.000 -0,3 <0,015

Sensibilidade

A concentragao minima detectavel para o Ensaio CEDIA® Cyclosporine PLUS é de 25 ng/mL. O
valor foi determinado através do célculo da concentracdo de ciclosporina que proporcionaria
uma resposta igual a dois desvios padrdo do calibrador baixo. A sensibilidade funcional, que
consiste na concentragdo mais baixa com um coeficiente de variag&o entre ensaios de 20%,

é de 40 ng/mL.
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