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Leia atentamente este folheto informativo, referente ao sistema de microesferas
quantitativo (QAMS, Quantitative Microsphere System), antes da utilizagdo. As instrugdes
do folheto informativo devem ser cumpridas. A fiabilidade dos resultados do ensaio nao
esta garantida, caso haja discrepancias em relagdo as instrugdes deste folheto.

UTILIZACAO PREVISTA

0 imunoensaio QMS Tacrolimus destina-se a determinagao quantitativa de tacrolimus
em sangue total humano em analisadores autométicos de quimica clinica. Os resultados
obtidos sdo utilizados como auxiliar na gestdo de doentes submetidos a transplantes
renais, hepéticos e cardiacos que recebem terapéutica com tacrolimus. Este dispositivo
de diagnostico in vitro foi concebido para ser utilizado apenas em laboratérios clinicos.

RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

0 tacrolimus (FK506, PROGRAF®) é um antibidtico macrolido de origem fungica,
Streptomyces tsukubaensis, com uma potente accdo imunossupressora quando
prescrito a doentes submetidos a transplantes renais e hepaticos.! 0 tacrolimus
é um inibidor de calcineurina, uma fosfatase que activa a proliferagdo das células T.
4 Nas células, o tacrolimus liga-se a uma familia de proteinas de ligagdo denominada
FKBP (proteinas de ligagdo FK506), formando um complexo pentamérico que inclui
o tacrolimus, a FKBP, as calcineurinas A e B e calmodulina.?® A formag&o do pentdmero
resulta na inibicdo da actividade de fosfatase da calcineurina, que é necesséria para
a activacdo dos factores de transcrigcdo com vista ao transporte para o nicleo celular.
Assim, a expressdo genética dos linfécitos T é comprometida, especialmente para
citocinas como a IL-2, resultando num efeito imunossupressor nos doentes.?®

A distribuicao do tacrolimus entre o sangue total e o plasma depende de varios factores,
tais como o hematécrito, a concentracdo do formaco e a concentracdo de proteinas
plasmaticas. A razao entre a concentragdo no sangue e no plasma apresentou uma média de
35 (com uma variagdo de 12 a 67).57 O tacrolimus é largamente metabolizado pelo sistema do
citocromo P-450, principalmente pela CYP3A#'" O farmaco é metabolizado em 8 metabolitos
(M-I a M-VIIl) através de desmetilacdo e hidroxilacdo.” Estima-se que a semivida
média dotacrolimusinvivo sejade 48 horas.®' Foiigualmente descritauma grande variabilidade
nas concentracgdes de tacrolimus no sangue total de cada doente, bem como entre diferentes
doentes.” Recomenda-se uma monitorizagdo do tacrolimus cuidada e atenta."

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

0 imunoensaio QMS Tacrolimus é um imunoensaio turbidimétrico homogéneo melhorado
por particulas. O ensaio baseia-se na concorréncia por locais de ligagdo de anticorpos
do reagente do anticorpo de tacrolimus entre o firmaco na amostra e o farmaco a cobrir
uma microparticula. O reagente da microparticula revestida por tacrolimus é rapidamente
aglutinado na presenca do reagente do anticorpo anti-tacrolimus e na auséncia de
qualquer farmaco concorrente na amostra. A alteracao da taxa de absorvancia é medida
por fotometria a 700 nm. Quando é adicionada uma amostra contendo tacrolimus,
a reaccdo de aglutinacdo é parcialmente inibida, abrandando a taxa de alteracéo de
absorvancia. E possivel obter uma curva cléassica de inibigdo de aglutinagcéo dependente
de concentracdo com a taxa maxima de aglutinagao com a concentracdo mais baixa de
tacrolimus ou com a taxa de aglutinacdo mais baixa e a concentragdo mais elevada de
tacrolimus.

REAGENTES

Kit de reagentes

0 QMS Tacrolimus, 10015556, é fornecido sob a forma de um kit liquido de trés
reagentes pronto a utilizar que contém:

REAGENT| 1 {1 x 18 ml

REAGENT[ 2] 1 x 12 ml

Reagente de extracgdo 1 x 50 ml (solug&o activa necessaria, ver p. 2, Preparagédo
da solugdo de extracgao)

Ingredientes reativos

Ingrediente Concentracao
Anticorpo monoclonal anti-tacrolimus (coelho) <1,0%
Azida de sddio 0,09%
Microparticulas revestidas de tacrolimus <0,3%
Azida de sodio 0,09%
Azida de sadio 0,09%

MANUSEAMENTO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES
» [REAGENT] 1], [REAGENT[ 2], e [EXT] (Reagente de Extracg&o) pronto a utilizar
e Antes de utilizar, inverta diversas vezes, evitando a formacé&o de bolhas.
e Retire as bolhas de ar, se presentes no cartucho do reagente. Em alternativa, deixe
0 reagente repousar a temperatura de armazenamento adequada para permitir
que as bolhas dissipem. Para minimizar a redugao de volume, nédo utilize uma
pipeta de transferéncia para retirar as bolhas.

Apenas para utilizacao em diagndstico in vitro

* Quando o cartucho do reagente [REAGENT] 1] ou o [REAGENT] 2] cartucho ficar
vazio, substitua ambos os cartuchos e verifique a calibracdo com um minimo
de uma amostra para cada nivel de controlo, segundo os requisitos de Controlo
de qualidade estabelecidos para o seu laboratorio. Se os resultados de controlo
sairem dos limites aceitaveis, pode ser necessaria a recalibragao.

e Consulte, na folha de Parametros do sistema de ensaios especifica do analisador,
informacdes especificas do sistema.

* 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).

A CUIDADO: As bolhas do reagente podem interferir com a detecdo adequada do nivel
do reagente no cartucho, levando a uma aspiracao insuficiente de reagente, que pode
alterar os resultados.

m/lf” Os reagentes por abrir sdo estaveis até a data de validade se armazenados a2 - 8 °C.

Nao congele reagentes nem os exponha a temperaturas superiores a 32 °C.

& PRECAUCOES E ADVERTENCIAS
* Apenas para utilizagdo em diagnéstico /n Vitro. Utilize as precaucdes habituais
referentes a manipulagdo de todos os reagentes laboratoriais.
* Na&o misture materiais com diferentes nimeros de lote do kit.
e Nao utilize os kits de reagente depois do fim do prazo de validade.

PERIGO: O Imunoensaio QMS Tacrolimus contém < 3,0% de soro-albumina humano (HSA)
e < 1,0% de anticorpo especifico contra o farmaco (coelho).

0 reagente de extragdo QMS Tacrolimus contéms< 9,0% de sulfato de zinco (ZnS04).
H317 - Pode provocar uma reacé@o alérgica cutanea.

H334 - Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia, de asma ou dificuldades
respiratorias.

H318 - Provoca danos oculares graves.

H411 - Téxico para a vida aquética com efeitos duradouros.

Evitar respirar névoas ou vapores. A roupa de trabalho contaminada nao pode sair do
local de trabalho. Usar luvas de protecdo/protecé@o ocular/protecéo facial. Em caso de
ventilagdo |nadequada usar protecdo respiratoria. Se entrar em contacto com a pele:
lavar com sab#o e a4gua abundantes. EM CASO DE INALAGAOQ: 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 cutdnea ou prurido:
consultar um médico. Em caso de sintomas respiratérios: contactar um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS ou um médico. Lavar a roupa contaminada antes de a
voltar a usar. Eliminar o contetido/recipiente em local conforme os regulamentos locais/
regionais/nacionais/internacionais.

Evitar libertacao para o meio ambiente. Usar luvas de prote¢éo/protegc@o ocular/protecao
facial. EM CASO DE CONTACTO COM 0S OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se as usar e for facil fazé-lo, remover as lentes de contacto.
Continuar a enxaguar. Contactar imediatamente um Centro de Informacao Antivenenos
ou um médico. Recolher derrames. Eliminar o contetido/recipiente em local conforme os
regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

A CUIDADO: Os materiais de origem humana foram testados relativamente ao
VIH 1 e 2, e aos virus da hepatite B e hepatite C, por um método aprovado pela FDA, tendo
sido obtidos resultados negativos. No entanto, como nenhum método de teste pode
excluir de forma absoluta o possivel risco de infec¢&o, o material deve ser manipulado de
forma tdo cuidadosa quanto uma amostra de um doente. Em caso de exposicao, devera
cumprir as directivas das autoridades de salide responséveis.

Os reagentes utilizados nos componentes do ensaio contém <0,09% de azida de sddio.
Evite o contacto com a pele e membranas mucosas. Consulte a ficha de seguranga
para ver precaucdes adicionais, instrugdes de manuseamento e o tratamento para
exposicdes acidentais.

RECOLHA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Podem ser apenas utilizadas amostras de sangue total em tubos EDTA. Siga as
instrugdes de processamento do fabricante para todos os tubos de recolha.
Deve-se tomar todas as precaucdes para preservar a integridade da amostra desde
omomento darecolha até a execucao da analise. As amostras devem ser etiquetadas
com a data e hora da recolha de sangue e da (ltima toma de medicamentos.

As amostras devem ser fechadas e analisadas no prazo de 7 dias, quando
armazenadas a 2-8 °C ou no prazo de 6 meses quando armazenadas a < -20 °C.
8101 Evite a congelagdo e descongelacgdo repetida. Ndo provoque a formagao de
espuma das amostras.



PROCEDIMENTO
Material fornecido
« Kit de reagente QMS Tacrolimus, 10015556

Materiais necessarios mas nao fornecidos
« Calibradores QMS Tacrolimus, [REF] 10015573, CAL A: 1 x 4 ml, CAL B-F: 1 x 2 ml cada
¢ Produtos de controlo de qualidade
Materiais recomendados:
* Controlos Rap/Tac/CsA da MORE Diagnostics,
BAIXO0, 280-Q: 4 x 4 ml cada
MEDIO, 280-1: 4 x 4 ml cada
ALTO, 280-2: 4 x 4 ml cada
¢ Para outros produtos de controlo de qualidade comercialmente disponiveis,
contacte a Assisténcia Técnica da Thermo Fisher Scientific
¢ Metanol, grau HPLC (pureza de > 99,8%)
* Tubo de microcentrifugacao de fundo redondo
* Analisador quimico clinico automatizado

Preparacédo da amostra
Nota: Siga as instrugdes do folheto informativo especificas do vendedor e as
recomendacdes de manuseamento, caso sejam fornecidas, relativas aos controlos.

Deixe os calibradores e as amostras dos doentes atingirem a temperatura ambiente
antes da extracgd@o. Os calibradores misture durante um minimo de 15 a 20 minutos
e as amostras do doente deve ser devidamente misturadas a temperatura ambiente
antes da utilizacdo. Misture bem os calibradores e as amostras do doente, invertendo
suavemente (é preferivel a utilizagdo de um agitador). Evite a formag&o de bolhas.

Preparacao da solucao de extraccao

1. Adicione exactamente 10 ml de Reagente de extraccao a temperatura ambiente
a um frasco limpo, seco e hermeticamente fechado.

2. Adicione exactamente 40 ml de Metanol Grau HPLC (> 99,8% de pureza) ao
frasco e misture suavemente. Etiquete como “Solugdo de extracgao de trabalho
Tacrolimus”. Registe na etiqueta a data actual e a data de validade (2 semanas
a partir da data de preparagéo). Conserve a temperatura ambiente.

Procedimento de extracdo para amostras, calibradores e controlos
PARA 0S MELHORES RESULTADOS, SIGA PRECISAMENTE 0S PASSOS ABAIXO0. 0S
EXTRATOS DEVEM SER EXECUTADOS IMEDIATAMENTE APOS A EXTRACAO.

1. Prepare e etiquete tubos de microcentrifugag@o de fundo redondo para a extragédo
de amostras, calibradores e controlos. Prepare um tubo de microcentrifugacao
para cada amostra.

2. Utilize uma pipeta para medir com precisao 200 uL dos materiais de amostra,
calibrador ou controlo para o tubo de microcentrifugagdo etiquetado.
Aspire a amostra com a pipeta, limpe suavemente a ponta da mesma na
extremidade do frasco da amostra para remover qualquer excesso de amostra
e coloque a amostra dentro da parede do tubo de microcentrifugagéo.
Nota: Verifique a ponta da pipeta para garantir que nao ha bolhas de ar. 0 ar na
ponta é uma potencial fonte de imprecisao.

3. Utilize a pipeta para medir com precisao 200 pL da solugdo de extraccao para
o tubo de microcentrifugacao. Ao preparar varias amostras, recomenda-se uma
nova pipeta para a aspiracdo e colocacdo da solugdo de extracgdo. Remova
todas as bolhas de ar na ponta da pipeta antes de colocar a solucao de extracgao.

4. Imediatamente,tape e submetaaumagitadordevértexotubodemicrocentrifugagéo
a uma velocidade maxima de 15-30 segundos. Inspeccione cada um dos tubos para
um mistura homogénea. Caso seja detectada uma mistura ndo mistura, desloque
a porcdo ndo misturada e volta a submeter a um agitador de vortex.

5. Deixe a mistura respirar no tubo de microcentrifugacao a temperatura ambiente
durante 5-7 minutos.

6. Coloque otubo de microcentrifugagdo numa centrifugadora e centrifugue durante
5 minutos a RPM equivalentes a 15.000 — 16.000 xg.

7. Decante o sobrenadante para um copo de amostra (evite a formagéo de bolhas)
e imediatamente execute a medigdo de modo a minimizar a evaporagdo da amostra.
Nao bata no copo de modo a soltar a Gltima gota de tal maneira que disturba a bolinha.

8. Elimine os extratos ap6s a andlise. Para repetir os testes as amostras sdo
necessarias novas extragoes.

Nota: Para mais dicas e recomendagdes dos passos de extraccao de amostra para
o Imunoensaio QMS Tacrolimus contacte a Assisténcia Técnica da Thermo Fisher Scientific.

Procedimento do ensaio
Para obter uma descri¢do detalhada de como executar e calibrar um ensaio, consulte o
manual de funcionamento especifico do aparelho.

Procedimento de diluicdo das amostras
Utilize QMS Tacrolimus CAL A (0.0 ng/ml) para diluir manualmente as amostras fora da
linearidade do ensaio.

Protocolo de diluigdo manual

E possivel efetuar uma diluigio manual das amostras de doentes com concentragdes
de tacrolimus declaradas superiores a 30 ng/ml fazendo uma diluicdo 1:1 da amostra
com o QMS Tacrolimus CAL A (0,0 ng/ml) antes de extrair a amostra. A diluicdo deve
ser efetuada de forma que o resultado do teste diluido seja superior a sensibilidade
do ensaio de 1 ng/ml. A concentrac@o declarada deve ser multiplicada pelo fator de
diluicdo manual para obter a concentracao final da amostra.

Concentragcdo da amostra final = Concentragao declarada x Fator de diluigdo manual

Fator de diluigdo manual = (Volume da amostra + Volume de CAL A) + Volume da amostra

CALIBRACAO

0 Imunoensaio QMS Tacrolimus deve ser calibrado com um procedimento de calibragdo
completo (6 pontos). Para uma calibragcdo completa, teste os Calibradores QMS
Tacrolimus A, B, C, D, E e F. Com o Imunoensaio QMS Tacrolimus, deve-se apenas utilizar
Calibradores QMS Tacrolimus. Nao é possivel obter a determinagao quantitativa precisa
de tacrolimus se nao for utilizado o conjunto de calibradores QMS Tacrolimus,
10015573, na calibracao do Imunoensaio QMS Tacrolimus.

Acalibragdo é necesséria com cada novo nimero de lote. Verifique a curva de calibragado
com um minimo de uma amostra de cada nivel de controlos, segundo os requisitos de
Controlo de qualidade estabelecidos para o seu laboratério. Se os resultados de controlo
sairem dos limites aceitaveis, devem ser tomadas acdes corretivas.

Frequéncia da calibracao
Arecalibracé@o é recomendada
e Apos amudanca do lote do calibrador ou do reagente (kit)
e Apds a manutenc@o mensal do instrumento
¢ Conforme necessario, no seguimento de procedimentos de controlo de qualidade

CONTROLO DE QUALIDADE
Todos os requisitos de controlo de qualidade deverao ser realizados em conformidade
com as regulamentacdes locais, estatais e/ou federais ou requisitos de acreditacéo.

Conforme adequado, consulte os Procedimentos de Funcionamento Padrao e/ou o Plano
de Garantia de Qualidade do seu laboratério para saber quais os requisitos de controlo
de qualidade adicionais e potenciais agdes corretivas.

Requisitos de controlo recomendados para o Imunoensaio QMS Tacrolimus:

e Sempre que as amostras do doente sdo extraidas e analisadas, deve-se executar
no minimo uma amostra de cada nivel de controlos.

e Se for necessaria uma monitorizacdo de controlo mais frequente, siga os
procedimentos de Controlo de Qualidade estabelecidos para o seu laboratorio.

e Todos os requisitos de controlo de qualidade devem ser realizados em
conformidade com as diretrizes locais, estatais e/ou federais.

e Se os resultados do controlo de qualidade nao estiverem dentro de um intervalo
aceitavel definido pelo seu laboratério, os valores dos doentes podem ser
suspeitos e ndo devem ser comunicados. Devem ser tomadas acgdes correctivas.

RESULTADOS

As unidades de resultado para o Imunoensaio QMS Tacrolimus sao declaradas em ng/ml.

Comunicar resultados: Os laboratérios devem comunicar que os resultados sdo obtidos
pelo método QMS Tacrolimus.

Codigos de erro do resultado:
Alguns resultados podem conter Codigos de erro do resultado. Consulte o manual
de funcionamento especifico do aparelho para ver a descrigcdo dos cddigos de erro.

LIMITA(}GES DO PROCEDIMENTO

* As concentracdes de tacrolimus numa dada amostra determinada com ensaios de
diferentes fabricantes podem variar devido a diferencas nos métodos de ensaios e na
especificidade do reagente. Recomenda-se a monitorizagao consistente de um ensaio.

e Osimunoensaios sdo nao especificos e tém reatividade cruzada com metabolitos.
Porque estes imunoensaios podem atribuir um valor exagerado a concentracao
de tacrolimus (ver a seccdo Comparagcdo do método). Quando a eliminagdo
do tacrolimus é comprometida, os metaholitos podem acumular em demasia
originando uma maior atribuicdo de um valor exagerado. Nesses casos, deve-se
considerar a utilizacao de um ensaio especifico (p. ex. o método cromatografico).

e Ocorrem anticorpos heterdfilos com interferéncia a uma frequéncia mais baixa
na populagdo. Estes anticorpos podem originar resultados erroneos (incluindo
resultados erroneamente baixos causadas pela aglutinagcdo do reagente das
microparticulas).



* As descobertas dos testes devem sempre ser avaliadas em conjunto
com o historial médico do doente, exames clinicos e outras descobertas.
Deve-se executar testes adicionar para confirmar os resultados quando estes sdo
inconsistentes com as evidéncias clinicas.

* Consulte o folheto PROGRAF para mais informagdes sobre os efeitos dos
farmacos administrados em concomitancia e dos farmacos que podem aumentar
ou diminuir as concentracdes de tacrolimus.™

VALORES ESPERADOS

0 intervalo terapéutico dptimo para o tacrolimus no sangue total nao foi ainda
estabelecido para este ensaio. Os intervalos terapéuticos para tacrolimus podem
variar de acordo com os factores clinicos e da metodologia aplicada.

Dada a heterogeneidade do estado clinico do doente, os médicos devem estabelecer
um intervalo terapéutico desejado com bhase na sua propria experiéncia, hem como
nas necessidades clinicas individuais de cada doente. As alteracdes no regime de
tratamento nao devem ser baseadas apenas nos valores de tacrolimus. As diferencas
na sensibilidade aos efeitos imunossupressores e nefrotoxicos do tacrolimus,
coadministracdo de outros imunossupressores, tipo de transplante, tempo apos
o transplante e diversos outros fatores contribuem para os diferentes requisitos para a
otimizacao dos niveis de sangue do tacrolimus.

Os intervalos éptimos podem variar de acordo com o teste utilizado, devendo por
isso ser estabelecidos para cada teste comercial. Os valores obtidos com diferentes

Continuagdo da tabela

% da amostra Concentracao Concentracao medida | Recuperacao
elevada esperada (ng/ml) (ng/ml) (%)
2,8% 08 08 99,6%
0,0% 0,0 0,0 N/A

Concentragao esperada = % de amostra elevada x Concentragdo de medigéo elevada
Recuperacdo (%) = (Concentragdo medida + Concentragdo esperada) x 100

Recuperacao

As amostras de sangue total negativo foram adicionadas com concentragdes conhecidas
de tacrolimus com concentragdes em todo o intervalo do ensaio. As concentracdes
de tacrolimus destas amostras foram verificadas por um LC-MS/MS e testadas com
o Imunoensaio QMS Tacrolimus. Os resultados s@o apresentados abaixo.

métodos de ensaio nao podem ser utilizados alternadamente, devido as diferenc
entre os métodos e a reatividade, nem devem ser aplicados fatores de correcéao.
Recomenda-se a utilizaca@o consistente de um ensaio por cada doente individual.

CARATERISTICAS ESPECIFICAS DO DESEMPENHO

Sao apresentados abaixo os resultados de desempenho representativos obtidos num
analisador quimico clinico automatizado disponivel no mercado que aplica a anélise
quantitativa turbidimétrica. Excepto quando estiver indicado, todos os ensaios foram
realizados de acordo com o procedimento de ensaio descrito no presente documento
e usando o analisador Beckman AU680. Os resultados obtidos em laboratérios individuais
poderdo diferir destes dados. Para obter mais dados sobre o desempenho especifico do
analisador, consulte o protocolo de aplicacao especifico do analisador ou contacte a
Assisténcia Técnica da Thermo Fisher Scientific para obter ajuda.

Intervalo relatavel
0 intervalo relatdvel para o Imunoensaio QMS Tacrolimus Immunoassay situa-se entre
1 ng/ml (valor relatavel minimo com base na Sensibilidade Funcional) e 30 ng/ml de tacrolimus.

Sensibilidade funcional (Limite de quantificagao)

A sensibilidade funcional representa a mais baixa concentrag@o de tacrolimus que pode
ser medida com uma precisdo entre ensaios a 20% CV. 0 estudo foi concebido utilizando
amostras de sangue total com adicao de tacrolimus variando de 0,5 a 5,0 ng/ml por uma
medig@o por vez, duas vezes por dia, durante 30 dias com um total de 60 dados. No limite
de confianga superior de 95%, o LoQ foi calculado para ser 0,9 ng/ml, que suporta o limite
inferior do ensaio de 1,0 ng/ml. A percentagem de recuperagdo observada a 0,9 ng/ml
é de 102,0%.

Linearidade da diluicao

Um estudo de linearidade foi realizado diluindo uma amostra de tacrolimus de alta
concentragdo com o Calibrador A QMS Tacrolimus para concentracdes distribuidas
uniformemente pelo intervalo do ensaio. A percentagem de recuperacao foi determinada
dividindo a concentragdo medida de tacrolimus pela concentracdo esperada. As
concentragdes esperadas foram determinadas, utilizando a concentracdo elevada
testada multiplicada por um factor de diluigao.

% da amostra Concentracao Concentracao medida | Recuperacao

elevada esperada (ng/ml) (ng/ml) (%)
100,0% 29,9 29,9 100,0%
90,0% 26,9 26,0 96,8%
80,0% 239 22,8 95,4%
70,0% 209 19,2 91,8%
60,0% 17,9 17,2 96,1%
50,0% 149 14,7 98,6%
40,0% 12,0 11 92,7%
30,0% 9,0 8,6 95,7%
20,0% 6,0 6,0 100,0%
10,0% 30 3,1 102,9%
5,0% 1,5 15 100,4%
3.3% 1,0 1.0 101,4%

Concentracao Concentracao =
ID da amostra n esperada medida Recu&eragao

(ng/ml) (ng/ml) 5
Amostra 1 21 2,7 2,7 101,8
Amostra 2 21 98 10,8 109,4
Amostra 3 21 18,0 17,71 98,2
Amostra 4 21 19,8 21,3 107,5
Amostra b 21 21,0 271 100,4

Recuperac@o (%) = (Concentrac&o medida + Concentragdo esperada) x 100

Precisdo

A precisdo foi avaliada utilizando amostras conjuntas adicionadas com sangue total.
0 estudo foi conduzido tal como descrito no protocolo CLSI EP5-A2." Cada uma das
amostras foi analisada em duplicado de cada vez, duas vezes por dia durante 20 dias.
Foram calculados os DP e CV (%) médios na mesma determinacéo e totais. Os resultados
representativos sdo apresentados abaixo.

. Na mesma Determinacao
Amostras n Meédia determinacao total
(ng/ml)

DP %CV DP %CV

Amostra adicionada A 80 30 0,2 4,9% 0,2 11%
Amostra adicionada B | 80 10,0 0,2 1,9% 04 3,6%
Amostra adicionada C 80 20,9 04 1,9% 11 5.0%
Amostra de doente A 80 32 0,1 4,1% 0,2 6,2%
Amostra de doente B 80 104 0,2 2.2% 04 3,6%
Amostra de doente C 80 24,2 05 2,1% 11 4,6%

Comparacao do método

Foram realizados estudos de correlagdo para comparar o Imunoensaio QMS Tacrolimus
a dois métodos LC-MS/MS (Sistema 1 e Sistema 2) e o Abbott ARCHITECT® Tacrolimus
Assay. Os estudos utilizaram amostras EDTA de sangue total humano obtidas de doentes
transplantes de rim, figado e coracdo que recebem terapéutica com tacrolimus. Todas
as amostras testadas eram amostras ao nivel mais baixo de, principalmente, pacientes
adultos com tempo ap6s o transplante para as amostra de, geralmente, > 9 meses.
Os pacientes testados receberam tratamentos medicamentosos de apenas Tacrolimus ou
em concomitancia com outros imunossupressores, principalmente Micofenolato de mofetil
(MMEF), Acido micofendlico (MPA) ou Corticosterdides. Sdo apresentados no quadro abaixo
os resultados da analise de regressao Deming'® entre os diferentes métodos.

Inclinacao Intercecao HETIE DD
Método comparativo n (95% CI¥) (95% CI) corr:::;\gao

. 1,11 0,53

Sistema LC-MS/MS 1 383 (1,08421,137) | (0.3120,76) 0,972
. 1,130 0,71

Sistema LC-MS/MS 2 232 (1,092 a 1,167) (0422 1,01) 0,967
Ensaio Abbott 1,126 -0.03

ARCHITECT Tacrolimus | 2% | (1,071a1,181) | (-0,63 a0,56) 0,937

*Intervalo de confianga (Cl)

Intervalo da amostra QMS Tacrolimus: 1,0 a 30,8 ng/ml
Intervalo da amostra LC-MS/MS: 0,8 a 29,5 ng/ml

Intervalo da amostra ARCHITECT Tacrolimus: 2,4 a 28,1 ng/ml



Gréfico de dispersdo para os resultados do QMS Tacrolimus vs LC-MS/MS System 1
para amostras combinadas de transplantes de figado, rim e coragao.
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Método de Bland-Altman' para os resultados do QMS Tacrolimus vs LC-MS/MS

System 1 para amostras combinadas de transplantes de figado, rim e coragdo. 0 Mean

Bias é calculado como a diferenga média entre os resultados do Imunoensaio QMS
Tacrolimus e do LC-MS/MS System 1.
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Grafico de dispersdo para os resultados do QMS Tacrolimus vs Abbott ARCHITECT
Tacrolimus para amostras combinadas de transplantes de figado e rim.
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Método de Bland-Altman' para os resultados do QMS Tacrolimus vs ensaio Abbott

ARCHITECT Tacrolimus para amostras combinadas de transplantes de figado e rim.

0 Mean Bias é calculado como a diferenga média entre os resultados do Imunoensaio
QMS Tacrolimus e do ARCHITECT Tacrolimus.

QMS Tacrolimus diferente de ARCHITECT Tacrolimus

e [Inclinagao
média '
6 ~ =7 e (es%) th '
5 e ___
pro} ]
E 4 ' l|l s 0 ¢
S .
= ] ]
=% N T
- u' ]
g ? ' ﬁ l. AL 'l'
25 l -
I
g § 0 lln .nl ‘
% g .!. ' T . T T
' ]
Se ' . '
e Tl ______ a_____ ‘_' __________________
2 ' "
e ]
.4 .
-6
0 5 10 15 2 2% 30

Média de ARCHITECT Tacrolimus e QMS (ng/mL)



Especificidade
Foram efetuados estudos de especificidade com o protocolo CLSI EP7-A2 como

Continuagdo da tabela

I ada - . R .
d!retlvg. _F0| testadal a reathldzlade cruzada relativamente aos principais m_et_abolltos Composto recuperada Composto recuperada
disponiveis do tacrolimus. Também foram testados outros medicamentos administrados (ng/ml) (ng/ml)
por rotina com o tacrolimus para determinar se estes compostos afetam a quantificacao Cefazolina 150.000 Nadolol 1.200
das concentragdes de tacrolimus com o Imunoensaio QMS Tacrolimus. -
Ceftriaxona 500.000 Naproxeno 100.000
A reatividade cruzada dos metabolitos foi calculada com a formula: Cefalosporina C 100.000 Nicardipina 500
Reactividade cruzada (%) = Concentracdo medida - Concentracéo esperada , 109 Clorpromazina 50.000 Nicotina 20.000
Concentragdo do reagente cruzado Cloranfenicol 250.000 Nifedipina 100.000
Reatividade cruzada com metabolitos do tacrolimus. Clorodiazepoxido 20.000 Penicilina G 100.000
E apresentada na seguinte tabela a reatividade cruzada do Imunoensaio QMS Tacrolimus Cloroquino 1.500 Pentobarbital 100.000
relativamente aos principais metabolitos do tacrolimus. Os compostos testados foram — -
adicionados a amostras de sangue humano total com duas concentragdes de farmaco de Cimetidina 100.000 Fenobarbital 150.000
tacrolimus e testados em réplicas de trés. Foi calculada a reatividade cruzada percentual. Ciprofloxacina 7.400 Fenitoina 100.000
. Concentracao|Concentracdo|Concentracdo| Recupe-| Reac- Claritromicina 5.000 Prazosina 100.000
Metabolitos de X . - L - :
tacrolimus do metabolito| esperada medida racao | tividade Clonidi 700 Prednisol 100000
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) |cruzada (%) onidina reanisoiona :
20 58 76 131,0 9,2 Colquicina 90 Prednisona 100.000
M-I (13-0-dimetil) - —
20 13,3 14,8 11,3 17 Cortisona 1.200 Primidona 100.000
20 57 59 103,5 0,7 i i
M-I1 (31-0-dimetil) Ciclosporina / 10000 | Probucol 600.000
20 13,2 13,1 99,2 -0,5 Ciclosporina A
M-I 20 53 6,0 13,2 38 Diazepam 20.000 Procainamida 100.000
(15-0-dimetil) 20 124 13,0 104,8 2,7 Digitoxina 100.000 Propoxifeno 4.000
35 14,6 18,7 128,1 17,1 Digoxina 10.000 Propranolol 40.000
33 21,2 27,0 1274 174,8 ilti inidi
M-IV (12-hidréxi) Diltiazem 60.000 Quinidina 100.000
20 50 6,1 122,0 517 Disopiramida 100.000 Ranitidina 200.000
2 120 141 175 105 Eritromicina 200.000 Rifampina / Rifampicina |  100.000
( '\él-V“ | 20 54 73 1352 93 Etossuximida 300000 | Acido salicilico 500.000
13,15-0-didimetil — —
20 134 147 109.7 6.7 Everolimus 100 Sirolimus (Rapamicina) 300
M-VII
20 54 58 107,4 2,2 idi inomici
(13,15-0-didimetil) Famotidina 10.000 Espectinomicina 100.000
+M-VI Fluconazol 100.000 Estreptomicina 100.000
(1331-0-didimeti)| 2 134 138 1030 1 20 — :
: Flucitosina / 40,000 sulf | 150.000
Recuperacéo (%) = (Concentracao medida + Concentragao esperada) x 100 5-Fluorocitosina : ultametoxazo :
A reatividade cruzada observada do Metabolito de Tacrolimus M-IV foi de < 174,8%. 0 Metabolito Furosemida 100.000 Teofilina 250.000
de Tacrolimus M-V ? M-Vl néo’ foi avaliafio pa-ra determinar urrla possivel reat.ividade cruza’da. Ganciclovir 1.000.000 Ticlopidina 150.000
As amostras do paciente tacrolimus contém baixas concentragdes de metabolitos de tacrolimus em
comparagé@o com o farmaco intacto, com cerca de 6% de M-I, 15% de M-Il, 6% de M-Il e uma Gemfibrozil 100.000 Tobramicina 100.000
1 - i A 912,18
quantidade de M-IV quase indatetavel Gentamicina 120000 | Triamtereno 100.000
Substancias com interferéncia Hidroclorotiazida 40.000 Trimetoprim 40.000
Foram efetuados estudos de interferéncia utilizando o protocolo CLSI EP7-A2 como - - o -
directiva.” O Imunoensaio QMS Tacrolimus foi testado com farmacos administrados Hidrocortisol 100.000 Acido valproico 500000
em concomitdncia com o tacrolimus e farmacos comuns para testar potenciais Ibuprofeno 400.000 Vancomicina 100.000
interferéncias. Os compostosltestados foram ?dicionados a amostras de sangue total ltraconazol 100.000 Verapamil 100,000
com cerca de 5e 12 ng/ml de farmaco de tacrolimus e testados com o Imunoensaio QMS
Tacrolimus. A recuperacdo da concentragéo de tacrolimus superior a 10% de erro foi Sulfato de canamicina A 100.000

considerada como tenho uma interferéncia no ensaio. Os compostos e as concentragdes
testadas apresentados na tabela abaixo ndo apresentaram nenhuma interferéncia com
o0 ensaio. A percentagem média de recuperagao do tacrolimus varia de 91% a 109%.

As seguintes substancias endégenas com interferéncia potencial nas concentracdes
indicadas exibiram 92% a 108% de recuperac&o.

recuperada recuperada
Composto ing/ml) Composto (ng/ml)
Substancia com interferéncia potencial Concentracao
Acetaminofeno 200.000 Sulfato de canamicina B 100.000
i i Albumina 12 g/dI
peicloguanosina 1000000 | Cetoconazol 100.000 o g
ciclovir Bilirrubina 60 mg/dl
Alopurinol 50.000 Labetalol 17.100 Colesterol 500 mg/dl
Sulfato de amicacina 150.000 Lidocaina 100.000 —
Creatinina 5 mg/dl
Anfotericina B 100.000 Litio 35.000 Tralicerid 1500 mavdl
Ampicilina 100000 | Lovastatina 20.000 [gieentos 00 o/
Apresolina / Hidralazina 100.000 Metilprednisolona 100.000 Acido drico 20 mg/dl
Atenolol 40,000 Metoclopramida 100.000 196 Gama globulina 12 g/dl
Azatioprina 100.000 Minoxidil 60.000 Fator reumatdide 500 1U/ml
Azitromicina 5.000 Sulfato de morfina 100.000 HAMA* 400 ng/ml
inti . Hematocrito 12% - 64%
sromocriptina/ 8000 | Acido micofenslico 100.000 A
romo-a-ergocriptina *HAMA = anticorpos humanos antirrato
Carbamazepina 120.000 N-acetilprocainamida 120.000
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