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Aplicacao

0 ensaio CEDIA® Tacrolimus é um dispositivo médico in vitro que se destina a
determinacdo quantitativa de tacrolimus em sangue total humano, utilizando
analisadores de quimica clinica automatizados, como um meio auxiliar para gestdo
da terapéutica com tacrolimus em doentes submetidos a alotransplantes renais e
hepéticos.

Resumo e explicacao do teste

0 tacrolimus (FK506, Prograf®) é um antibitico macrdlido com origem num fungo,
Streptomyces tsukubaensis, que tem uma potente acgdo imunossupressora quando
prescrito a doentes submetidos a transplantes renais e hepaticos.' O tacrolimus é um
inibidor da calcineurina, uma fosfatase que activa a proliferagao das células T** Nas
células, o tacrolimus liga-se a uma familia de proteinas de ligagdo denominada FKBP
(proteinas de ligagao FK506), formando entdo um complexo pentamérico que inclui o
tacrolimus, a FKBP, as calcineurinas A e B e a calmodulina.® Aformagdo do pentdmero
resulta na inibigao da actividade de fosfatase da calcineurina, que € necesséria para
a activagao dos factores de transcrigdo com vista ao transporte para o nicleo celular.
Assim, a expressdo genética dos linfocitos T € comprometida, especialmente para
citocinas como a IL-2, resultando num efeito imunossupressor nos doentes.>s

0 tacrolimus exerce um efeito semelhante ao da ciclosporina em concentragdes
aproximadamente 100 vezes inferiores as da ciclosporina.' A distribuigao do tacrolimus
entre 0 sangue total e o plasma depende de varios factores, tais como o hematdcrito,
aconcentracdo do formaco e a concentracao de proteinas plasméticas. A razao entre
a concentragdo no sangue e no plasma apresentou uma média de 35 (com uma
variacao de

12 a 67).57 0 tacrolimus é largamente metabolizado pelo sistema do citocromo P-450,
principalmente pela CYP3A.®" O farmaco é metabolizado em 8 metabolitos (M-1 a M-
8) através de desmetilagdo e hidroxilagdo. Os metabolitos M-1 e M-2 demonstraram
uma actividade farmacolégica significativa em bioensaios.'" Estima-se que a semi-vida
média do tacrolimus in vivo seja de 48 horas.®" Nos doentes com um risco de rejei¢do
normal, recomenda-se uma concentracdo terapéutica no sangue total entre 5 e 20
ng/mL."""* Foi igualmente descrita uma grande variabilidade nas concentracdes de
tacrolimus no sangue total de cada doente, bem como entre diferentes doentes.® Assim,
a monitorizagdo do tacrolimus é importante para uma utilizagdo eficaz do farmaco
na prevengao da rejei¢do dos alotransplantes renais e hepéaticos, especialmente em
doentes de alto risco. A medigdo das concentracdes de tacrolimus no sangue total,
associada a outros dados laboratoriais e a avaliagao clinica, constitui a melhor forma de
optimizar o efeito imunossupressor e minimizar os efeitos secundarios nos doentes.

0 ensaio CEDIA Tacrolimus utiliza a tecnologia de ADN recombinante (patente n.° 4708929
nos EUA) para produzir um sistema tnico de imunoensaio enzimatico homogéneo."® 0
ensaio baseia-se na enzima B-galactosidase, que foi separada em dois fragmentos
inactivos (dador de enzimas e aceitador de enzimas) 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
alterac@o de cor que pode ser medida através de espectrofotometria.

No ensaio, o farmaco existente na amostra compete com o analogo do tacrolimus
conjugado com o dador de enzimas (DE) da B-galactosidase para um nimero limitado
de locais de ligagao dos anticorpos contra o analogo do tacrolimus. Se existir fairmaco
na amostra, este liga-se aos anticorpos contra o analogo do farmaco, deixando o
conjugado com o DE livre para formar enzimas activas com o aceitador de enzimas
(AE). Se nao existir farmaco na amostra, os anticorpos contra o analogo do farmaco
ligam-se ao analogo do farmaco conjugado com o DE, inibindo a reassociagao entre o
DE e 0 AE, ndo se formando enzima activa. A quantidade de enzima activa formada e a
alteracd@o da absorvéncia resultante sdo directamente proporcionais a quantidade de
farmaco presente na amostra.

Reagentes

1 Tampéo de reconstituicdo do AE: Contém PIPES [Piperazina-N,N-bis (2-4cido
etanesulfénico)], 0,39 pg/mL de anticorpos monoclonais de ratinho anti-analogo
do tacrolimus, estabilizador e conservante (1 x 26 mL).

1a Reagente AE: Contém 0,171 g/l de aceitador de enzimas (microbiano), sais de
tampao e conservante (1 x 26 mL).

2 Tampao de reconstituicdo do AE: Contém MES [tampdo acido 2-(N-morfolino)
etanesulfénico], anticorpo secundario, detergente e conservante (1x 11 mL).

2a Reagente DE: Contém 6 nM (119 ng/mL) de dador de enzimas (microbiano)
conjugado com um anélogo do tacrolimus, 3,27 g/l de vermelho de clorofenol-$
-D-galactopiranésido, estabilizadores e conservante (1 x 11 mL).

3 Reagente de extrac¢ao: Contém 300 mM de ZnS0, (1 x 50 mL).

Materiais adicionais: Codigos de barras Hitachi 1xR1 e 1xR2.
Materiais adicionais necessarios (mas nao fornecidos):

N.° de catalogo 10008666 - Kit de calibradores CEDIA Tacrolimus
Analisador automatizado de quimica clinica
Metanol, grau HPLC (>99,8% de pureza)

Para utilizagao em diagnédstico in vitro

Tubos de microcentrifuga de fundo redondo
Controlos de tacrolimus (Contacte a Assisténcia Técnica da Microgenics para obter
informagdes)

Precaucdes e adverténcias

Apenas para utilizacao em diagndstico in vitro: Utilize as precaugdes habituais
referentes a manipulac@o de todos os reagentes laboratoriais.

PRECAUGAO - ADVERTENCIA: 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 infeccao, o material
deve ser manipulado de forma tdo cuidadosa quanto uma amostra de um doente. Em caso
de exposigdo, devera cumprir as directivas das autoridades de salde responséveis.

PRECAUGAO - ADVERTENCIA: Os reagentes incluidos no ensaio CEDIA Tacrolimus
contém menos de 0,1% de azida de sddio. Evite o contacto com a pele e as membranas
mucosas. Lave as areas afectadas com 4gua em abundancia. Consulte imediatamente
um médico em caso de ingestao de reagentes ou de contacto dos mesmos com os olhos.
Aazida de sodio pode reagir com a canalizacao de chumbo ou de cobre formando azidas
metélicas potencialmente explosivas. Quando eliminar estes reagentes, lave sempre
comuma grande quantidade de 4gua de forma a impedir aacumulacao de azidas. Limpe
as superficies metélicas expostas com uma solug@o de hidréxido de sodio a 10%.

Preparacao e conservacao dos reagentes
Para preparar as solucdes para os analisadores Hitachi, consulte as instrugdes
seguintes. Para todos os outros analisadores, consulte o folheto de aplicac&o especifico
do analisador. Prepare as solugdes seguintes, utilizando reagentes e tampdes
refrigerados (2°C-8°C). Retire o kit do compartimento de refrigeracao, imediatamente
antes da preparacéao das solucdes de trabalho.

Prepare as solugdes na ordem seguinte para minimizar a possibilidade de
contaminacao.

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 formac&@o de espuma. Separe o frasco 2a e
o adaptador do frasco 2 e elimine. Tape o frasco 2 cheio e deixe repousar durante
cerca de 5 minutos a temperatura ambiente (15°C-25°C). Volte a misturar suavemente
e registe a data de reconstituicdo no rétulo do frasco. Coloque o frasco directamente
no compartimento de reagentes do analisador ou no compartimento de refrigeracé@o
(2°C-8°C) e deixe repousar 15 minutos antes de utilizar.

Solugéo do aceitador de enzimas R1: Utilizando um dos adaptadores fornecidos,
ligue o frasco 1a (reagente AE) ao frasco 1 (tampdo de reconstituicdo do AE). Inverta
suavemente para misturar, certificando-se de que todo o material liofilizado do frasco
1a é transferido para o frasco 1. Evite a formag&o de espuma. Separe o frasco 1a do
adaptador e elimine. Tape o frasco 1 cheio e deixe repousar durante cerca de 5 minutos
a temperatura ambiente (15°C-25°C). Volte a misturar suavemente e registe a data de
reconstituicao no rétulo do frasco. Coloque o frasco directamente no compartimento
de reagentes do analisador ou no compartimento de refrigeragdo (2°C-8°C) e deixe
repousar 15 minutos antes de utilizar.

Solucao de extracgao: Adicione um volume exacto de 10 mL de reagente de extracgao
a temperatura ambiente a um frasco limpo, seco e hermético. Adicione ao frasco um
volume exacto de 40 mL de metanol, purificado por HPLC, com um grau de pureza
99,8%, e misture suavemente. Identifique como “Solugéo de trabalho de extracgdo de
tacrolimus”. Registe a data actual e a data de validade (2 semanas a partir da data de
fabrico) no rétulo. Conserve a temperatura ambiente.

Nota 1: Os componentes fornecidos neste kit destinam-se a ser utilizados como uma
unidade integral. Nao misture componentes de kits de ensaios CEDIA Tacrolimus de
lotes diferentes ou de outros kits CEDIA.

Nota 2: Evite a contaminagdo cruzada de reagentes, fazendo corresponder de forma
correcta as tampas aos frascos de reagentes. A solugdo R2 (reagente DE) deve ter
uma cor amarela-alaranjada. Uma cor vermelha ou parpura-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 conservacdo do compartimento de reagentes do analisador. Consulte o
folheto de aplicacé@o especifico do analisador, para obter mais informagdes.

Nota 4: Prepare a solugao R2 antes da solugao R1.

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

Conserve_os componentes a temperatura adequada, conforme indicado a
seguir. NAO CONGELE. Relativamente a estabilidade dos componentes néao
abertos, consulte o prazo de validade indicado nos rétulos da caixa ou dos frascos.

Solucao R1: 60 dias refrigerada no analisador ou entre 2°C e 8°C.
Solugao R2: 60 dias refrigerada no analisador ou entre 2°C e 8°C.



Solucdo de extracgdo: 2 semanas a temperatura ambiente (15°C-25°C).

Preparacéo das Amostras

Nota: Siga as instrucdes do folheto informativo especificas do vendedor e as
recomendacdes de manuseamento, caso sejam fornecidas, relativas aos
calibradores e aos controlos.

1. Deixe os calibradores, os controlos e as amostras dos doentes atingirem a
temperatura ambiente.

2. Misture bem as amostras (calibradores, controlos ou amostras dos doentes)
agitando durante 15 a 20 minutos.

Extraccao das amostras

Nota: Antes da produgao e emissao dos resultados do doente utilizando o ensaio CEDIA
Tacrolimus, familiarize-se com o procedimento de extraccao e certifique-se de que
a solugdo de extracgao ndo ultrapassou o prazo de validade, ou seja, de que esta
a ser utilizada dentro do prazo de 2 semanas apds a constituigao.

1. Pipete um volume exacto de 200 uL da amostra para um tubo de microcentrifuga
de fundo redondo.

2. Pipete um volume exacto de 200 pL de solugdo de extraccdo para o tubo de
microcentrifuga.

3. Misture de imediato no agitador tipo vortex, a velocidade maxima, durante 15 a 20
segundos.

4, Deixe o tubo da microcentrifuga repousar a temperatura ambiente durante 5a 7
minutos.

5. Centrifugue numa microcentrifuga durante 5 minutos a 13000 rpm (aproximadamente
15000-16 000 x g).

6. Decante o sobrenadante para umrecipiente de amostras e execute imediatamente
a medicdo.

Nota: Analisadores Hitachi
Se o analisador ndo ler o cddigo de barras, a sequéncia numérica do rétulo do cédigo
de barras pode ser introduzida manualmente, através do teclado.

0 ensaio CEDIA Tacrolimus destina-se a ser utilizado em analisadores automatizados.
Os dados especificos sobre o desempenho do ensaio estdo arquivados na Microgenics
Corporation.”

Procedimento do ensaio
Calibracao

0 ensaio CEDIA Tacrolimus produz uma curva padrao utilizando os kits de calibradores
CEDIA Tacrolimus adequados. Antes de analisar as amostras do doente, valide a
calibragdo do ensaio testando o(s) controlo(s) com os intervalos de recuperagdo
estabelecidos para o ensaio CEDIA Tacrolimus.

Nota: Os cartdes de atribui¢ao dos valores dos calibradores sa@o fornecidos em cada
kit de calibradores. Antes de utilizar um novo kit de calibradores, verifique os seus
parémetros quimicos para garantir que as concentragdes do calibrador correspondem
aos valores impressos no cartao de atribuicdo de valores.

Frequéncia da calibracao

Arecalibracao é recomendada

e Apos amudanca de frasco do reagente.

e Apds a mudanca do lote do calibrador ou do reagente (kit).

¢ Apos a manutencdo mensal do instrumento.

¢ Conforme for necessario de acordo com os procedimentos de controlo de
qualidade.

Intervalo relatavel

O intervalo relatavel para o ensaio CEDIA Tacrolimus situa-se entre 2,0 ng/mL e 30 ng/mL
de tacrolimus. A concentragc@o minima de tacrolimus detectavel no sangue total pelo
ensaio CEDIA Tacrolimus é de 2,0 ng/mL.

Amostras fora do intervalo

As amostras com valores de tacrolimus > 30 ng/mL podem ser apresentadas como
concentragdo de tacrolimus > 30 ng/mL ou podem ser diluidas na proporgéo de uma
parte da amostra original para uma parte de calibrador baixo e novamente analisadas.
0 valor obtido neste novo ensaio deve ser derivado da seguinte forma:

Valor real =2 x valor diluido

As amostras com valores abaixo da concentragc@o minima detectével pelo ensaio devem
ser apresentadas como < 2,0 ng/mL de tacrolimus.

Controlo de qualidade e calibracao

Cada laboratério devera estabelecer a sua frequéncia de controlo. As boas préaticas
laboratoriais sugerem que sejam testados pelo menos dois niveis (por exemplo,
pontos de decisdo médica alto e baixo) de controlo de qualidade nos dias em que sao
testadas amostras de doentes e sempre que for efectuada uma calibragao. Monitorize
os valores de controlo, relativamente a quaisquer tendéncias ou desvios. Caso sejam
detectadas tendéncias ou desvios, ou o controlo ndo se encontre dentro do intervalo
especificado, reveja todos os pardmetros de funcionamento. Contacte a Assisténcia

Técnica da Microgenics, para obter assisténcia e recomendagdes sobre os materiais
de controlo adequados.

Nota: Volte a avaliar os alvos e os intervalos dos controlos, apés uma mudanca de lote
do reagente (kit).

Resultados e valores esperados

Consulte o manual do operador ou o protocolo especifico para o analisador em questao,
para obter informacdes de calculo pormenorizadas.

Limitacdes - substancias enddgenas

As caracteristicas de desempenho do ensaio CEDIA Tacrolimus nao foram estabelecidas
para outros fluidos corporais, além de sangue total humano com EDTA.

Critérios de aceitacdo: Considera-se que o desempenho é aceitavel quando a
recuperacgao se situar a + 1,5 ng/mL do valor do tacrolimus em concentragdes iniciais
<10 ng/mL, ou a = 10% de concentragdes iniciais > 10 ng/mL de tacrolimus.

Ictericia: Na@o ocorreram interferéncias significativas resultantes da presenca de
bilirrubina ndo conjugada em concentracdes de até 60 mg/dl.

Lipemia: Nao ocorreram interferéncias significativas resultantes da presencga de
triglicéridos em concentracdes de até 1500 mg/dl, nem de valores de colesterol até
500 mg/dl.

Proteinas totais: Nao ocorreram interferéncias significativas resultantes da presenca
de albumina em concentracdes de até 12 g/dl, nem de y-globulina até 12 g/dl.

Factor reumatéide: Nao ocorreram interferéncias significativas resultantes da presenca
de factor reumatdide em concentragdes de até 573 Ul/mL.

Intervalo do hematadcrito: Nao houve diferencas significativas com valores de
hematdcrito entre 15% e 60%.

Concentracao de EDTA: As amostras de sangue total a serem testadas devem ser
colhidas em tubos com EDTA (tampa cor de lavanda). As concentragdes de EDTA nao
devem ser superiores a 4,5 mg/mL; assim, as amostras colhidas nos tubos com tampa
cor de lavanda devem ocupar pelo menos 1/3 do tubo de colheita de modo a garantir
que a concentracado de EDTA é inferior a 4,5 mg/mL. Concentragdes de EDTA superiores
a 4,5 mg/mL podem afectar a quantificagao.

A incidéncia de doentes com anticorpos contra a B-galactosidase da E. coli é
extremamente baixa. No entanto, algumas amostras que contenham estes anticorpos
poderdo produzir concentragdes erroneamente elevadas de tacrolimus, inconsistentes
com o perfil clinico do doente. Se suspeitar da ocorréncia desta situagdo, contacte a
Assisténcia Técnica da Microgenics, para obter ajuda.

Tal como com qualquer outro ensaio que utilize anticorpos de ratinho, existe a
possibilidade de interferéncia de anticorpos humanos anti-ratinho (HAMA). As amostras
que contenham estes anticorpos poderdo produzir concentragdes erroneamente
elevadas de tacrolimus, inconsistentes com o perfil clinico do doente. Se suspeitar
da ocorréncia desta situacao, contacte a Assisténcia Técnica da Microgenics, para
obter ajuda.

Limitacdes - efeito de farmacos administrados em simultaneo sobre a
concentracdo de tacrolimus

0 tacrolimus é largamente metabolizado pela isoenzima CYP3A4 no intestino e no
figado. Assim, a absorcao e consequente eliminagdo do tacrolimus absorvido a nivel
sistémico pode ser influenciada por farmacos que afectem esta isoenzima. Os inibidores
da CYP3A4 poderao diminuir o metabolismo do tacrolimus e aumentar as respectivas
concentracdes, enquanto os indutores da CYP3A4 poderdo aumentar o metabolismo
do tacrolimus e diminuir as suas concentragdes. Sabe-se que os farmacos indicados
a sequir sdo capazes de afectar as concentracdes de tacrolimus, quer aumentando a
absorcao, quer diminuindo a sua depuracg@o, ou ambos. Esta lista ndo é definitiva.’

Os farmacos que podem aumentar as concentracoes de tacrolimus incluem:
Imunossupressores: ciclosporina

Bloqueadores dos canais de calcio: diltiazem, nicardipina, verapamil e nifedipina
Agentes antifiingicos: clotrimazol, fluconazol, ketoconazol e itraconazol

Antibidticos macrolidoes: claritromicina, eritromicina e troleandomicina

Agentes procinéticos gastrointestinais: cisapride e metoclopramida

Outros: bromocriptina, cimetidina, danazol, inibidores da protease do VIH (por exemplo,
ritonavir e indinavir), etinilestradiol, metilprednisolona, omeprazol e nefazodona

Os farmacos que podem diminuir as concentragées de tacrolimus incluem:
Anti-convulsivantes: carbamazepina, fenobarbital e fenitoina
Antibioticos: rifampicina e rifabutina

Preparacoes de ervas: Erva de Sao. Jodo

Limitacdes - diferencas e variacao do ensaio

Imunoensaios diferentes poderdo apresentar resultados variaveis para a mesma amostra
devido a variagdes especificas do ensaio na reactividade cruzada com metabolitos. Os
doentes com diminui¢do da depuracao poderdo apresentar as maiores variagdes. Para
essesdoentes, a utilizagao deste ensaio podera serapoiada por um método cromatogréfico
mais especifico para o compostoinicial. Dada a potencial variabilidade da comparacao
do ensaio CEDIA Tacrolimus com a LC/MS para a detec¢@o do tacrolimus em sangue total,
é importante que cada laboratério estabeleca o seu proprio intervalo terapéutico.



Valores esperados

0 intervalo recomendado para as concentragdes de tacrolimus em sangue total,
de forma a obter um tratamento pés-operatorio eficaz nos doentes submetidos a
alotransplantes renais ou hepéticos, situa-se entre 5 ng/mL e 20 ng/mL usando a LC/
MS.""* 0 intervalo terapéutico 6ptimo para o tacrolimus no sangue total nao foi ainda
estabelecido para este ensaio.

Asituac@o médica actual e anterior do doente, as diferencas individuais na sensibilidade
aos efeitos imunossupressores e toxicos do tacrolimus, a administracéo simulténea
de outros imunossupressores, o periodo de tempo decorrido apés o transplante e
varios outros factores poderdo originar diferentes necessidades de niveis sanguineos
optimos de tacrolimus. As concentracdes individuais de tacrolimus ndo devem ser
utilizadas como o Unico critério para alteracdo de regimes terapéuticos. Dada a
heterogeneidade do estado clinico do doente, os médicos devem estabelecer um
intervalo terapéutico desejado com base na sua propria experiéncia, bem como nas
necessidades clinicas individuais de cada doente. Além disso, as concentragdes
de tacrolimus poderdo variar de acordo com a metodologia usada. Nao devem
ser usados factores de conversdo para prever os valores de cada doente num
determinado método com os resultados obtidos com um método diferente. Além
disso, as concentracdes de tacrolimus para cada doente devem ser determinadas
usando um método Unico e consistente para minimizar os efeitos causadores de
confusdo associados a reactividade cruzada e ao reconhecimento dos metabolitos.

Caracteristicas especificas do desempenho

Os dados do desempenho tipicos obtidos com o ensaio CEDIA Tacrolimus sdo
apresentados mais abaixo."” Excepto quando estiver indicado, todos os ensaios foram
realizados de acordo com o procedimento de ensaio descrito no presente documento
e usando o analisador Hitachi 917. Os resultados obtidos em laboratérios individuais
poderao diferir destes dados. Para obter mais dados sobre o desempenho especifico
do analisador, consulte o protocolo de aplicagdo especifico do analisador ou contacte
a Assisténcia Técnica da Microgenics para obter ajuda.

Precisao

Os estudos da precisao intra-ensaio e inter-ensaio (reprodutibilidade) foram realizados
com amostras de sangue total de doentes e de sangue total com adicao de tacrolimus.
Os resultados da precisao intra-ensaio e da precisao total (determinados em 21 séries
individuais em 11 dias, conforme é descrito numa experiéncia de replicacdo modificada
EP5-A do NCCLS) sao os seguintes:

Precis@o intra-ensaio e preciséo total (reprodutibilidade)

Valor esperado | Valor observado Recureragio

(ng/mL) (ng/mL) 9
Amostra A 20 50 51 101,0
Amostra B 20 10,0 9,6 96,5
Amostra C 20 15,0 15,8 105,2
Amostra D 20 25,0 25,3 101,2

Especificidade

Foram adicionadas amostras contendo metabolitos do tacrolimus a amostras de sangue
total contendo cerca de 12 ng/mL de tacrolimus. As amostras foram testadas com o
ensaio e os resultados foram comparados com um controlo isento de metabolitos. A
reactividade cruzada dos metabolitos foi calculada usando a seguinte formula:

concentracdo medida - concentracdo do controlo  y 100%
concentracado do metabolito adicionado

Os resultados sdo apresentados na tabela seguinte.

Reactividade cruzada com metabolitos do tacrolimus

Conc. Conc. Reactividade

Metabolitos esp. obs. cruzada

do tacrolimus (ng/mL) (ng/mL) (%)
M-1,13-0-demetil 20 15 31,7
M-2, 31-0-demetil 20 09 ND
M-3, 15-0-demetil 20 09 ND
M-4, 12-hidroxil NA NA NA
M-5,15,31-0-didemetil NA NA NA
M-6,13,31-0-didemetil 20 0,6 ND

ND - ndo detectével
NA - material ndo disponivel

Foram adicionados imunossupressores passiveis de serem administrados em simultaneo
a amostras de sangue total contendo cerca de 15 ng/mL de tacrolimus, as quais foram
testadas relativamente a reactividade cruzada. Os resultados sdo apresentados na
tabela abaixo.

Intra-ensaio Total " Inmunosupresores Concentracao Reactividade
inist testad d
Amostra n | Méd P [ CV% P [ CV% administrados (ng/mL) o
Doente 1 126 6,30 0,43 6,80 0,49 7,80 ] ]
Doente 2 126 | 9,23 043 | 468 0,56 6,06 ; g:f";l)ifnpfs“na 10-Ugg gg
Doente 3 1261 1518 | 047 | 312 065 1 426 3 | Acido micofenslico 100.000 00
AdeaO 1 126 5,33 0,32 5,97 0,48 8,90 4 Prednisona 100.000 0,0
Adigdo 2 126 | 10,54 0,35 3,28 0,49 4,69 5 Hidrocortisol 100.000 0,0
Adicdo 3 126 | 21,01 0,43 2,04 0,72 3,40 6 Prednisolona 100.000 0,0
Linearidade Os seguintes compostos foram adicionados a amostras de sangue total isentas de

Para avaliar a linearidade do ensaio, uma amostra a qual foi adicionada uma elevada
concentracdo de tacrolimus foi diluida com uma amostra de sangue sem tacrolimus,
de forma a produzir uma série de amostras representantes do intervalo dindmico do
ensaio. A percentagem de recuperacao foi determinada dividindo a concentracao
de tacrolimus observada pela concentracao esperada. As concentracdes esperadas
foram determinadas usando a concentracao elevada testada multiplicada pelo factor
de diluicao.

% Amostra Valor esperado | Valor observado Recuperacao

elevada (ng/mL) (ng/mL) F’

100 289 289 100,0

80 23,1 239 1034

60 17,3 18,1 104,7

40 11,5 12,4 107,7

20 58 6,1 106,2
0 0,0 0,0 --

Recuperacao

Para avaliar a recuperagdo do ensaio CEDIA Tacrolimus, foi adicionado tacrolimus a
amostras de sangue total normal, isento de tacrolimus, bem como a amostras de doentes
contendo tacrolimus. Foram analisados duplicados de cada amostra. A percentagem de
recuperagdo foi determinada através da divisdo da dose observada em cada amostra
pela concentragdo esperada do tacrolimus adicionado mais o tacrolimus original
presente nas amostras.

tacrolimus, tendo a reactividade cruzada destas amostras sido testada usando o ensaio
CEDIA Tacrolimus. Tal como a tabela seguinte demonstra, ndo se observou qualquer
reactividade cruzada com nenhum dos compostos, nas concentragdes testadas.

Reactividade cruzada com farmacos comuns

Concentracdo | Concentracado Reactividade
Composto testada medida cruzada

(ng/mL) (ng/mL) (%)
Acetaminofeno 100.000 0,8 0,00
Acicloguanosina 100.000 -05 0,00
Amicacina 100.000 08 0,00
Ampicilina 100.000 0,8 0,00
Atenolol 40.000 -0,6 0,00
Azatioprina 100.000 0,6 0,00
Carbamazepina 100.000 0,6 0,00
Cloranfenicol 100.000 04 0,00
Cimetidina 100.000 0,1 0,00
Digoxina 10.000 0,0 0,00
Digitoxina 10.000 -0,2 0,00
Disopiramida 100.000 0,7 0,00
Eritromicina 100.000 0,3 0,00
Furosemida 100.000 -0,6 0,00
Fluconazol 100.000 0,6 0,00
Ganciclovir 100.000 -04 0,00
Gentamicina 100.000 0,1 0,00
Hidroclorotiazida 40.000 -0,5 0,00
Ibuprofeno 100.000 -0,6 0,00
Itraconazol 100.000 0,0 0,00
Kanamicina A 100.000 0,1 0,00
Kanamicina B 100.000 -0,1 0,00
Cetoconazol 100.000 -0,2 0,00
Lidocaina 100.000 0,3 0,00




Atabela continua

Concentracdo | Concentracdo Reactividade
Composto testada medida cruzada

(ng/mL) (ng/mL) (%)
Metilprednisolona 100.000 -0,8 0,00
Metoclopramida 100.000 0,0 0,00
Sulfato de morfina 100.000 -0,6 0,00
Glucurénido del acido
micofendlico 100.000 -1,3 0,00
N-acetilprocainam 100.000 -1,5 0,00
Naproxeno 100.000 0,7 0,00
Nifedipina 100.000 0,2 0,00
Penicilina 100.000 1,6 0,00
Fenobarbitol 100.000 2,0 0,00
Fenitoina 100.000 2,1 0,00
Prazosina 100.000 0,1 0,00
Primidona 100.000 0,3 0,00
Procainamida 100.000 0,2 0,00
Propanolol 40.000 0,2 0,00
Quinidina 100.000 0,0 0,00
Rifampicina 60.000 0,7 0,00
Acido salicilico 100.000 1,2 0,00
Espectinomicina 100.000 1,3 0,00
Sulfato de
estreptomicina 100.000 -05 0,00
Teofilina 100.000 -1,2 0,00
Tobramicina 100.000 -2,2 0,00
Triametreno 100.000 -1,4 0,00
Acido valproico 100.000 -2,0 0,00
Vancomicina 100.000 -2,0 0,00
Varapamil 100.000 -1,7 0,00

Sensibilidade

A sensibilidade funcional do ensaio CEDIA Tacrolimus é de 2,0 ng/mL , a qual foi
determinada como a concentracdo da substancia a analisar com um coeficiente de
variagdo de aproximadamente 20%.

Comparacao de métodos

Foi realizada uma comparagéao entre o ensaio CEDIA Tacrolimus (y), a LC-MS/MS
e 0 MEIA. Esta comparagdo de métodos foi realizada com amostras (intervalo de
concentragdo entre 0 e 30 ng/mL de tacrolimus) obtidas em doentes submetidos a
transplantes renais ou hepaticos.

CEDIA Tipo de n Declive Interseccao Correlagao
vs. transplante (r)

LC-MS/ Rim e 187 1,190 0,70 0,9643
MS figado

LC-MS/ Rim 118 1,157 1,01 0,9777
MS

LC-MS/ figado 69 1,193 1,04 0,9616
MS

MEIA figado 50 0,945 0,28 0,8228
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