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1 Infformacgoes para Requisicao

Artigo no.

46000

46001/HR
46003
46004
46005
46006
46007
46009
46008

46110/HR
15009
15010
17001
17046

46029
46003
0041
0042
0043

Produto

Kit de reagentes HPLC

Acido Micofenélico em plasma/soro

Conteudo para 100 anélises:
Fase Mével, HIGH RESOLUTION
Padréao de Calibragédo em Plasma
Padréo Interno

Tampao de Equilibrio 1

Tampao de Equilibrio 2

Tampao de Lavagem

Tampao de Eluigédo

Colunas de Lavagem de Amostra

Componentes individuais

Fase Mével, HIGH RESOLUTION
Padrao de Calibragao em Plasma
Padrao Interno

Tampao de Equilibrio 1

Tampao de Equilibrio 2

Tampao de Lavagem

Tampéo de Eluigéo

Colunas de Lavagem de Amostra

Acessorios

Coluna HPLC (equilibrada, com cromatograma teste)

Pré-filtro em PEEK, 5 pm
Suporte do pré-filtro em PEEK

Carcaga do Cartucho de Pré-coluna

Cartucho de Pré-coluna

CHROMSYSTEMS

1000 mL

5x 1,0 mL (liof.)
25 mL

100 mL

100 mL

200 mL

40 mL

2 x 50 unidades

1000 mL

5x 1,0 mL (liof.)
25 mL

100 mL

100 mL

200 mL

40 mL

50 unidades

1 unidade
5 unidades
1 unidade
1 unidade

1 unidade

Padrao de calibragao e controles da Chromsystems para Acido Micofenélico em plasma/soro

3PLUS1® Conjunto de Calibragdo Multinivel em Plasma

Padrao de Calibragao em Plasma
Controle Bi-Nivel (I+Il) em Plasma
Controle Nivel | em Plasma

Controle Nivel Il em Plasma

4 x 1,0 mL (liof.)
5x 1,0 mL (liof.)

2 x5 x2,0mL (liof.)
10 x 2,0 mL (liof.)
10 x 2,0 mL (liof.)
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2 Infroducdo

2.1 Informacao Basica

O &cido micofendlico (ingl. Mycophenolic acid, MPA) é o metabolito ativo do imunossupressor

micofenolato mofetil (MMF).
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Micofenolato mofetil Acido micofendlico

Figura 1: Formula estrutural do micofenolato mofetil e de seu metabdlito ativo acido micofendlico

Este medicamento se emprega, cada vez com mais frequéncia, para evitar as reacdes de rejeigao
tissular agudas depois de transplantes de 6rgédos. Na EU concedeu-se a autorizagdo aos
transplantes de rim em 1996, aos de coracdo em 1998. Ao mesmo tempo, realizaram-se ensaios
clinicos bem-sucedidos em MMF para o tratamento de enfermidades autoimunes com estados
inflamatérios crénicos na pele, os olhos ou o trato digestivo (doenca de Crohn, entre outros). O
uso de MMF costuma ser em combinacéo com ciclosporina, tacrolimus ou corticosteroides; aqui
substitui & azatioprina, que apresenta mais efeitos secundarios.

O micofenolato mofetil é o 2-(-4-morfolino) etilester do acido micofendlico e, por si sé, nao tem
efeito imunossupressor. Depois da aplicacdo oral e a absorgdo, o composto ¢ dividido no
metabdlito ativo dcido micofendlico rapidamente por esterases no plasma e nos tecidos, de forma
tal que o medicamento s6 é localizavel no sangue durante um tempo breve, apés uma
administragao intravenosa. O mecanismo de agédo do acido micofendlico se baseia na inibigéo
reversivel da enzima inosin monofosfato desidrogenase (IMPDH). Desta forma se bloqueia a
biossintese do nucleotideo da guanosina nos linfécitos B e T, e freia-se em grande medida sua
taxa de divisdo e reprodugéo celular, o que leva a uma regulacgéo a baixa da reposta imunolégica
do corpo.

No sangue, o é&acido micofendlico esta presente em grandes quantidades ligado né&o
especificamente & albumina plasmatica. Seu metabolismo se produz no figado, seu metabdlito
principal é o 7-O-glucoronida fendlico (MPAG), carente de acdo imunossupressora e que é
eliminado através da urina. Especialmente em pacientes com falhas renais agudas, a
concentragdo de MPAG pode ser superior a do acido micofenélico, pelo qual, para obter uma
guantificacdo exata é muito importante o diferenciar com certeza o acido micofendlico da
glucoronida inativa. O risco de uma rejeicéo tissular permanece para sempre nos pacientes de
transplantes, por isso, a administragcdo profilatica de imunossupressores se mantém
frequentemente durante anos. Embora haja uma boa tolerancia, uma overdose de acido
micofenélico pode provocar efeitos secundarios desconfortaveis, como nauseas, transtornos
digestivos e mudangas no hemograma. Mediante o controle e uma regulacao 6tima do nivel de
MPA em plasma pode-se melhorar a adesdo do paciente ao tratamento e garantir um éxito

terapéutico maximo.

Pagina 5 IM-46000 - REV 01 - EN 5.0 - 06/2024 - Acido Micofendélico em plasma/soro



CHROMSYSTEMS

2.2 Finalidade pretendida

O kit de reagentes da Chromsystems Acido Micofenélico em plasma/soro é um produto de
diagnéstico /n vitro para seu uso em laboratérios clinicos que serve para a analise quantitativa de
acido micofenélico em amostras humanas de plasma ou soro por HPLC (cromatografica liquida de
alta performance). O kit é usado como teste em pacientes tratados com micofenolato mofetilo ou
micofenolato sédico, para controlar seu nivel de medicamentos no sangue e ajusta-lo ao intervalo
terapéutico.

2.3 Principio do kit de reagentes

Com este kit de reagentes da Chromsystems pode-se analisar de forma especifica e simples o acido
micofenélico em plasma/soro, como metabdlito ativo do imunossupressor micofenolato mofetil. O
preparo de amostras se realiza por meio de uma extracéao de fase sélida seletiva, na que o MPAG
n&ao ativo é separado com seguranca. Através da adigdo do padrdo interno sdo compensadas as
perdas no preparo de amostras.

3 Sistema LC-MS/MS

Atencao:
Quando usar os reagentes, verifique a informagéao de precaugdes no Apéndice |.

3.1 Equipamento e parametros do instrumento

Para a analise do 4cido micofendlico é necessario um sistema isocratico com bomba de HPLC, injetor
e detector UV. Nao usar um degaseificador (de vacuo), ja que pode provocar alteragées na
composicao da fase mével! Manter a fase mével mais fechada ou tampada possivel também durante
o funcionamento. Com o uso de forno de colunas se evitam flutuagées na temperatura e se otimiza
a estabilidade e reprodutibilidade da separagao cromatografica.

Configuragées do instrumento:

Volume de injegao: 10-40 pL

Fluido da lavagem de agulha: Agua/metanol 70/30
Tempo de corrida: 8-9 min

Velocidade do fluxo: 1,0 mL/min
Temperatura de coluna: +20 até +25 °C

Detector UV:  Comprimento de onda de medigdo: 215 nm

3.2 Coluna de HPLC

A coluna de HPLC para a analitica do 4cido micofenélico é enviada equilibrada e testada, pronta para
o uso. Somente pode ser lavada com Fase Mével (n° do artigo 46012/HR). Com uma velocidade
de fluxo de 1,0 mL/min, a contrapressao de uma coluna nova é de 50 até 70 bar aprox., e pode
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aumentar com o tempo. Enquanto as separacées forem satisfatérias, o aumento da presséo nao é
relevante.

E obrigatério usar uma pré-coluna (n° de artigo 17001 e 17046) para esta separacao de alta

resolucao.

Se a capacidade de separacéo piora ou a contrapressao da coluna é alto demais, troque o cartucho
da pré-coluna. Recomenda-se o uso de um pré-filtro PEEK adicional (n° de ordem 15009 e n° 15010)
para proteger a pré-coluna.

Antes de iniciar uma série de anélises, prepare o sistema HPLC como se indica a seguir:

1. Antes de montar a coluna de HPLC, lavar o equipamento com uns 30 mL de fase mével, com uma
velocidade de fluxo de 1,5 mL/min

2. A seguir, montar a coluna e equilibrar o sistema durante 15 - 20 min com uma velocidade de fluxo
de 1,0 mL/min, até que se estabilize a linha de base.

3. Injetar depois varias vezes o padrao de calibracdo processado até que os dois cromatogramas
sejam idénticos em seus tempos de retencéo e alturas de pico.

A seguir, a fase mével pode ser recirculada.

3.3 Pausas no funcionamento

Se o equipamento nao vai ser usado durante um periodo maximo de trés dias, deve-se deixar fluir a
fase mével a pouca velocidade (0,2 mL/min), para evitar a cristalizacao de sais nas tubulagées do
émbolo da bomba de HPLC. A coluna de HPLC permanece conectada ao sistema. Para a conservagéo
da lampada desconectar o detector.

Para pausas no funcionamento mais prolongadas, desmontar a coluna de HPLC. Nao é necessario
realizar um procedimento de conservagéo ou de lavagem para a coluna. Conserve a coluna na fase
movel (temperatura ambiente). No lugar da coluna, montar-se-4 uma peca de conexao. Lavar entao
o sistema de HPLC com aprox. 50 mL de dgua/metanol = 80/20.

4 Separagdo cromatogrdfica

A seguinte tabela inclui os tempos de retencdo aproximados do acido micofendlico e do padréo
interno a uma velocidade de fluxo de 1,0 mL/min.

Tabela 1: Tempos de retengéao

Substancia Tempo de retengao (aprox.)
Padrao interno 6,1 min
Acido micofenélico 7,2 min

A duragao da separacéo cromatografica é de 8-9 min aproximadamente, com uma velocidade de fluxo
de 1,0 mL/min. Os tempos de retencdo podem variar ligeiramente, por exemplo se muda a
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temperatura ambiente, ao usar um novo lote de fase mével ou ao trocar a coluna HPLC. Portanto,
estabelega os valores atuais através de um cromatograma de calibragao.

5 Preparo de amostra

Cuidado:
Quando usar os reagentes, verifique as precaucées recomendadas no Apéndice |.

5.1 Coleta e armazenamento de amostras de pacientes

O material investigado é soro ou plasma. As amostras devem ser enviadas refrigeradas. A
durabilidade, se for conservada a +2 até +8°C, é de até quatro semanas. Em caso de armazenamento
mais prolongado, as amostras devem ser conservadas por debaixo de -18 °C, conservando-se assim
ao menos até trés meses.

Por favor, tenha em conta o seguinte:

Os sistemas de extracao de sangue que contém um tampé&o de citrato nao sao aptos para a anélise.
Assim mesmo, recomenda-se ndo usar tubos de extracado de sangue com gel separador. Alguns géis
podem absorver parte dos analitos, resultando com isso valores analiticos erroneamente baixos. Além
disso, alguns géis provocam interferéncias que podem influenciar na separagao cromatografica.

Nota:
E de responsabilidade de cada laboratério usar todas as referéncias disponiveis e/ou seus préprios
estudos para determinar critérios especificos de estabilidade para o laboratério.

5.2 Reconstituicao dos calibradores

Antes do preparo de amostra, reconstitua os calibradores em plasma (artigo no. 46003, 46029) da
seguinte maneira:

1. Pipete 1,0 mL de dgua destilada no frasco original
2. Reconstitua de 10 a 15 min de +20 a +25°C, agite repetidamente

Verifiqgue que o conteddo do frasco esteja homogéneo. Se substancias nao dissolvidas estiverem
visiveis, estenda o tempo de reconstitui¢do. Evitar a luz do sol direta.

Os niveis de calibrador sao rastreaveis aos pesos iniciais de substancias puras. As concentragées de
analito no calibrador sao dependentes de lote. Niveis individuais sdo fornecidos no folheto do
calibrador.

Atencao:

Este produto é fabricado a partir de um poo/de plasma humano que foi testado pelo fabricante e é
negativo para infecgées pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o virus da hepatite B (HBV), o
virus da hepatite C (HCV) e a bactéria 7Treponema pallidum. No entanto, um risco potencial de
infeccdo ndo pode ser totalmente excluido. Considere todos os produtos contendo materiais de fonte
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humana como potencialmente infecciosos e exerca o mesmo cuidado no manuseio deste produto
assim como no manuseio de amostras de pacientes potencialmente infectantes.

Tempo de armazenamento apés reconstituicao:
Os calibradores dissolvidos em agua tém os seguintes tempos de armazenamento:

Tabela 2: Estabilidade dos calibradores ap6s reconstituigdo

Temperatura de armazenamento Tempo de armazenamento Outras condigées de

armazenamento
+2a+8°C 1 semana Protecéo da luz, bem fechado
abaixo de -18 °C 3 meses Protegéo da luz, bem fechado

5.3 Reconstituicao dos controles

Antes do preparo da amostra, reconstitua os controles em plasma (artigo no. 0042, 0043) da seguinte
maneira:

1. Pipete 2,0 mL de agua destilada no frasco original
2. Reconstitua de 10 a 15 min de +20 a +25 °C, agite repetidamente

Verifiqgue que o conteudo do frasco estd homogéneo. Se substancias nao dissolvidas ainda estiverem
visiveis, estenda o tempo de reconstitui¢do. Evitar a luz do sol direta.

As concentragdes do analito nos controles sdo dependentes de lote. Niveis individuais s&o fornecidos
no folheto que acompanha cada controle.

Atencao:

Este produto é fabricado a partir de um pool de soro humano que foi testado pelo fabricante e é
negativo para infeccoes pelo virus de imunodeficiéncia humana (HIV), o virus da hepatite B (HBV), o
virus da hepatite C (HCV) e a bactéria Treponema pallidum. No entanto, o risco potencial de infecgao
n&o pode ser inteiramente excluido. Considere todos os produtos contendo material de fonte humana
como potencialmente infecciosos e exerga o mesmo cuidado no manuseio deste produto assim como
no manuseio de amostras de pacientes potencialmente infecciosas.

Tempo de armazenamento dos controles apés reconstituicao:
Controles dissolvidos em agua tém os seguintes tempos de armazenamento:

Tabela 3: Estabilidade dos controles apds reconstituigao

Temperatura de armazenamento Tempo de armazenamento Outras condigées de

armazenamento
+2a+8°C 1 semana Protecéo da luz, bem fechado
abaixo de -18 °C 3 meses Protecéo da luz, bem fechado
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5.4 Procedimento de preparo de amostra

Para preparar amostras de pacientes, controles e calibradores para analise, trabalhe
seguindo os seguintes passos na ordem fornecida:

Deve-se centrifugar as amostras antes de processa-las (2800 x g, 10 min)!

1. Padrao Interno:
Misturar em um frasco etiquetado 250 pL de plasma/soro com 250 pL de Padrao Interno
(vértex).

2. Condicionamento da coluna de preparo de amostras:

Verter na coluna de preparo de amostras etiquetada: primeiro 1 mL de Tampao de Equilibrio
1, a seguir, 1 mL de Tampao de Equilibrio 2, extrair respectivamente centrifugando (190 x g,
30-60 s aprox.) ou aspirando. A coluna n&o deve secar!

3. Introducao da amostra:

Introduzir a amostra misturada com o padrao interno na coluna de preparo de amostras
condicionada e extrair centrifugando (190 x g, 1 min aprox., comprovar que a extracao tenha
sido completada em cada coluna!) ou aspirando, eliminar os residuos.

4. Lavagem:

Verter 2 x 1 mL de Tampdo de Lavagem na coluna de preparo de amostras, extrair
centrifugando (190 x g, 1 min) ou aspirando, eliminar os residuos; depois do segundo passo
de lavagem, centrifugar (1100 x g, 2 min) ou aspirar até secar.

5. Eluicao:

Trocar os tubos de recolhida (cristal!), adicionar 400 pyL de Tampao de Eluicao na coluna,
esvazia-la completamente centrifugando (190 x g, 1 min; a seguir 1100 x g, 1 min) ou
aspirando. Misturar brevemente os eluatos antes da injecéo.

6. Injecao:
Injetar 20-40 pL do eluato no sistema de HPLC.

Controle de qualidade:
Em cada série de anélises deve-se realizar controles para documentar a precisao e exatidao.

5.5 Estabilidade das amostras preparadas

Amostras preparadas para analise como indicado na segéo 5.4 tém a seguinte estabilidade:

Tabela 4: Estabilidade das amostras preparadas

Temperatura de armazenamento Estabilidade Outras condicées de armazenamento
+20 a +25°C 3 dias Protegido da luz, fechado

hermeticamente, frascos de vidro

+2 a+8°C 1 semana Protegido da luz, fechado

hermeticamente, frascos de vidro
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é Equipamento adicional necessario

Para a determinacao por HPLC do &cido micofendlico em plasma/soro é necessario também o
seguinte equipamento, ngo incluido no kit de reagentes:

- Sistema de HPLC isocratico

- Autoinjetor

- Detector UV

- Agitador (ex. Vortex™)

- Centrifuga (min 2800 x g)

7 Aquisicao de dados e avaliagao

7.1 Calibracao do sistema de calculo

Para calibrar seu sistema de calculo e comprovar a capacidade de separacéo do sistema de
HPLC, antes de analisar as amostras dos pacientes, realize uma anélise teste. Utilize para isso
o padrao de calibracao de plasma (n° de artigo 46003) ou os padrées de calibracao 3PLUS1®-
Multinivel (n° de artigo 46029). A concentragdo dos analitos em dito padrao de calibragao
depende do lote. Encontrara os valores exatos no folheto de informagéo adjunto.

Se é usado um calibrador pontual (n° de artigo 46003), injete, de forma repetida, uma aliquota
do padrao de calibragdo processado até que dois cromatogramas consecutivos sejam
praticamente idénticos em seus tempos de retencgéo, resolugdo de pico e alturas ou areas de
pico. Use o cromatograma da ultima injecao de teste para calibrar o sistema de calculo (software,
integrador).

Se é usado um calibrador multiponto (n° de artigo 46029), introduza os quocientes das areas de
pico (analito/ISTD) no eixo y e as concentragdes dos calibradores no eixo x e gere a seguir uma
curva de calibracdo por regresséo linear.

Para comprovar se as condigées de HPLC (tempos de retengao, parametros da calibragao) se
mantém constantes durante toda a a determinagéo, injete um calibrador ou um controle
processado novamente durante e ao final de uma série de amostras. Para a calibragéao, escolher
no sistema o calculo o “método padrgo interno”.

7.2 Calculo quantitativo com padrao interno

Com ajuda do padrao interno se compensam as perdas que possam ocorrer durante o preparo
de amostras. Para isto se adiciona a mesma quantidade de padr&o interno a todas as amostras,
assim como ao padrdo de calibragdo e aos controles. No software definir-se-4 o pico
correspondente ao padrao interno partindo do cromatograma de calibracao (ver cromatogramas
no capitulo 13). Dado que s&o adicionadas quantidades idénticas de padrao interno ao padrao
de calibragao e as amostras, como concentragédo do padrdo interno pode-se introduzir o valor
<< 1>>.
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8 Controle de qualidade

Monitore a precisdo e acuracia das analises incluindo controles adicionais (artigo no. 0042,
0043) em cada corrida analitica. Se a analise desses controles traz valores fora do intervalo
fornecido no folheto de informacéo, verifique o sistema. Se a discrepéncia continuar, recalibre
o sistema.

9 Valores de referéncia

Os valores de referéncia declarados sao guias baseados na literatura [1]. Eles podem ser
diferentes de outros dados publicados. Dado que os valores variam dependendo do coletivo de
pacientes e do método de anélise, estabeleca valores de referéncia especificos para seu
laboratoério. Ao estabelecé-los, tenha também em conta as regulagées nacionais.

Tabela 5: Valores de referéncia

Substancia Valor de referéncia [2]
Acido micofenélico em plasma 2,5-4,5 mg/L

10 Fatores de conversao

A seguinte tabela lista os fatores de converséo entre as concentragées de massa e molar
e vice-versa.

Tabela 6: Fatores de conversao

Substancia pg/L a nmol/L nmol/L a pg/L
Acido micofendélico em plasma x 3,1217 x 0,3203

11  Armazenamento e estabilidade dos reagentes

Fechados e se as condigbes de transporte e armazenamento forem cumpridas, os
reagentes sédo estaveis até a data de validade declarada no rétulo. Transporte e armazene
os reagentes sob as seguintes condigdes:

Tabela 7: Condigées de armazenamento dos reagentes:

Produto Temperatura de transporte
Fase Mével (n° de artigo 46012/HR) +18 a +30 °C
Padrao Interno (n° de artigo 46004) +2 a +8°C
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Tampao de Equilibrio 1 (n° de artigo 46005) +18 a +30 °C
Tampao de Equilibrio 2 (n° de artigo 46006) +18 a +30 °C
Tampao de Lavagem (n° de artigo 46007) +18 a +30 °C
Tampao de Eluicao (ne de artigo 46009) +18 a +30°C
Colunas de Lavagem de Amostra (n° de artigo 46008) +18 a +30 °C
Padrées de calibragao de plasma (n° de artigo 46003, 46029) +2 a +8 °C

Controles de plasma (n° de artigo 0041, 0042, 0043) +2 a +8°C

Imediatamente depois de seu uso, feche os reagentes e armazene-os & temperatura indicada.
Uma vez abertos, se mantém estaveis durante um ano apés a data de abertura, mas nunca além
da data de validade indicada. Encontrara dados sobre a estabilidade dos padrées de calibragao
e controles reconstituidos nos capitulos 5.2 e 5.3.

12 Descarte de residuos

A Fase Mével, o Padrao Interno, Tampao de Equilibrio 1, Tamp&o de Equilibrio 2, Tampéao de
Lavagem e Tampéao de Eluicdo contém solventes organicos. Verter os restos no contéiner para
dissolventes organicos nao halogenados.

Residuos de amostras de paciente e amostras preparadas, assim como os controles e
calibradores devem ser coletados e descartados como residuos potencialmente infectantes.

As solugées mencionadas ndo devem ser descartadas junto com lixo doméstico. Ndo despeje na
fonte de fornecimento de &agua. Descarte de acordo com a Diretriz 2008/98/EC e com as

ordenangas nacionais e locais. Os contéineres de residuos devem ser armazenados
apropriadamente e 0 acesso sé deve ser permitido a pessoas autorizadas.

13 Exemplos de cromatogramas

Os seguintes graficos fornecem diversos exemplos de cromatogramas criados usando este
método.
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Figura 2: Cromatograma de um padréo de calibragéo
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Figura 3: Cromatograma da amostra de um paciente com comedicacao com daptomicina
Concentracao do analito: Acido micofendlico: 3,9 mg/L

14 Teste para Interferéncias

Foram adicionadas as amostras de plasma metabélitos e medicamentos em suas
concentragbes maximas esperadas e se testaram as possiveis interferéncias.

As seguintes substancias foram testadas e tiveram uma influéncia negligenciavel nos
resultados quantitativos (desvio < 15 %)

Acetazolamida, acetilcisteina, &cido acetilsalicilico, aciclovir, aldosterona, alopurinol,
amicacina, amlodipina, amoxicilina, ampicilina, androstenediona, azatioprina, azitromicina,
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bisoprolol, captopril, carbamazepina, carbamazepina-10,11-epéxido, cefepima, ceftazidima,
cefradina, cloranfenicol, clordiazepéxido, cimetidina, ciprofloxacina, claritromicina,
corticosterona, cortisol, cortisona, ciclosporina A, dexametasona, 11-desoxicorticosterona,
11-desoxicortisol, 21-desoxicortisol, DHEA, DHEAS, diazepam, diclofenaco, digitoxina,
digoxina, dihidrocodeina, diidrotestosterona, disopiramida, enalaprilato, eritromicina,
estradiol, everolimus, fluconazol, 5-flucitosina, furosemida, ganciclovir, gentamicina,
hidroclorotiazida, hidroxiitraconazol, 17-hidroxiprogesterona, ibuprofeno, isossorbidinitrato,
itraconazol, cetoconazol, levofloxacina, levotiroxina, lidocaina, linezolida, lorazepam,
meropenem, metformina, meticilina, metilprednisolona, metoclopramida, metoprolol, acido
micofenélico - glicuronideo, n-acetil-procainamida, nadolol, fluoreto de sédio, n-
desmetildiazepam, neomicina, nifedipina, norverapamil, omeprazol, oxazepam, oxipurinol,
paracetamol, penicilina g, penicilina v, fenitoina, piperacilina, posaconazol, prazosina,
prednisolona, prednisona, procainamida, progesterona, propranolol, ranitidina, rifampicina,
risperidona, salbutamol, 4cido salicilico, sirolimus, estreptomicina, sulbactam,
sulfametoxazol, tacrolimus, tazobactam, testosterona, tramadol, triantereno, trimetoprima,
4cido valproéico, vancomicina, verapamil.

Na presenca das seguintes substancias interferéncias puderam ser observadas:

O antimicético voriconazol, em sua concentragéo terapéutica méaxima, interferiu com o padrao
interno, dando como resultado concentragées de acido micofendlico ao redor de 33% mais
baixas. Avalie essas amostras nao através da area, senao através de sua altura. Dessa forma
se minimiza o efeito da interferéncia, embora nao se elimine por completo.

Se vocé tiver questdes concernentes a interferentes, contate seu representante local
Chromsystems, ligue para nosso telefone em Munique (telefone: +49 89 18930-111) ou envie
um e-mail para nosso suporte Chromsystems: support@chromsystems.com.

15 Limitagoes clinicas

N&ao ha valores de referéncia universalmente aplicaveis para o acido micofenélico em
plasma/soro. Nao é possivel comparar valores obtidos mediante métodos de analises
diferentes. Os laboratérios deverdo indicar o método empregado na anélise para uma correta
interpretagao dos resultados.

O regime de tratamento nao deve modificar-se por motivo de resultados isolados. Antes de
adaptar a terapia, ha que avaliar minuciosamente o diagnoéstico clinico dos pacientes, cada
usuéario devera estabelecer seus proprios valores de referéncia baseados nas avaliagdes
clinicas. Nao se devem empregar fatores de conversao entre os diferentes métodos de analise
para predizer os valores de um paciente.

A complexidade do estado clinico, a reacdo de cada um aos imunossupressores, a
comedicagdo com outros imunossupressores, o tipo de transplante, o tempo transcorrido
apés o mesmo e outros fatores conduzem & diferenciagdo dos niveis étimos do &cido
micofenélico no sangue segundo o paciente.
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16 Problemas e Solugoes

Tabela 8: Problemas e solugées

Problema
A linha de base varia

Linha de base irregular

Picos parasitas

Picos largos, caudas
Picos duplos

Nao ha picos
Baixa sensibilidade

Tempos de retencao
modificados

Nao ha sinal

Possivel causa

A lampada do detector ainda est4 fria

Lampada do detector gasta

O sistema ainda n&o esta equilibrado

Variagao da temperatura

A velocidade do fluxo ndo é constante

Bomba de HPLC

Ar no sistema

Célula do detector suja

Ar no sistema

Impurezas no injetor
Agulhas do autoinjetor sujas

Sistema de injecao sujo

Coluna de HPLC gasta

Volumes mortos nas conexdes
Volume morto na coluna de HPLC
O injetor tem vazamentos
Lampada do detector gasta
Célula do detector suja

Valvula do injetor defeituosa
Variagao da temperatura

Velocidade do fluxo irregular

O sistema ainda n&o esta equilibrado

Conexao inexistente ou defeituosa
com o integrador/registrador

Lampada do detector

CHROMSYSTEMS

Solucao

Esperar

Trocar a lampada

Injetar varias vezes o padréo de
calibragéo, até obter dois
cromatogramas consecutivos
idénticos

Usar um forno para colunas
Verificar a bomba

Verifique a bomba (ar,
estanqueidade)

Degaseificar (purgar) o
equipamento de HPLC

Limpar a célula do detector
Degaseificar (purgar) o
equipamento de HPLC

Purgar o injetor

Usas agulhas novas

Lavar com metanol, ou injetar 10
vezes Fase Movel

Trocar a coluna

Trocar as conexdes

Trocar a coluna

Verificar o injetor

Trocar a lampada

Limpar a célula

Verificar o injetor

Usar um forno para colunas
Verificar a bomba de HPLC e
ajustar a velocidade de fluxo
Bombear durante 15 min aprox. a
Fase Mével no sistema; injetar
repetidamente o padrao de
calibragao.

Verificar o cabo do sinal e a
conexao

Verificar a alimentagéao da tomada;

caso necessario, trocar a lampada
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Se tiver duvidas sobre como consertar avarias, contate o nosso servigo externo ou
diretamente ao servico de atencao ao cliente da Chromsystems, tanto ligando a nossa linha
direta no +49 89 18930-111 como enviando um correio eletrénico a
support@chromsystems.com.
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Apéndice l: Informagoes de Riscos

Quando usar os reagentes, verifigue as seguintes informagées de seguranca e tome as
devidas medidas de precaugédo. Mais informagdo pode ser obtida de nossas fichas de
seguranca. Elas podem ser baixadas de nosso site www.chromsystems.com ou disponiveis
mediante pedido.

Tabela 9: Risco e medidas de precaugéo

Pictogramas Risco e Medidas de precaucao

Fase Moével, HIGH RESOLUTION (ne° de artigo 46012/HR)
Perigo

H225 Liquido e vapor muito inflamaveis.
H302+H312+H332 Nocivo por inalagéo, ingestdo e contato com a pele.
H319 Causa sérios danos aos olhos.

P210 Manter longe do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas ou
outras fontes de ignicado. Nao fumar.

P241 Usar equipamentos elétricos/de ventilagao/iluminagao a prova de explosao.
P243 Tomar medidas de precaugéo contra descarga estatistica.

P280 Utilizar roupa de protegéo, luvas adequadas, protecao nos olhos e na face.

Padrzo Interno (n° de artigo 46004)
Perigo

H226 Liquido e vapores inflamaveis.

P210 Manter longe do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas ou
outras fontes de ignigdo. Nao fumar.

P241 Usar equipamentos elétricos/de ventilagao/iluminagao a prova de explosao.
P243 Tomar medidas de precaucao contra descarga estatistica.

P280 Utilizar roupa de protecao, luvas adequadas, protegdo nos olhos e na face.

Tampao de Equilibrio | (artigo no. 46005)
Perigo

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H301+H311+H331 Toxico se ingerido, em contato com a pele ou se inalado.
H370 Causa sérios danos aos 6rgaos.

P210 Manter longe do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas ou
outras fontes de ignigdo. Nao fumar.

P280 Utilizar roupa de protegéo, luvas adequadas, protecao nos olhos e na face.
P301+P310 SE INGERIDO: Ligue imediatamente para um CENTRO DE
ENVENENAMENTO/médico.

P302+P352 EM CONTATO COM A PELE: Lave com muito sabao e agua.
P403+P233 Armazene em um local bem ventilado. Mantenha o lugar bem fechado.

SO®
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Pictogramas Risco e Medidas de precaucao

Tampao de Equilibrio 2 (n° de artigo 46006)

Atencao
H302+H312+H332 Nocivo por inalagéo, ingestdo e contato com a pele.
H371 Pode provocar danos nos 6rgéos.

P280 Utilizar roupa de protegéo, luvas adequadas, protecao nos olhos e na face.
P301+P312 SE INGERIDO: Ligue para um CENTRO DE
ENVENENAMENTO/médico se a pessoa estiver com mal-estar.

P302+P352 EM CONTATO COM A PELE: Lave com muito sab&o e agua.
P403+P233 Armazene em um local bem ventilado. Mantenha o lugar bem fechado.

@

Tampao de Lavagem (artigo no. 46007)

Atencao
H302+H312+H332 Nocivo por inalagéo, ingestdo e contato com a pele.
H371 Pode provocar danos nos 6rgéos.

P280 Utilizar roupa de protegéo, luvas adequadas, protecao nos olhos e na face.
P301+P312 SE INGERIDO: Ligue para um CENTRO DE
ENVENENAMENTO/médico se a pessoa estiver com mal-estar.

P302+P352 EM CONTATO COM A PELE: Lave com muito sab&o e agua.

P403+P233 Armazene em um local bem ventilado. Mantenha o lugar bem fechado.

@@

Tampao de Eluigao (artigo no. 46009)
Perigo

H225 Liquido e vapor altamente inflamaveis.
H301+H311+H331 Toéxico se ingerido, em contato com a pele ou se inalado.
H370 Causa sérios danos aos 6rgaos.

P210 Manter longe do calor, superficies quentes, faiscas, chamas abertas ou
outras fontes de ignigdo. Nao fumar.

P280 Utilizar roupa de protegéo, luvas adequadas, protecao nos olhos e na face.
P301+P310 SE INGERIDO: Ligue imediatamente para um CENTRO DE
ENVENENAMENTO/médico.

P302+P352 EM CONTATO COM A PELE: Lave com muito sabao e agua.
P403+P233 Armazene em um local bem ventilado. Mantenha o lugar bem fechado.
Estes componentes nao sao classificados como perigosos de acordo com a legislacao da EU:

S AA

3PLUS 1« Set Calibrador Multinivel em Plasma (n° de artigo 46029)
Padrao de Calibragao em Plasma (n° de artigo 46003)
Controles em Plasma (n° de artigo 0041, 0042, 0043)
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Apéndice ll: Cdlculo manual

Calculo usando o Padrao de Calibragcao em Plasma

Para célculo manual dos resultados da anélise usando o Padrao de Calibragdo em Plasma (n°
de artigo 46003) os seguintes dados s&o necessarios.

e Area/altura do pico do analito A no cromatograma da amostra =A,mostra
e Area/altura do pico do analito A no cromatograma do padrao de calibragao =Aadréo

e Area/altura do padrao interno no cromatograma da amostra =IS, mostra
e Area/altura do pico do padrao interno no cromatograma do padrao de calibragao =IS, 4z
e Concentracao C do analito A no padrao de calibracéao = Cpadrao

Calcule a concentragao do analito A na amostra C, ., da seguinte maneira:

Aamostra x ISpadrio N
Camostra = — x Cpadréao
Apadrao x ISamostra

Calculo usando o 3PLUS1® Set de Calibragao Multinivel em Plasma

Para o calculo manual usando o 3PLUS1:Set de Calibragao Multinivel em Plasma (n° de artigo
46029) representar-se-ao os quocientes das alturas de pico dos analitos e altura de pico do
padrdo interno frente as concentracées de analito correspondentes. A equacao da reta de
calibracéo, através da que calcula a concentragdo do analito correspondente da amostra, se
obtém através de regresséo linear.

Para o calculo manual dos resultados das analises os seguintes dados sdo necessarios:

- Altura ou &rea de pico da substancia A no cromatograma da amostra =A,mostra
- Altura ou area de pico do padréo interno no cromatograma da amostra =1S mostra
- Pendente da reta de calibragéo =a
- Eixo Y da reta de calibragao =b

Calcule a concentragao da substancia A na amostra (C,,,...) da seguinte maneira:

(Aamostra [/ ISamostra) — b

Camostra =
a
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Apéndice lll: Dados de desempenho

Dentro do marco da comprovagdo de linearidade e da validacao, foram adicionadas as
amostras de plasma sem processar, quantidades definidas de acido micofenélico e foram
processadas varias vezes.

Recuperaciao:
Recuperacao analitica foi determinada a partir da inclinacéo das linhas de calibracao de
varias amostras de plasma e dilui¢cées de solugdes padrao aquosas.

Tabela 10: Taxa de recuperagéo

Substancia Taxa de recuperagao
Acido micofendlico 99 %
Padrao Interno 107 %

Limite inferior de quantificacao (LLOQ) e linearidade (limite superior de quantificagao):
0O método é linear desde o limite inferior de quantificagdo (LLOQ) até o limite superior de
quantificagdo declarado (faixa linear).

Tabela 11: Linearidade e limite de quantificagdo da analise

Substancia LLOQ Faixa linear até pelo menos
Acido micofendlico 0,1 mg/L 30 mg/L

Precisao Intra-ensaio:
A reprodutibilidade intra-ensaio do método foi calculada com varias concentragées
diferentes, processando varias vezes a mesma amostra:

Tabela 12: Reprodutibilidade Intra-ensaio, n = 10

Substancia Coeficiente de variagao (concentragao do analito)
Acido micofendlico 1,0 % 0,7 % 1,2 %
(1,93 mg/L) (5,78 mg/L) (4,04 mg/L)

Precisao inter-ensaio:
Os quoficientes de variacao foram calculados através de um processamento multiplo (n =10)
da mesma amostra de plasma em 10 dias diferentes para trés concentragées diferentes:

Tabela 13: Reprodutibilidade Inter-ensaio, n = 100

Substancia Coeficiente de variagao (concentragao do analito)
Acido micofendlico 3,0 % 3,3 % 3,1 %
(1,89 mg/L) (5,60 mg/L) (3,95 mg/L)
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DIAGNOSTICS BY HPLC & LCMS/MS

according fo directive 98/79 EC on in vitro diagnostic medical devices

We, as manufacturer

o ORI DY FIk SANTETROT S Y o] PRI JION X o [ W ¥ |
h'"o'";y"e"'h TIISITUTITEIN S O UGS NFHIwn
Am Hoag 12

82166 Grafelfing, Germany

declare on our own responsibility, that herein after called in vitro diagnostic medical
devices for the HPLC determination of:

GMDN Code 64465, term “Mycophenclate therapeutic drug monitoring IVD, kit,
liquid chromatography”

EDMA Nomenclalure term:  Mycophenolate
EDMA Nomenclature code:  12.08-06-05-00
IVDD Classification: other product

Product name: 46000 - Mycophenolic Acid in plasma/serum

Calibrator; 46003 - Plasma Calibration Standard
46029 - 3PLUS1® Multilevel Plasma Calibrator Set

Controls: 0041 - Plasma Control Bi-Level (I+11) l
0042 - Plasma Control Level |
0043 - Plasma Control Level Il

meets all applicable requirements of the directive 98/79/EC

Conformity assessment procedure: Annex Il| of the directive 98/79/EC .

Applied harmonized standards:

EN SO 13485, EN 13612, EN 13641, EN ISO 14971, EN 18113-1, EN 18113-2,
EN 15223.1, EN 17511, EN 23640

Nofified body: - |
/‘)
:\ k-‘('—--. < / C - "';),_'_? s
Michael Meier, Managing Director

Grafelfing, October 02+, 2019
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Apéndice IV: Simbolos

CHROMSYSTEMS

Nés usamos simbolos EN ISSO 15223-1 em nossos rétulos, especificagées e pacotes. Os
significados de cada simbolo sdo detalhados na tabela abaixo:

Tabela 14: Simbolos

Simbolo

r

Significado

Fabricante

Data da fabricacao

Data de validade

Numero do artigo

Suficiente para <n> aplicagées

Lote/cédigo do lote

Ver instrugées para uso

Limite maximo de temperatura:

Armazene abaixo de determinada temperatura

Limite de temperatura:
Armazene dentro de determinado intervalo de temperatura

Dispositivo médico de diagnéstico in-vitro

Numero de série
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