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Introducao

Imunossupressores: farmacos administrados de forma
continuada a doentes apos transplante para evitar rejeicao do
orgao transplantado.

A monitorizacao dos niveis sanguineos destes farmacos (TDM) é
essencial devido a sua estreita janela terapéutica.

Os méetodos analiticos utilizados para a quantificacao de
imunossupressores devem ser adequados e o tempo de resposta
deve ser reduzido de modo a que o médico possa ajustar a
dose antes da toma seguinte.
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Introducao

« Os metodos analiticos mais utilizados para quantificacao de
imunossupressores incluem os imunoensaios e os meétodos
cromatograficos com diferentes detectores.

« A cromatografia liquida com deteccao por espectrometria de
massa “tandem” (LC-MS/MS) € um dos metodos utilizados e
distingue-se do imunoensaio por ter a capacidade de
identificar e quantificar o composto activo e nao os seus
metabolitos.
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Objectivo

o Implementar um método rapido e simples, por LC-MS/MS, para a
determinacao simultanea de 4 imunossupressores, em sangue total.

GCHy GHy

Ciclosporina A Everolimus Tacrolimus Sirolimus
(CsA) (Ever) (Tac) (Sir)
Mm 1202.8 Mm 958.2 Mm 804.0 Mm 914.2
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Material e Métodos

Equipamento: LC-MS/MS APl 3200, AB SCIEX, ligado a HPLC
Agilent 1200.

Controlos e calibradores: RECIPE ou Chromsystems.

Método: Desenvolvido pela AB SCIEX, que definiu as
condicoes de HPLC e MS.

Com base neste método optimizaram-se as condicoes de
preparacao da amostra e efectuaram-se estudos de
validacao.
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Material e Méetodos

Analise por MS: ESI positivo; Modo Multiple reaction
monitoring (MRM)

Transicoes de MRM para os analitos e para os padroes internos

Analyte

Qi (m/2)

QB (m/2)

Rip(mins)

Ciclosporina A 1202.8 425.4 1.17
Everolimus 975.7 908.7 1.09
Tacrolimus 821.5 768.4 1.09

Sirolimus 931.7 864.6 1.09

Internal standards

Ciclosporina D

1216.8

425.4

1.17

Ascomicina

809.5

756.4

109
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Material e Méetodos

Condicoes analiticas do HPLC

Modo Gradiente

Agua: acetato amdnio: acido formico
(997:2:1)

metanol: acetato amonio: acido
formico (997:2:1)

Fluxo 0.750 mL/min

Temperatura forno coluna 60°C

Fase movel A

Fase movel B

Temperatura “autosampler” | 10°C

Pré-coluna Cig; 4x3 mm

Volume injeccao 50 yL

Tempo de Corrida 2 min. /nsmuro_gagirzgglg; Satide
Ministé:io da Satide a‘
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Material e Métodos

Preparacao
da amostra 200 pL de ]

Reag. de precipitacao de protein3

g

Adicao 100 pL de sangue total J

s

12000 rpm / 10 min J

g

Injectar sobrenadante
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Resultados e discussao
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Resultados e discussao

1. Linearidade

Curvarde calibracao

5 Jeste desterMandel
=078 (905110)%) pC
Ciclosporina A 48 - 1350 0.9999 1.4 96-102 0.7 18.5
Everolimus 2.6 - 44.9 0.9997 1.9 89-104 1.5 18.5
Tacrolimus 2.5-39.7 0.9998 2.1 98-102 1.3 18.5
Sirolimus 2.7 -44.3 0.9996 2.5 96-107 -2.0 18.5
/nsmuzo_mgm:olggee Saude
F: Distribuicao de Fisher Snedecor; (1, N-3);95% M
PG: Valor teste W ’
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Resultados e discussao

2. Limiares analiticos

Analito LODNRs/mis)= SEQQNns/mL)
Ciclosporina A 14 48
Everolimus 0.9 2.6
Tacrolimus 0.7 2.5
Sirolimus 1.0 2.7

i
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Resultados e discussao

3. Repetibilidade

1450) (79)
Analito Médio EleVado
(QEHI) (QEHIN)
Ciclosporina A 3.8 2.7 1.9
Everolimus 11.2 10.8 8.8
Tacrolimus 7.9 5.4 5.4
Sirolimus 12.8 5.3 4.8
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Resultados e discussao

4.Exactidao
Resultados da participacao no ensaio interlaboratorial UK NEQAS
Ciclosporina A
HPLC/MS Bias plot: Distribution 322 - 325

B. 7%

5.6%

-10.0% -T-F% -B.5%
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Resultados e discussao

4. Exactidao
Resultados da participacao no ensaio interlaboratorial UK NEQAS

Everolimus

HPLC Bias plot: Distribution 58 - 61
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Resultados e discussao

4. Exactidao

Resultados da participacao no ensaio interlaboratorial UK NEQAS
Tacrolimus

HPLC/MS Bias plot: Distribution 188 - 191

30.0%
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Resultados e discussao

4. Exactidao
Resultados da participacao no ensaio interlaboratorial UK NEQAS

Sirolimus
HPLC/'MS Bias plot: Distribution 144 - 147
30.0% -
20.0%
10,07 -

440

0.0%%: 4

-10.0%:
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Resultados e discussao

5. Amostras

Niveis de everolimus em 35 amostras

Everolimus (ng/mL)

Niveis Niveis Niveis
Sub-terapéuticos | terapéuticos toxicos
(<3) (3-8) (>8)
N° de 0 0 o
amostras 22 (60%) 13 (37%) 1(2.8%)

i
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Conclusoes

e O método de LC-MS/MS apresenta um bom desempenho
analitico, permitindo analisar de forma rapida,
especifica, precisa e exacta os imunossupressores CsA,
Ever, Sir e Tac, em amostras de sangue total, o que faz
dele um método adequado para utilizar na

monitorizacao terapéutica destes farmacos.
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