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USO PREVISTO
0 tubo conservante CellSave destina-se a coleta e preservacao de células epiteliais circulantes
(células tumorais) no sangue total para utilizacdo em enumeracdo e fenotipagem.

INDICAGOES DE USO
Os tubos conservantes CellSave podem ser usados para monitorar células epiteliais circulantes
(células tumorais), o que pode auxiliar no gerenciamento de pacientes com cancer.

DESCRICAO DO PRODUTO
Os tubos CellSave sao tubos para coleta de sangue a vécuo que contém o anticoagulante
EDTA e um conservante celular. O vacuo é projetado para colher aproximadamente 10 mL
de sangue. O interior do tubo é estéril. Os tubos CellSave devem ser usados em conjunto
com instrumentos Janssen.

PRINCIPIO DE OPERAGAO

Os tubos CellSave sdo tubos para coleta de sangue a vacuo projetados para uso com materiais
padrao de flebotomia para coleta de sangue venoso. O tubo contém 300 pL de uma solucao
de Na,EDTA e um conservante celular. O EDTA absorve os ions de célcio, o que impede a
coagulacdo do sangue. O conservante preserva a morfologia e a expresséo de antigenos
de superficie celular de células epiteliais. Cada tubo contém vécuo para coletar 10,0 mL de
sangue venoso total em procedimentos padrao de flebotomia.

LIMITAGOES

« 0 volume de sangue colhido varia com a altitude, a temperatura ambiente, a pressao
barométrica, a idade do tubo, a pressao venosa e a técnica de enchimento.

+  Asamostras devem ser processadas em até 96 horas ap6s a coleta.

+ Paraandlise de células raras usando o CELLTRACKS ANALYZER I1°, verifique a integridade
das amostras conforme descrito no Guia do Usudrio do CELLTRACKS ANALYZER I1°.

PRECAUGOES

1. Oarmazenamento dos tubos em temperaturas de 0 °C ou inferiores pode resultar em
quebra dos tubos.

2. Ndo remova a tampa de borracha forcando com o polegar. Remova-a puxando com
um movimento de rotacao.

3. N&o use os tubos caso haja presenca de material estranho.

4. Siga as precaugdes universais. Use luvas, avental, protecao para os olhos e outros
equipamentos de protecdo pessoal, além de controles de engenharia para se
proteger contra respingos e vazamento de sangue e possivel exposicdo a patégenos
transmitidos pelo sangue.

5. Todo vidro tem a possibilidade de quebrar. Examine todos os vidros para verificar
se houve possiveis danos durante o transporte antes de usar e tome medidas de
precaucdo durante a manipulacao.

6.  Manipule todas as amostras bioldgicas e materiais perfurocortantes para coleta de
sangue (lancetas, agulhas, adaptadores Luer e kits para coleta de sangue) de acordo
com as politicas e os procedimentos de seu local de trabalho. Procure atendimento
médico adequado em caso de exposicdo a amostras bioldgicas (por exemplo, uma
lesdo por perfuragao), pois ha risco de transmissao de hepatite viral, HIV (AIDS) ou
outras doencas infecciosas. Utilize o protetor de agulha incorporado se o dispositivo
de coleta de sangue possuir um. A Janssen ndo recomenda tampar novamente agulhas
usadas. No entanto, as politicas e os procedimentos de seu local de trabalho podem
ser diferentes e sempre devem ser seguidos.

7. Descarte todos os materiais perfurocortantes para coleta de sangue em recipientes
aprovados para seu descarte.

8. N&oserecomenda atransferéncia de uma amostra coletada usando seringa e agulha.
A manipulagdo adicional de materiais perfurocortantes, como agulhas ocas, aumenta
a possibilidade de lesoes.

9. A transferéncia de amostras de uma seringa para um tubo CellSave usando um
dispositivo nao perfurocortante deve ser realizada com cuidado, pelos motivos
descritos a seguir. Pressionar o émbolo da seringa durante a transferéncia pode criar
pressao positiva e forcar o deslocamento da tampa e da amostra, provocando respingos
e possivel exposicao ao sangue. Usar uma seringa para transferir sangue também pode
provocar enchimento insuficiente ou excessivo dos tubos, gerando uma propor¢éo
incorreta de sangue e aditivo e resultados analiticos possivelmente incorretos.
Os tubos CellSave sao projetados para colher um volume especifico. O enchimento
esta concluido quando o vacuo interromper a coleta, embora alguns tubos possam ser
enchidos parcialmente devido a resisténcia do émbolo no enchimento com seringa.

10.  Se o sangue for coletado por meio de uma linha intravenosa, assegure que ndo haja
solucdo IV na linha antes de comecar o enchimento dos tubos CellSave.

11. Enchimento insuficiente ou excessivo dos tubos provocard uma proporcao incorreta
de sangue e aditivo, podendo gerar resultados analiticos incorretos.

12.  Atencéo: As amostras devem ser transportadas e armazenadas em temperaturas
de 15-30 °C. Refrigerar as amostras antes do processamento pode prejudicar sua
integridade.

13. AVISO: Este reagente contém Imidazolidinyl Ureia. Os Riscos e Requisitos de Seguranca
sao os seguintes:'

R43: Pode causar sensibilizacdo ao entrar em contato com a pele
S24: Evite o contato com a pele
S37: Utilize luvas adequadas

Prevencao de refluxo
Como o tubo conservante CellSave contém aditivos, é importante evitar um possivel refluxo
no tubo, com a possibilidade de reagées adversas. Para se proteger contra refluxo, observe
as seguintes precaugoes:

1. Posicione o brago do paciente inclinado para baixo.

2. Segure o tubo com a tampa voltada para cima.

3. Solte o torniquete assim que o sangue comecar a fluir.

4. N&o permita que a solucao dentro do tubo toque na tampa ou na extremidade da

agulha durante a venipuntura.

ARMAZENAMENTO

«  Armazene os tubos entre 4-30 °C. Nao utilize se o aditivo ndo estiver transparente e
incolor. Nao utilize apés a data de validade.

+ Armazene ou transporte as amostras em temperaturas de 15-30 °C. Pode ser
necessario isola-las adequadamente para transporte em condicoes extremas de
temperatura.

PROCEDIMENTO

Materiais fornecidos

Tubos conservantes CellSave. Contém: 300 L de solugdo com 4,6% de Na,EDTA e 36% de
conservante celular, 0,36% de polietilenoglicol, 0,46% de ingredientes inertes.

Materiais necessarios, nao fornecidos
Agulhas e adaptadores para coleta de sangue, lencos umedecidos com élcool, torniquete.

1. Execute a venipuntura de acordo com o procedimento H3-A6 do CLSI, “Procedure for
the Collection of Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture” (Procedimento para coleta
de amostras de sangue para diagndstico por venipuntura). Colha primeiro com os tubos
CellSave, se a coleta for feita com diversos tubos.

2. Encha o tubo até o fluxo de sangue parar.

3. Removaotubodoadaptador e inverta-o delicadamente 8 vezes para misturar. A inversao
do tubo evita a coagulagéo. A mistura inadequada ou tardia pode resultar em exames
com resultados imprecisos.

4. Processeaamostraem até 96 horas ap6s a coleta. Armazene as amostras em temperatura
de 15-30°C.

DESEMPENHO

Recuperacao

A recuperacdo foi avaliada adicionando-se as amostras com baixas quantidades (0, 50, 100 e
200 células/7,5 mL) e altas quantidades (0, 100, 1000 e 10 000 células/7,5 mL) de células
tumorais. O sangue de 5 doadores normais foi coletado em tubos CellSave e adicionaram-se
células SKBR-3 (uma linhagem de células de cancer de mama). As amostras foram processadas
e coradas com um corante de 4cido nucleico, anti-CD45-APC e anti-CK-PE, usando-se o Sistema
de processamento de amostras semiautomatizado CELLPREP™ e analisadas com o citdmetro
de fluxo FACSCalibur com goticulas para permitir o calculo de contagens absolutas de células.
Para o experimento com baixa adicao, a equacao de regressao foi y=0,8x+4,7 e o coeficiente
de correlacéo foi R2=0,98. Para o experimento com alta adicéo, a equacao de regressao foi
y=0,9x+6,2 e o coeficiente de correlacdo foi R2=0,99.

Tabela 1. Dados de recuperacdo para adi¢des de baixas e altas quantidades de células
tumorais SKBR-3

Baixa adi¢ao Alta adigao

Doador 0 50 100 200 0 100 1000 10000

A 2 31 89 164 2 84 876 8259

B 2 44 97 141 4 74 775 8185

C 5 51 92 175 1 75 880 9342

D 1 46 81 153 2 18 846 8030

E 4 52 82 181 2 106 959 9014

% média de 3 45 88 163 2 91 867 8566
recuperagao 89,3% 88,2% 81,4% 91,3% 86,7% 85,7%
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Substancias interferentes

0 sangue de 5 doadores normais foi coletado em tubos EDTA e CellSave e adicionaram-se
aproximadamente 800 células SKBR-3. Possiveis substancias interferentes foram adicionadas
aos tubos CellSave (hemdlise 5+, lipemia 1,94 — 2,04% de gordura emulsificada, ictericia
7,0 mg/dL) para determinar o efeito na recuperagao e na enumeracao de células tumorais.
Amostras duplicadas foram processadas usando-se o Sistema de processamento de amostras
semiautomatizado CELLPREP™ e analisadas com o citometro de fluxo FACSCalibur. As amostras
de sangue total hemolitico, lipémico e ictérico coletadas no tubo CellSave nao interferem na
recupera¢do e na enumeracao de células tumorais.

Tabela 2. Recuperacao de células tumorais adicionadas para 7,5 mL de sangue total

Controle de EDTA Controle do CellSave
Node células  No de células %de Node células  No de células %de
Doador recuperadasadicionadas recuperacdo | recuperadas adicionadas recuperacdo
A 452 828 55% 388 696 56%
A2 445 828 54% 486 696 70%
B1 802 749 107% 689 696 99%
B2 Akl 749 95% 690 696 99%
Qa 580 m 75% 289 716 40%
Q 451 il 58% mn 716 38%
D1 571 m 74% 552 716 77%
D2 642 m 83% 636 716 89%
E1 610 m 79% 526 716 3%
E2 541 m 70% 535 716 75%
DP 581 75% 506 2%
médio 117 17% 150 2%
CellSave, Hemolise CellSave, Lipemia CellSave, Ictericia
Nodecélulas Nodecélulas — %de  [Nodecélulas Nodecélulas — %de | Nodecélulas Nodecélulas — %de
Doador | recuperadas _adicionadas _recuperagdo | recuperadas _adicionadas recuperacdo | recuperadas adicionadas _recuperagdo
A 482 696 69% 664 696 95% 638 696 92%
A2 502 696 72% 691 728 95% 612 728 84%
B1 514 696 74% 748 696 107% 678 696 97%
B2 571 696 82% 12 696 102% 679 696 98%
a 499 716 70% 568 716 79% 561 716 78%
Q 470 716 66% 599 716 84% 514 716 72%
D1 582 716 81% 628 716 88% 651 716 91%
D2 551 716 7% 549 716 7% 589 716 82%
E1 571 716 80% 620 76 87% 554 716 77%
E2 499 716 70% 620 716 87% 584 716 82%
DP 524 74% 640 90% 606 85%
médio 4 6% 63 10% 55 9%

Preservacao de antigenos para fenotipagem

A capacidade de distinguir as diferentes populagdes de células é claramente afetada pelaidade
da amostra no momento da andlise, a menos que a amostra seja preservada. A preservacao
de leucdcitos é indicativa da qualidade da amostra ao executar a analise de células tumorais
circulantes. A Figura 1 mostra um exemplo tipico da densidade do antigeno CD45 nas diferentes
populagoes de células no sangue colhido em um tubo EDTA padrao e no tubo CellSave. A analise
do sangue foi realizada em até 2 horas apds a coleta e, em seguida, repetida aproximadamente
48 horas apds a coleta. O grau de separagéo entre linfocitos e granuldcitos é indicado pelo
comprimento das barras horizontais no eixo X de cada grafico. A separacdo entre as duas
populagdes de células se degrada com o tempo no tubo EDTA. A separacéo é mantida no tubo
CellSave. As setas na figura, que indicam as populacdes de linfocitos, mondcitos e granuldcitos,
mostram a varia¢do dessas populagdes de células devido ao envelhecimento das amostras de
sangue. Isso dificulta a distin¢do dessas populagdes de células.

Figura 1. Separacao de agrupamentos celulares durante o envelhecimento do sangue coletado
em tubos EDTA e CellSave.
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Qualidade da amostra

A qualidade da amostra é importante para a deteccao adequada de células epiteliais raras.
A integridade dos leucécitos em amostras de sangue enriquecidas imunomagneticamente
para células epiteliais com o Sistema CELLPREP™ é uma excelente medida dessa qualidade.
A Figura 2 apresenta imagens de colora¢do nuclear (DAPI) de amostras de sangue coletadas
em tubos EDTA e CellSave processadas ap6s 24 horas utilizando um Sistema CELLPREP™.
As imagens foram obtidas usando uma objetiva de 10x em um microscépio fluorescente.
Embora haja abundéncia de material nuclear na amostra coletada no tubo EDTA, apenas
objetos arredondados (leucécitos) estdo presentes na amostra coletada no tubo CellSave.

Figura 2. Coloragao nuclear de leucécitos em tubos EDTA e CellSave.
EDTA Tubo CellSave

AUTOPREP®, CELLSEARCH®, CELLTRACKS®, CELLTRACKS ANALYZER I1° e MAGNEST® sao marcas
comerciais da Janssen Diagnostics, LLC.

Esta tecnologia, incluindo produtos e/ou componentes associados a ela, e os sistemas de
instrumentos e procedimentos aqui descritos, sdo protegidos por patentes nos Estados Unidos
e pelas patentes internacionais correspondentes e as aplicacdes de patentes pendentes,
incluindo uma ou mais das seguintes: Nimeros de patentes nos EUA 5,466,574; 5,459,073;
5,512,332; 5,597,531; 5,698,271; 5,849,517; 5,985,153; 5,993,665; 6,120,856; 6,136,182;
6,365,362; 6,551,843; 6,620,627; 6,623,982; 6,645,731; 6,660,159; 6,790,366; 6,861,259;
6,890,426; 7,011,794, 7,282,350 e 7,332,288.
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HISTORICO DE REVISAO

Data de Cédigo do
revisao componente | Descri¢dao da alteragdo técnica
2013-08-29 €631600041_PB | Equivalente tecnicamente ao 631500041_PB, com as

seguintes alteragdes:

« Novo numero de peca atribuido.

« Atualizacdo para atributos de negdcios da Janssen,

incluindo:

- Logotipo da Janssen

— Endereco de fabricacao

- Endereco do EC/REP
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Janssen Diagnostics, LLC

700 US Highway Rte 202 South
Raritan, NJ 08869-0606 USA
documents.cellsearchctc.com
Telefone: 1-877-837-4339
008000 8374339 (EU)
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