Instrugdes de Uso
Somente para uso diagndstico in vitro

CHROMSYSTEMS

DIAGNOSTICS BY HPLC & LC-MS/MS

MassTox IMMUNOSUPPRESSANTS IN WHOLE BLOOD
(MassTox Imunossupresores em sangue total)

Reagente diagndstico para determinacao quantitativa de ciclosporina A, tacrolimus, everolimus e sirolimus em amostras
de sangue total em EDTA por LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa).

No de lote, data de fabricagdo e validade: ver rétulos dos frascos e da embalagem.

Artigo

Apresentacdo

93000

Kit Reagente por LC-MS/MS (Cromatografia liquida - espectrofotdmetro de massa / espectrofotometro de
massa) para analise da ciclosporina A, everolimus, sirolimus, e tacrolimus no sangue total.

Para informacdes detalhadas sobre o método e procedimentos, favor consultar o Manual de Instrucées

Masstox Immunosuppressants in whole blood no site www.biosys.com.br.

SUMARIO

O kit € um dispositivo de diagndstico in vitro, a ser utilizado nos
laboratérios clinicos para a detecgdo quantitativa de ciclosporina
A, everolimus, sirolimus e tacrolimus em sangue total (EDTA)
por cromatografia liquida-espectrometria de massa. E indicado
como um teste de acompanhamento em pacientes em
tratamento com imunossupressores e como uma ajuda para
garantir os niveis das drogas dentro da faixa terapéutica.

METODO

Cromatografia liquida acoplada a espectrofotdmetro de massa
em tandem (LC-MS/MS).

PRINCIPIO

A preparagdo manual da amostra é limitada a um simples e
eficaz processo de precipitacdo de proteinas. Os analitos sdo
enriquecidos, e as substancias interferentes sdao removidas
através de uma coluna de captura (Trap Column). A separagdo
cromatografica é entdo realizada por uma coluna de analise
ligada a uma valvula de 6 portas na posicdo 2, ou de 10 portas
na posicdo 2. O uso de padrdes internos deuterados garante a
precisdo e a robustez do método e compensa os efeitos da
matriz (tal como a supressdo de ions).

REAGENTES FORNECIDOS NO KIT
Componentes e Composicoes:

Sirolimus-d3; Tampao Tampao
Tacrolimus- reconstituig reconstituig
13C d2) ao1x10 alx10ml)
ml)
Tampao de
reconstituicao
propano-2-ol
25-50%;
acido edético
50-100%
Frascos de
reagao _ 4 x 100 12 x 100
(Reaction unidades unidades
vials)

Componente | Composicao 1200
400 testes testes
Fase movel A 3x
i o,
(Mobile Metanol 25% 1000 mL 1000 mL
Phase)
Fase movel B Metanol 50-
(Mobile 100%, 3x
Phase) Tetrahnl(irofura 1000 mL 1000 mL
< 2,5%
Solucdo de
Lavagem Metanol 25- 2 X
(Rinsing 50% 1000 mL 1000 mL
Solution)
Reagente de
Precipitacao Acetonitrila 100 mL 3x
(Precipitation 50-100% 100 mL
Reagent)
Tampado de
extracao Metanol 10- 3 x
(Extraction 25% 40 mL 40 mL
Buffer)
Internal IS 1 conjunto 3 conjuntos
Standard Set (Ciclosporina ) )
fverolmus- | (S4x | (S4x
da- 2,5ml + 2,5ml +

BL3185 - REV01 - 01/2019

MASSTOX IMMUNOSUPPRESSANTS IN WHOLE BLOOD

INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE
DOS REAGENTES

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de validade
indicada nos rétulos, desde que as condicdes de
armazenamento estabelecidas sejam obedecidas.

Produto Temperatura
Fase moével A +18 a +30°C
Fase mével B +18 a +30°C
Solucdo de lavagem +18 a +30°C
Reagente de precipitacdo +18 a +30°C
Tampao de Extracdo +18 a +30°C

Conjunto de Padrdo interno:

e IS (Padrdo interno)

e Tampado de reconstituicdo
Frascos de reacdo

Abaixo de -18°C
Abaixo de -18°C
+18 a +30°C

CUIDADOS E PRECAUCOES

Favor consultar a ficha de seguranca dos reagentes e adotar as
precaucées necessarias para o manuseio de reagentes de
laboratério.

GARANTIA

Estas instrugGes de uso devem ser lidas atentamente antes da
utilizagdo do produto. As instrugdes nela contidas devem ser
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do
ensaio ndo podera ser garantida em caso de desvio as
instrugdes.

DESCARTE

A Fase Movel A e B, a Solugdo de Lavagem, o Reagente de
Precipitacdo, o Padrdo Interno reconstituido, o Tampdo de
Extracdo e o Tuning Mix contém solventes organicos e devem
ser descartados como residuos quimicos livres de halogénio.
Os residuos das amostras preparadas, assim como de controles
e calibradores devem ser descartados como lixo potencialmente
infeccioso.
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Descarte de acordo com as diretrizes e regulamentos locais em
vigor.

PREPARO DOS REAGENTES

Fase Moével A e Fase Movel B: prontos para uso.
Solugdo de Lavagem: pronto para uso.
Reagente de Precipitagao: pronto para uso.
Tampao de Extragao: pronto para uso.

Padrao Interno (liofilizado)

1. Descongelar um frasco de Padrdo Interno (93004)
liofilizado

2. Adicionar 2,5 ml de Tampao de reconstituicdo (93006)

3. Fechar com uma tampa preta fornecida e deixar por cerca
de 5 minutos a temperatura ambiente, agitar
cuidadosamente ocasionalmente até homogeneizagdo do
conteldo. Evitar a luz direta!

NOTA: O Tampdo de reconstituicdo contém aditivos de
estabilizacdo. Para garantir a estabilidade do Padrdo Interno,
deve-se usar o Tampao de reconstituigdo.

Estabilidade do Padrao Interno reconstituido: o Padrdo
Interno reconstituido é estavel por até 2 semanas se mantido
bem fechado, refrigerado em temperatura entre 2 e 8°C e
protegido da luz. Para periodos maiores de armazenamento
(maximo 3 meses), aliquotar e conservar congelado (abaixo de
-18°C.

MATERIAIS REQUERIDOS, NAO FORNECIDOS NO KIT

Coluna analitica equilibrada (Chromsystems art. 93100).
Coluna Trap equilibrada (Chromsystems art. 93110).
Immunosupressants whole blood control, Four-level (I + II +
III + IV) (Chromsystems art. 0081).

6plusl Multilevel Calibrator Set Immunosuppressants in Whole
Blood

(Chromsystems art. 28039).

Agua tipo I ou grau HPLC.

AMOSTRA

Deverdo ser analisadas amostras de sangue total colhidas em
EDTA.

Estabilidade da amostra: as amostras coletadas desta forma
sdo estaveis por 7 dias se mantidas refrigeradas, em
temperatura entre +2 e +8°C.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Ajustes do instrumento:
Amostrador:
Volume de injegdo: 5 - 25 pl (depende do equipamento)
Tempo de corrida: 4,5 min
Temperatura da 70°C (forno para coluna)
coluna:
Solugdo de lavagem Solugdo de lavagem (93009)
para o injetor:

Fluxo de gradiente:

Tempo Concentragao Fluxo Posicao da
(min) de Fase (ml/min) valvula
Mével B (%)
0,00 0 1,0 Trap
1,00 0
1,01 55 0,6 MS/MS
1,75 55
1,76 98
3,25 98
3,50 0

Procedimento de preparo de amostras:

Utilizar os tubos de reagdo que acompanham o kit, para que as

amostras sejam protegidas da exposicdo a luz ambiente.

1. Pipetar 50ul de amostra/calibrador/controle ao frasco de
reagao de 1,5 mL

2. Adicionar 25ul de Padrdo Interno (IS) reconstituido.
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3. Adicionar 100 uL de Tampao de extragdo e agitar em vortex
por 10 segundos, incubar 2 minutos a temperatura ambiente

4. Adicionar 250 uL de reagente de precipitagdo e agitar em
vortex por 1 minuto, incubar 2 minutos a temperatura
ambiente

5. Centrifugar por 5 min a 15000 g.

6. Transferir o sobrenadante para um frasco do amostrador e
injetar 5 a 25 pL do sobrenadante no sistema de HPLC-
MS/MS.

Controles devem ser incluidos em todas as séries de analise

para monitorar a exatidao e precisdo do sistema.

Para determinar o volume de injecdo étimo, injetar volumes
crescentes de 5 a 25 ulL do calibrador 1 (28031) preparado até
que a intensidade de sinal requerida seja obtida. Entdo usar o
calibrador 6 (28036) preparado para ter certeza que todos os
analitos estejam dentro da variagdo de trabalho linear do
sistema MS/MS.

Estabilidade das amostras preparadas

As amostras preparadas podem ser mantidas por 2 dias a
temperatura ambiente (+20 a +25°C) ou refrigeradas (+2 a
+8°C) por 5 dias (em frasco de vidro protegidas da luz).
Para periodos maiores de armazenamento (maximo de 6
semanas), congelar (abaixo de -18°C).

MRMs dos analitos e IS (padrao interno):

A tabela abaixo inclui todas as MRMs para os analitos e os
padrdes internos deuterados. Todas as substancias sdo medidas
em modo de ionizagdo positivo. E utilizado como precursor um
ido amonio “adduct” [M + NH4]*.

Analito Formula Massa MRM
molecular exata
(g/mol)
. . C62H111N11012 1201,8 1219,9
Ciclosporina A ,1202.8
Ciclosporina Ce2H107 1205,8 1223,9
A-d4 D4N11012 —1206,8
. Cs3Hs3NO14 957,6 975,6 —
Everolimus 908,5
Everolimus-da Cs3H79D4NO14 961,6 979,6 —»912,5
Sirolimus Cs1H79NO13 913,6 931,6 —»864,5
Sirolimus-ds Cs1H76NO13D3 916,6 934,6— 864,5
Tacrolimus C44HeoNO12 803,5 821,5 »768,6
Tacrolimus- C43*3CHe7 806,5 824,5 -771,6
13Cd» D2NO12

As massas listadas acima servem somente como um guia. A
posicdo exata do sinal maximo para cada pico de massa varia
de sistema para sistema MS e deve ser determinada
individualmente e otimizada, pelo menos com uma casa
decimal.

CALCULOS

CAmostra = (Aamostra L ISamostra) - b
a

MASSTOX IMMUNOSUPPRESSANTS IN WHOLE BLOOD

Areajaltura do pico do analito A no  Aamosta
cromatograma MRM =

Area/altura do pico do padrdo interno (IS) no  ISamostra
cromatograma MRM =

Inclinacdo da curva de calibragdo = a
Intercepcdo Y da curva de calibragao = b
Fatores de conversdo:

. nmol/L para Hg/L para
Analito pg/L nmol/L
Ciclosporina A 1,202 0,832
Everolimus 0,958 1,044
Sirolimus 0,914 1,094
Tacrolimus 0,804 1,244
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CALIBRADORES E CONTROLES
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:

Produto Apresentacao
6plus1 Multilevel Calibrator Set 7% 2 mL
Immunosuppressants in Whole Blood

Immunosuppressants Whole Blood

Control, Four-level (I + II + III + IV) 4x(2x2mL)

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Os estudos foram realizados utilizando-se o0s seguintes
espectrometros de massa:

- AB Sciex API4000

- Waters TQD

- Thermo TSQ Ultra

O uso do kit em outras plataformas deve ser validado pelo
proprio laboratério.

Recuperagao
. API 4000 TSQ Ultra Waters TQD
Analito (%) (%) (%)
Ciclosporina A 95,2 89,5 96,9
Everolimus 100,6 94,7 97,8
Sirolimus 105,1 96,6 96,2
Tacrolimus 107,8 97,7 96,1

Linearidade e limite de detecgao

O método é linear do LLOQ até o limite superior indicado abaixo:

API TSQ Linearida
Analito 4000 Ultra TQVI\;a(ths/L) de até
_ _ (ug/L) (ug/L) (ug/L)
glclosporlna 5 5 5 2000
Everolimus 0,5 1 1 80
Sirolimus 0,5 1 1 80
Tacrolimus 0,5 0,5 0,5 80

Precisdo intra-ensaio:

A determinacgdo da precisao intra-ensaio foi determinada para 4
concentragOes diferentes pelas médias de multiplos preparos
(n=10) do mesmo espécime:

API 4000
Analito CV % (Concentracao pg/L)
Ciclosporina A 38 125235 | L8 1.9

P (69.4) : (522) | (1190)
Everolimus 4.6 (2.8) | 4.4 (5.0) (13091) (33449)
— 2.1 3.9 3.0
Sirolimus 5.5 (3.3) (11.1) (21.4) (42.0)
Tacrolimus 3.6 (2.7) | 2.5 (7.4) (145'06) (323'86)

TSQ Quantum Ultra

Analito CV % (Concentracao pg/L)
Ciclosporina A 2,9 2,1 (276) 1,9 1,5
(53,2) ' (514) | (1111)
. 4,2 1,8
Everolimus 56 (2,3) | 4,1 (4,4) (8.5) (28,8)
- 4,4 2,9 2,9
Sirolimus 6,0 (2,9) (10,1) (20.4) (38.5)
Tacrolimus 3,5(2,6) | 3,4(7,3) 2,5 1,6
! ! ! ! (16,7) (34,2)
WATERS TQD
Analito CV % (Concentragao pg/L)
Ciclosporina A 2.8 1.3 (276) 1.4 1.1
P (53.2) : (522) | (1190)
Everolimus 8,8 (2.3) | 4.6 (4.4) | 35 4.0
oA R (10.1) | (34.9)
L 6.5 4.3 2.9
Sirolimus 5.5(2.9) (10.1) (21.4) (42.0)
Tacrolimus 3.026) | 3.6 (7.3) | 20 2.7
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Precisdo inter-ensaio:

A precisdo inter-ensaio foi determinada para 4 concentragdes
diferentes pelas médias de multiplos preparos (n=10) do
mesmo espécime em 10 dias diferentes:

API 4000
Analito CV % (Concentracdo pg/L)
Ciclosporina A (63é,24) 2,9 (235) (5353) (121'980)
Everolimus 7,1(2,8) | 55(5,0) (150',41) (344',09)
Sirolimus 6,7 (3,3) (141':51) (241',24) (442’,00)
Tacrolimus 4,7 (2,7) | 3,5(7,4) (135’,66) (333’,36)

TSQ Quantum Ultra

Analito CV % (Concentracao pug/L)
] ] 5,6 6,0 5,2
Ciclosporina A (53,2) 6,1 (276) (514) (1111)
. 51 4,8
Everolimus 8,3(2,3) | 5,1 (4,4 (8.5) (28,8)
o 5,2 4,8 4,8
Sirolimus 7,8 (2,9) (10,1) (20,4) (38,5)
) 3,7 2,6
Tacrolimus 55(2,6) | 38(7.3) | (157 | (34,2)
WATERS TQD
Analito CV % (Concentracao ug/L)
Ciclosporina A 23 1 2,0@76) | 18 1,9
P (53,2) ' (522) | (1190)
. 11,0 53 4,9
Everolimus (2.3) 8.4 (44) | (101) | (34.9)
Sirolimus 10,4 5,5 4,7 4,8
(2,9) (10,1) (21,4) | (42,0)
. 3,7 3,1
Tacrolimus 5,4 (2,6) | 4,0(7,3) (15,6) (33.6)

Interferentes enddgenos

Amostras potencialmente problematicas foram analisadas para
verificar a interferéncia nos testes por presenga de hemdlise,
ictericia e lipemia.

Os experimentos foram realizados com concentracbes dos
analitos em niveis subterapéuticos. As amostras foram
sobrecarregadas  com  concentragdes conhecidas dos
imunossupressores nas seguintes concentragdes:

Ciclosporina A: 42,6 ug/L
Tacrolimus: 1,3 ug/L
Sirolimus: 2,0 yug/L
Everolimus: 1,4 pg/L

Em muitos casos ndo houve influéncia significativa da matriz
nos resultados quantitativos.

Apenas algumas amostras apresentaram desvios maiores que
15%.

Numero de amostras com desvio >15%
(porcentagem com desvio >15%)

Analito hemolitica Lipémica Ictérica

(n=25) (n=25) (n=24
Ciclosporina A 4 (16) 7 (28) 2 (8)
Everolimus 1(4) 4 (16) 4 (17)
Sirolimus 0 (0) 0(0) 1(4)
Tacrolimus 1(4) 1(4) 0 (0)

Obs: exceto 2 amostras lipémicas para ciclosporina A, nenhuma
das demais amostras com desvio >15% foi >25%.

N3ao se observou correlacdo entre as quantidades de bilirrubina,
hemoglobina e lipideos e os desvios observados (comparado a
matriz livre) das drogas imunossupressoras testadas.

Interferéncia de drogas

Foram testadas 53 drogas comumente utilizadas na clinica.
Amostras de sangue foram sobrecarregadas com as mesmas.
Nenhum desvio >15% foi observado pela presenca das drogas
citadas abaixo nas concentragdes relevantes das mesmas.
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N&do houve interferéncia a 1 mg/mL de:

Acetazolamida, aciclovir, amicacina, anfotericina B, ampicilina,
azatioprina, captopril, carbamazepina, cefasloprina,
cloranfenicol, cimetidina, ciprofloxacino, digitoxina, digoxina,
disopiramida, eritromicina, furosemida, ganciclovir,
gentamicina, ibuprofeno, intralipideo, itraconazol, kanamicina,
cetoconazol, lidocaina, meticilina, metilprednisolona,
metoprolol, acido micofendlico, N-acetilprocainamida, badolol,
neomicina, nifedipina, omeprazol, paracetamol, penicilina G,
penicina V, fenitoina, prazosin, prednisona, prednisolona,
procainamida, propanolol, ranitidina, acido salicilico,
espectinomicina, estereptomicina, tobramicina, triamterene,
acido valprdico, vancomicina, verapamil.

Nao houve interferéncia a 50 ug/mL de:
Gangciclovir

LIMITACOES CLINICAS

N3o ha valores universais estabelecidos para ciclosporina A,
everolimus, sirolimus e tacrolimus em sangue total. Valores
obtidos com diferentes métodos de ensaio ndo podem ser
usados de forma intercambiavel. Os laboratérios devem incluir
a identificacdo do método utilizado para o ensaio com o objetivo
de auxiliar a interpretagdo dos resultados.

Valores individuais ndo podem ser usados como Unicos
indicadores para realizar mudangas no regime de tratamento.
Cada paciente deve ser completamente avaliado clinicamente
antes de serem feitos ajustes no tratamento, e cada usuario
deve estabelecer seus ou suas faixas, baseado em avaliagdes
clinicas. E recomendado o uso consistente de um ensaio para
pacientes individuais. Fatores de conversdao obtidos de
comparacGes entre métodos de ensaios ndo devem ser
utilizados para predizer valores individuais dos pacientes.

A complexidade do estado clinico, diferengas individuais em
sensibilidade aos imunossupressores e efeitos nefrotéxicos da
ciclosporina A, everolimus. Sirolimus, e tacrolimus, a
coadministragdo de outros imunossupressores, o tipo de
transplante, o tempo pds-transplante, e um nimero de outros
fatores contribuem para diferentes requerimentos para niveis
otimos sanguineos desses imunossupressores.

VALORES DE REFERENCIA

Ciclosporina A: faixa terapéutica para sangue total (ug/I)
[2, 3]

Terapia Inicial Terapia d~e
(ng/L) manutengao
(pg/L)
Transplante renal 150 - 225 100 - 150
Tran,splante 225 - 300 100 - 150
hepatico
Transplante de 250 - 350 150 - 250
coragao

Everolimus: faixa terapéutica para sangue total (ug/I)
[2,3]

Minimo
(pg/L)
Paciente com transplante de rim - terapia
tripla com ciclosporina A, corticosterdides, e 3-8
everolimus

Sirolimus: faixa terapéutica para sangue total (ug/I)

Minimo (pg/L)
Transplante de rim [2]
e« Combinagdo de esteroides e 5-10
micofenolato de mofetil (MMF)
e Combinagdo de esteroides
sem micofenolato de mofetil 8-12
(MMF)
Transplante de rim [3]
e Terapia tripla com ciclosporina 4-12
A, corticosteroides, e sirolimus
e Terapia dupla com 12 - 20
corticosteroides e sirolimus
Transplante de figado [3]
e Terapia com ciclosporina A ou 3.6
tacrolimus, sirolimus, e,
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quando apropriado,
corticosteroides

e Terapia com sirolimus e,
guando apropriado, 5-8
corticosteroides

Tacrolimus: faixa terapéutica para sangue total (ug/I1)

Terapia Inicial Manutengao da
(ug/L) terapia (pg/L)
[2] [3] [2] [3]
Transplante renal 10-15 9-13 5-10 4-9
Transplante _ _ } _
hepético 10-15 9-13 5-10 4-9
Transplante de 10-18 | 9-15 | 8-15 7-13
coragao

Todas as faixas terapéuticas listada aqui sdo retiradas da
literatura. Entretanto, ndo ha valores universais estabelecidos
para ciclosporina A, everolimus, sirolimus e tacrolimus em
sangue total. Valores obtidos com diferentes métodos de ensaio
ndo podem ser usados de forma intercambiavel. Os laboratérios
devem incluir a identificagdo do método utilizado para o ensaio
com o objetivo de auxiliar a interpretagdo dos resultados.
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