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1. Introduccio

El mesurament de la concentraci6 de ciclosporina A,
everolimus, sirolimus i tacrolimus en la sang és util
per a la monitoritzacié farmacoterapeutica del
tractament immunosupressor en pacients
trasplantats. L’administracié  d’aquests  farmacs
planteja el problema de la seva varabilitat
farmacocinetica intra i interindividual, la preséncia
d’intervals terapéutics reduits i el fet de poder
presentar possibles efectes indesitjables. Per aquestes
raons, és necessaria una individualitzacié de la seva
dosi mitjangant el seguiment de les seves
concentracions en la sang. Per altra banda,

ladministracié conjunta de ciclosporina A o

tacrolimus (inhibidors de la calcineurina) amb
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everolimus o sirolimus (inhibidors dels receptors de
rapamicina en cel-lules de mamifers o #TOR;

acronim de angles mammalian target of rapamycin)
exerceix un efecte immunosupressor sinergic (1-3)

que ha demostrat ser beneficids per aquests pacients

4, 5).

En Pactualitat, a més dels sistemes de mesura basats
en principis d’immunoanalisis, la concentraci6
d’aquests quatre immunosupressors en la sang pot
mesurar-se emprant sistemes que es basen en la
cromatografia liquida d’alta eficacia o HPLC
(acronim  de  langles  bigh-preformance  liquid

chromatography) acoblada a l'espectrometria de masses

o MS (acronim de l'angles mass spectrometry) o bé a
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l'espectrometria de masses en tandem o MS/MS

(acronim de 'angles tandem mass spectrometry) (6—13).

Per altra banda, la cromatografia liquida d'alta i
rapida eficacia o UPLC (acronim de langles witra
high-preformance  liguid ~ chromatography) és un nou
principi de mesura basat en la cromatografia liquida
o LC (acronim de Vangles liguid chromatography) que
permet treballar amb columnes analitiques amb
farcits de particules inferiors a 2 pm. Aquest tipus de
columnes, en presentar patticules d'una grandatia
menor que la de les utilitzades en columnes per a la
cromatografia liquida convencional (= 3,5-5,0 pm),
proporcionen una major resolucié 1 eficacia
cromatografiques en un menor temps, permetent
escurcar els temps de retenci6. A més, aquesta
menor grandaria permet que es precisi una menor
quantitat de mostra per obtenir una mateixa relacié
senyal/soroll, sent aquesta caracteristica ideal si es
pretén acoblar un cromatdgraf liquid d'alta resolucié
a un espectrometre de masses (14—16). D'altra banda,
ja que en un sistema UPLC-MS/MS els temps de
retencié per separar els components d'una mostra
sén  més curts, l'efecte que exerceixen les
interferencies ioniques durant el procés d’ionitzacié
es redueix considerablement. Aquesta situacié déna
lloc a un efecte matriu menor, o fins i tot

menyspreable (17, 18).

L’objectiu d’aquest treball és desenvolupar i validar
un procediment de mesura basat en un sistema
UPLC-MS/MS per al mesurament simultani de la
concentracié de ciclosporina A, everolimus,

sirolimus 1 tacrolimus en la sang.

2. Material i métodes

2.1. Productes quimics i reactius
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L’acetat d’amoni i el sulfat de zinc, de pureses
superiors al 98 %, s’obtenen de Sigma-Aldrich
(Steinhem, Alemanya). L’acetonitril, Iaigua 1 el
metanol de qualitat LC/MS sén propotcionats per

Merck Biosciences (Darmstadt, Alemanya).

Sutilitzen set materials de calibratge de matriu
sanguinia ClinChek® Whole Blood Calibrator Set de
Recipe® (Munich, Alemanya) i tres materials de
control de matriu sanguinia ClinChek® Whole Blood
Control for Immunosuppressants de Recipe® (Taula
1).

Com a estandards interns s’empren la [Dig]-
Ciclosporina A per la ciclosporina A, el [13CoDy]-
Everolimus per I’everolimus i el sirolimus (ClinMass®
Internal Standard for Immunosuppressants de
Recipe®) 1 I'ascomicina pel tacrolimus (ClinMass®

Ascomycin Internal Standard de Recipe®).

Per optimitzar les condicions de I'espectrometre de
masses, s’empra una solucié que conté una barreja de
tots els immunosupressors a una concentracié d’1
mg/L.  (ClinMass® Optimisation Mix 1 for

Immunosuppressants) de Recipe®.

Els materials de control, els materials de calibratge, la
soluci6 de treball d’estandards interns i la solucid
d’optimitzacié de masses es prepaten seguint les
instruccions i recomanacions descrites pel proveidor

i fabricant dels mateixos.

2.2. Mostres de pacients

Les mostres de sang de pacients s’obtenen
mitjancant puncié venosa i es recullen en tubs amb
EDTA-K;3 com

anticoagulant (Vacuette,

Kremsmiinster,  Austria). Les mostres sén
emmagatzemades a (2-8) °C fins al seu processament

durant un temps inferior a un dia.
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Taula 1. Valors assignats dels materials de calibratge i control emprats en ’estudi.

Material San—Ciclosporina San—Everolimus; San—Sirolimus; San—Tacrolimus;
A; c.massa (ug/L) c.massa (ug/L) c.massa (ug/L) c.massa (ug/L)
Calibrador 0 0,0 0,00 0,00 0,00
Calibrador 1 249 1,33 1,33 1,34
Calibrador 2 482 2,75 2,83 2,64
Calibrador 3 92,8 5,80 5,67 5,56
Calibrador 4 182,0 12,00 12,20 11,20
Calibrador 5 461,0 23,90 23,90 23,50
Calibrador 6 1264,0 47,40 46,90 46,70
Control 1 55,9 3,51 3,49 3,45
Control 2 113,0 11,00 11,20 7,010
Control 3 2230 18,40 17,90 13,70

Seguint les recomanacions de la IUPAC 1 la IFCC (29): c.massa, concentracié de massa; San, Sang.

2.3. Preparaci6 de les mostres

La preparaci6 de les mostres consisteix en una
precipitacié de proteines amb una solucié de sulfat
de zinc i acetonitril. En un tub tipus Eppendorf,
s’afegeixen 50 ul. de cada calibrador, control o
mostra i 200 L. d’una soluci6é de sulfat de zinc 0,1
M. La mescla s’agita en un agitador tipus vortex
durant 5 segons i, postetiorment, s’afegeixen 500 pL
de la solucié de treball en acetonitril d’estandards
interns. Després de Iagitacié de la mescla resultant
en un vortex durant 20 segons, els tubs se
centrifuguen durant 2 minuts a 11000 g a
temperatura ambient. A continuacid, el sobrenedant
es transfereix a uns vials cromatografics de vidre

especifics per al seu processament.

2.4. Sistema de mesura

S’empra un sistema ACQUITY® UPLC® acoblat a

un espectrometre de masses de triple quadrupol
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ACQUITY® TQD®, ambdés de  Waters
Cromatogratia (Milford, Estats Units).

2.5. Condicions cromatografiques

La separacié cromatografica dels components de la
mostra es porta a terme a 55 °C utilitzant una
columna analitica Cis en fase inversa Nova-Pak®
Cartrige 2,1 x 10 mm de Waters Cromatografia
(Milford, Estats Units). Les mostres es mantenen a
15 °C a linterior del mostrejador. La fase mobil esta
composta pet una solucié d’acetat d’amoni 2 mM i
acid formic 0,1 % (v/v) en aigua (fase mobil A) i per
una soluci6é d’acetat d’amoni 2 mM i acid formic 0,1
% (v/v) en metanol (fase mobil B). El flux inicial
aplicat és 0,4 mL/min, i posteriorment és modificat
seguint un gradient d’elucié no lineal (Taula 2). El
volum d’injeccié de la mostra és de 20 pL en un
bucle de 50 pL treballant en la modalitat d’injeccié

parcial amb agulla sobreeixida.
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Taula 2. Gradient d’elucié de la fase mobil

In vitro veritas 2013;14:104-122

Temps total Flux
Etapa Fase mobil A (%) Fase mobil B (%)
(min) (mL/min)
1 0,0 50 50 0,4
2
0,2 50 50 0,4
3 0,6 100 0 0.4
4 1,2 50 50 0,6
Fase mobil A: 2 mM acetat d’amoni 2 mM en aigua + acid formic 0,1 % (v/v).
Fase mobil B: 2 mM acetat d’amoni 2 mM en metanol + acid formic 0,1 % (v/v).
Taula 3. Configuracié de les transicions m/z de Pespectrometre de masses
I6 precursor I6 producte Potencial de con Energia de
Component "y
(m/2) (m/2) \%) col-lisi6 (eV)
Ciclosporina A 1220,2 1202,7 25 22
[D12]-ciclosporina A 12322 12147 25 22
Everolimus 975,9 908,4 25 18
Sirolimus 931,9 864,4 25 18
[1*C2D4]-everolimus 981,9 914,4 25 18
Tacrolimus 821,7 768,3 31 20
Ascomicina 809,7 756,3 31 20

m/ %, relacié massa/carrega

2.6. Condicions de DPespectrometre de
masses

S'utllitza la ionitzacié mitjancant electrosprai en
mode positiu (ESI+) i es treballa en la modalitat de
monitoritzacié multiple de reaccié o MRM (acronim
de Pangles multiple reaction monitoring). Per a tots els
immunosupressors, els ions precursors generats que
donen un major senyal sén els formats pels adductes
immunosupressor-i6 amoni [M+NH4]*. S’utilitza

nitrogen com a gas de nebulitzacié i de desolvatacié.
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A la Taula 3 es mostren, per a cada un dels
immunosupressors i estandards interns, les relacions
de massa/carrega optimitzades en l'espectrometre de
masses pels ions precursors i producte, els potencials
de con aplicats a la font d'ionitzacié per a la formacié
dels ions precursors i les energies de collisi6
proveides a la cel'la de col'lisié per a la generacié

dels ions producte seleccionats.
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El temps d’integracié o DT (acronim de 'anglés dwel/
time) de cadascuna de les transicions MRM és 40
milisegons. El potencial de capil-laritat és 1,0 kV i les
temperatures de la font d'ionitzacié i de desolvatacié
s6n 120 °C 1 350 °C, respectivament. El flux del gas
de desolvatacié és 800 L/h i no s’aplica flux en el
con. Se seleccionen aquells ions producte que donen
lloc a un major senyal, previa fragmentacié dels ions
precursors (adductes d’amoni) utilitzant argd com a
gas de col'lisi6 a un flux de 0,25 ml./min i a una

pressi6 de 3,5-10-3 mbar.

Per a cada immunosupressor, el sistema de mesura
s’optimitza mitjancant la infusi6 de la solucié
d’optimitzacié de masses utilitzant les mateixes
condicions cromatografiques i de I'espectrometre de

masses citades anteriorment.
2.7. Procediment de validacio

El procediment de validacié es duu a terme seguint
els criteris, definicions, recomanacions i guies de
I’Organitzacié Internacional de Normalitzacié (ISO),
la Unié Internacional de Quimica Pura i Aplicada
(IUPAC), la Federacié Internacional de Quimica
Clinica i1 Ciencies de Laboratori (IFCC), I’Agencia
Europea de Medicaments (EMA) i I'Institut per a la
Normalitzacié de Laboratoris Clinics (CLSI) (19-27).

Les propietats metrologiques estudiades sén la
imprecisié intraserial, la imprecisi6 interdiaria, el
biaix telatiu intrasetial, el biaix relatiu interdiari,
l'error de mesura relatiu, la capacitat de deteccié
(valor critic, limit de deteccié i limit de quantificacid),
l'interval de mesura, la selectivitat, la contaminacié
per arrossegament o residualitat, la recuperacio,

l'efecte matriu il'eficiéncia del procés.

2.7.1. Calibratge
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Un cop al dia es processen els set materials de
calibratge de matriu sanguinia que contenen els

quatre immunosupressors en estudi.

La integracié de les arees sota la corba dels pics
cromatografics suavitzats 1 el calcul de la
concentracié dels immunosupressors es realitza
utilitzant el programa informatic TargetLynx® versi6
4.1 de Waters. Les corbes de calibratge s'obtenen
mitjancant un ajust lineal per ponderacié 1/X,
excloent l'opcié de forcar la interseccié de la recta
per Pordenada en lorigen, després de representar
graficament, per a cada un dels calibradors, el
quocient (A / Ars ): Cis (eix d'ordenades; Y)
enfront de la concentracié de l'immunosuptessor (eix
d'abscisses; X); sent Amwu l'area sota la corba del pic
cromatografic de l'immunosupressor; Ars, l'area sota
la cotba del pic cromatografic de l'estandard intern
cotresponent; i Crs, la concentracié de l'estandard

intern.

Seguint els criteris de TEMA (25), per als materials de
calibratge, les diferéncies relatives entre les
concentracions dels immunosupressors calculades i
tedriques no han de ser superiors a £ 15 % ia £ 20
%, a concentracions properes al limit de
quantificacio.

2.7.2. Estudi de la imprecisi6 i biaix intraserials
emprant materials de control

Es processen 16 vegades, en una Unica serie i en un
mateix dia, els tres materials de control de mattiu
sanguinia que contenen els quatre
immunosupressors. Es calcula la  imprecisié

intraserial mitjancant la férmula:

CVinmra (%) = M'loo

XINTRA
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on CVnTRa, SiNTRA 1 XINTRA SOn el coeficient de
variacio intraserial, la desviacié estandard intraserial i

la mitjana aritmética intraserial, respectivament.

Es calcula el biaix intrasetial (Jeintra) telatiu

utilitzant 'equacio:
0 ()_(INTRA - ,u)
Sreinrra (Y0) = T'loo

on p és el valor convencional assignat pel fabricant
del material de control per un procediment i sistema

de mesura de referencia (LC-MS/MS).

Seguint els criteris de PEMA (25), els valors del
ClVinTRA 1 GrelinTrA han de ser inferiors o iguals al 15
% 1 inferiors o iguals al 20 % a concentracions
properes al limit de quantificacioé.

2.7.3. Estudi de la imprecisi6 i biaix intraserials
emprant mostres de pacients

Es realitzen dues barreges de mostres de sangs de
pacients amb concentracions similars a dos dels
materials de  control.  Les  barreges  sén

homogeneitzades, aliquotades i emmagatzemades a -

30 °C fins al moment del seu processament.

Cada una de les barreges de sangs de pacients es
processen 15 vegades, en una unica série i en un
mateix dia, prévia descongelacié i estabilitzacié a
temperatura ambient de les mateixes. Posteriorment,
es calcula la imprecisié intraserial de la mateixa

manera que a apartat 2.7.2.

Seguint els criteris de PEMA (25), els valors de
ClntRa 1 Orelintra han de ser inferiors o iguals al 15
% 1 inferiors o iguals al 20 % a concentracions

propetes al limit de quantificacié.

2.7.4. Estudi de la imprecisi6 i biaix interdiaris
emprant materials de control
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Es processen 22 vegades, en 22 dies repartits en dos
mesos, els tres materials de control de mattiu
sanguinia que contenen els quatre

IMMunNosupressors.

Es calculen la mitjana (xinrer), la desviacié estandard
(snteR) 1 el coeficient de variacié (Clinter) per
cadascun dels materials de control mitjangant
I’equacié:
CV inrer (%) = E”\'i.loo
XINTER
Es calcula el biaix interdiati (Jelnter) trelatiu

emprant ’equacié:
0 ()_(INTER - ,u)
5reI.INTER (/0) = T'loo

on u és el valor convencional assignat pel fabricant
del material de control per un procediment i sistema

de mesura de referéncia (LC-MS/MS).

Seguint els criteris de PTEMA (25), els valors de
ClinTER 1 Orelintir han de ser inferiors o iguals al 15
% 1 inferiors o iguals al 20 % a concentracions
propetres al limit de quantificacio.

2.7.5. Estudi de la imprecisi6 i biaix interdiaris
emprant mostres de pacients

Es realitzen dues barreges de mostres de sang de
pacients amb concentracions similars a dos dels
materials  de  control.  Les  barreges  sén

homogeneitzades, aliquotades i emmagatzemades a -

30 °C fins al moment del seu processament.

Cada una de les barreges de sangs de pacients es
processen 13 vegades, en 13 dies repartits en un mes,
en una unica série diaria. Es calcula la imprecisi6

interdiaria de la mateixa manera que a Iapartat 2.7.4.

Seguint els criteris de PEMA (25), els valors de

ClVntER 1 Orainter han de ser inferiors o iguals al 15
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% 1 inferiors o iguals al 20 % a concentracions
properes al limit de quantificacié.

2.7.6. Estudi d’intercanviabilitat de les
imprecisions emprant materials de control i
mostres de pacients

Es porta a terme un estudi d’intercanviabilitat de les
imprecisions emprant materials de control i mostres
de pacients, mitjancant la prova parametrica
d’homogeneitat de variancies de FF de Snedecor amb
un nivell de significacié estadistica de 0,05 (28),
utilitzant el programa estadistic Analyse-it® Method
Evaluation Edition versi6 2.14 de Analyse-it

Software Ltd. (Leeds, Regne Unit).

Es considera que existeix intercanviabilitat entre els
diferents valors d’imprecisi6 quan no existeixen
diferencies estadisticament significatives (P > 0,05)
entre les variancies obtingudes emprant materials de

control i barreges de sang.
2.7.7. Estudi de Perror de mesura

Per a cada immunosupressor, s’estima lerror de
mesura utilitzant tres materials de control de matriu
sanguinia que pertanyen al programa d’avaluacié
externa de la qualitat International Proficiency
Testing Scheme (IPTS) de lempresa United
Kingdom National External Quality Assessment
Service (UK-NEQAS).

Els materials de control es processen, aleatoriament i
en dies diferents. Es calcula I’error de mesura relatiu

(¢:1) mitjangant Pequacio (27):

= M.loo
Y7,

on x és el valor mesurat obtingut i u, el valor

e

convencional. Com a valors de u s’utilitzen, per

ordre de preferencia:
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e ¢l valor assignat mitjancant un procediment i
sistema de mesura primari (pesada), o

e en el seu defecte, la mitjana dels valors mesurats
en el material de control pels laboratoris
participants en el programa d’avaluacié externa
de la qualitat que utilitzen un procediment i
sistema de mesura de referéncia (HPLC/MS o

HPLC-MS/MS).

Seguint els criteris establerts al nostre laboratori
(requisits metrologics per a 'error de mesura relatiu),

els valors d’érl. han de ser inferiors o iguals a £ 30 %.
2.7.8. Estudi de la capacitat de deteccio

Per a Pestudi de la capacitat de detecci6 es calcula el
valor critic, el limit de deteccié i el limit de
quantificacié (19, 20). Es realitza una barreja de
mostres de pacients que no han ingerit els
corresponents immunosupressors en estudi (material
de blanc). La barreja és homogeneitzada, aliquotada i
emmagatzemada a -30 °C fins al moment del seu
processament. Aquesta barreja es processa 15

vegades, en 15 dies repartits en un mes.
Es calculen el valor critic (1) i el limit de deteccié
(Lp) com segueix:

Le=tigr-So ; Lc=1761-5

Lp=2t l-a,r " S0 Lp =3,522 - s

on #i4, és I'area (1-ay) d’una distribucié de t-Student
(al nostre cas 1-a0 = 0,95, r = 14 i Parea = 1,761) 1 5,
és la desviacié estandard del sistema de mesura

obtinguda en la barreja del material de blanc.

Per altra banda, es calcula el limit de quantificacié

(L) com:

S
L. =29400
oy
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on y és el valor, en percentatge, d’imprecisio

interdiaria considerada com a acceptable.

Seguint les recomanacions de 'EMA (25), aquest

valor de y és 20 %.

Les guies CLSI C50-A (24) i de ’EMA (25)
defineixen també el limit de quantificacié (L), com
la concentraci6 més baixa a la qual la relaci6
senyal/soroll és superior o igual a 10 i que presenta
un valor d’imprecisi6 interdiaria inferior o igual al 20
%. Per dur a terme aquest estudi, es realitzen
barreges de mostres de sang de pacients amb
concentracions propetes als limits de quantificacié de
cada un dels immunosupressors. Les barreges son
homogeneitzades, aliquotades 1 emmagatzemades a -
30 °C fins al moment del seu processament. Cada
una de les barreges es processa 13 vegades, en 13
dies repartits en un mes i en una unica serie diaria. Es
calculen les relacions senyal/soroll de cada una de les
barreges i la imprecisié interdiaria de la mateixa

manera que a I'apartat 2.7.4.
2.7.9. Estudi de linterval de mesura (linealitat)

Seguint les guies de TEMA (25) i CLSI EP6-A (26),
per a 'estudi de I'interval de mesura, es realitzen tres
dilucions seriades (proporcions 3:1; 2:2 1 2:3) a partir
del material de calibratge que presenta una major
concentracié (calibrador 6), emprant com a diluent el
material de calibratge que no conté cap dels

immunosupressors en estudi (calibrador 0).

Es processen, aleatoriament, per quadruplicat i en un
unic dia, les tres solucions aixi com els calibradors 0 i
6 (proporcions 4:0 1 0:4, respectivament). Seguint els
criteris de TEMA (25) es comprova que, per a cada
una de les solucions i per als calibradors 0 i 6, els
valors de les imprecisions i biaixos obtinguts sén

inferiors o iguals a 15 %.
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Posteriorment, es representen graficament els valors
mesurats obtinguts de les diferents dissolucions i
calibradors (eix Y) enfront als valors teorics esperats
(eix X) 1 es duu a terme un ajust mitjancant una
regressio lineal de minims quadrats ponderats. Es
considera que els intervals de mesura sén lineals si
els coeficients de determinacié (#2) sén supetiors a

0,99 (22, 23).
2.7.10. Estudi de la selectivitat

Per a lestudi de la selectivitat es processen, en
diferents dies, 10 mostres de pacients que no han
ingerit cap dels immunosupressors en estudi pero si
algun  dels  farmacs  seglients:  amikacina,
carbamazepina, digoxina, fenitoina, fenobarbital,
gentamicina, metotrexat, micofenolat, valproat o
vancomicina. Es comprova que els cromatogrames
corresponents a aquestes mostres no presenten cap
pic cromatografic ni senyal analitic superior al dels
respectius limits de quantificacié dels
immunosupressors en estudi (24, 25).

2.711. Estudi de 1la contaminacié per
arrossegament o residiualitat

Per a Iestudi de la contaminacié per arrossegament o
residualitat es processa, en una mateixa setie i en un

unic dia, el calibrador 0 (L) i el calibrador 6 (H)
seguint 'ordre segient: H1, H2, H3, .1, 1.2 1 L.3.

Es calcula la contaminacié per arrossegament o
residualitat mitjancant 'equacié seglient:

Arrossegament (%) = (Ll;'ﬂ)-loo

(Hy-L,)

Es considera que no existeix contaminacié per
arrossegament o residualitat si el valor obtingut és

inferior o igual a 5 % (23, 24).
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2.7.12. Estudi de la recuperacid, ’efecte matriu i
Peficiéncia del procés

L'eficiencia del procés depen de la perdua dels
components en estudi durant el procés d'extracci6 de
la mostra (recuperacid) i l'efecte en el senyal analitic
que poden produir diferents substancies al coeluir
amb els components en estudi en el procés

d'ionitzacié de la mostra (efecte matriu).

Aquest estudi es realitza seguint els criteris de la guia
CLSI C50-A (24) i de Matuszewski ef a/. (30) a una
concentracié de 4,0, 10,0 i 20,0 pg/L per a
I’ascomicina, el [13C;Dy]-everolimus, ’everolimus, el
sirolimus i el tacrolimus, i de 100, 400 i 800 pg/L per
ala [Dyz]-ciclospotina A i la ciclosporina A. S'empren
tres tipus de mostres: solucions primaries
everolimus,

d’ascomicina,  [13C;Dyl-everolimus,

sirolimus,  tacrolimus, [Diz]-ciclosporina A i
ciclosporina A diluides en la fase mobil (Mostres A);
vuit mostres de sang de pacients que no contenen
cap dels immunosupressors en estudi i a les que se'ls
afegeix aquests components després del procés
d'extraccié (Mostres B); i les mateixes 8 mostres a les
quals se'ls afegeixen els immunosupressors abans del
procés d'extracci6 (Mostres C). Emprant les arees
dels pics cromatografics obtinguts després de
processar totes aquestes mostres, la recuperacio,
l'efecte matriu i l'eficiencia del procés es calculen

com:

MitjanaArees MostreC “100
MitjanaArees MostresB

Recuperacié (%) =

MitjanaArees MostresB.
MitjanaArees MostresA

Efectematriu(%) = 100

MitjanaArees MostresC.
MitjanaArees MostresA

Eficienciadel procés(%) =

Per altra banda, es calcula el coeficient de variacio
obtingut després de processar les mostres C per tal

d’estimar la variabilitat entre les diferents mostres de
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sang utilitzades. FEls wvalors dels coeficients de

variacié han de ser infetiors al 15 % en tots els casos,

tal 1 com indica TEMA (25).

2.7.13. Estudi de Pestabilitat

S'estudia l'estabilitat per a la concentracié de
ciclosporina A, everolimus, sirolimus i tacrolimus en
la sang a (2-8) °C durant 15 dies. Per a cada magnitud
farmacologica, s'empren 15 mostres de sang de
pacients trasplantats que contenen un o més dels
immunosupressors en estudi i amb valors compresos
en els corresponents intervals terapeutics. Cada
mostra es processa dues vegades, a l'inici de l'estudi i
al final del perfode d’emmagatzematge, conservant-se
entre les diferents analisis en tubs amb EDTA-KS;,

tapats 1 preservats de la llum a (2-8) °C.

Per avaluar l'estabilitat de les diverses magnituds, es
calcula la desviacié percentual (PD) respecte al valor
inicial mitjangant la segiient equacio6 (31, 32):
n
ED (%j = E . (H)
T
i=1
on Xj és el valor mesurat en el moment inicial, Y; el
valor mesurat en el moment final 1 7 és el nombre de
mostres processades. Es considera que la magnitud
és estable quan el valor de la PD esta compres entre
T 2:Cl/, sent C1” la imprecisié interdiaria del sistema
de mesura utilitzant una barreja de mostres de
pacients amb concentracions similars a les del

material de control 1.

3. Resultats

Per a cada un dels immunosupressors, les condicions
de l'espectrometre de masses sén optimitzades per
afavorir les transicions ioniques que presenten una

major capacitat de deteccié (Taula 3).

http:/ /www.acclc.cat/continguts /ivv156.pdf



113 Arbiol Roca et al.

En les condicions cromatografiques descrites en
aquest estudi (Taula 2), el temps de retencié per al
tacrolimus i I"ascomicina és 0,94 minuts, 0,96 minuts
per I'everolimus, el sirolimus i el [13CoD4]-everolimus
i 1,02 minuts per a la ciclosporina A i la [Dig]-

ciclosporina A.

El temps d’analisis (interval que transcorre entre dos
injeccions consecutives) és 2,5 minuts. El temps de
processament per a 50 mostres, incloent el temps

necessati per a la seva preparacié, és 2,5 hores.

Els wvalors d'imprecisié intraserial, imprecisié
interdiaria i biaix relatiu es mostren a la Taula 4. El
sistema de mesura avaluat presenta imprecisions i
biaixos relatius inferiors als requisits establerts per
PEMA (15 %). Per altra banda, s’observen
diferencies estadisticament significatives (P < 0,05)
entre les variancies intraserials obtingudes utilitzant
materials de control i batreges de sangs de pacients
per a la concentracié de ciclosporina A i everolimus
en la sang (Taula 5). Pel que fa a les variancies
interdiaries, existeixen diferéncies per a la

concentraci6 de sirolimus i de tacrolimus en la sang

(Taula 06).

Els errors de mesura obtinguts poden visualitzar-se
en la Taula 7 observant-se que, en cap cas, se

superen els requisits metrologics establerts al nostre

laboratori (30 %o).

Els valors ctitics, els limits de deteccio i els limits de
quantificacié soén, respectivament, 5,4, 10,8 i 15,3
ug/L per a la concentracié de ciclosporina A; 0,5, 1,0
i 1,4 pg/L per a la concentracié d’everolimus; 0,6, 1,1
i 1,6 pg/L per a la concentracié de sirolimus i 0,2, 0,4

10,6 ng/L per a la concentracié de tacrolimus.
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Els valors de les relacions senyal/soroll i d'imprecisié
interdiaria obtinguts a concentracions properes als

limits de quantificacié es mostren a la Taula 8.

Els intervals de mesura son lineals entre (15,3-1563)
ug/L per a la concentracié de ciclosporina A
(?=0997), (1,4-44,7) pg/L per a la concentracié
d’everolimus  (2=0,998), (1,6-44,7) pug/L per a la
concentraci6 de sirolimus (2=0,999), i entre (0,0—44,7)

ug/L per a la concentracié de tacrolimus (72=0,998).

Cap cromatograma (Figura 1) presenta pics
cromatografics interferents ni senyals analitics
superiors als del limit de quantificacié, fet que
confirma la selectivitat i especificitat del sistema de
mesura avaluat. D’altra banda, el percentatge
d’arrossegament de cada un dels immunosupressors
és inferior al 5 % 1 per tant, es pot considerar que no
existeix

contaminacié  per arrossegament o

residualitat.

Els valors de recuperacio i eficiéncia del procés estan
compresos entre (63,1-107,7) % 1 (65,5-114,1) %,
respectivament (Taula 9). Pel que fa a l'efecte mattiu,
es pot observar una sobreexpressié ionica per a la
ciclosporina A, la [D1z]-ciclosporina A i el sirolimus i
una supressio ionica en el cas de l’ascomicina,
Peverolimus, el ['3C;Dy4]-everolimus 1 el tacrolimus.

Les concentracions de ciclosporina A, everolimus,
sirolimus i tacrolimus en la sang sén estables 15 dies

a (2-8) °C (Taula 10).
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Taula 4. Imprecisions i biaixos intraserials i interdiaris emprant materials de control per al sistema de mesura Acquity UPLC®-TQD® per a la concentraci6 de
ciclosporina A, everolimus, sirolimus i tacrolimus en la sang.

Biaix relatiu Imprecisio Biaix relatiu Imprecisio
intraserial intraserial interdiari interdiaria
Magnitud _ _
XiNTRA MintRa M SHINTRA SiNTRA CVinrra XINTER Ninrer U SINTER SiNTER CVinrer
(g/L) (/L) (%) (Mg/L) (%) (hg/L) (/L) (%) (Mg/L) (%)
54,8 16 55,9 -2,0 1,63 3,0 58,2 22 55,9 41 4,75 8,2
San—Ciclosporina A; c.massa 109,2 16 113,0 -3,4 2,47 2,3 116,2 22 113,0 2,8 9,97 8,6
219,8 16 223,0 -1,6 3,83 1,7 224,1 22 223,0 0,5 18,88 8,4
3,6 16 35 2,6 0,20 5,6 3,9 21 3,5 10,8 0,40 10,3
San—Everolimus; c.massa 11,4 16 11,0 3,2 0,49 4,3 11,8 21 11,0 6,9 0,82 7,0
18,5 16 18,4 0,3 0,88 4,8 18,6 22 18,4 0,8 1,28 6,9
3,7 16 35 5,8 0,28 7,5 3,8 21 3,5 8,4 0,43 11,3
San—Sirolimus; c.massa 10,6 16 11,2 51 0,41 3,8 11,4 21 11,2 17 1,05 9,2
16,9 16 17,9 -5,6 0,68 4,0 18,3 21 17,9 2,4 1,61 8,8
3,6 16 3,5 3,4 0,19 5,2 3,6 22 3,5 3,2 0,13 3,8
San—Tacrolimus; c.massa 7.3 16 7,0 41 0,16 2,2 75 21 7.0 6,3 0,38 5,1
14,8 16 13,7 7.8 0,43 2,9 14,7 22 13,7 6,9 0,69 4,7

XINTRA, Mitjana intraserial; zivrra, nombre de materials de control processats en una mateixa serie; u, valor convencional (assignat pel fabricant del material de control per un sistema de esura
de referéncia (LC-MS/MS); dantra, biaix relatiu intrasetial; sivrra, desviacié estandard intraserial; Cl/intra, coeficient de vatiacié intrasetial; xinrer, mitjana interdiaria; znrer, nombre de
matetials de control processats en dies diferents; dunrer, biaix relatiu interdiati; sivrra, desviacié estandard interdiaria; Cl/inrer, coeficient de variaci6 interdiari.
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Taula 5. Intercanviabilitat entre els valors d’imprecisi6é intraserial utilitzant materials de control i barreges de
sangs de pacients.

Imprecisio Imprecisio
intraserial emprant intraserial emprant
) materials de control mostres de pacients
Magnitud X X p
INTRA INTRA
(Mg/L)  Nirra SINTRA CVinrra (Hg/L)  Nitra SINTRA CVirra (a=0,05)
(Mg/L) (%) (Hg/L) (%)
54,8 16 1,63 3,0 75,4 15 2,79 3,7 0,0236
San—Ciclosporina A; cmassa 2198 16 3,83 17 2837 15 11,86 4,2 <0,0001
3,6 16 0,20 5,6 2,5 13 0,14 55 <0,0001
San—Everolimus; c.massa
11,4 16 0,49 4,3 15,3 15 0,83 54 0,0280
3,7 16 0,28 7,5 4,9 15 0,35 7,1 0,1875
San—Sirolimus; c.massa
10,6 16 0,41 3,8 5,7 15 0,32 5,7 0,1985
3,6 16 0,19 52 4,8 15 0,20 4,2 0,3822
San—Tacrolimus; c.massa
7,3 16 0,16 2,2 59 15 0,25 4,3 0,0505

Taula 6. Intercanviabilitat entre els valors d’imprecisié interdiaria utilitzant materials de control i barreges de
sangs de pacients.

Imprecisié Imprecisié
interdiaria emprant interdiaria emprant
. materials de control mostres de pacients
Magnitud v v
XINTER XINTER P
(Mg/L)  Nirer SINTER CVinrer (Hg/L)  Ninrer SINTER CVinrer (a=0,05)
(Mg/L) (%) (Hg/L) (%)
58,2 22 4,75 8,2 63,1 13 4,35 6,9 0,3863
San—Ciclosporina A cmassa 22471 22 18,88 84 2486 11 15,27 6,1 0,2471
3,9 21 0,40 10,3 2,8 13 0,30 10,5 0,1450
San—Everolimus; c.massa
11,8 21 0,82 7,0 13,9 11 1,44 8,5 0,0960
3,8 21 0,43 11,3 4,9 13 0,50 10,1 0,2701
San—Sirolimus; c.massa
11,4 21 1,05 9,2 5,9 13 0,55 9,1 0,0125
3,6 22 0,13 3,8 3,5 13 0,22 6,1 0,0281
San—Tacrolimus; c.massa
7,5 21 0,38 51 6,1 11 0,45 7,5 0,2344

NINTRA, mitjana intradiaria; 7ntra, nombre de materials de control processats en un mateix dia; sivtra, desviacié estandard

intradiaria; Cl/inTra, coeficient de wvariacié intradiari; NINTER, mitjana interdiaria; zinrter, nombre de materials de control
processats en dies diferents; sinter, desviacid estandard interdiaria; Cl/inter, coeficient de variacié interdiari; P (x=0,05),
probabilitat obtinguda en la prova parameétrica d’homogeneitat de variancies de I de Snedecor.

Seguint les recomanacions de la IUPAC 1 la IFCC (29): c.massa, concentracié de massa; San, Sang.

© Associacié Catalana de Ciéncies de Laboratori Clinic http:/ /www.acclc.cat/continguts /ivv156.pdf



In vitro veritas 2013;14:104-122 Arbiol Roca et al. 116

Taula 7. Errors de mesura relatius per al sistema de mesura Acquity UPLC®-TQD® per a la
concentraci6é de ciclosporina A, everolimus, sirolimus y tacrolimus en la sang del programa
d’avaluaci6 externa de la qualitat IPTS d'UK-NEQAS.

. Cicle de control X K (N) €m rel.
Magnitud / Mostra (ug/L) (ug/L) (%)

335/A 264,5 250,0 5,8

San—<Ciclosporina A; c.massa 335/B 538,7 500,0 7,7

335/C 57,9 50,0 15,8

66/A 8,2 7,0 17,1

San—Everolimus ; c.massa 66/B 2,7 2,3 (115) 17,4

66/C 9,4 8,0 17,5

157/A 20,3 20,0 15

San—Sirolimus; c.massa 157/B 51 5,0 2,0

157/C 8,7 9,1 -4,4

201/A 21,0 20,0 5,0

San—Tacrolimus; c.massa 201/B 15,9 15,0 6,0

201/C 8,9 8,5 4,7

x, valor mesurat de control; u, valor convencional: ’assignat mitjancant un procediment i sistema de
mesura primari (pesada) o, en el seu defecte, la mitjana dels valors mesurats en el material de control
pels laboratoris participants en el programa d’avaluacié externa de la qualitat que utilitzen un sistema

de mesura de referencia (HPLC-MS/MS, HPLC-MS o HPLC-UV); N, nombtre de valors mesurats
que corresponen als laboratoris patticipants en el programa; émee., error de mesura relatiu.

Seguint les recomanacions de la IUPAC i la IFCC (29): c.massa, concentracié de massa; San, Sang.

Taula 8. Estudi de la imprecisié interdiaria a valors propers al limit de quantificacié per al sistema de
mesura Acquity UPLC®-TQD® per a la concentracié de ciclosporina A, everolimus, sirolimus i tacrolimus
en la sang.

Magnitud n Sgg)éal Senyal Resl?ﬁ 10 (pLg?L) (liz%-) ((:OZ;Q
San—Ciclosporina A; c.massa 13 0,083 1,337 16,2 16,0 2,73 17,1
San—Everolimus; c.massa 12 0,009 0,121 13,9 1,3 0,27 20,7
San—Sirolimus; c.massa 12 0,049 0,566 11,7 1,7 0,33 19,3
San—Tacrolimus; c.massa 13 0,004 0,061 15,7 0,3 0,06 19,5

n, nombre de barreges de mostres processades en dies diferents; Relacié S/N, relacié senyal-soroll; Ly, mitjanes
obtingudes a valors propers al limit de quantificacio; sq, desviacions estandard interdiaries obtingudes a valors propers al
limit de quantificacié; Ly, coeficients de variaci6 interdiaris obtinguts a valors propers al limit de quantificacié.

Seguint les recomanacions de la IUPAC 1 la IFCC (29): c.massa, concentracié de massa; San, Sang.
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Figura 1. Cromatogrames obtinguts després de processar el material de control 1 per: a) tots els
immunosupressors i estandards interns, b) [D1]-ciclosporina A, c) ciclosporina A, d) [3C:D4]-everolimus, e)

everolimus, f) sirolimus, g) tacrolimus i h) ascomicina.
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Taula 9. Recuperacid, efecte matriu, eficiencia del procés i variabilitat intermostral per a la concentraci6 de
ciclosporina A, everolimus, sirolimus i tacrolimus i els seus respectius estandards interns.

- - Efecte Eficiencia Variabilitat
. Concentracio Recuperacio . < .
Magnitud (Lg/L) (%) matriu del procés intermostral
Ho : (%) (%) (%)
100 73,2 113,8 83,3 9,0
San—<Ciclosporina A; c.massa 400 63,1 105,4 66,5 7,0
800 78,2 122,7 95,9 6,7
100 74,8 114,7 85,9 6,2
San—{[Di;]-Ciclosporina A; c.massa [IS] 400 81,1 110,5 89,6 7,1
800 92,3 111,6 103,0 7,6
4,0 91,7 87,1 79,9 11,0
San—Everolimus; c.massa 10.0 104.4 88 4 924 73
20,0 105,0 97,5 102,4 5,8
4,0 77,3 105,0 81,2 10,7
San—Sirolimus; c.massa 10.0 104.6 106.3 111.2 78
20,0 107,7 105,9 114,1 6,4
4,0 88,4 99,7 88,2 11,0
San—[**C,Dg]-Everolimus; c.massa [IS] 10,0 86,6 99,7 86,4 9,4
20,0 97,5 99,0 96,5 6,7
4,0 74,5 91,0 68,1 7,9
San—Ascomicina; c.massa (IS) 10,0 95,8 81,5 78,1 5,6
20,0 98,2 91,6 89,9 4,4
4,0 72,8 90,0 65,5 55
San—Tacrolimus; c.massa 10.0 08 2 795 78.1 76
20,0 99,3 92,2 91,6 4,7

IS, estandard intern.

Seguint les recomanacions de la IUPAC i la IFCC (29): c.massa, concentracié de massa; San, Sang,.

© Associacié Catalana de Ciéncies de Laboratori Clinic http:/ /www.acclc.cat/continguts /ivv156.pdf



119 Arbiol Roca et al. In vitro veritas 2013;14:104-122

Taula 10. Estudi de Destabilitat per a la concentracié6 de ciclosporina A,
everolimus, sirolimus i tacrolimus en la sang.

Masmitud PD % Interval d’
gt a(2-8)°C estabilitat (%)
San—Ciclosporina A; c.massa 3,7 +13,8
San—Everolimus; c.massa -5,4 +21,0
San—Sirolimus; c.massa -16,9 +20,2
San—Tacrolimus; c.massa 3,0 t6,1

PD, desviaci6 percentual.

Seguint les recomanacions de la IUPAC i la IFCC (29): c.massa, concentracié de massa;

San, Sang.

4. Discussio i conclusions

Des de fa diversos anys, la inddstria farmaceutica
empra la HPLC-MS o la HPLC-MS/MS per
investigar 1 desenvolupar noves biomolecules. Per
contra, en el camp de les ciéncies de laboratori clinic,
la seva incorporaci6 i utilitzaci6 ha sigut tardana, fet
que, amb tota seguretat, canviara en els propers anys.
Dins del treball quotidia dels laboratotis clinics, una
de les aplicacions més importants i recents que
presenten els sistemes de mesura basats en aquests
principis és la mesura, simultania o no, de la
concentraci6 de ciclosporina A,  everolimus,

sirolimus 1 tacrolimus en la sang.

En la majoria de laboratoris clinics aquestes
magnituds farmacologiques es mesuren mitjangant
sistemes basats en principis d’immunoanalisis tot i
sabent que presenten una série de limitacions
ampliament conegudes (interferencies relacionades
amb el tracador i els anticossos, interferéncies
analitiques, existéncia de reactivitat creuada deguda a
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la manca d’especificitat de Ianticos, entre d’altres).
Les millores metrologiques que comporta la
utilitzacié de sistemes basats en la HPLC-MS o la
HPLC-MS/MS tespecte als que empren les
immunoanalisis com a principi de mesura, i la
importancia que suposen aquestes millores en la
monitotitzacié farmacoterapéutica del tractament
Immunosupressor en pacients trasplantats, ens van
conduir a validar un sistema de mesura (Acquity
UPLC®-TQD®) que empra la UPLC-MS/MS per a la
mesura simultania de la concentracié d'aquestes

farmacs.

L'estudi realitzat consta d'una primera part de
tractament previ de la mostra mitjancant una
precipitacié de proteines, un procediment de facil
aplicacié que ha mostrat ser fiable i reproduible en el
nostre cas. La utilitzacié de dos tampons compostos
per acetat d'amoni 2 mM i acid formic 0,1 % (v/v),
un en aigua i un altre en metanol, afavoreix la
producci6 de les formes ioniques dels adductes

immunosupressors-i6 amoni (M+NH4)* 1 en menor
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proporcié  dels adductes immunosupressors-i6
hidrogen (M+H)* en wuna font d'ionitzacié
mitjancant electrosprai. Les condicions emprades
amb l'espectrometre de masses afavoreixen les
transicions ioniques dels diferents immunosupressors

aconseguint una major capacitat de deteccio.

En referéncia a lestudi de les propietats
metrologiques, el sistema de mesura presenta amplis
intervals de linealitat aixi com imprecisions, biaixos,
errors de mesura, limits de deteccié i limits de
quantificacié acceptables per al nostre laboratori. Els
valors d’imprecisié obtinguts emprant materials de
control 1 mostres de pacients no sén intercanviables
per alguna de les magnituds en estudi. Aquest fet s’ha
de tenir en compte per a 'estimacié de la incertesa
d’un resultat de mesura i quan es vol interpretar la
significacié d’un canvi entre dos resultats de mesura,
obtinguts en dies diferents, d’'una mateixa magnitud

biologica (33).

L'abséncia de pics cromatografics, exceptuant els
dels immunosupressors, mostra que no hi ha
interferencies amb altres farmacs, el que reflecteix
l'elevada selectivitat i especificitat del sistema de
mesura estudiat. En l'estudi de l'efecte matriu es
mostra que hi ha interferéncies amb components de
la  propia matriu  biologica (sobre-expressié i
supressié ionica) sent aquestes acceptables i
compensades amb la utilitzacié dels estandards
interns.

En conclusid, el sistema de mesura Acquity UPLC®-
TQD®  permet mesurar simultaniament la
concentracié de ciclosporina A,  everolimus,
sirolimus i tacrolimus en la sang amb una preparacié
minima de la mostra i utilitzant volums reduits de

mostra. Aquest sistema de mesura és la millor

alternativa als sistemes basats en métodes
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d'immunoanalisis, i s'adapta bé a la practica
hospitalaria ~ diaria per a la  monitoritzacié
farmacoterapéutica dels diferents immunosupressors
tenint en compte el seu temps d'analisi, la seva
versatilitat, la seva flexibilitat i les seves propietats

metrologiques.
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