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Indicaciones de uso

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit esta indicado para la medicién cuantitativa in vitro de busulfan en plasma humano
heparinizado usando analizadores de quimica clinica automatizados. Las mediciones obtenidas pueden ayudar en la
gestién de las personas a las que se le ha prescrito busulfan intravenoso.

Resumen y explicacion del andlisis

Busulfan (1,4-butanodiol dimetanosulfonato; Busulfex®) es un agente alquilante bifuncional indicado para su uso junto
con ciclofosfamida (CY) como régimen de acondicionamiento antes del trasplante alogénico de células progenitoras
hematopoyéticas (HPCT) para la leucemia mieloide crénica (CML).! Busulfan también se utiliza para la mieloablacién
antes del trasplante de células madre hematopoyéticas en otras enfermedades malignas como la leucemia mieloide
aguda, los sindromes mielodisplasicos, la leucemia linfatica aguda y las enfermedades no malignas como los sindromes
metabdlicos, la hemobloginopatia y la inmunodeficiencia, entre otras.2

Para la mieloablacién antes del trasplante, el busulfan se administra habitualmente en forma de infusién durante dos
horas, cada seis horas, por cuatro dias, hasta un total de 16 dosis. En el prospecto de Busulfex podemos leer que, para
el primer ciclo del tratamiento, se recomienda realizar la monitorizacion del medicamento con el objetivo de ajustar la
dosis de busulfan.! El objetivo terapéutico se sitla entre 56 y 86 mg por hora y litro (AUC, 900-1350 M min) para
pacientes pediatricos.! Para calcular el AUC, se toman las muestras de sangre al final de la infusién, a las cuatro horas
de iniciar la infusion, y antes de la siguiente dosis (concentracion valle). Debe considerarse la monitorizacion del
busulfan para minimizar el sindrome de obstruccion sinusoidal, disminuir los indices de rechazo del injerto y reducir los
indices de recaida.?

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit (patente estadounidense N.° 7,893,220) consiste en un inmunoanalisis
homogéneo de aglutinacion de nanoparticulas con dos reactivos. Se utiliza para la deteccion de busulfan en el plasma
humano. Se basa en el principio de medir cambios en la luz dispersa o absorbancia que resulta del paso de luz a través
de las particulas mas o menos aglutinadas. Esta aglutinacion se mide en longitudes de onda entre 400 y 650 nm
mediante analizadores de quimica clinica automatizados. Se utilizan conjugados farmacéuticos multivalentes como
complemento aglutinador de anticuerpos selectivos para busulfan que se adhieren covalentemente a la superficie de
las nanoparticulas. Cuando no hay busulfan libre, esta reaccién crea grandes aglutinaciones, que producen una
solucion que dispersa la luz incidente y da lugar a un aumento en la absorcion observada de la solucion. Cuando se
introduce una muestra que contiene busulfan, la reaccién de aglutinacion se inhibe parcialmente. El anticuerpo ligado
al farmaco de la muestra ya no sirve para fomentar la aglomeracion de nanoparticulas, lo cual produce una menor
dispersion de la luz incidente y una mejor absorcion observada de la solucién. Por lo tanto, se obtiene una curva clasica
de inhibicién con respecto a la concentracion de busulfan en la que la méxima absorcidn ocurre con niveles inferiores
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del medicamento y la absorcion minima ocurre con niveles elevados de este. La monitorizacién de los cambios en luz
dispersada o absorbancia como funcion de los niveles del medicamento produce una curva que depende de la
concentracion.*>

Reactivos

Este kit contiene suficiente reactivo para 100 analisis.*

Cantidad x
volumen

Reactivo 1H
. 1x9,5ml

Tampon de reaccién que contiene conjugado de farmacos y proteina en una soluciéon tamponada

Reactivo 2

Reactivo de nanoparticulas que contiene anticuerpo monoclonal ligado a nanoparticulas en una
solucién tamponada
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1x9,5ml

*depende del analizador

Advertencias y precauciones
e Para uso en diagndstico in vitro solamente.
e Observar las precauciones normales requeridas para la manipulacién de reactivos en el laboratorio.

e Siga las instrucciones de manipulacion de reactivos. La mezcla inapropiada de reactivos puede afectar al
rendimiento del ensayo.

e Los materiales de origen humano han sido sometidos a andlisis de deteccion del VIH1, VIH2, Hepatitis B y Hepatitis
C aprobados por la Administracién de Medicamentos y Alimentos (FDA) de EE. UU. Los hallazgos fueron negativos.
No obstante, dado que ninglin método de prueba puede descartar todo riesgo potencial de infeccion con absoluta
certeza, el material deberd manipularse con el mismo cuidado que una muestra de paciente. En caso de exposicion,
deberan observarse las recomendaciones de las autoridades sanitarias competentes.

e Todos los componentes del kit de analisis de busulfan contienen menos de un 0,1 % de azida sd6dica. Evitar el
contacto con la piel y las membranas mucosas. Enjuagar las &reas afectadas con grandes cantidades de agua.
Solicitar atencion médica inmediata en caso de que los reactivos sean ingeridos o entren en contacto con los 0jos.
En el momento de eliminar dichos reactivos, diluir siempre con grandes cantidades de agua para prevenir la
acumulacion de azida.

Manipulacion de reactivos

Los reactivos del analisis de busulfan estan listos para su uso.

Antes de utilizar los reactivos, invertir lentamente cinco veces, evitando la formacion de burbujas.

Mezcle los reactivos antes de verterlos en cualquier portarreactivos/botella/petaca especifico del analizador. Antes de
colocar las botellas/petacas especificas en el analizador, homogenice los reactivos invirtiéndolos suavemente cinco
veces, evitando la formacién de burbujas.

Conservacién y estabilidad
Los reactivos deben conservarse bajo refrigeracion entre 2 'y 8 °C. No congele los reactivos.

Siempre gue se almacenen y manipulen de la manera indicada y sin abrir, los reactivos se mantienen estables hasta
la fecha de vencimiento indicada en la etiqueta. Una inadecuada conservacion de los reactivos puede afectar al
rendimiento del analisis.

Obtencién y manipulacion de las muestras
Se requiere plasma heparinizado con sodio.

Obtenga las muestras directamente después de haber terminado la infusion, a las 4 horas de iniciar la infusion, y
directamente antes de la siguiente infusion.

El busulfan es inestable. Mantenga las muestras de sangre total sobre un lecho de hielo o refrigerada a una temperatura
de entre 2 y 8 °C. Centrifugue la sangre total y procésela a plasma en las dos horas posteriores a su recogida. El
plasma puede mantenerse refrigerado a una temperatura de entre 2 y 8 °C durante un maximo de 24 horas antes del
analisis.

Para un almacenamiento mas prolongado del plasma, congele la muestra a -80 °C durante un maximo de 12 meses y
a -20 °C durante un maximo de 3 meses. No congele las muestras de sangre total.
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Asegurese de que la muestra de plasma esté descongelada y bien mezclada antes de la medicion.
Procedimiento

Anélisis

Para realizar el andlisis, consulte la ficha de aplicacion del instrumento especifico y el correspondiente manual del
usuario del analizador.

Instrumentos

Es posible que haya que transferir los reactivos a contenedores de reactivos especificos del analizador (consulte
Manipulacién de reactivos).

Materiales proporcionados:
REF| BSF-RGT — MyCare Oncology Busulfan Assay Kit
Materiales necesarios - Se proporcionan por separado:
REF| BSF-CAL — MyCare Oncology Busulfan Calibrator Kit
REF| BSF-CON — MyCare Oncology Busulfan Control Kit
Procedimiento de dilucion de la muestra

Las muestras que contienen busulfan superior a 2000 ng/ml pueden diluirse automatica o0 manualmente 1:2 (una parte
de muestra mas dos partes de agua) para lograr un margen superior de 6000 ng/ml.

Calibracioén

Para llevar a cabo una calibracién, consulte la ficha de aplicacion del instrumento especifico y el correspondiente
manual del usuario del analizador.

Realice una calibracion completa con los seis calibradores de Busulfan Calibrator Kit. Verifigue la calibracion
comprobando los controles bajo, medio y alto de Busulfan Control Kit.

Frecuencia de calibracion

Se recomienda calibrar:
e después de cambiar el lote del kit de reactivos,
e después de realizar el mantenimiento mensual del instrumento,
e segun corresponda en base a los procedimientos de control de calidad.

Control de calidad

Cada laboratorio debe establecer sus propios procedimientos de CC para el analisis de busulfan. Todos los controles
de calidad y andlisis deberan realizarse de acuerdo con las normativas locales, estatales o nacionales, asi como con
los requisitos de acreditacion. La buena practica de laboratorio sugiere que se prueben por lo menos dos
concentraciones de control de calidad cada dia que se analicen muestras de paciente y cada vez que se lleve a cabo
una calibracion. Reevaluar las dianas y margenes de los controles después de un cambio de lote de reactivos (kit) o
controles.

Resultados
Los resultados de MyCare Oncology Busulfan Assay Kit se utilizan para calcular un AUC o Css (concentracion en estado
estable).

AUC
frecuencia de dosis

Css =

Los resultados se indican en ng/ml. El factor de conversion para uM es 0,0041 x ng/ml = 1 ymol/l.

Limitaciones del procedimiento

De la misma forma que con todas las determinaciones de analitos, MyCare Oncology Busulfan Assay Kit debe usarse
junto con la informacion procedente de la evaluacion clinica y otras técnicas de diagnostico.

El analisis de busulfan se ha validado para el plasma heparinizado con sodio. No utilice tubos de separadores de
plasma.

No utilice muestras de aptitud o de control de calidad externo que contengan disolventes organicos.

Como con cualquier analisis que utilice anticuerpos de ratdn, existe la posibilidad de interferencia con anticuerpos
humanos antirratén (HAMA) presentes en la muestra. Las muestras que contienen esa clase de anticuerpos pueden
producir resultados erroneos para busulfan que son incongruentes con el perfil clinico del paciente.
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Citalopram en concentraciones de 5500, 3700 y 1900 ng/ml analizado con 325 ng/ml de busulfan elevé el resultado de
busulfan un 48 %, 29 % y 17 % respectivamente. Las concentraciones terapéuticas elevadas de citalopram podrian
ocasionar un sesgo en los resultados.

Valores esperados

La monitorizacidon de busulfan permite personalizar la dosis del paciente, con un objetivo de exposicion al farmaco,
definido por medio del parametro cinético AUC (area bajo la curva), que es la concentracion plasmatica frente al tiempo,
o la concentracion en estado estable. Las concentraciones de busulfan se utilizan para calcular la exposicion del
paciente al busulfan usando el AUC.3 Las concentraciones de busulfan no deben ser el Gnico medio de modulacién de
la farmacoterapia. El andlisis debe usarse en forma conjunta con informacién procedente de evaluaciones clinicas y
otras técnicas de diagnostico.

AUC se puede calcular utilizando una variedad de métodos como el analisis compartimental usando el modelo de
trapezoidal y farmacocinética (PK).2

Datos de rendimiento especificos

A continuacién se indican los datos tipicos de rendimiento del analisis de busulfan. Los resultados obtenidos en
laboratorios particulares pueden diferir de estos datos.

Precisién

Se verificaron la precision intralaboratorio y la repetibilidad del margen de medicién siguiendo la directiva CLSI EP05-
A3.6 Se analizaron tres controles Busulfan Control Kit y cuatro grupos de plasma humano normal enriquecido con

busulfan (muestras enriquecidas 1, 2, 3, 4). Las muestras se analizaron dos veces al dia durante veinte dias utilizando
tres lotes de reactivos y dos analizadores.

Los datos que aparecen a continuacién son representativos de un lote de reactivos utilizados en un analizador.

Valor . Repetibilidad | Intralaboratorio
Tipo de muestra asignado N Media
0, 0,
(ng/ml) (ng/ml) %VK %VK
Bajo 225 80 250 4,6 % 6,1 %
Controles Medio 450 80 461 3,1% 3,9%
Alto 900 80 910 1,8% 2,8%
Muestra 80 328 4,7 % 57 %
. : 325
enriguecida 1
Muestra 80 615 4,0 % 4,8 %
. : 600
Plasma enriguecida 2
Muestra 80 1124 21% 2,9%
. : 1100
enriquecida 3
0, 0,
l\_/luest.ra 1500 80 1531 2,6 % 3,1%
enriquecida 4

Limite de cuantificacién (LdC) y Limite de deteccién (LdD)
Los limites minimos de cuantificacién y deteccion se establecieron utilizando la directiva CLSI EP17-A2.7
LdC

El LdC se determiné con un objetivo de exactitud en el LdC <35 % del error total (modelo Westgard). El LdC del andlisis
de busulfan es de 187 ng/ml.

LdD

El LdD es la cantidad mas baja de analito que se puede detectar de forma fiable (= 95 % de los resultados superiores
al limite del blanco). El LdC del analisis de busulfan es de 96 ng/ml.

Rango de medicion

El rango de medicion del andlisis de busulfan es de 187 a 2000 ng/ml.
Especificidad

Metabolismo

Busulfan se metaboliza predominantemente por conjugacion con el glutation, tanto de forma espontdnea como por
catalisis de glutation S-transferasa (GST). Este conjugado se somete a un extenso metabolismo oxidativo en el higado.?!
Los metabolitos recogidos en plasma y orina son, entre otros, tetrahidrotiofeno (THT), THT-1-6xido, sulfolano y 3-
hidroxisulfolano.8?

Se analizd la especificidad para los siguientes metabolitos y reactivos cruzados en ausencia y en presencia de busulfan
a 325y a 1500 ng/ml.
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Compuesto Analizado a (ng/ml) | % de sesgo
THT 100 2%
THT-1-6xido 500 3%
Sulfolano 800 3%
3-hidroxisulfolano 500 3%

No se observo sesgo significativo en las muestras con los siguientes interferentes enddgenos en los niveles dados.

Interferente Nivel
Factor reumatoide 508 1U/ml
AlbUumina de suero humano 10,7 g/di 107 g/l
Inmunoglobulina humana G 11,7 g/di 117 g/l
Anticuerpos humanos antirratén 100 ng/ml
Interferencia ictérica 44 mg/dl | 752 pmol/l
Interferencia lipémica 711 mg/di 8 mmol/l
Hemolisado 1,025 mg/dl
Acido drico 1,5 mg/dl | 89 mmolll

Reactividad cruzada

Los siguientes compuestos no interfirieron con el analisis de busulfan: el sesgo de analisis fue <23%.

Compuesto 2?:{';/2330 Compuesto Qrgr?g/z:]lﬁo Compuesto aA?rflgi/Z::?)O Compuesto :?ﬁgﬁi%o
Paracetamol 200 000 Acido acetil salicilico 500 000 Doxiciclina HCI 35 000 Duloxetina 200
Aciclovir 66 000 Albuterol 1000 Eritromicina 138 000 Estradiol 1,2
Alendronato de sodio 1000 Alopurinol 60 000 Etanol 6 000 000 Etopdsido 42 000
Alfa-tocoferol 129 300 Alprazolam 2000 Fentanilo 600 Fluconazol 25 500
Amantadina 10 000 Sulfato de amikacina 144 000 Fludarabina 5200 Fluoxetina HCI 1000
Amisulprida 1200 Amitriptilina 1000 Flurazepam 500 Fluticasona propionato | 10
Besilato de amlodipino | 100 Amoxicilina 80 000 Acido félico 15 Gemcitabina 16 000
S (+)-anfetamina 1000 Azatioprina 2600 Gentamicina sulfato 30 000 Ibuprofeno 500 000
Baclofeno 3000 Benzatropina 600 Indinavir sulfato 400 Itraconazol 6000
Biotina 3600 Bupropién 3000 Kanamicina 90 000 Lamivudina 10 500
Buspirona 20 Cafeina 108 000 Acido L-ascorbico 60 000 Levetiracetam 180 000
Carbonato célcico 315 000 Carbamazepina 45 000 Lidocaina 15 000 Lorazepam 1000
Cefalexina 200 000 Ceftriaxona 84 000 Meclizina 500 Melfalan 4500
Celecoxib 10 000 Cetirizina diclorhidrato 4400 Metotrexato 1 360 000 Metilprednisolona 7900
Clordiazepdxido 6900 8-cloroteofilina 3000 Metronidazol 123 000 Morfina 7800
Clorpromazina HCI 3300 Cimetidina 30 000 Naproxeno so6dico 500 000 Nicotina 1000
Ciprofloxacino 12 000 Clindamicina 51 000 Acido nicotinico 54 000 Nordazepam 5000
Clofarabina 13 200 Clonazepam 300 Omeprazol 8400 Ondansetrén 350
Clotrimazol 2400 Codeina 2000 Oxazepam 5000 Oxicodona 500
Cortisol 300 (-)-cotinina 2000 Acido pantoténico 1800 Penicilina G 30 000
Ciclofosfamida 549 000 Ciclosporina 1800 Penicilina V 42 000 Fenobarbital 690 000
Deferasirox 75 000 Desloratadina 600 Fenitoina 60 000 Posaconazol 2100
Dextrometorfano 1000 Diazepam 30 000 AEDT potésico 1000 Prednisolona 3000

- . Acido ’ . Pregabalina 22 500 Procainamida 48 000
Difenilhidramina HCI 6000 @cosahexaenou:o etil 150 000

éster
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CESE Analizado - Analizado . Analizado . Analizado
P a (ng/ml) P a (ng/ml) P a (ng/ml) P a (ng/ml)

Proclorperazina 3500 Prometazina 1200 Tobramicina 33 000 Topiramato 30 000

RR(-)- S.S (+)- ;

pseudoefedrina 10 000 pseudoefedrina 10 000 Trazodona HCI 10 000 Triazolam 40

Piridoxina HCI 100 Quinidina 15 000 Trimetoprima 42 000 Acido valproico 500 000

Ranitidina 10 500 Retinol 4000 Vancomicina 120 000 Vitamina B12 1

Riboflavina 200 Rifampicina 48 000 Vitamina D2 1200 Vitamina K1 10

Acido salicilico 500 000 Fluoruro s6dico 900 Voriconazol 18 000 Vorinostat 2800

Heparina de sodio 50 U/ml Sulfato de 258 000 Warfarina 75 000 Zolpidem hemitartrato | 5000

estreptomicina
Sulfametoxazol 400 000 Temazepam 5000 Zonisamida 120000 Zopiclona 400
Tiamina HCI 500 Tiotepa 30 000

Recuperacioén

La recuperacién de busulfan se evalu6 en los 3 controles y grupos clinicos medidos para el estudio de rendimiento de
precision EP05-A3. El porcentaje de recuperacion se determin6 dividiendo la concentracién media de cada muestra
entre la concentracion esperada de busulfan. Se obtuvo una desviacién media de recuperacion del -1 % al 4 %.

Linealidad

La linealidad del andlisis de busulfan se verificé siguiendo la directiva CLSI EP6-A.% Se prepararon once muestras de
linealidad que abarcan el rango de medicion en plasma humano a las que se afiadi6é busulfan. La regresion lineal obtuvo
una pendiente de 1000 (CI 95 %: 0,988 — 1,013) y una interseccion de 29 (Cl 95 %: 14 - 45) con R = 0,999. La desviacién
de la linealidad (n=5) fue -12 %. El andlisis fue lineal en el rango de medicién de 187 a 2000 ng/ml.

Comparacion de métodos

Los resultados del andlisis de busulfan se compararon con un método GC-MS validado, usando muestras de pacientes
gue toman busulfan, siguiendo la directiva CLSI EP09c.1° Se realiz6 un andlisis de regresién de Deming con 208
muestras de pacientes de busulfan. Se muestran los resultados para un lote.

Comparacién de métodos con busulfan
MyCare Oncology Busulfan Assay Kit vs. GC-MS

5000

Regresion de Deming

4000

3000

2000

1000

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit Beckman Coulter AU480
(ng/mL)

0 1000 2000 3000 4000 5000
GC-MS (ng/ml)

Estadistica de regresién
Busulfan Assay Kit vs. GC-MS

Pendiente 0,97
Ordenada en el origen 18
Coeficiente de correlacion (R) 0,9917
N 208
Margen de concentracion (GC-MS) | 171 — 4,696
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