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Nombre
Ensayo de metotrexato 11 de ARK

Uso previsto

El Ensayo de metotrexato || de ARK es un inmunoensayo enzimatico homogéneo
concebido para la determinacion cuantitativa del metotrexato en suero o plasma
humanos en analizadores quimicos clinicos automatizados. Los resultados
obtenidos se emplean para la monitorizacién de los niveles de metotrexato con el
fin de optimizar la terapia administrada.

Las muestras obtenidas de pacientes que han recibido glucarpidasa
(carboxipeptidasa G2) como terapia de rescate con dosis altas de metotrexato no
deben analizarse con el Ensayo de metotrexato Il de ARK.

Resumen y explicacién de la prueba

El metotrexato [N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinil) metil] metilamino]benzoil]-Acido L-
glutamico], antes llamado ametopterina, es un antimetabolito utilizado en el
tratamiento de ciertas enfermedades neoplasicas, la psoriasis grave y la artritis
reumatoide del adulto.--® El metotrexato tiene un potencial de toxicidad grave. Los
pacientes sometidos a tratamiento con metotrexato deben ser monitorizados
estrechamente para que eventuales efectos toxicos sean detectados con
prontitud.

La monitorizacion del metotrexato se utiliza habitualmente en pacientes sometidos
a un tratamiento con dosis altas de metotrexato para el cancer; los resultados se
utilizan para guiar la terapia de apoyo mientras el metotrexato es eliminado por
los rifones by the kidneys. Deben consultarse las directrices para el tratamiento
con metotrexato con rescate de leucovorina.® Se han utilizado dosis de
intermedias a altas de metotrexato (aproximadamente 35 mg/m? - 12 g/m?) con
rescate de leucovorina (factor citrovorum) con resultados favorables en el
tratamiento del sarcoma osteogénico, la leucemia, el linfoma no Hodgkin, el
cancer de pulmon y de mama.5

Principios del procedimiento

El Ensayo de metotrexato de ARK es un inmunoensayo enzimatico homogéneo.
El ensayo utiliza anticuerpos especificos que pueden unirse al metotrexato. El
ensayo se basa en la competencia entre un farmaco marcado con glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa recombinante (rG6PDH) y el farmaco libre de la muestra,
por una cantidad fija de sitios de unién de anticuerpos especificos. En ausencia
de farmaco libre

procedente de la muestra, el anticuerpo monoclonal de conejo anti-metotrexato se
une al farmaco marcado con rG6PDH, provocando una disminucion de la actividad



enzimatica. En presencia de farmaco de la muestra, la actividad enzimatica
aumenta y esta directamente relacionada con la concentracién del farmaco. La
enzima activa convierte la coenzima nicotinamida adenina dinucleotido (NAD) en
NADH cuyo nivel se mide mediante espectrofotometria al estar en relacion con la
variacion de absorbancia. La G6PDH sérica endoégena no interfiere en los
resultados porque la coenzima NAD funciona solo con la enzima bacteriana usada
en el ensayo.

Reactivos
REF Descripcion del producto Cantidad/Volumen
5071-0001-00 Ensayo de metotrexato Il de ARK 1X16 ml

Reactivo — Anticuerpo/Sustrato

Anticuerpo policlonal de conejo contra el
metotrexato, glucosa-6-fosfato, dinucleétido de
nicotinamida y adenina, albumina de suero bovino,
azida de sodio y estabilizantes

Reactivo — Enzima 1X8ml
Metotrexato marcado con rG6PDH bacteriana,
tampodn, albumina de suero bovino, azida de sodio y
estabilizantes

Ensayo de metotrexato Il de ARK 1 X 28 ml
Reactivo — Anticuerpo/Sustrato
Anticuerpo policlonal de conejo contra el
metotrexato, glucosa-6-fosfato, dinucleétido de

nicotinamida y adenina, albumina de suero bovino,
azida de sodio y estabilizantes

5071-0001-01

Reactivo Enzima 1X 14 ml

Metotrexato marcado con rG6PDH bacteriana,
tampon, albumina de suero bovino, azida de sodio y
estabilizantes

Manipulacién y almacenamiento de reactivo

Los reactivos del Ensayo de metotrexato Il de ARK se suministran en forma
liquida, listos para el uso y pueden ser usados justo después de sacarlos del
frigorifico. Cuando no se estan usando, los reactivos se deben almacenar a una
temperatura entre 2°C y 8°C (36-46°F) de pie y con el tapdn de rosca bien cerrado.
Si se han almacenado correctamente a las condiciones indicadas, los reactivos
son estables hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. No congelar los
reactivos. Evitar la exposicidn prolongada a temperaturas superiores a los 32°C
(90°F). Un almacenamiento incorrecto de los reactivos puede comprometer
el resultado del ensayo.

Los productos del Metotrexato Il contienen <0,09% de azida de sodio. Como
medida de precaucion, se deberia enjuagar la tuberia afectada y la
instrumentaciéon con agua abundante para prevenir la posible acumulacion de
azidas metalicas explosivas. No se requieren precauciones especiales a la hora
de manejar los demas componentes del ensayo.



Advertencias y precauciones

e Para diagnéstico in vitro, uso profesional en laboratorio.

e Para uso exclusivo bajo prescripcidon médica. Atencion: La Ley Federal de
EE.UU. autoriza la venta de este sistema solo por parte de un médico autorizado o
por orden de él.

e Los reactivos y se suministran juntos en un kit y no se deberian
intercambiar con reactivos que lleven otro numero de lote.

e Los reactivos contienen <0,09% de azida de sodio.

e Los valores de este ensayo deberian ser usados exclusivamente en relacion
con la informacién arrojada por las evaluaciones clinicas y otros
procedimientos diagnodsticos.

Recogida de muestras y preparacion para el analisis

e Cada laboratorio es responsable de suministrar una muestra valida para el
analisis de acuerdo con sus procedimientos de calidad.

e Se precisa suero o plasma. Es buena practica usar la misma matriz de muestra
para el mismo paciente con el fin de obtener una mayor homogeneidad de los
resultados.

e El tiempo de toma de muestras de metotrexato dependera de la dosis, la
duracion de la infusion y el estado clinico del paciente. Consultar los protocolos
de tratamiento especificos para el tiempo de muestreo.

e No usar sangre entera. Con este ensayo es posible emplear los siguientes
anticoagulantes.

e Heparina de sodio
e Heparina de litio
e EDTA potasico

e Recoger la sangre con tubos adecuados para el uso de la monitorizacion
terapéutica del farmaco (TDM).

e Siga las recomendaciones del fabricante del tubo de recogida para la recogida,
el procesamiento y la centrifugacion.

e El documento GP44-A4 del CLSI describe los procedimientos para minimizar
los artefactos debidos a la recogida y manipulacion de muestras para pruebas
de laboratorio usuales.™

e No provocar la formacion de espuma y evitar los congelamientos y
descongelamientos reiterados con el fin de conservar la integridad de la
muestra desde el momento de su recogida hasta el momento en el que se
ejecuta el ensayo.

e La presencia de fibrina, de hematies o de otra materia particulada puede
alterar el resultado. Asegurarse de que la centrifugacion sea correcta.

e La presencia de burbujas o espuma en las muestras puede originar una
entrega incompleta de la muestra o resultados erroneos.

e Cada laboratorio debe consultar la bibliografia disponible y los datos internos
relativos a la estabilidad de las muestras.



e Basado en estudios realizados por ARK Diagnostics, una vez eliminada la
parte solida, las muestras se pueden almacenar a 2 - 8°C durante una semana
como maximo en base a los datos a disposicion. Si va a transcurrir mas de una
semana antes de ejecutarse la prueba, congelar las muestras (- 10°C)
durante un maximo de cuatro semanas. Se recomienda limitar el numero de
congelaciones-descongelaciones; los datos no mostraron impacto adverso
alguno sobre la base de tres congelaciones-descongelaciones.

e Manipular todas las muestras procedentes de pacientes como
potencialmente infecciosas.

Procedimiento

Material suministrado
Ensayo de metotrexato Il de ARK — 5071-0001-00, 5071-0001-01

Calibrador de metotrexato Il de ARK — 5071-0002-00

Controles de calidad — Control de metotrexato Il de ARK — |REF| 5071-0003-00
Controles de calidad — Control de metotrexato Il de ARK — |REF| 5071-0003-01
Controles de calidad — Control de metotrexato Il de ARK — |REF| 5071-0003-02
Tampon de dilucion de metotrexato Il de ARK — 5071-0004-00

Material requerido (se suministra por seiarado)

Instrumentacion
Antes del uso, puede ser necesario transferir los reactivos y a recipientes
especificos para el analizador en cuestion. Evitar la contaminacion cruzada de

yR2

Existen numerosos analizadores quimico-clinicos automatizados con
determinacion fotométrica de la tasa a 340 nm que son adecuados. Consultar la
hoja de aplicacion especifica del analizador para programar el Ensayo de
metotrexato Il de ARK disponible en su distribuidor o en el servicio de atencién al
cliente de ARK. Para el mantenimiento cotidiano correcto, consultar el manual de
instrucciones del instrumento. Las Hojas de Protocolo de Aplicacion que han sido
categorizadas CLIA o llevan el distintivo CE han sido verificadas por el fabricante.
Es responsabilidad del laboratorio realizar toda la validacion apropiada para el uso
del ensayo con otros ajustes o analizadores.

Secuencia del ensayo
Para ejecutar o calibrar correctamente el ensayo, véase el manual especifico de
la instrumentacion.

Calibracién
Ejecutar una calibracion completa (de 6 puntos) usando los Calibradores de
metotrexato || de ARK A, B, C, D, E, y F; realizar doble ejecuciéon para cada



calibrador. Con cada nuevo numero de lote del kit de reactivos es preciso ejecutar
una nueva calibracién. Verificar la curva de calibracién con controles de calidad
de al menos dos niveles en conformidad con el plan de aseguramiento de calidad
fijlado en el laboratorio.

Cuando repetir la calibracion

e Siempre que se vayan a utilizar reactivos de un nuevo lote

e Siempre que resulte necesario en base a los resultados del control de calidad
e Siempre que lo prevean los protocolos estandar de laboratorio

Control de calidad (QC)

Los laboratorios deben establecer procedimientos QC para el Ensayo de
metotrexato Il de ARK. Todos los controles de calidad y las pruebas se deben
ejecutar en cumplimiento de las normativas locales, regionales o nacionales y de
los requisitos de acreditacion.

La buena practica de laboratorio prevé que sean testados al menos dos niveles
(puntos de decision médica alto y bajo) del control de calidad todos los dias, que
se realice el ensayo de las muestras del paciente y que se efectue cada vez una
calibracion. Monitorizar constantemente si los valores de control presentan alguna
tendencia o desviacion. Si se detecta alguna tendencia o desviacién o si el control
no recupera dentro del margen especificado, verificar todos los parametros
operativos siguiendo los procedimientos de calidad clinicos y de laboratorio. Para
mas informacién, contactar a nuestro servicio de atencion al cliente.

Protocolo de dilucién manual

Para calcular los niveles de farmaco en las muestras que excedan el limite
superior del analisis cuantitativo, diluir la muestra a mano con el Tampén de
dilucion de metotrexato |l de ARK. Multiplicar los resultados del ensayo por el
factor de dilucion.

Factor de dilucion manual = (volumen de la muestra + volumen del tampdn de

dilucién)

Volumen de la muestra

Ha sido validado un rango de ensayo ampliado hasta 1200 ymol/l mediante
diluciones seriadas 1:10 de la muestra de 1:10, 1:100 o 1:1000 segun lo
necesario.

Resultados

Informe sobre las unidades de resultado como pmol/l o pug/ml. Para convertir
pgmol/l en pg/ml, dividir el valor obtenido por el factor de conversion de 2,2005. El
valor de metrotrexato de este ensayo deberia ser usado en relacion con otras
informaciones clinicas. Si el resultado es algun cédigo de error, consultar el
manual de instrucciones del instrumento para interpretarlo correctamente.
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Limitaciones del procedimiento

Este ensayo esta concebido exclusivamente para su uso con suero o plasma;
véase el Apartado Recogida de muestras y preparacion para el analisis. En
general se considera buena practica usar siempre el mismo método (y la misma
matriz) para cada paciente, debido al potencial de variabilidad entre método y
meétodo. Véase el Apartado Valores previstos mas abajo.

IMPORTANTE: Las muestras obtenidas de pacientes que han recibido
glucarpidasa (carboxipeptidasa G2) como terapia de rescate con dosis altas de
metotrexato no deben analizarse con el Ensayo de metotrexato Il de ARK. Estas
muestran presentan niveles séricos aumentados de acido 4-[[2,4-diamino-6-
(pteridinil)metil]-metilamino]-benzoico (DAMPA)'"-13 que resultan del metabolismo
del metotrexato por efecto de la glucarpidasa. El DAMPA reacciona de forma
cruzada con el anticuerpo de metotrexato utilizado en este ensayo, y puede seguir
circulando al menos entre cinco y siete dias antes de que puedan volver a
obtenerse mediciones precisas de metotrexato sérico.' Los oncologos del equipo
clinico deben notificar al laboratorio la administracion de glucarpidasa para evitar
la notificacién de concentraciones de metotrexato falsamente elevadas debido a
la interferencia del DAMPA que confundiria los esfuerzos del tratamiento con
glucarpidasa.' Aunque la glucarpidasa se tolera bien y reduce rapidamente el
MTX circulante, la eliminacion renal retardada del MTX puede seguir siendo un
problema para los pacientes adultos y ancianos.’

Valores previstos

Los niveles séricos de metotrexato dependen de la indicacion de uso, la dosis, el
modo de administracion, el régimen de tratamiento, la farmacocinética individual,
el metabolismo y otros factores clinicos.”® Mientras que el nivel sérico puede
alcanzar aproximadamente entre 10 y 100 pymol/l en el tratamiento del cancer de
mama (por ejemplo),'® las concentraciones pueden superar los 1000umol/I'” con
la terapia de dosis altas para el osteosarcoma, y se alcanzaron hasta 3100 pymol/l
de metotrexato tras una infusibn de 4 horas en pacientes pediatricos con
osteosarcoma.’ Para el tratamiento del osteosarcoma:'” la curva de decaimiento
del metotrexato presenta una amplia variabilidad: 24 horas, de 30 a 300 pmol/l; 48
horas, de 3 a 30 ymol/l; y 72 horas, menos de 0,3 umol/l. Se suele administrar una
dosis de 10 mg de leucovorina por via intravenosa 24 horas después del inicio de
la infusién de MTX. Las dosis posteriores se ajustan y administran en funcién de
los niveles de MTX obtenidos a las 24, 48 y 72 horas. Los niveles de metotrexato
superiores a 50 ymol/l a las 24 horas, 10 ymol/l a las 48 horas y 0,5 ymol/l a las
72 horas pueden indicar toxicidad y suelen tratarse con un aumento de la dosis
de leucovorina de acuerdo con los algoritmos hasta que el nivel de MTX sea <0,1
umol/l. Las directrices para el tratamiento con metotrexato con rescate de
leucovorina suelen recomendar la continuacion de leucovorina hasta que el nivel
de metotrexato descienda por debajo de 0,05 umol/l."- 4 Algunos centros se
atienen a <0,10 ymol/I.77- 1°



De la prescripcion y otra informacién: Indicadores de laboratorio de toxicidad
después de programas de rescate de leucovorina con dosis altas de
metotrexato.!420

Resultados de laboratorio
Situacién clinica Nivel de Horas despues de
metotrexato la administracion
(umol/l)
Eliminacion normal del -110 ig
metotrexato <0,2 79
Eliminacion retrasada >0,2 72
(tardia) de metotrexato >0,05 96
Eliminacion retrasada de =50 24
metotrexato (inicial) >5 48
yl/o o]
Evidencia de lesion renal aumento 2100% 24
aguda en la creatinina
sérica

La toxicidad renal es un riesgo importante y puede verse exacerbada por la
coadministracion de otros farmacos:'> 20 por ejemplo vancomicina.?’ Pueden
aparecer otras formas de toxicidad, como trastornos digestivos (por ejemplo,
nauseas, vomitos, dolor abdominal), trastornos cutaneo-mucosos (especialmente
mucositis), anomalias hematologicas (por ejemplo, neutropenia vy
trombocitopenia), alteraciones de las pruebas de funcién hepatica y
neurotoxicidad.?2-2

Dado el perfil de aparicién del metabolito 7-hidroximetotrexato-'® 28, su relacion
molar con el metotrexato de hasta 100 veces° y la insolubilidad relativa respecto
al farmaco original''> 20, |a posible nefrotoxicidad debida a la precipitacion del
metabolito en los tubulos renales3® puede retrasar la eliminacion del propio
metotrexato.

El tratamiento con glucarpidasa reduce rapidamente el nivel circulante de
metotrexato, pero no el farmaco intracelular. Se ha observado un efecto rebote en
el nivel sérico de metotrexato tras el tratamiento con glucarpidasa.’® La
eliminacién del DAMPA puede tomar varios dias antes de que deje de interferir en
la monitorizacion del metotrexato mediante inmunoensayo.



12 Caracteristicas de rendimiento especificas

Cada laboratorio es responsable de verificar el rendimiento usando los parametros
establecidos para sus analizadores. Los datos de rendimiento que aparecen en
esta seccidn se obtuvieron en un analizador quimico clinico automatico Beckman
Coulter AUB680® usando el Ensayo de petidina de ARK.

Sensibilidad

Limite de cuantificacion (LoQ)

El LoQ del Ensayo del metotrexato || de ARK se calculé en conformidad con EP17-
A2 de CLSIy esta definido como la concentracion mas baja para la que se observa
una precision entre ensayos (0,010 DE) y una recuperacion aceptables (+ 0,010
pgmol/l del valor nominal). Se obtuvo un LoQ de 0,030 ymol/l, un valor que esta en
relacion con las caracteristicas del analizador empleado.

Conconracén | Mediagemeral | pg cv 04
0,030 0,034 0,002 4,87
0,040 0,043 0,002 4,01
0,050 0,052 0,003 4,00

Rango de medicion

El rango de medicién analitico del Ensayo de metotrexato |l de ARK es de 0,030
a 1,300 umol/l. Las muestras que contengan metotrexato en concentraciones mas
elevadas (> 1,300 ymol/l) pueden ser ensayadas diluyendo la muestra hasta
entrar dentro del rango de medicion para obtener un resultado cuantitativo util, o
bien, pueden ser recogidas en el informe como "detectadas por encima del rango
de medicion". Multiplicar el resultado del ensayo por el factor de dilucion para
obtener la concentracion de metotrexato en la muestra sin diluir. Anotar los
resultados por debajo de este margen como <0,030 umol/l o por debajo del LoQ
inferior establecido en su laboratorio para el analizador en cuestion. Anotar los
resultados por encima de este margen como >1,300 pymol/l o como resultados
superiores al LoQ superior establecido en su laboratorio para el analizador en
cuestion.

Recuperacion

La recuperacién analitica se calculdé afiadiendo metotrexato concentrado a suero
humano negativo al metotrexato. Fue afiadido un volumen determinado de un
concentrado procedente de un lote certificado de metotrexado altamente puro al
suero humano negativo al metotrexato, representandose asi las concentraciones



del farmaco a través del margen del ensayo. Fueron ensayadas seis réplicas de
cada muestra en un analizador quimico-clinico automatizado. Fue calculado el
promedio de los resultados y comparado con la concentracion teérica para
calcular el valor porcentaje de la recuperacion. Los resultados se muestran a
continuacion.

% de recuperacion =100 X Concentracion media recuperada
Concentracion tedrica

Concentracioén

Concentracion media recuperada
tedrica
(nmol/l)
(umolll) Interferencia
porcentual

0,060 0,063 104 .4
0,100 0,105 105,2
0,300 0,322 107,2
0,600 0,628 104,7
1,000 1,079 107,9
1,200 1,293 107,8

10



Linealidad

Los estudios de linealidad se realizaron segun lo sugerido en el Protocolo EP06-
Ed2 del CLSI. Se preparé una muestra de suero de 1,600 pymol/l y se hicieron
diluciones proporcionales con suero humano negativo para metotrexato. Las
concentraciones de metotrexato oscilaban entre 0,030 y 1,300 ug/l. Se ha
constatado una relacion lineal entre 0,030 y 1,300 umol/l. Los resultados se
muestran a continuacion.

Concentracion Resultados Resultados

nominal observados previstos Diferencia

(umol/l) (umol/l) (npmol/l) (en %)
0,000 0,000 NA NA
0,030 0,035 0,033 5,78
0,060 0,062 0,065 -4,96
0,130 0,129 0,141 -8,73
0,260 0,296 0,283 4,66
0,390 0,399 0,424 -5,98
0,520 0,549 0,565 -2,89
0,650 0,721 0,707 2,07
0,780 0,877 0,848 3,36
0,910 1,012 0,989 2,32
1,040 1,157 1,131 2,34
1,170 1,261 1,272 -0,87
1,300 1,380 1,413 -2,40

11



Ensayo ARK MTX Il (umol/l)

Comparacion de métodos

Fueron investigadas las correlaciones ateniéndose al protocolo EP9-A3 de
NCCLS. Las mediciones de metotrexato en suero humano (de pacientes tratados
con altas dosis de metotrexato) mediante el ensayo de metotrexato Il de ARK se
compararon con las obtenidas por cromatografia liquida y espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS). Las concentraciones de metotrexato oscilaban
entre 0,026 y 1,280 ug/l (LC-MS/MS). 9Abajo figuran los resultados de la regresion
de Passing-Bablok®' para este estudio (con el 95% de limites de confianza).

Pendiente 1,03 (1,00 a 1,06)
Interseccién eny 0,00 (De -0,01 a 0,01)
Coeficiente de correlacion (r? 0,98 (de 0,96 a 0,98)
Numero de muestras 90
1.400 -
1.200 -
1.000 -
0.800 -
0.600 -
Identity
0.400 -
Passing & Bablok (l) fit
0.000 . . . . . . .
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200 1.400

LC-MS/MS LC (umol/l)

También se realiz6 una comparacion del método con el ensayo original de
metotrexato ARK para 123 muestras de pacientes con valores de metotrexato que
oscilaban entre 0,054 y 1,168. Las estadisticas con intervalos de confianza de la
comparacion Passing-Bablok son: pendiente = 0,98 (de 0,95 a 1,01); interseccion
y =-0,02 de (-0,03 a -0,01); y coeficiente de correlacion (r?) = 0,97 (de 0,96 a 0,98).

12



Precision

La precision fue determinada segun el procedimiento descrito en el protocolo EP5-

A3 de CLSI. En el estudio se utilizaron los seis niveles de control del Control de

metotrexato Il de ARK (Bajo, Mediano, Alto, 5, 50 y 500) y las seis muestras de
suero humano correspondientes. Cada nivel fue ensayado por cuadruplicado dos

veces al dia durante 20 dias. Las series diarias distaban entre si al menos dos

horas. Fue calculada la precision intraserial y la interdiaria, la DE total y los CVs
porcentuales. Los resultados se muestran a continuacion. Criterios de aceptacion:

<10% CV total.

Intraserial Interdiario Total

Muestra N oo DE V. pe & pg &
(umolll) (%) (%) (%)

Control de metotrexato Il de ARK
BAJO 160 0,069 0,002 2,84 0,001 1,23 0,002 3,00
MEDIO 160 0,411 0,006 1,40 0,002 0,43 0,006 1,40
ALTO 160 0,811 0,014 1,79 0,008 0,97 0,017 2,05
5 160 4,868 0,070 1,44 0,036 0,74 0,077 1,58
50 160 49,660 1,108 2,23 0,397 080 1,141 2,30
500 160 493,769 8,012 1,62 2,483 050 8,012 1,62

Suero humano

BAJO 160 0,070 0,002 250 0,001 149 0,002 2,88
MEDIO 160 0,404 0,008 1,86 0,003 0,65 0,008 1,92
ALTO 160 0,846 0,016 1,93 0,008 0,95 0,017 2,06
5 160 5,247 0,076 1,45 0,028 0,54 0,078 1,49
50 160 51,614 0,723 1,40 0,285 0,55 0,777 1,51
500 160 507,988 7,632 1,50 4,240 0,83 8,538 1,68
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Sustancias interferentes

Fueron realizados estudios de interferencias empleando como guia el protocolo
EPO7-A3 de CLSI. Fueron evaluadas concentraciones clinicamente altas de las
siguientes sustancias potencialmente interferentes en suero con niveles
conocidos de metotrexato (aprox. 0,050 y 0,500 umol/l). Fue ensayada cada
muestra usando el Ensayo del metotrexato Il de ARK junto con un control sérico
de metotrexato. Las mediciones de metotrexato estuvieron dentro de £10% de
interferencia o +0,010 ymol/l del suero control cuando las concentraciones de
metotrexato fueron <0,100 umol/l.

Resultados
*+ ymol/l de % de
Sustancia Concentracién Control interferencia
Concentracion Concentracion (0,050 umol/L de (0,500 umol/l de
metotrexato) metotrexato)
Albumina humana 12 g/dl 0,002 -1,04
Bilirrubina (conjugada) 72 mg/dl 0,001 1,96
Bilirrubina (no conjugada) 72 mg/dI 0,003 0,23
Colesterol 500 mg/dI 0,005 3,49
Gamaglobulina humana 12 g/dl 0,003 2,42
Hemoglobina 1000 mg/dl -0,006 -2,72
Factor reumatoide 1080 Ul/ml 0,001 3,52
Triglicéridos 1000 mg/dl -0,007 7,48
Acido urico 30 mg/dl 0,000 1,60
Especificidad

Se probaron metabolitos del metotrexato, analogos del folato y otros compuestos
con similitud estructural para determinar si estos compuestos afectan a la
cuantificacion de las concentraciones de metotrexato utilizando el ensayo de
metotrexato Il de ARK. Se afiadieron altos niveles de estos compuestos a grupos
de suero que no contenian metotrexato, 0,050 pmol/l o 0,500 pmol/l de
metotrexato. Las muestras fueron analizadas y las concentraciones de metotrexato
de las muestras que contenian los interferentes se compararon con un control
sérico.

Interferencia con 7-hidroximetotrexato, el principal metabolito

Tras la administracion de dosis altas de metotrexato (HDMTX), la concentracion
sérica/plasmatica de 7-hidroximetotrexato suele superar la del metotrexato en
momentos posteriores. Se ha descrito que los niveles de 7-hidroximetotrexato
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superan a los de metotrexato hasta 100 veces entre 12 y 48 horas después de la
administracion de HDMTX. 16, 28, 30, 32, 34-35

Se determiné una reactividad cruzada con 7-hidroximetotrexato metotrexato para
el Ensayo de metotrexato Il de ARK probando tanto 0,050 como 0,500 pmol/l de
metotrexato con 50 ymol/l de 7-hidroximetotrexato en suero humano (exceso de
1000 y 100 veces). La reactividad cruzada con este metabolito fue insignificante,
inferior al 0,01%. Un exceso extremo de 1000 veces del metabolito 7-
hidroximetotrexato causa menos del 10% de interferencia en la medicion de
metotrexato en el Ensayo de metotrexato |l de ARK.

Reactividad cruzada con el acido 2, 4-diamino-N1%-metilpteroico (DAMPA)

Siendo un metabolito menor del metotrexato, no esta previsto que el DAMPA
circule en concentraciones que interfieran en la medicion del metotrexato.3? Sin
embargo, tras la terapia de rescate con glucarpidasa, la concentracion sérica de
DAMPA puede ser sustancial.' * El Ensayo de metotrexato Il de ARK de hecho
presenta una reaccion cruzada con el metabolito menor DAMPA. Las pruebas se
realizaron en ausencia del farmaco original metotrexato. La reactividad cruzada
observada con el DAMPA oscil6 entre el 19% y el 58% segun los datos recogidos.
El ensayo no debe utilizarse durante la terapia con glucarpidasa (carboxipeptidasa
G2) que convierte rapidamente el metotrexato circulante en DAMPA.

Interferencia con analogos del folato y otros compuestos

Los compuestos relacionados a continuacion no interfirieron con el Ensayo de
metotrexato || de ARK cuando se probaron en presencia de metotrexato (+10% de
interferencia a una concentracion de 0,500 umol/l de metotrexato y £0,010 umol/l
del control a una concentracion de 0,050 umol/l de metotrexato). Las
concentraciones de los compuestos se analizaron de acuerdo con las directrices
EP37 del CLSI.

Conc.
Compuesto ana:zad
(umoll/l)
Adriamicina 1000
Ciclofosfamida 2200
Citosina 1000
Acido dihidrofélico 1000
Acido tetrahidrofélico 1000
DL-6-Metil-5,6,7,8-Tetrahidropterina 1000
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Acido félico 1000
Acido folinico 1000
5-Fluorouracilo 3000
6-Mercaptopurina 1000
Acido 5-metiltetrahidrofélico 1000
Prednisolona 1000
Pirimetamina 1000
Sulfametoxazol 1600
Vinblastina 1000
Vincristina 1000
Trimetoprima 150
Triamtereno 25
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