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Nome

™
ARK Methotrexate Assay
Utilizac&o prevista

O ARK Methotrexate Assay € um ensaio imunoenzimatico homogéneo destinado
a determinacdo quantitativa de metotrexato em soro ou plasma humanos em
analisadores bioquimicos automaticos. Os valores obtidos séo utilizados na
monitorizagdo dos niveis de metotrexato para assegurar a terapéutica
adequada.

As amostras de pacientes que receberam glucarpidase (carboxipeptidase G2)
como terapia de resgate de alta dosagem do metotrexato, ndo devem ser
testadas com o ARK Methotrexate Assay.

Sumaério e Explicacdo do Teste

O metotrexato [N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinil) metil] metilamina] benzoil]-L- &cido
glutamico], antigamente designado de Amethopterin, € um anti metabolito
utilizado no tratamento de certas doengas neoplasicas, psoriase grave, e artrite
reumatéide em adultos.”® O metotrexato possui toxicidade potencial grave. Os
pacientes submetidos a terapia com metotrexato devem ser rigorosamente
monitorizados para que os efeitos toxicos sejam detectados rapidamente.
Devem ser consultadas as diretrizes para a terapia de metotrexato com
administracdo de leucovorina.! Foram obtidos resultados favoraveis utilizando
doses intermédias a altas de metotrexato (aproximadamente 35 mg/m? - 12
g/m? com administracdo de leucovorina (factor citrovorum) no tratamento de
osteossarcoma, leucemia, linfoma ndo-Hodgkin, cancro do pulméo e mama.*®

Principios do Procedimento

O ARK Methotrexate Assay € um imunoensaio homogéneo baseado na
competicdo entre o farmaco presente na amostra e 0 metotrexato marcado com
a enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) para a ligacdo do reagente
ao anticorpo. A medida que o reagente se liga ao anticorpo, a actividade da
enzima diminui. Na presenca do farmaco contido na amostra, a actividade da
enzima aumenta e € directamente proporcional a concentragdo do farmaco. A
enzima activa converte a coenzima nicotinamida adenina dinucleotido (NAD) em
NADH, que € medida espectrofotometricamente como a taxa de variacdo da
absorvancia. A G6PDH enddgena no soro, nao interfere com os resultados
porque a coenzima NAD sé funciona com a enzima bacteriana utilizada no
ensaio.



5 Reagentes

REF Descricdo do Produto Quantidade/Volume

5026-0001-00 ARK™ Methotrexate Assay 1X 16 mL

5026-0001-02 Ree_igent _— Ant_lbody/Substrate

anticorpos policlonais de coelho para o metotrexato,
5026-0001-03 glucose-6-fosfato, nicotinamida adenina
dinucleétido, albumina de soro bovino, conservantes
e estabilizantes

Reagent — Enzyme 1X8mL
metotrexato marcado com G6PDH bacteriana,
tampao, albumina de soro bovino, conservantes e
estabilizantes

Manuseamento e Conservacao dos Reagentes

Os reagentes do ARK Methotrexate Assay séao fornecidos liquidos, prontos a
usar e podem ser utilizados directamente apés a retirada do frigorifico. Quando
nao estiverem a ser utilizados, os reagentes devem ser armazenados entre 2-
8°C (36-46°F), na posicao vertical e com as tampas de rosca bem fechadas. Se
armazenados como indicado, os reagentes sdo estaveis até a data de validade
impressa no rétulo. Nao congelar os reagentes. Evitar a exposicdo prolongada a
temperaturas superiores a 32°C (90°F). O armazenamento inadequado dos
reagentes pode afetar o desempenho do ensaio.

6 Avisos e Precaucdes

e Para utilizacdo em Diagnostico In-Vitro. Para uso apenas mediante
prescricao.

e Os reagentes e sao fornecidos como um conjunto combinado e nao
devem ser trocados com reagentes de lotes diferentes.

7 Colheita e Preparacdo da Amostra para Analise

e E necessario soro ou plasma. Por razbes de consisténcia, a utilizagdo da
mesma matriz de amostras para pacientes individuais, é considerada uma boa
pratica.

¢ O tempo de colheita de metotrexato estara dependente da dose, da duracdo
da infusdo, e do estado clinico do paciente. Consulte os protocolos de
tratamento especificos para tempo de colheita.

e Nado pode ser utilizado sangue total. Podem ser usados 0s seguintes
anticoagulantes com este ensaio.

»Heparina sodica
»Heparina de litio
*"EDTA potassica

e A colheita de sangue deve ser efetuada com tubos de colheita compativeis

para uso em monitorizacao terapéutica de farmacos (TDM). Cada laboratério



deve estabelecer a aceitacao dos tubos de separacgéo de gel para a preparagéo
do soro antes de realizar o ensaio ARK Methotrexate.

N&o provocar a formacédo de espuma e evitar a congelacdo e descongelacdo
repetidas para preservar a integridade da amostra, desde 0 momento em que é
colhida, até ao momento em que € analisada.

A fibrina, as células vermelhas do sangue, e outras particulas podem causar
um resultado erréneo. Certifique-se que efetuou uma centrifugacdo adequada.
As amostras clarificadas podem ser armazenadas até duas semanas, entre 2 e
8°C. Se o teste for adiado, as amostras podem ser congeladas (< -10°C) antes
de serem testadas. Devem ser tomadas a¢des para limitar o numero de ciclos
de congelamento e descongelamento. As amostras demonstraram suportar trés
ciclos de congelamento-descongelamento, quando armazenadas a -20°C.
Manusear todas as amostras de pacientes como se fossem
potencialmente infecciosas.

Procedimento

Materiais Fornecidos
ARK Methotrexate Assay — 5026-0001-00
ARK Methotrexate Assay, Roche® ¢ pack — 5026-0001-02

ARK Methotrexate Assay, Roche® ¢ pack verde— 5026-0001-03

Materiais Necesséarios — Fornecidos Separadamente

ARK Methotrexate Calibrator — 5026-0002-00

Controlos de Qualidade — ARK Methotrexate Control — 5026-0003-00
ARK Methotrexate Dilution Buffer — 5026-0004-00

Equipamentos
Os reagentes e podem necessitar de ser transferidos para recipientes de
reagentes especificos do analisador antes da utilizacdo. Evitar a contaminacao

cruzada do e .

Sequéncia do ensaio
Para executar ou calibrar o ensaio, consulte o manual do operador especifico do
equipamento.

Calibracao

Realizar um procedimento de calibragdo completa (6 pontos) usando os
calibradores ARK Methotrexate A, B, C, D, E, e F; testar os calibradores em
duplicado. A calibracdo é necesséria para cada novo numero de lote de kit de
reagentes. Verificar a curva de calibracdo em pelo menos dois niveis de controlo
de qualidade de acordo com o plano de garantia de qualidade laboratorial
estabelecido.



Quando se deve recalibrar

e Sempre que for utilizado um novo numero de lote de reagentes.
e Sempre que for indicado por resultados do controlo de qualidade.
e Sempre que for solicitado por protocolos padrao do laboratorio.

Controlo de Qualidade (CQ)

Os laboratérios devem estabelecer procedimentos de CQ para o ensaio ARK
Methotrexate. Todos os requisitos de controlo de qualidade e testes devem ser
realizados em conformidade com a legislacao local, estadual e/ou regulamentos
federais ou requisitos de acreditacao.

As boas praticas de laboratério aconselham a que, pelo menos, dois niveis de
controlo de qualidade (pontos de decisdo médica baixo e alto) sejam testados a
cada dia em que as amostras do paciente sdo analisadas e cada vez que uma
calibracdo for realizada. Monitorizar os valores de controlo para todas as
tendéncias ou mudancas. Se forem detectadas quaisquer tendéncias ou
alteracdes ou se o controlo ndo recuperar dentro do intervalo especificado,
reveja todos os parametros operacionais de acordo com 0s seus procedimentos
clinicos de qualidade laboratorial. Contactar o Servico de Apoio ao Cliente para
obter mais assisténcia.

Protocolo de Diluicdo Manual
O intervalo de medi¢cdo do ARK Methotrexate Assay situa-se entre 0,04 — 1,20
Mmol/L. As amostras e controlos contendo metotrexato em concentragcdes mais
elevadas (>1,20 ymol/L), sao testadas por diluicgdo da amostra e dos controlos
dentro do intervalo de medicgéo.

Diluir manualmente a amostra mais concentrada ou o controlo de intervalo
elevado com o ARK Methotrexate Dilution Buffer preparando uma diluicdo
apropriada em séries de 10 conforme indicado abaixo.

Volume da Vqurrle do o Fator de
Tampao de Diluicéo e
Amostra T Diluicao
Diluicéo
50 yL  Amostra néo diluida 450 uL 1:10 10
50 uL 1:10 amostra 450 uL 1:100 100
50uL  1:100 amostra 450 uL 1:1000 1000
50 uL  1:1000 amostra 450 L 1:10000 10000

Fator de Diluicdo Manual = (Volume da Amostra + Volume do Tampéao de Diluicdo)
Volume da Amostra

Multiplicar o resultado do ensaio pelo fator de diluigéo.
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Resultados

Para converter umol/L em pg/mL, dividir o valor obtido pelo fator de conversao
2,2005.

Limitagcbes do Procedimento

Este ensaio foi concebido para ser utilizado apenas com soro e plasma; consulte
a seccdo Colheita e Preparagcdo da Amostra para Analise. Em geral, é
recomendavel o uso consistente do mesmo método (bem como da matriz) para
o tratamento individual de cada paciente, devido ao potencial de variabilidade
entre métodos. Consulte a seccédo Valores Esperados abaixo.

Tal como acontece com todas as determinacfes de analitos, o valor de
metotrexato deve ser usado em conjugacdo com a informacéo disponivel a partir
da avaliacéo clinica e outros procedimentos de diagnostico.

IMPORTANTE: As amostras de pacientes que receberam glucarpidase
(carboxipeptidase G2) como terapia de resgate de alta dosagem do metotrexato,
ndo devem ser testadas com o ARK Methotrexate Assay. Nestas amostras
aumentaram os niveis séricos de 4-[[2,4-diamino-6-(piridinil) metil]-metilamino]
benzdico (DAMPA),'°*? resultantes do metabolismo de metotrexato por
glucarpidase. O DAMPA reage de forma cruzada com o anticorpo metotrexato
utilizado neste ensaio, e pode continuar a circular durante pelo menos cinco a
sete dias antes que as determinacfes exatas de metotrexato no soro possam
voltar a ocorrer.™® Os oncologistas da equipa clinica devem notificar o laboratério
guando a glucarpidase ¢é administrada, para evitar a ocorréncia de
concentragfes falsamente elevadas de metotrexato devido a interferéncia por
DAMPA que confundiria os esforcos da terapia por glucarpidase.’® Apesar da
glucarpidase ser bem tolerada e reduzir rapidamente a circulacdo de MTX, a
eliminacdo renal tardia de MTX pode ainda constituir um problema para os
pacientes adultos e idosos.**

Valores Esperados

Os niveis de metotrexato no soro dependem da indicacédo para uso, dosagem,
modo de administracdo, esquema de tratamento, farmacocinética individual,
metabolismo e outros factores clinicos.>® Enquanto o nivel sérico pode atingir
tipicamente cerca de 10 a 100 pmol/L no tratamento de cancro da mama (por
exemplo),’® as concentracdes podem exceder 1000 umol/L*® com a terapia de
alta dosagem em osteossarcoma, tendo sido atingidos até 3100 pmol/L de
metotrexato na sequéncia de uma infusdo de 4 horas em pacientes pediatricos
com osteosarcoma.'’ Para o tratamento de osteossarcoma,™® o decaimento da
curva de metotrexato possui uma ampla variabilidade: 24 horas, 30 a 300
pmol/L; 48 horas, 3 a 30 umol/L; e 72 horas, inferior a 0,3 pmol/L. Uma dose de
10 mg de leucovorina é geralmente administrada por via intravenosa, 24 horas
apos o inicio da infusdo de MTX. As doses subsequentes sdo ajustadas e



administradas de acordo com os niveis de MTX obtidos em 24, 48 e 72 horas.
Os niveis de metotrexato em excesso de 50 pmol/L em 24 horas, 10 pmol/L em
48 horas, e 0,5 pmol/L em 72 horas, prevéem uma toxicidade potencial e sao
geralmente tratados com um aumento na dose de leucovorina de acordo com
algoritmos, até que o nivel de MTX seja <0,1 umol/L. As diretrizes para a terapia
de metotrexato com leucovorina recomendam normalmente a continuacdo do
resgate com leucovorina até que o nivel de metotrexato decresc¢a para um valor
inferior a 0,05 pmol /L. Alguns centros utilizam o valor < 0,10 pmol/L.**8

Prescricdo e outras informacdes: Indicadores Laboratoriais de Toxicidade
Seguindo esquemas de resgate com Leucovorina com alta dosagem de
Metotrexato.t % *°

Constatacdes Laboratoriais
Situacao Clinica Nivel de Horas apos a
Metotrexato administracao
(umol/L) &
Eliminacdo Normal de ~10 24
Metotrexato ~1 48
<0,2 72
Eliminacdo Tardia de >0,2 72
Metotrexato >0,05 96
Eliminacdo Precoce de =50 24
Metotrexato 25 48
elou ou
Evidéncia de Leséao 2100% 24
Renal Aguda aumento da
creatinina
sérica

A toxicidade renal é um risco significativo e pode ser exacerbado pela co-
administracdo de outros farmacos,’*'® por exemplo vancomicina.”® Podem
ocorrer outras formas de toxicidade, incluindo disturbios digestivos (por exemplo,
nauseas, vomitos, dor abdominal), perturbacdes cutdneas ou das mucosas (em
especial mucosite), anomalias hematolégicas (por exemplo, neutropenia e
trombocitopenia), e neurotoxicidade.?*?®

Considerando o perfil de aparecimento do metabolito 7-hidroximetotrexato,* ?” a
sua proporcdo molar de até cerca de 100 vezes para o0 metotrexato,”® a
insolubilidade relativa em relacdo ao farmaco original,**'° e a nefrotoxicidade
possivel devido & precipitacdo do metabolito em tdbulos renais,?® podem atrasar
a eliminacéo do préprio metotrexato.

A terapia com glucarpidase (disponivel para uso compassivo), reduz
rapidamente o nivel de circulacdo de metotrexato, mas ndo do farmaco
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intracelular. Foi observado um efeito de diminuicdo no nivel de metotrexato
sérico apés a terapia com glucarpidase.’* A eliminacdo de DAMPA pode
demorar alguns dias antes de deixar de interferir com a monitorizacdo de
metotrexato através de imunoensaio™?

Caracteristicas especificas de desempenho

Cada laboratorio € responsavel pela verificacdo do desempenho usando o0s
parametros do equipamento estabelecidos para o seu analisador. Foram obtidas
as seguintes caracteristicas de desempenho no Sistema Beckman Coulter
AUG80.

Limite de Quantificacdo (LoQ)
As seguintes caracteristicas foram determinadas de acordo com o protocolo

CLSI EP17-A2 para o ARK Methotrexate Assay. O desempenho especifico do
analisador pode variar.

Critério Concentracéo de MTX
(umol/L)
Limite do Branco (LoB); N = 60 0,00

uB + 1,645 SD , sendo SD = 0,002

Limite de Detecéo (LoD); N = 60 0,02
LoB + 1,652 SD, sendo SD = 0,012

Limite de Quantificacao (LoQ); N =40 0,04
LoQ -2 SD > LoD

Cada laboratorio é responsavel pela determinacéo dos critérios de comunicacéo
de dados para as concentracbes de metotrexato. A seguinte sugestao do
protocolo CLSI EP17-A2 pode ser apropriada:

Resultado < LoB informc¢éo “néo detetado; concentracédo <LoD”
LoB < Resultado < LoQ informagéao “analito detetado; concentracéo <LoQ”
Resultado = LoQ reportar o resultado conforme medigéo

Intervalo de Medicéao

O intervalo de medicdo do ARK Methotrexate Assay é de 0,04 — 1,20 pumol/L. As
amostras e controlos contendo metotrexato em concentracdes mais elevadas (>
1,20 pmol/L) sdo analisadas através da diluicdo da amostra. Reportar os valores
obtidos no ensaio que excedam o LoD de acordo com informacfes fornecidas
pelo LoQ. Multiplicar o resultado do ensaio pelo fator de diluicdo para amostras
contendo metotrexato acima do intervalo de medicéo.



Recuperacéao

A precisdo (recuperagdo analitica) foi realizada através da adicdo de um
farmaco concentrado com metotrexato a soro humano negativo para o0
metotrexato. Um stock certificado, concentrado com metotrexato altamente puro
foi volumetricamente adicionado a amostra de soro humano negativo para
metotrexato, representando concentragfes de farmaco em todo o intervalo de
calibracdo do ensaio. Forma analisadas seis repeticbes de cada amostra hum
analisador automatizado de quimica clinica. Os resultados foram determinados e
comparados com a concentracdo desejada e percentagem de recuperacao
calculada. Os resultados sédo apresentados abaixo:

% Recuperacado = 100 X Concentracdo Média Recuperada
Concentracgao tedrica

Y
(umol/L) (umol/L) Recuperagéo (%)
0,06 0,06 102,8
0,10 0,11 108,3
0,30 0,30 101,1
0,60 0,62 103,3
1,00 1,06 105,7

Percentagem média de recuperacao: 104,2



Linearidade

Foram realizados estudos de linearidade, conforme sugerido pelo protocolo EP6-
A do CLSI. Foi preparada uma amostra de soro com 1,40 umol/L e as diluicbes
foram efetuadas proporcionalmente com soro humano negativo para
metotrexato. O ensaio de metotrexato ARK foi linear no intervalo 0,03 - 1,20
pmol/L. Os resultados sao apresentados abaixo.

Resultados Resultados

- Resultados . : .
Tedrico Previstos Previstos Diferenca
Observados
(umol/L) (umol/L) para a para a (mmol/L or %)
12 Ordem 22 Ordem

0,00 0,01 -0,002 0,010 NA
0,03 0,04 0,029 0,038 0,009 pmol/L
0,05 0,06 0,050 0,057 0,007 umol/L
0,12 0,13 0,124 0,125 1,1%
0,24 0,24 0,250 0,243 -2,7%
0,36 0,36 0,375 0,363 -3.2%
0,48 0,49 0,501 0,486 -3,0 %
0,72 0,72 0,753 0,740 -1,8%
0,96 1,02 1,005 1,003 -0,2 %
1,20 1,27 1,257 1,277 1,6 %

As amostras contendo metotrexato entre 2 e 1200 pumol/L foram preparadas de
forma proporcional em “pool” de soro humano e, em seguida, diluidas no
intervalo de calibragdo com ARK Methotrexate Dilution Buffer. A regresséo das
concentracfes de metotrexato ensaiadas, foi linear em todo o intervalo.
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Comparacéo de Métodos

Foram realizados estudos de correlacdo utilizando o Protocolo EP9-A3 do CLSI.
Os resultados do ensaio de metotrexato ARK com o analisador Beckman Coulter
AUG680 foram comparados com os resultados com o analisador Roche/Hitachi
917.

As concentracfes de metotrexato por Roche/Hitachi 917 variou de 0,04 a 1050
umol/L (uM). Os valores de metotrexato ARK com o Beckman Coulter AU680
variaram de 0,04 a 1070 umol/L. Os resultados da analise através da regressao
de Passing-Bablok® para o estudo, sdo apresentados a seguir (com limites de
confianca de 95%) para 112 amostras dentro do intervalo medicdo, bem como
para todas as 142 amostras, incluindo as que se situam acima do intervalo de
medicao e que necessitam de diluicéo.

Parametro Intervalo 0,04 a 1,11 uM Intervalo 0,04 a 1050 uM
Declive 0,99 (0,96 a 1,00) 1,00 (1,00 a ,02)
Intercecdo -y 0,00 (0,00 a 0,01) 0,00 (0,00 a 0,00)

Coeficiente de Correlacéo (r?) 0,98 (0,97 a 0,98) 1,00 (1,00 a 1,00)
NUumero de Amostras 112 NA 142 NA
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Precisao

A preciséo foi determinada conforme descrito no Protocolo EP5-A3 do CLSI. No
estudo, foram utilizados os seis niveis de ARK Methotrexate Control e “pools” de
amostras humanas contendo metotrexato.
guadruplicado, duas vezes por dia durante 20 dias. Cada um dos ensaios diarios
foi separado por pelo menos duas horas. Foram calculados os valores intra-
ensaio, entre dias, o total de DP, e a percentagem de CVs. Os resultados séo
apresentados abaixo. Critérios de aceitagao: <10% CV total a> 0,1 ymol/L, DP

<0,01 a <0,1 pmol/L.

Cada nivel

foi

testado em

Amostra N Média Intra-ensaio Entre dias Total
(umol/l) DP %CV DP %CV DP %CV
ARK Methotrexate Control
BAIXO 160 0,08 0,006 7,8 0,004 55 0,008 96
INTERMEDIO 160 0,39 0,009 22 0,007 1,7 0,012 3.1
ELEVADO 160 0,78 0,026 33 0,027 35 0,038 49
5 160 5,2 0,186 3,6 0,247 48 0,309 6,0
50 160 48,7 3674 76 2264 46 4,439 9.2
500 160 516,8 13,284 2,6 35641 6,9 38813 7,5
Soro humano
BAIXO 160 0,08 0,007 89 0,006 7,2 0,009 11,2
INTERMEDIO 160 0,41 0,011 2,6 0,008 2,1 0,015 3,7
ELEVADO 160 0,82 0,038 46 0031 3,8 0,060 6,1
5 160 52 0,278 53 0,381 7,3 0464 89
50 160 53,0 1624 3,1 3319 63 3705 7,0
500 160 507,9 12,222 2,4 22957 45 26,177 5,2
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Substancias Interferentes

Os estudos de interferéncia foram conduzidos utilizando como diretriz o
Protocolo EP7-A2 do CLSI. Foram avaliadas concentracfes clinicamente
elevadas das seguintes substancias endégenas potencialmente interferentes no
soro, com niveis conhecidos de metotrexato (aproximadamente 0,05 e 0,50
pmol/L). Cada amostra foi testada usando o ARK Methotrexate Assay,
juntamente com um soro de controlo de metotrexato. A medicdo de metotrexato
nao foi substancialmente afectada nos niveis de substancias endogenas
testados.

Metotrexato
(~ 0,50 umol/L)

Metotrexato
(~ 0,05 umol/L)

Substancia Concentracéo Soro de Teste Soro de Teste

Interferente Interferente Controlo Controlo (% Controlo)
Albumina 12 g/dL 0,05 0,05 0,48 0,50 (103,5)
Bilirrubina - conjugada 70 mg/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (101,4)
Bilirrubina - nao conjugada 70 mg/dL 0,05 0,05 0,48 0,48 (101,4)
Colesterol 620 mg/dL 0,05 0,04 0,47 0,48 (103,2)
Gama Globulina 12 g/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (100,7)
Hemoglobina 1000 mg/dL 0,06 0,06 0,48 0,49 (101,4)
Fator Reumatodide 1080 IU/mL 0,06 0,07 0,46 0,45 (96,7)
Triglicerideos 835 mg/dL 0,05 0,04 0,48 0,48 (98,6)
Acido Urico 30 mg/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (100,7)

Especificidade

Foram testados metabolitos de metotrexato, andlogos de folato e outros
compostos possuindo uma estrutura semelhante, para determinar se estes
compostos afectam a quantificacdo das concentracdes de metotrexato usando o
ARK Methotrexate Assay. Foram inseridos niveis elevados destes compostos
em “pools” de soro sem metotrexato, ou contendo 0,05 pumol/L ou 0,50 pmol/L de
metotrexato. As amostras foram analisadas e as concentracfes de metotrexato
e de amostras contendo interferentes foram comparadas com um soro de
controlo.
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Reatividade cruzada com o metabolito principal, o 7-Hidroximetotrexato

ApoOs a administracdo de uma dosagem elevada de metotrexato (HDMTX), a
concentragcdo de 7-hidroximetotrexato no soro/plasma excede tipicamente a do
metotrexato em intervalos de tempo posteriores. Tem sido verificado que os
niveis de 7-hidroximetotrexato excedem os de metotrexato até 100 vezes, 12 a
48 horas apés a administracdo de HDMTX. 1% 272931, 33-34

A reatividade cruzada com o 7-hidroximetotrexato na medi¢cao de metotrexato foi
determinada para o ARK Methotrexate Assay testando amostras pareadas
contendo ambos (1), 0,05 pmol/lL de metotrexato e 5 pmol/L de 7-
hidroximetotrexato, e (2) 0,50 pmol/L de metotrexato e 50 pmol/L de 7-
hidroximetotrexato em soro humano.

O ARK Methotrexate Assay nao apresentou reacgédo cruzada (< 0,1%) com o
metabolito principal 7- hidroximetotrexato.

Reatividade cruzada com o 2.,4-diamino-N10-metil acido pterdico (DAMPA)

Sendo um metabolito secundério do metotrexato, ndo se espera que o DAMPA
circule em concentracbes que possam interferir na determinacdo de
metotrexato.®* No entanto, apés a terapia de resgate com glucarpidase, a
concentracdo de DAMPA no soro pode ser significativa®>*'* O ARK Methotrexate
Assay apresenta uma reagdo cruzada substancial com o metabolito menor
DAMPA. Os testes foram realizados na auséncia do farmaco semelhante ao
metotrexato. A reactividade cruzada com DAMPA variou de 76,3% a 100% com
base em dados observados.O ensaio ndo deve ser utilizado durante uma
possivel terapia compassiva com glucarpidase (carboxipeptidase G2) que
converte rapidamente o metotrexato circulante em DAMPA.

Farmacos que reagem de forma cruzada

O ARK Methotrexate Assay apresenta uma reacdo cruzada ligeira com o
triamterene e o trimetoprim, no entanto estes farmacos podem ser contra-
indicados no tratamento MTX do cancro devido a efeitos adversos adicionais, se
forem co-administrados. As estruturas destes compostos correspondem
rigorosamente a por¢do de anel de pteridina do metotrexato. Na auséncia de
metotrexato, observou-se reaccdo cruzada com o triamtereno (1,15%) e com o
trimetoprim (0,01%). Na presenca de metotrexato a reatividade cruzada resultou,
com base nos dados observados, com o triamtereno < 3,3% e com o trimetoprim
<0,5%.
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Reatividade cruzada com analogos de folato e outros compostos

O ARK Methotrexate Assay ndo reagiu de forma cruzada (< 0,01%) com
analogos de folato ou outros compostos = 1000 umol/L conforme testado.

Composto Testado

(umol/L)
Adriamicina 1000
Ciclofosfamida 1500
Citosina 1000
Acido dihidrofdlico 1000
DL-6-metil-5,6,7,8-Tetrahidropterina 1000
Acido folico 1000
Acido folinico (leucovorina) 1000
5-Fluorouracil 3000
6-Mercaptopurina 1000
5- Acido metiltetrahidrofélico 1000
Prednisolona 1000
Pirimetamina 1000
Sulfametoxazol 1600
Acido tetrahidrofélico 1000
Vinblastina 1000
Vincristina 1000

15



13

Referéncias

. Prescribing information. 2008. Methotrexate Injection, USP. Hospira, Inc. Lake

Forest, IL.

.Jonsson, O. G. and Kamen, B. A. 1991. Methotrexate and childhood leukemia.

Cancer Investigation 9:53 — 60.

.Bleyer, W. A. 1978. The clinical pharmacology of methotrexate: New applications

of an old drug. Cancer 41:36 — 51.

.Saeter, G. et al. 1991. Treatment of osteosarcoma of the extremities with the T-

10 protocol, with emphasis on the effects of preoperative chemotherapy with
single-agent high-dose methotrexate: A scandinavian sarcoma group study.
Journal of Clinical Oncology 9:1766 — 1775.

.Abromowitch, M. et al. 1988. High-dose methotrexate improves clinical outcome

in children with acute lymphoblastic leukemia: St. Jude total therapy study X.
Medical and Pediatric Oncology 16:297 — 303.

.Hann, I. M. et al. 1990. ‘MACHO’ chemotherapy for stage IV B cell lymphoma

and B cell acute lymphoblastic leukaemia of childhood. British Journal of
Haematology 76:359 — 364.

.Wheeler, C. A. et al. 1991. Cisplatin, continuous infusion 5-fluorouracil, and

intermediate dose methotrexate in the treatment of unresectable non-small cell
carcinoma of the lung. Cancer 67:892 — 895.

.Powles, T. J. et al. 1991. A randomized trial comparing combination

chemotherapy using mitomycin C, mitozantrone and methotrexate (3M) with
vincristine, anthracycline and cyclophosphamide (VAC) in advanced breast
cancer. Br J Cancer 64:406 — 410.

.Leucovorin (Fusilev) Prescribing Information. 2008. Spectrum Pharmaceuticals,

Inc. Irvine, CA.

10. Chabner, B. A. et al. 1972. Enzymatic cleavage of methotrexate provides a

method for prevention of drug toxicity. Nature 239:395 — 397.

11.Widemann, B. C. et al. 1995. Carboxypeptidase-G2 rescue in a patient with high

dose methotrexate-induced nephrotoxicity. Cancer 76:521 — 526.

12.Buchen, S. et al. 2005. Carboxypeptidase G2 rescue in patients with

methotrexate intoxication and renal failure. British Journal of Cancer 92:480 —
487.

16



13.Al-Turkmani, M. R. et al., 2010. Difficulty Measuring Methotrexate in a Patient
with High-Dose Methotrexate—Induced Nephrotoxicity. Clin Chem 56:1792 —
1796.

14.Schwarz, S. et al. 2007. Glucarpidase (Carboxypeptidase G2) intervention in
adult and elderly cancer patients with renal dysfunction and delayed
methotrexate elimination after high-dose methotrexate therapy. The Oncologist
12:1299 — 1308.

15.Bore, P. et al. 1987. Pharmacokinetics of Methotrexate and 7-Hydroxy-
Methotrexate After Methotrexate Infusions. Cancer Drug Delivery 4:177 — 183.

16.Jaffe, N. and Gorlick, R. 2008. High-Dose Methotrexate in Osteosarcoma: Let the
Questions Surcease—Time for Final Acceptance. J Clin Oncol 26:4365 — 4366.

17.Colom, H. et al. 2009. Population Pharmacokinetics of High-Dose Methotrexate
After Intravenous Administration in Pediatric Patients With Osteosarcoma. Ther
Drug Monit 31:76 — 85.

18.Dombrowsky, E. et al. 2011. Evaluating performance of a decision support
system to improve methotrexate pharmacotherapy in children and young adults
with cancer. Ther Drug Monit 33:99 — 107.

19.Widemann, B. C. and Adamson, P. C. 2006. Understanding and managing
methotrexate nephrotoxicity. Oncologist 11:694 — 703.

20.Blum, R. et al. 2002. Significant impairment of high-dose methotrexate clearance
following vancomycin administration in the absence of overt renal impairment.
Annals of Oncology 13:327 — 330.

21.Martelli, N. et al. 2011. Methotrexate pharmacokinetics in childhood acute
lymphoblastic leukaemia: a prognostic value? J Clin Pharm Ther 36:237 — 245.

22.Mazanec, D. J. and Grisanti, J. M. 1989. Drug-induced osteoporosis. Cleve Clin J
of Med 56:297 — 303.

23.Chessells, J. M. et al. 1990. Neurotoxicity in lymphoblastic leukaemia:
Comparison of oral and intramuscular methotrexate and two doses of radiation.
Archives of Disease in Childhood 65:416 — 422.

24.Allen, J. C. et al. 1980. Leukoencephalopathy following high-dose IV
methotrexate chemotherapy with leucovorin rescue. Cancer Treat Rep 64:1261 —
1273.

25.Jacobs, P. et al. 1991. Methotrexate encephalopathy. Eur J Cancer 27:1061 —
1062.

17



26.Flombaum, C. D. and Meyers, P. A. 1999. High-Dose Leucovorin as Sole
Therapy for Methotrexate Toxicity. J Clin Oncol 17:1589 — 1594.

27.Collier, C. P. et al. 1982. Analysis of methotrexate and 7-hydroxymethotrexate by
high-performance liquid chromatography and preliminary clinical studies. Ther
Drug Monit 4:371 — 380.

28.Widemann, B. C. et al. 2010. Glucarpidase, leucovorin, and thymidine for high-
dose methotrexate-induced renal dysfunction: clinical and pharmacologic factors
affecting outcome. J Clin Oncol 28:3979 — 3986.

29.Erttmann, R. et al. 1985. 7-Hydroxy-Methotrexate and Clinical Toxicity Following
High-Dose Methotrexate Therapy. J Cancer Res Clin Oncol 109:86 — 88.

30.Bablok, W. et al. 1988. A general regression procedure for method
transformation. Application of linear regression procedures for method
comparison studies in clinical chemistry. Part Ill. J. Clin Chem Clin Biochem
26:783 — 790.

31.Jacobs, S. A. et al. 1976. 7-Hydroxymethotrexate as a urinary metabolite in
human subjects and rhesus monkeys receiving high dose methotrexate. J Clin
Invest 57:534 — 538.

32.Wolfrom, C. et al. 1990. Pharmacokinetic study of methotrexate, folinic acid and
their serum metabolites in children treated with high-dose methotrexate and
leucovorin rescue. Eur J Clin Pharmacol 39:377 — 383.

33.Belz, S. et al. 1994. High-performance liquid chromatographic determination of
methotrexate, 7-hydroxymethotrexate, 5-methyltetrahydrofolic acid and folinic
acid in serum and cerebrospinal fluid. J Chromatogr B Biomed Appl 661:109 —
118.

34.Breithaupt, H. and Kuenzlen, E. 1982. Pharmacokinetics of methotrexate and 7-
hydroxy-methotrexate following infusions of high dose methotrexate. Cancer
Treat Rep 66:1733 — 1741.

18



14

Marcas Registadas

™
ARK ¢ uma marca registada da ARK Diagnostics, Inc.

Outras marcas ou nomes de produtos sdo marcas comerciais dos seus
respectivos proprietarios.

ARK Diagnostics, Inc.
Fremont, CA 94538 USA

Revisto em Agosto de 2020
1600-0213-00PT Rev 08

19



