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Nome

ARK™ Methotrexate Assay
Utilizacao prevista

O Ensaio de metotrexato ARK é um imunoensaio enzimatico homogéneo
concebido para a determinagao quantitativa de metotrexato no soro ou plasma
humanos utilizando analisadores quimico-clinicos automatizados. As medicdes
obtidas sao utilizadas no controlo dos niveis de metotrexato para ajudar garantir
uma terapia adequada.

As amostras de doentes que tenham recebido glucarpidase (carboxipeptidase
G2) como terapéutica de resgate de uma dose alta de metotrexato ndo devem
ser testadas com o Ensaio de metotrexato ARK.

Resumo e Explicagao do Teste

O metotrexato [acido N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinil)metil] metilamino]benzoil]-L-
glutédmico], anteriormente designado como ametopterina, € um antimetabolito
utilizado no tratamento de determinadas doengas neoplasicas, psoriase grave e
artrite reumatoide no adulto.’3 Metotrexato tem potencial para toxicidade grave.
Os doentes submetidos a terapéutica com metotrexato devem ser monitorizados
atentamente para que os efeitos tdéxicos possam ser prontamente detectados.

A monitorizagdo do metotrexato é habitualmente utilizada em doentes
submetidos a tratamento com doses elevadas de metotrexato para o cancro; os
resultados s&o utilizados para orientar a terapéutica de suporte enquanto o
metotrexato esta a ser eliminado pelos rins. Devem consultar-se as orientacdes
para a terapéutica de resgate de metotrexato com leucovorina.! Utilizaram-se
doses altas de metotrexato (cerca de 35 mg/m? - 12 g/m?) com leucovorina
(factor citrovorum), com resultados favoraveis, no tratamento de sarcoma
osteogénico, leucemia, linfoma nao Hodgkin, cancro do pulmao e da mama.*?

Principios do Procedimento

O Ensaio de metotrexato ARK é um imunoensaio homogéneo, baseado na
competicdo entre o farmaco presente na amostra e metotrexato marcado com a
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) pela ligagdo ao reagente do
anticorpo. A medida que se da a ligacdo deste ultimo ao anticorpo, a actividade
enzimatica diminui. Na presenga de farmaco proveniente da amostra, a
actividade enzimatica aumenta, sendo directamente proporcional a concentracao
do farmaco. A enzima activa converte a coenzima nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD) para NADH, o que € medido por espectrofotometria como
taxa de alteragdo da absorvéancia. A G6PDH enddgena presente no soro néo
interfere nos resultados porque a coenzima NAD funciona apenas com a enzima
bacteriana usada no ensaio.



5 Reagentes

REF Descrigao do Produto Quantidade/Volume

5026-0001-00 ARK Methotrexate Assay

5026-0001-02 Reggente = Ant?corpo/Substrato

Anticorpos policlonais de coelho contra metotrexato,
5026-0001-03 glicose-6-fosfato, nicotinamida adenina
dinucleotideo, albumina sérica bovina, conservantes
e estabilizadores

1X16 mL

Reagente R2 - Enzima

Metotrexato marcado com G6PDH bacteriano,
tampéo, seralbumina bovina, conservante e
estabilizadores

1X8mL

REF Descrigao do Produto Quantidade/Volume

5026-0001-01 ARK Methotrexate Assay

Reagente R1|— Anticorpo/Substrato
Anticorpos policlonais de coelho contra metotrexato, 1X28 mL
glicose-6-fosfato, nicotinamida adenina
dinucleotideo, albumina sérica bovina, conservantes
e estabilizadores

Reagente R2 — Enzima

Metotrexato marcado com G6PDH bacteriano,
tampao, seralbumina bovina, conservante e
estabilizadores

1X14 mL

Manuseamento e armazenamento do reagente

Os reagentes para o Ensaio de metotrexato ARK sdo fornecidos na forma
liquida, pronta a usar, e podem ser usados imediatamente depois de retirar do
frigorifico. Quando nao estiverem a uso, os reagentes tém de ser armazenados
a 2 — 8°C (36 — 46°F), na posicao vertical e com as tampas de rosca bem
fechadas. Se armazenados conforme as instrugdes, os reagentes sado estaveis
até a data de validade impressa no rotulo. N&o congelar os reagentes. Evitar a
exposi¢cao prolongada a temperaturas acima de 32°C (90°F). O armazenamento
inadequado de reagentes pode afectar o desempenho do ensaio.

6 Adverténcias e precaugoes

e Para utilizagdo em diagnéstico in vitro. Requer prescrigdo médica.
e Os reagentes e sdo fornecidos como conjunto, e ndo devem ser
trocados com reagentes com numeros de lote diferentes.

7 Colheita de amostras e preparagao para analise

e Cada laboratério é responsavel por fornecer uma amostra valida para analise
segundo os respectivos procedimentos de qualidade.

e E necessario soro ou plasma. Para a consisténcia, é boa pratica utilizar a
mesma matriz de amostras para cada doente individual.



O momento de amostragem de metotrexato dependera da dose, duragao da
perfusdo e estado clinico do doente. Consulte os protocolos de tratamento
especificos para ver o momento de amostragem.
N&o pode utilizar-se sangue total. Podem utilizar-se os anticoagulantes
seguintes com este ensaio.

= Heparina sodica

= Heparina de litio

= EDTA de potassio
A colheita de sangue tera de ser efectuada com tubos de colheita
compativeis para uso com a monitorizagao terapéutica do farmaco (TDM).
Siga as recomendagdes do fabricante do tubo para a colheita,
processamento e centrifugacéo.
O documento GP44-A4 do CLSI descreve os procedimentos para a
minimizacdo de artefactos devido a colheita e manuseamento de amostras
para as analises laboratoriais frequentes.3®
Nao induzir a formacdo de espuma e evitar congelamento e
descongelamento repetidos para preservar a integridade da amostra desde o
momento da sua colheita até ao ensaio.
A presencga de fibrina, glébulos vermelhos e outro material particulado pode
levar a resultados erroneos. Assegure uma centrifugagéo adequada.
A presenca de bolhas ou espuma nas amostras pode levar a uma aplicagao
curta da amostra e a resultados erroneos.
Cada laboratério deve consultar a literatura disponivel e os dados internos
relativos a estabilidade das amostras.
As amostras clarificadas podem ser armazenadas por até duas semanas a 2
a 8°C. Se o teste for adiado, as amostras devem ser conservadas
congeladas (= -10°C) antes da analise. Recomenda-se a limitagdo do numero
de ciclos de congelamento e descongelamento. Foi demonstrado que as
amostras resistem a 3 ciclos de congelacdo-descongelagdo quando
armazenadas a -20°C.
Manuseie todas as amostras de pacientes como se fossem
potencialmente infecciosas.

Procedimento

Materiais fornecidos
Ensaio de metotrexato ARK — 5026-0001-00 ou 5026-0001-01

Ensaio de metotrexato ARK, Roche® cobas ¢ pack — 5026-0001-02
Ensaio de metotrexato ARK, Roche® cobas ¢ pack green — 5026-0001-03

Materiais necessarios — Fornecidos separadamente
Calibrador de metotrexato ARK — 5026-0002-00

Controlos de qualidade — Controlo de metotrexato ARK — 5026-0003-00
Tampao de diluicio de metotrexato ARK — 5026-0004-00



Instrumentacao
Antes de serem usados, os reagentes e podem precisar de ser
transferidos para recipientes especificos do analisador. Evite a contaminagao

cruzada de e .

Muitos analisadores automatizados de quimica clinica com determinacao
fotométrica da taxa a 340 nm sao adequados. Consulte a folha da aplicagao
especifica do analisador para a programacao do Ensaio de metotrexato de ARK,
disponivel junto do seu distribuidor ou da Assisténcia ao Cliente da ARK. As
Folhas de Protocolo de Aplicacdo que foram classificadas pela CLIA ou que
ostentam a marcacgédo CE foram verificadas pelo fabricante. O laboratorio tem a
responsabilidade de proceder a toda a validagcao adequada para a utilizacao do
ensaio com outras configuragdes ou outros analisadores.

Consulte o0 manual do operador especifico do instrumento quanto a manutengao
diaria.

Sequéncia do ensaio
Para executar ou calibrar o ensaio, consulte o0 manual do operador especifico do
instrumento.

Calibracgao

Realize um procedimento completo de calibragdo (6 pontos) utilizando os
Calibradores de metotrexato A, B, C, D, E e F da ARK, execute os calibradores
em duplicado. A calibragdo é necessaria a cada novo numero de lote do kit de
reagentes. Verifique a curva de calibragdo com pelo menos dois niveis de
controlos de qualidade, conforme o plano de garantia de qualidade laboratorial
definido.

Quando recalibrar

e Sempre antes da utilizagdo de reagentes de um numero de lote novo

e Sempre que necessario, com base nos resultados do controlo de qualidade
e Sempre que esteja previsto pelos protocolos padréo de laboratorio

Controlo de Qualidade (CQ)

Os laboratérios devem estabelecer procedimentos de CQ para o Ensaio de
metotrexato ARK. Todos os requisitos de controlos de qualidade e de testes
devem ser realizados em conformidade com os regulamentos locais, regionais
Ou nacionais, ou com os requisitos de acreditagao.

As boas praticas de laboratério sugerem que sejam testados no minimo dois
niveis (pontos de decisdo médica baixo e alto) de controlo de qualidade a cada
dia em que se ensaiarem amostras de pacientes e de cada vez que se efectuar
uma calibragdo. Monitorize os valores de controlo para detectar quaisquer
tendéncias ou desvios. Se detectar quaisquer tendéncias ou desvios, ou se 0
controlo ndo recuperar dentro do intervalo especificado, verifique todos os
parametros operacionais conforme os seus procedimentos de qualidade de
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laboratdrio clinico. Contacte o Servico de Assisténcia ao Cliente para obter mais
assisténcia.

Protocolo de diluicao manual

O intervalo de medigdo do Ensaio de metotrexato ARK & de 0,04 — 1,20 pmol/L.
As amostras e controlos que contenham metotrexato em concentracbées mais
elevadas (> 1,20 ymol/l) sdo ensaiadas por diluicdo da amostra e controlos até
ao intervalo de medicao.

Dilua manualmente a amostra ou controlo com alta concentracdo usando o
tampao de diluicdo de metotrexato ARK preparando a diluicdo de dez vezes em
série conforme apresentado a seguir.

Amostra Tar_np_acz de o Fator de
diluicao Diluicao e
Volume diluicao
Volume
50 yI Amostra nao diluida 450 pl 1:10 10
50 pl 1:10 amostra 450 pl 1:100 100
50 yIl  1:100 amostra 450 pl 1:1000 1000
50 yI 1:1000 amostra 450 pl 1:10000 10000

Factor de diluicdo manual = (volume da amostra + volume do tampéo de diluicdo)
Volume da amostra

Multiplicar o resultado do ensaio pelo fator de dilui¢ao.
Resultados

Para converter de umol/ em ug/m, divida o valor obtido pelo factor de conversao
de 2,2005.

Limitagcoes do procedimento

Este ensaio foi concebido para ser usado apenas com soro ou plasma; ver a
seccdo Colheita da amostra e preparacao para analise. Em geral € boa pratica
usar o0 mesmo método (e a mesma matriz) consistentemente para pacientes
individuais devido ao potencial para variabilidade de método para método.
Consulte a Seccao Valores previstos mais adiante.

Como ocorre com todas as determinagdes de analitos, o valor de metotrexato
deve ser interpretado em conjunto com as informagdes disponiveis da avaliacdo
clinica e de outros procedimentos diagndsticos.
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IMPORTANTE: As amostras de doentes que tenham recebido glucarpidase
(carboxipeptidase G2) como terapéutica de resgate de uma dose alta de
metotrexato ndo devem ser testadas com o Ensaio de metotrexato ARK. Estas
amostras apresentam niveis séricos aumentados de acido 4-[[2,4-diamino-6-
(pteridinil)metil]-metilamino]-benzéico  (DAMPA)'%'2  que  resultam  do
metabolismo do metotrexato pela glucarpidase. O DAMPA faz uma reacgao
cruzada com o anticorpo de metotrexato usado neste ensaio e pode continuar
em circulacdo durante pelo menos cinco a sete dias antes de se poder voltar a
fazer medigbes exactas de metotrexato sérico.’ Os oncologistas da equipa
clinica devem notificar o laboratério quando for administrada glucarpidase para
evitar a comunicagcdo de concentragdes falsamente elevadas de metotrexato
devido a interferéncia de DAMPA, o que iria confundir os esforcos da terapéutica
com glucarpidase.”® Embora a glucarpidase seja bem tolerada e reduza
rapidamente o metotrexato em circulacdo, a eliminacido renal retardada de
metotrexato pode ainda assim ser um problema para os doentes adultos e
idosos.™

Valores previstos

Os niveis séricos de metotrexato dependem da indicacdo de utilizacao,
dosagem, modo de administragdo, regime de tratamento, farmacocinética
individual, metabolismo e outros factores clinicos.!3 Embora o nivel sérico possa
normalmente atingir cerca de 10 a 100 ymol/l no tratamento do cancro da mama
(por exemplo),’ as concentragbes podem ultrapassar os 1000 umol/I'® com a
terapéutica em dose elevada para osteossarcoma, tendo-se atingido os
3100 umol/l de metotrexato apds uma perfusdo de 4 horas em doentes
pediatricos com osteossarcoma.'” Para o tratamento do osteossarcoma,’® a
curva de decaimento de metotrexato tem uma elevada variabilidade: 24 horas,
30 a 300 umol/L; 48 horas, 3 a 30 ymol/L; e 72 horas, menos de 0,3 umol/L.
Administra-se habitualmente uma dose de 10 mg de leucovorina por via
intravenosa 24 horas apods o inicio da perfusao de MTX. As doses subsequentes
sdo ajustadas e administradas segundo os niveis de MTX obtidos as 24, 48 e
72 horas. Niveis de metotrexato acima de 50 pymol/L as 24 horas, 10 pmol/L as
48 horas e 0,5 ymol/L as 72 horas indicam uma toxicidade potencial e sao
geralmente tratados com um aumento da dose de leucovorina de acordo com os
algoritmos até que o nivel de metotrexato seja < 0,1 yumol/L. As orientagdes para
a terapéutica de resgate de metotrexato com leucovorina geralmente
recomendam a continuacao de leucovorina até que o nivel de metotrexato baixe
para menos de 0,05 umol/l."-° Alguns centros seguem < 0,10 ymol/I."6. 18

Das informacgdes de prescricao e outras: indicadores laboratoriais de toxicidade
apos esquemas de tratamento de resgate com leucovorina para metotrexato em
dose alta.’- 9 19
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Achados laboratoriais
. ~ .. Nivel de .
Situagao clinica Horas apés a
metotrexato .. ~
administragao
(umol/l)

Eliminagéo normal do :110 ig
metotrexato <0,2 72
Eliminacao retardada >0,2 72
(tardia) do metotrexato > 0,05 96
Eliminacao retardada 250 24

>5 48
(precoce) do
metotrexato ou
e/ou aumento 24

A - = 100% da
evidéncia de lesao renal C
creatinina
aguda -
sérica

A toxicidade renal é um risco importante e pode ser exacerbado pela co-
administracdo de outros farmacos,' 9 como por exemplo a
vancomicina.?’Podem ocorrer outras formas de toxicidade, incluindo
perturbagdes digestivas (por ex., ndusea, vomitos, dor abdominal), perturbagdes
cutdneo—mucosas (sobretudo mucosite), alteragbes hematoldgicas (por ex.,
neutropenia e trombocitopenia), perturbacbes nos testes a fungédo renal e
neurotoxicidade.?'-2

Dado o perfil de aparecimento do metabolito 7-hidroximetotrexato,’ 27 a
respectiva propor¢do molar para metotrexato de até cerca de 100 vezes mais?® e
a insolubilidade relativa em comparagdo com a forma ndo modificada do
farmaco,' ' a possivel nefrotoxicidade devido a precipitacdo do metabolito nos
tubulos renais?® pode retardar a eliminagédo do metotrexato em si.

A terapéutica com glucarpidase reduz o nivel de metotrexato em circulagéao
rapidamente, mas nao o farmaco intracelular. Observou-se um efeito de
ricochete no nivel sérico de metotrexato apds a terapéutica com glucarpidase. '
A eliminacdo de DAMPA pode demorar varios dias até deixar de interferir com a
monitorizagdo de metotrexato através do imunoensaio.’3

Caracteristicas Especificas do Desempenho

Cada laboratério é responsavel pela verificagdo do desempenho usando os
parametros definidos para o seu analisador. Obtiveram-se as seguintes
caracteristicas de desempenho para o sistema Beckman Coulter AUG80.



Limite de Quantificagao (LoQ)

Foram determinadas as seguintes carateristicas de acordo com o EP17-A2 do
CLSI para o Ensaio de metotrexato ARK. O desempenho especifico do
analisador pode variar.

Critério Concentragao de
metotrexato (umol/l)

Limite de branco (LoB); N = 60 0.00

uB + 1,645 DP, em que DP = 0,002 '

Limite de deteg&o (LoD); N = 60 0.02

LoB + 1,652 DP, em que DP = 0,012 '

Limite de quantificacdo (LoQ); N = 40 0.04
LoQ-2DP > LoD ’

Cada laboratério € responsavel pela determinacdo dos critérios de notificacdo
das concentragdes de metotrexato. A seguinte sugestdo do EP17-A2 de CLSI
pode ser adequada:

Resultado < LoB relatar "n&o detectado; concentragao < LoD"
LoB < resultado < LoQ relatar “analito detectado; concentragdo < LoQ”
Resultado = LoQ relatar o resultado tal como medido

Intervalo de medigao

O intervalo de medicao analitica do Ensaio de metotrexato ARK é de 0,04 —
1,20 ymol/L. As amostras que contém metotrexato em concentragbes mais
elevadas sdo analisadas por diluicio da amostra. Comunicar os valores de
ensaio que excedam o LoD de acordo com as informagdes fornecidas para o
LoQ. Multiplicar o resultado do ensaio pelo fator de diluicdo para amostras que
contenham metotrexato acima do intervalo de medigao.

Recuperagao

A exactiddo (recuperagcdo analitica) realizou-se adicionando o farmaco
metotrexato concentrado a soro humano negativo para metotrexato. Adicionou-
se volumetricamente um concentrado de metotrexato certificado, de pureza
elevada, a soro humano negativo para metotrexato, representando as
concentracbes de farmaco em todo o intervalo de calibracdo do ensaio.
Ensaiaram-se seis replicados de cada amostra num analisador automatizado de
quimica clinica. Calculou-se a média dos resultados e esta foi comparada com a



concentracado pretendida, calculando-se o valor de recuperacédo percentual. Os
resultados sao apresentados na seguinte tabela.

% de recuperagao = 100 x concentracdo média recuperada
concentracao teorica

Contce’n_tragéo Concentragao Percentagem de
( ::,I:T/T) medl?pr:]c;tlxl?)erada recuperacio (%)
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 recuperacgao: 104,2
Linearidade

Os estudos de linearidade foram realizados como recomendado pelo EP6-A do
CLSI. Foi preparada uma amostra de soro com concentragao de 1,40 umol/L e
fizeram-se diluicbes proporcionalmente com soro humano negativo para
metotrexato. O Ensaio de metotrexato ARK foi linear entre 0,03 e 1,20 pmol/L.
Os resultados sao apresentados na seguinte tabela.

Concentragdo Resultados Resultados Resultados

teorica observados previstos previstos Diferencga

(umolll) (umolll) de 1.2 de 2.2 (umol/L ou %)

H H ordem ordem
0,00 0,01 -0,002 0,010 ND
0,03 0,04 0,029 0,038 0,009 umol/L
0,05 0,06 0,050 0,057 0,007 ymol/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 que contém metotrexato entre 2 e 1200 pmol/L foram preparadas
proporcionalmente em soro humano agrupado e depois diluidas para a gama de
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calibragdo com o tampao de diluicdo de metotrexato ARK. A regressao das
concentragbes de metotrexato ensaiadas foi linear em toda a gama.

Comparacgao dos métodos

Realizaram-se estudos de correlagdo usando o EP9-A3 do CLSI. Os resultados
do Ensaio de metotrexato ARK no analisador Beckman Coulter AU680 foram
comparados com os resultados do analisador Roche/Hitachi 917.

As concentragdes de metotrexato por Roche/Hitachi 917 variaram entre 0,04 e
1050 pmol/L (uM). Os valores de metotrexato ARK no Beckman Coulter AU680
variaram entre 0,04 e 1070 ymol/L. Os resultados da analise de regressao
Passing-Bablok®® para o estudo sdo apresentados abaixo (com limites de
confianga de 95%) para 112 amostras dentro do intervalo de medigdo, bem
como para todas as 142 amostras, incluindo as que se encontram acima do
intervalo de medic¢ao que requerem diluigao.

Intervalo de 0,04 a 1,11 Intervalo de 0,04 a 1050

Parametro M uM

Declive 099 (0,96a1,00) 1,00  (1,00a1,02)
Intersecgdo noeixodosy 0,00  (0,00a0,01) 0,00  (0,00a 0,00)

Coeficiente de correlagao
(r?)
Numero de amostras 112 ND 142 ND

0,98  (0,97a098) 1,00 (1,00 a 1,00)

Precisao

A precisao foi determinada conforme descrito no EP5-A3 do CLSI. O Controlo de
metotrexato ARK de seis niveis e o soro humano agrupado contendo
metotrexato foram utilizados no estudo. Cada nivel foi ensaiado em
quadruplicado duas vezes por dia durante 20 dias. Houve um intervalo minimo
de duas horas entre cada uma das execugdes (quadruplas) do ensaio por dia.
Calcularam-se os valores de DP e de percentagem de CV (%) intra-execugéo
entre dias e total. Os resultados sdo apresentados na seguinte tabela. Critério de
aceitacao: CV total <10% para concentragdes >0,1 pmol/L, DP <0,01 para
concentracdes <0,1 uymol/L.

11



" Intra- .
Amostra N Média execugio Entre dias Total

(bmolll)  po ocv DP  w%CvV DP  %CV

Controlo de metotrexato ARK

LOW
BAxo) 160 008 0006 78 0004 55 0008 96
MD 160 039 0009 22 0007 17 0012 3.1
(MEDlO) b b ) b 3 3 )
HIGH
ALTo) 160 078 0026 33 0027 35 0038 49
5 160 52 0186 36 0247 48 0309 6.0

50 160 48,7 3,674 7.6 2,264 4,6 4,439 9,2
500 160 516,8 13,284 26 35641 69 38,813 7,5

Soro humano

LOW
@AxO) 160 008 0007 89 0006 72 0009 112
MD 460 041 0011 26 0008 21 0015 37
(MED'O) b b ) b H H )
HIGH
(ALTo) 160 082 0038 46 0031 38 0050 6
5 160 52 0278 53 0381 7.3 0464 89

50 160 53,0 1,624 3,1 3,319 6,3 3,705 7,0
500 160 507,9 12,222 2,4 22957 45 26,177 52

Substancias Interferentes

Realizaram-se estudos de interferéncia usando o EP7-A2 do CLSI como
orientagcdo. Avaliaram-se concentragdes clinicamente altas das seguintes
substancias enddgenas potencialmente interferentes em soros com niveis
conhecidos de metotrexato (cerca de 0,05 e 0,50 ymol/l). Cada amostra foi
analisada com o Ensaio de metotrexato da ARK em conjunto com um controlo
de metotrexato em soro. A medicdo do metotrexato ndo foi substancialmente
afetada nos niveis de substancias endégenas testadas.
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Metotrexato Metotrexato
(~ 0,05 pmol/L) (~ 0,50 pmol/L)
Substancia Concentragao Control Controlo Teste
interferente o osoro 1% soro (% de
interferente 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)
Sg;rﬁé’;';z nao 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)
Gamaglobulina 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)
Factor reumatéide 1080 Ul/ml 0,06 0,07 0,46 0,45 (96,7)
Triglicéridos 835 mg/dL 0,05 0,04 0,48 0,48 (98,6)
Acido drico 30 mg/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (100,7)

Especificidade

Testaram-se os metabolitos de metotrexato, analogos de folato e outros
compostos com similaridade estrutural para determinar se estes compostos
afectam a quantificagdo das concentracbes de metotrexato utilizando o Ensaio
de metotrexato ARK. Contaminou-se deliberadamente soro agrupado sem
metotrexato e com 0,05 pmol/l ou 0,50 pmol/l de metotrexato. As amostras foram
analisadas e as concentracbes de metotrexato das amostras que continham
substancias interferentes foram comparadas com um controlo sérico.

Reatividade cruzada com 7-hidroximetotrexato, o principal metabdlito

Apds a administracdo de metotrexato em dose alta (HDMTX), a concentragao
sérica/plasmatica de 7-hidroximetotrexato costuma ultrapassar a do metotrexato
nos pontos temporais mais tardios. Registou-se que o0s niveis de 7-
hidroximetotrexato ultrapassam os de metotrexato até 100 vezes nas 12 a
48 horas ap6s a administracdo de HDMTX. 15 27, 29, 31, 33-34

A reatividade cruzada por 7-hidroximetotrexato na medicado do metotrexato foi
determinada para o Ensaio de metotrexato ARK, testando amostras
emparelhadas que continham (1) tanto 0,05 pmol/L de metotrexato como 5
umol/L de 7-hidroximetotrexato e (2) tanto 0,50 ymol/L de metotrexato como 50
pumol/L de 7-hidroximetotrexato em soro humano.

O Ensaio de metotrexato ARK ndo produziu reagao cruzada (< 0,1%) com o
metabolito principal 7-hidroximetotrexato.
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Reactividade cruzada ao acido 2,4-diamino-N°-metilpterdico (DAMPA)

Sendo um metabolito de menor importancia do metotrexato, ndo se prevé que
DAMPA circule a concentragdes que interfram na medicdo do metotrexato.3?
Contudo, apds a terapéutica de resgate com glucarpidase, a concentragcéo
sérica de DAMPA pode ser substancial.'® '* O Ensaio de metotrexato ARK
apresenta uma reaccido cruzada substancial com o metabolito de menor
importancia DAMPA. Realizaram-se testes na auséncia da forma ndo modificada
do farmaco metotrexato. A reactividade cruzada com DAMPA variou entre 76,3%
a 100% com base nos dados observados. O ensaio ndo deve ser utilizado
durante a possivel terapia compassiva com glucarpidase (carboxipeptidase G2)
qgue converta rapidamente em DAMPA o metotrexato em circulacéo.

Farmacos que reagem de forma cruzada

O Ensaio de metotrexato ARK tem uma reacéo cruzada ligeira com triamtereno
e trimetoprima; no entanto, estes farmacos podem ser contra-indicados para o
tratamento do cancro com metotrexato devido a efeitos adversos adicionais se
forem co-administrados. As estruturas destes compostos correspondem
estreitamente a porcdo do anel pteridina do metotrexato. Na auséncia de
metotrexato, foi observada reatividade cruzada com triamtereno (1,15%) e
trimetoprima (0,01%). Na presenca de metotrexato, a reatividade cruzada com
triamtereno (<3,3%) e trimetoprima (<0,5%) resultou com base nos dados
observados.

Reatividade cruzada com analogos do folato e outros compostos

O Ensaio de metotrexato ARK n&o apresentou reagao cruzada (< 0,01%) com
analogos do folato ou outros compostos a = 1000 pymol/L, conforme testado.

Composto Testado

(mmol/L)
Adriamicina 1000
Ciclofosfamida 1500
Citosina 1000
Acido di-hidrofélico 1000
DL-6-metil-5,6,7,8-tetra-hidropterina 1000
Acido félico 1000
Acido folinico (leucovorina) 1000
5-fluorouracilo 3000
6-mercaptopurina 1000
Acido 5-metiltetra-hidrofdlico 1000
Prednisolona 1000
Pirimetamina 1000
Sulfametoxazol 1600
Acido tetra-hidrofdlico 1000
Vinblastina 1000
Vincristina 1000
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