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1  Nombre 

 

ARK™ Methotrexate Assay 

 
2 Uso previsto 
 

El Ensayo de metotrexato de ARK es un inmunoensayo enzimático homogéneo 
concebido para la determinación cuantitativa del metotrexato en suero o plasma 
humanos en analizadores químico-clínicos automatizados. Las mediciones 
obtenidas se usan para la monitorización de los niveles de metrotrexato con el 
fin de definir la terapia más apropiada. 
 
La muestras procedentes de pacientes que hayan sido tratados con 
glucarpidasa (carboxipeptidasa G2) como quimioprotector y con dosis altas de 
metotrexato no deberían ser testados con el Ensayo de metotrexato ARK. 
 

3 Resumen y explicación del ensayo 
 

El metotrexato [ácido N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinil) metil] metiamino] benzoil]-L- 
glutámico], conocido anteriormente con el nombre de "ametopterina", es un 
antimetabolito empleado en el tratamiento de algunas formas de neoplasias, de 
la psoriasis grave y de la artritis reumatoide en adultos.1-3 El metotrexato puede 
resultar gravemente tóxico. Por esta razón es de suma importancia monitorizar 
continuamente a los pacientes sometidos a terapia con metotrexato con el fin de 
detectar a tiempo la aparición de efectos tóxicos. Consultar las directrices sobre 
la terapia con metotrexato asociado a leucovorina como quimioprotector.1  De 
hecho, se han aplicado dosis  intermedias y altas de metotrexato (aprox. 35 
mg/m2 - 12 g/m2) con rescate de leucovorina (ácido folínico) obteniendo 
resultados alentadores en el tratamiento del sarcoma osteogénico, la leucemia, 
el linfoma no hodgkiniano, el cáncer de pulmón o de pecho.4-8  
  

4 Principios del procedimiento 
 

El Ensayo de metotrexato ARK es un inmunoensayo homogéneo basado en la 
competición entre el fármaco presente en la muestra y el metotrexato marcado 
con la enzima glucosa-6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) a la hora de unirse al 
anticuerpo del reactivo. Cuando el metotrexato marcado se une al anticuerpo, la 
actividad enzimática disminuye. En presencia del fármaco de la muestra la 
actividad enzimática aumenta y es directamente proporcional a la concentración 
del fármaco. La enzima activa convierte la coenzima NAD (nicotinamida adenina 
dinucleotido) en NADH cuyo nivel se mide mediante espectrofotometría al estar 
en relación con la diferencia de absorbancia. La G6PDH sérica endógena no 
interfiere en los resultados porque la coenzima NAD funciona sólo con la enzima 
de procedencia bacteriana usada en el ensayo. 
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5 Reactivos 
 

Ref. Descripción del producto Cantidad/Volumen 

5026-0001-00 

5026-0001-02 

5026-0001-03 

ARK™ Methotrexate Assay  

Reactivo R1 – Anticuerpo/Sustrato 
anticuerpos antimetotrexato policlonales de 
conejo, glucosa-6-fosfato, nicotinamida 
adenina dinucleotido, albumina de suero 
bovino, conservante y estabilizantes  

1 X 16 mL 

Reactivo R2– Enzima  
metotrexato marcado con G6PDH bacteriano, 
tampón, albumina de suero bovino, conservante y 
estabilizantes 

1 X 8 mL 

 
Manipulación y almacenamiento del reactivo  
 
Los reactivos del Ensayo de metotrexato ARK se suministran en forma líquida, 
listos para el uso, y pueden ser usados justo después de sacarlos del frigorífico. 
Cuando no se están usando, los reactivos se deben almacenar a una 
temperatura entre 2°C y 8°C (36-46°F) de pie y con el tapón 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 exposición prolongada a temperaturas 
superiores a los 32°C (90°F). Un almacenamiento incorrecto de los reactivos 
puede afectar el resultado del ensayo. 

 
6 Advertencias y precauciones 
 

 Para uso diagnóstico in vitro. Para uso exclusivo bajo prescripción médica. 
 Los reactivos R1 y R2 se suministran asociados en un set y no se deberían 

intercambiar con reactivos que lleven otro número de lote. 
 
7 Recogida de muestras y preparación para el análisis 
 

 Se precisan muestras de suero o de plasma. Es buena práctica usar siempre 
la misma matriz de muestra para el mismo paciente, con el fin de obtener una 
mayor homogeneidad de los resultados.  

 Los intervalos de recogida de las muestras dependerán de la dosis, de la 
duración de la infusión y del estado clínico del paciente. Consultar los 
protocolos específicos del tratamiento para determinar dichos intervalos. 

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

 Heparina de sodio  
 Heparina de litio  
 EDTA potásico  

 Recoger la sangre con tubos adecuados para el uso en la monitorización 
farmacoterapéutica (TDM por sus siglas en inglés). 



 

  4 

Cada laboratorio debe comprobar la aceptabilidad de los tubos de gel 
separador, para la preparación del suero antes de ejecutar el Ensayo de 
metotrexato ARK. 

 No provocar la formación 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.  

 La presencia de fibrina, de hematíes o de otras partículas suspendidas puede 
alterar el resultado. La centrifugación debe ser correcta.   

 Las muestras clarificadas pueden ser almacenadas un máximo de dos 
semanas a una temperatura entre 2°C y 8°C. Si no se prevé ejecutar el 
ensayo dentro de estos plazos, las muestras también se pueden congelar ((≤ 
-10°C). El número de ciclos de congelación-descongelación no debe ser 
excesivo. Se ha comprobado que las muestras resisten tres ciclos de 
congelación-descongelación si se almacenan a -20°C. 

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

 
8 Procedimiento 
 

Material suministrado 
 
Ensayo de metotrexato ARK – REF 5026-0001-00  

Ensayo de metotrexato ARK, Roche® c pack – REF 5026-0001-02 

Ensayo de metotrexato ARK, Roche® c pack verde – REF 5026-0001-03 
 
Material requerido (se suministra por separado) 
 
Calibrador de metotrexato ARK – REF 5026-0002-00 

Controles de calidad – Control de metotrexato ARK – REF 5026-0003-00 

Tampón de dilución de metotrexato ARK – REF 5026-0004-00 
 
Instrumentación 
 
Antes del uso puede ser necesario transferir los reactivos R1 y R2 a recipientes 
específicos para el instrumento de análisis. Evitar la contaminación cruzada 
entre R1 y R2. 
 
Secuencia del ensayo 
 
Para ejecutar correctamente el ensayo o la calibración, véase el manual del 
instrumento. 
 
Calibración 
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Ejecutar una calibración completa (de 6 puntos) usando los calibradores de 
metotrexato ARK A, B, C, D, E, y F (ensayo doble). Con cada nuevo número de 
lote del kit de reactivos es preciso ejecutar una nueva calibración. Verificar la 
curva de calibración con controles de calidad de al menos dos niveles en 
conformidad con el plan de aseguramiento de calidad fijado en el laboratorio.  
 
Cuándo repetir la calibración 
 
 Siempre que se vayan a utilizar reactivos de un nuevo lote 
 Siempre que resulte necesario en base a los resultados del control de calidad  
 Siempre que lo prevean los protocolos estándar del laboratorio 
 
Control de calidad (QC) 
Los laboratorios deben establecer procedimientos de QC para el Ensayo de 
metotrexato ARK. Todos los controles de calidad y las pruebas se deben 
ejecutar en cumplimiento de las normas locales, regionales o nacionales y de los 
requisitos de acreditación. 

 
La buena práctica de laboratorio sugiere que sean testados al menos dos niveles 
(puntos de decisión médica alto y bajo) del control de calidad todos los días, que 
se realice el ensayo de las muestras del paciente y que se efectúe una 
calibración cada vez. Monitorizar constantemente que los valores de control no 
presenten ninguna tendencia ni desviación. Si se detecta alguna tendencia o 
desviación o si el control no cae dentro del margen especificado, comprobar 
todos los parámetros operativos siguiendo los procedimientos de calidad clínicos 
y del laboratorio. Para más información, contactar con nuestro servicio de 
atención al cliente. 
 
Protocolo de dilución manual 
 
Los márgenes de medición del Ensayo de metotrexato ARK son 0,04 - 1,20 
μmol/L. Las muestras y los controles que contengan metotrexato en mayores 
concentraciones (>1,20 μmol/L) se ensayan diluyendo la muestra y los controles 
para que entren dentro de los márgenes de medición. 
 
Diluir manualmente la muestra de alta concentración o el control con el tampón 
de dilución de metotrexato ARK, preparando la correspondiente serie de 
diluciones en progresión decimal como se muestra aquí abajo. 
 

Volumen de  
muestra 

Volumen 
muestra  

Dilución 
Factor de 
dilución 

50 μL  Muestra sin diluir 450 μL 1:10 10 

50 μL         Muestra 1:10 450 μL 1 (100) 100 

50 μL  Muestra 1:100 450 μL 1:1000 1000 

50 μL   Muestra 1:1000 450 μL 1:10000 10000 
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Factor de dilución manual = (Volumen de la muestra + Volumen del tampón de dilución) 
               Volumen de la muestra 
 
Multiplicar el resultado del ensayo por el factor de dilución. 
 
 

9 Resultados 
 

Para convertir μmol/L en μg/mL, dividir el valor obtenido por el factor de 
conversión de 2,2005. 

 
 
10 Limitaciones del procedimiento 

 
Este ensayo está concebido exclusivamente para su uso con suero o plasma; 
atenerse al apartado "Recogida de muestras y preparación para el análisis". 
Generalmente es buena práctica seguir el mismo método (y la misma matriz) en 
el tratamiento de cada paciente debido al potencial de variabilidad de un método 
a otro. Véase el apartado "Valores previstos". 
 
Como ocurre normalmente, el valor de metotrexato debería ser usado siempre 
en relación con la información disponible de la evaluación clínica y de otros 
procedimientos diagnósticos.  
 
IMPORTANTE: La muestras procedentes de pacientes que hayan sido tratados 
con glucarpidasa (carboxipeptidasa G2) como quimioprotector y con dosis altas 
de metotrexato no deberían ser testados con el Ensayo de metotrexato ARK. 
Estas muestras presentan niveles séricos altos de ácido 4-[[2,4-diamino-6-
(pteridinil)metil]-metilamino]-benzoico (DAMPA)10-12, un compuesto que resulta 
del metabolismo del metotrexato por acción de la glucarpidasa. El DAMPA 
presenta reacción cruzada con el anticuerpo antimetrotrexato usado en este 
ensayo y puede seguir circulando durante al menos cinco o siete días antes de 
poder realizar mediciones exactas del metotrexato sérico.13 Los oncólogos del 
equipo médico deben avisar al laboratorio cuando se haya administrado 
glucarpidasa con el fin de evitar resultados que, debido a la interferencia del 
DAMPA, aparezcan concentraciones erróneamente elevadas de metotrexato; 
estos resultados mermarían las evaluaciones de la terapia con glucarpidasa.13 
La glucarpidasa es bien tolerada y reduce rápidamente el MTX circulante, pero 
la eliminación renal lenta del metotrexato puede seguir siendo un problema para 
pacientes adultos o mayores 14 
 
 

11 Valores previstos 
 

Los niveles séricos de metotrexato dependen de la indicación de uso, de la 
dosificación, de la modalidad de administración, del tratamiento, de la 
farmacocinética individual, del metabolismo y de otros factores clínicos.1,3 



 

  7 

Mientras el nivel sérico alcanza normalmente concentraciones de metotrexato 
entre 10 y 100 μmol/L en el tratamiento del cáncer de pecho (por ejemplo),15  las 
concentraciones pueden llegar a sobrepasar las 1000 µmol/L16 en la terapia de 
alta dosis para el osteosarcoma. Se han alcanzado incluso concentraciones de 
3100 μmol/L en pacientes pediátricos afectados por ostesarcoma después de 
una infusión de 4 horas.17 La curva de descomposición del metotrexato es muy 
variable en el tratamiento del osteosarcoma16: 24 horas, 30 a 300 µmol/L; 48 
horas, 3 a 30 µmol/L; y 72 horas, menos de 0,3 µmol/L. Se suele administrar una 
dosis intravenosa de 10 mg de leucovorina 24 horas después de inyectar la 
infusión de MTX. En base a los niveles de MTX obtenidos a las 24, 48 y 72 
horas se ajustarán las dosis siguientes. Los niveles de metotrexato que 
sobrepasen las 50 µmol/L a las 24 horas, las 10 µmol/L a las 48 horas y las 0,5 
µmol/L a las 72 horas anuncian toxicidad potencial y suelen ser tratadas 
aumentando la dosis de leucovorina en conformidad con los algoritmos hasta 
que el nivel de MTX sea <0,1 µmol/L. Los protocolos terapéuticos que prevén 
metotrexato con rescate de leucovorina suelen recomendar el mantenimiento de 
la leucovorina hasta que el nivel de metotrexato caiga por debajo de 0,05 
μmol/L.1, 9 Algunos centros se atienen a ≤ 0,10 μmol/L.16, 18 

 
Sobre la prescripción médica y otras informaciones: Indicadores de toxicidad en 
laboratorio siguiendo programas de rescate de leucovorina con altas dosis de 
metotrexato.1, 9, 19 
 

Situación clínica 

Resultados de laboratorio 
Nivel de 
metotrexato 
(µmol/L) 

Horas 
después de la 
administración 

Eliminación normal del 
metotrexato 

~10 
~1 

<0,2 

24 
48 
72 

Retraso tardío en la 
eliminación de 
metotrexato 

>0,2 
>0,05 

72 
96 

Retraso precoz en la 
eliminación de 
metotrexato  
 
y/o  
 
Evidencia de lesión 
renal aguda 

≥50 
≥5 
 

O 
  

≥100% 
aumento de la 

creatinina 
sérica 

24 
48 

 
 
 

24 

 
La toxicidad renal es un riesgo significativo y puede aumentar si el paciente 
asume también otros fármacos, 14, 19 por ejemplo, la vancomicina.20 Pueden 
aparecer otras formas de toxicidad, como trastornos digestivos (p. ej., nauseas, 
vómito, dolor abdominal), trastornos cutáneos o de las mucosas (especialmente 
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mucositis), anomalías hematológicas (p. ej., neutropenia y trombocitopenia), 
anomalías en pruebas de funcionalidad hepática, y neurotoxicidad.21-28 
 
Dado el perfil de aparición del metabolito 7-hidrometotrexato,15, 27su relación 
molar respecto al metotrexato, que puede llegar a ser aproximadamente 100 
veces superior,29 y la mayor insolubilidad respecto al fármaco original,14, 19 una 
eventual nefrotoxicidad debida a la precipitación del metabolito en los túbulos 
renales 29 puede retrasar la eliminación del metotrexato mismo. 
 
El tratamiento con glucarpidasa (disponible en uso compasivo) reduce 
rápidamente el nivel de metotrexato en circulación sin afectar los niveles 
intracelulares. Se ha observado un efecto de rebote en el nivel sérico del 
metotrexato después del tratamiento con glucocarpidasa.14 La eliminación de 
DAMPA (un metabolito de la glucocarpidasa) puede tardar algunos días antes de 
dejar de interferir con la monitorización por inmunoensayo del metotrexato.13  
 
 

12 Características de rendimiento específicas 
 
Cada laboratorio es responsable de verificar el rendimiento usando los 
parámetros establecidos para sus analizadores. Las características de 
rendimiento que se indican a continuación fueron obtenidas con un analizador 
Beckman Coulter AU680. 
 
Límite de cuantificación (LoQ) 
 
Los datos técnicos siguientes fueron determinados en conformidad con los 
protocolos EP17-A2 del CLSI para el Ensayo de metotrexato ARK. El 
rendimiento específico de cada analizador puede variar. 

 
 

Criterio Concentración de MTX 
(μmol/L) 

Límite de blanco (LoB); N = 60 

μB + 1,645 DE, donde DE = 0,002 

0,00 

Límite de detección (LoD); N = 60 

LoB + 1,652 DE, donde DE = 0,012 

0,02 

Límite de cuantificación (LoQ); N = 40 

LoQ – 2 DE > LoD 

0,04 

 
Cada laboratorio deberá determinar los criterios para la realización del informe 
sobre las concentraciones de metotrexato. Las siguientes propuestas 
procedentes de los protocolos EP17-A2 del CLSI pueden resultar útiles: 
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Resultado ≤ LoB  indicar en el informe “no detectado; 
concentración < LoD” 

LoB < resultado < LoQ  indicar en el informe “analito detectado; 
concentración < LoQ” 

Resultado ≥ LoQ   indicar en el informe el resultado medido 
 

Margen de medición 
 
El margen de medición del Ensayo de metotrexato ARK es 0,04 - 1,20 μmol/L. 
Las muestras y los controles que contengan metotrexato en concentraciones 
superiores (>1,20 μmol/L) se ensayan diluyéndolos. Indicar en el informe los 
valores detectados que sobrepasen el LoD en conformidad con la información 
facilitada para el LoQ. Multiplicar el resultado del ensayo por el factor de dilución 
para las muestras que contengan metotrexato en cantidades superiores al 
margen de medición. 

 
Recuperación 
 
La recuperación analítica se calculó añadiendo metotrexato concentrado a suero 
humano negativo al metotrexato. Fue añadido un volumen determinado de un 
concentrado procedente de un lote certificado de metotrexado altamente puro al 
suero humano negativo al metotrexato, representándose así las concentraciones 
del fármaco a través del margen de calibración del ensayo. Fueron ensayadas 
seis réplicas de cada muestra en un analizador químico-clínico automatizado. 
Fue calculado el promedio de los resultados y comparado con la concentración 
teórica para calcular el valor porcentaje de la recuperación. Los resultados se 
muestran abajo. 
 
% Recuperación = 100   X    Concentración media recuperada 

       Concentración teórica 

 

Concentración 
teórica  

(μmol/L) 

Concentración 
recuperada 

teórica  
(μmol/L) 

Porcentaje de 
Recuperación (%) 

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 

Promedio de recuperación en %: 104,2 



 

  10 

Linealidad 
 
Se realizaron estudios de linealidad con el procedimiento propuesto en el 
protocolo E6-A del CLSI. Se preparó una muestra de suero de 1,40 μmol/L y se 
usó para hacer diluciones proporcionales con suero humano negativo al 
metotrexato. El ensayo de metotrexato ARK ha resultado lineal entre 0,03 y 1,20 
µmol/l.  Los resultados se muestran abajo. 

 

Teórico 
(μmol/L) 

Resultados 
observados  

(μmol/L) 

Resultados 
(predicción 
de primer 

orden) 

Resultados 
(predicción 
de segundo 

orden) 

Diferencia 
(μmol/L o %)  

0,00 0,01 -0,002 0,010 no disponible 
0,03 0,04 0,029 0,038 0,009 µmol/L 
0,05 0,06 0,050 0,057 0,007 µmol/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 % 

 
 
Las muestras que contienen metotrexato en una concentración entre 2 y 1200 
μmol/L se diluyeron en primer lugar, proporcionalmente con una mezcla de los 
sueros de un grupo de personas y, en segundo lugar, se alargaron hasta entrar 
en el margen de calibración con el tampón de dilución de metotrexato ARK. La 
regresión de las concentraciones de metotrexato ensayadas era lineal a lo largo 
de todo el margen. 
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Comparación de métodos 
 
Fueron investigadas las correlaciones ateniéndose al protocolo EP9-A3 del 
CLSI. Fueron comparados los resultados del Ensayo de metotrexato de ARK 
obtenidos en el analizador modelo Beckman Coulter AU680 con los resultados 
suministrado por el analizador modelo Roche/Hitachi 917. 
 
Las concentraciones de metotrexato obtenidas con Roche/Hitachi 917 oscilaban 
entre 0,04 y 1050 µmol/l (µM). Por otro lado, los valores de metrotrexato de ARK 
obtenidos con el Beckman Coulter AU680 se encontraban entre 0,04 y 1070 
μmol/l. Abajo aparecen los resultados del análisis de la regresión de Passing-
Bablok30 de este estudio (con límites de confianza del 95%) para 112 muestras 
dentro del margen de medición y para 142 muestras incluyendo las que estaban 
por encima del margen de medición requiriendo dilución. 

 

Parámetros Margen de 0,04 a 1,11 µM Margen de 0,04 a 1050 µM 

Pendiente 0,99 (0,96 a 1,00) 1,00 (1,00 a 1,02) 

Intersección con y 0,00   (0,00 a 0,01) 0,00  (0,00 a 0,00) 

Coeficiente de correlación 
(r2) 

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

Número de muestras 112 no disponible 142 no disponible 
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Precisión 
 
La precisión fue determinada con el procedimiento descrito en el protocolo EP5-
A3 del CLSI. En este estudio fue empleado el Control de metotrexato ARK de 
seis niveles y muestras de procedencia humana mezcladas que contenían 
metotrexato. Cada nivel fue ensayado por cuadruplicado dos veces al día 
durante 20 días. Cada una de las series diarias estaba separada por al menos 
dos horas. Fue calculada la precisión intraserial y la interdiaria, la DE total y los 
CVs porcentuales. Los resultados se muestran abajo. Criterios de aceptación: 
≤10% total CV a >0,1 µmol/L, DE≤0,01 a ≤0,1 µmol/L. 

 

Muestra No. 
Promedio 
(μmol/L) 

Intraserial Interdiaria Total 
DE %CV DE %CV  DE %CV  

Control de metotrexato ARK 

LOW 160 0,08 0,006 7,8 0,004 5,5 0,008 9,6 

MID 160 0,39 0,009 2,2 0,007 1,7 0,012 3,1 

HIGH 160 0,78 0,026 3,3 0,027 3,5 0,038 4,9 

5 160 5,2 0,186 3,6 0,247 4,8 0,309 6,0 

50 160 48,7 3,674 7,6 2,264 4,6 4,439 9,2 

500 160 516,8 13,284 2,6 35,641 6,9 38,813 7,5 

Suero humano 

LOW 160 0,08 0,007 8,9 0,006 7,2 0,009 11,2 

MID 160 0,41 0,011 2,6 0,008 2,1 0,015 3,7 

HIGH 160 0,82 0,038 4,6 0,031 3,8 0,050 6,1 

5 160 5,2 0,278 5,3 0,381 7,3 0,464 8,9 

50 160 53,0 1,624 3,1 3,319 6,3 3,705 7,0 

500 160 507,9 12,222 2,4 22,957 4,5 26,177 5,2 
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Sustancias interferentes 
 
Fueron realizados estudios de interferencias en conformidad con las 
indicaciones de la guía EP7-A2 del CLSI. Fueron evaluadas concentraciones 
clínicamente altas de las siguientes sustancias endógenas, potencialmente 
interferentes en suero con niveles conocidos de metotrexato (aprox. 0,05 y 0,50 
µmol/L). Fue ensayada cada muestra usando el Ensayo de metotrexato ARK, 
junto con un control sérico de metotrexato. La medición del metotrexato no se 
vio sustancialmente afectada a los niveles de sustancias endógenas testadas. 

 

  
Metotrexato 

(~ 0,05 µmol/L) 

Metotrexato 

(~ 0,50 µmol/L) 

Sustancia 

interferente 

Concentración 

interferente 
Control 
sérico 

Prueba 
Control 
sérico 

Prueba 

(% Control) 

Albúmina 12 g/dL 0,05 0,05 0,48 0,50 (103,5) 

Bilirubina (conjugada) 70 mg/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (101,4) 

Bilirubina (no 
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) 

Gamma 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) 

Factor reumatoide 1080 UI/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) 

Ácido úrico 30 mg/dL 0,05 0,06 0,48 0,49 (100,7) 

 
 

Especificidad 
 
Los metabolitos de metotrexato, los análogos del ácido fólico y otros compuestos 
de estructura similar, fueron testados para determinar si dichos compuestos 
influyen sobre la cuantificación de la concentración de metrotrexato, usando el 
Ensayo de metotrexato ARK. Se añadieron altos niveles de estas sustancias en 
las muestras de suero mezclado, sin metotrexato, con 0,05 μmol/L o con 0,50 
μmol/L de metotrexato. Las muestras fueron analizadas y las concentraciones de 
metotrexato de las muestras que contenían los interferentes se compararon con 
un control sérico. 
 
Reactividad cruzada con 7-hidroximetotrexato, el metabolito principal 

Después de administrar metotrexato de alta dosis (HDMTX), la concentración 
sérica/plasmática de 7 hidroximetotrexato supera típicamente la del metotrexato 
en los ensayos más tardíos. Hay evidencias de que los niveles de 7-
hidroximetotrexato superan los de metotrexato, siendo hasta 100 veces 
superiores entre las 12 y las 48 horas después de la administración de 
HDMTX.15, 27, 29, 31, 33-34 
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La reactividad cruzada con 7-hidroximetotrexato en la medición de metotrexato 
fue determinada para el Ensayo de metotrexato ARK probando muestras de dos 
en dos que contenían (1) ambas 0,05 μmol/L de metotrexato y 5 μmol/L de 7-
metotrexato y (2) ambas 0,50 μmol/L de metotrexato y 50 μmol/L de 7-
hidroximetotrexato en suero humano.  
 
El Ensayo de metotrexato ARK no presenta reactividad cruzada (≤ 0,1%) con el 
metabolito principal, es decir, con el 7-hidroximetotrexato. 

 

Reactividad cruzada con ácido 2,4-Diamino-N10-metilpteroico (DAMPA) 

El DAMPA es un metabolito de menor importancia que el metotrexato, por lo que 
no está previsto que circule a concentraciones que puedan interferir en la 
medición del metotrexato.32 Sin embargo, la terapia de rescate con glucarpidasa 
puede hacer aumentar sustancialmente la concentración sérica del DAMPA.13, 14 
El ensayo de metotrexato RK presenta una reacción cruzada considerable con el 
metabolito menor DAMPA. Se realizaron pruebas en ausencia de metotrexato. El 
margen de reactividad cruzada con DAMPA iba del 76,3% al 100% en base a los 
datos observados. No debería ser usado este ensayo en terapia de uso 
compasivo con glucarpidasa (carboxipeptidasa G2) que convierte rápidamente el 
metotrexato circulante en DAMPA. 

 

Fármacos que provocan reacción cruzada 

El Ensayo de metotrexato ARK presenta una ligera reactividad cruzada con 
triamtereno y trimetoprima. Sin embargo, estos fármacos suelen estar 
contraindicados en los casos de tratamiento de cáncer con MTX debido a los 
efectos adversos de la administración conjunta. Las estructuras de estos 
compuestos son muy parecidas a la porción anular pteridínica de la molécula de 
metotrexato. En ausencia de metotrexato se observó reactividad cruzada con 
triamterene (1,15%) y trimetoprim (0,01%). En presencia de metotrexato, la 
reactividad cruzada con triamterene resultó ≤3,3% y con trimetoprim ≤0,5% en 
base a los datos observados. 
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Reactividad cruzada con análogos del ácido fólico y otros compuestos 
 
El Ensayo de metotrexato ARK no presenta reacción cruzada (≤ 0,01%) con 
análogos del ácido fólico ni otros compuestos a ≥ 1000 µmol/L como resulta de 
las pruebas. 

 

Compuesto 
Probado 
(μmol/L) 

Adriamicina  1000 
Ciclofosfamida  1500 
Citosina  1000 
Ácido dihidrofólico  1000 
DL-6-Metil-5,6,7,8-tetrahidropterina   1000 
Ácido fólico   1000 
Ácido folínico (leucovorina) 1000 
5-fluorouracilo   3000 
6-mercaptopurina   1000 
Ácido 5-metiltetrahidrofólico  1000 
Prednisolona   1000 
Pirimetamina  1000 
Sulfametoxazol   1600 
Ácido tetrahidrofólico  1000 
Vinblastina  1000 
Vincristina  1000 
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14 Marcas registradas 
 

ARK™ es una marca registrada de ARK Diagnostics, Inc. 

Donde aparezcan otros nombres de producto, estos también podrían ser marcas 
registradas  
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