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Nome

ARK ' Methotrexate Assa y

Uso pretendido

O Ensaio de Metotrexato ARK é um imunoensaio enzimatico homogéneo
destinado a determinagdo quantitativa de metotrexato em soro ou plasma
humano em analisadores automatizados de quimica clinica. As medi¢des
obtidas sao utilizadas para monitorar os niveis de metotrexato, contribuindo para
assegurar uma terapia adequada.

As amostras de pacientes que receberam glucarpidase (carboxipeptidase G2)
como terapia de resgate para metotrexato em altas doses ndo devem ser
analisadas com o Ensaio de Metotrexato ARK.

Resumo e explicacao do teste

O metotrexato [acido N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinil) metil] metilamino] benzoil]-L-
glutdmico], antes denominado amethopterin, € um antimetabdlito utilizado no
tratamento de determinadas doengas neoplasicas, psoriase grave e artrite
reumatoide em adultos.”® O metotrexato pode causar toxicidade grave.
Pacientes submetidos a tratamento com metotrexato devem ser monitorados de
perto para que os efeitos téxicos sejam detectados prontamente.

O monitoramento terapéutico do metotrexato € comumente utilizado em
pacientes submetidos ao tratamento do cancer com altas doses de metotrexato;
os resultados sao utilizados para orientar a terapia de suporte enquanto o
metotrexato € eliminado pelos rins. Diretrizes para terapia com metotrexato com
resgate de leucovorina devem ser consultadas.! Doses intermediarias a altas de
metotrexato (aproximadamente 35 mg/m? - 12 g/m?) com resgate de leucovorina
(fator citrovorum) tém sido usadas com resultados favoraveis no tratamento de
sarcoma osteogénico, leucemia, linfoma nao-Hodgkin, cancer de pulméo e
mama.*8

Principios do procedimento

O Ensaio de Metotrexato ARK €& um imunoensaio homogéneo baseado na
competicdo entre o farmaco presente na amostra e o metotrexato marcado com
a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) pela ligagcdo ao reagente de
anticorpo. A medida que este Ultimo se liga ao anticorpo, a atividade enzimatica
diminui. Na presenca do medicamento na amostra, a atividade enzimatica
aumenta e é diretamente proporcional a concentracdo do farmaco. A enzima
ativa converte a coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) em NADH,
que é medido espectrofotometricamente pela taxa de variacédo da absorbancia.
O G6PDH sérico endogeno nao 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 Ensaio de Metotrexato ARK

5026-0001-02 Reggente - Ar?tlcorpolsubstrato

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

1x16 mL

Reagente — Enzima

metotrexato marcado com G6PDH bacteriana,
tampao, albumina sérica bovina, conservantes e
estabilizadores

1x8mL

REF Descrigao do produto Quantidade/volume

5026-0001-01 Ensaio de Metotrexato ARK

Reagente — Anticorpo/Substrato

anticorpos policlonais de coelho contra metotrexato,
glicose-6-fosfato, nicotinamida adenina
dinucleotideo, albumina sérica bovina, conservantes
e estabilizadores

1x28mL

Reagente - Enzima
metotrexato marcado com G6PDH bacteriana,

~ . . . 1 %14 mL
tampao, albumina sérica bovina, conservantes e
estabilizadores

Manuseio e armazenamento de reagentes

Os reagentes do Ensaio de Metotrexato ARK séo fornecidos na forma liquida,
prontos para uso, € podem ser utilizados diretamente do refrigerador. Quando
nao estiverem em uso, os reagentes devem ser armazenados a 2-8°C (36—
46°F), na posigao vertical e com as tampas de rosca bem fechadas. Se
armazenados conforme as instrugdes, os reagentes serdo estaveis até a data de
validade impressa no rétulo. Nao congele os reagentes. Evite a exposigao
prolongada a temperaturas acima de 32°C (90°F). O armazenamento
inadequado de reagentes pode afetar o desempenho do ensaio.

6 Adverténcias e precaugoes

e Para uso em diagnéstico in vitro. Apenas para uso sob prescrigcao.
e Os reagentes e sdo fornecidos como um conjunto pareado e nao
devem ser substituidos por reagentes de numeros de lote diferentes.

7 Coleta e preparo de amostras para analise

e Cada laboratério € responsavel por fornecer uma amostra valida para analise
de acordo com seus procedimentos de qualidade.



E necessario soro ou plasma. Para garantir a consisténcia, € uma boa pratica
utilizar a mesma matriz de amostra para cada paciente.
O momento da coleta da amostra para determinacdo de metotrexato
dependera da dose, da duracao da infusdo e do estado clinico do paciente.
Consulte protocolos terapéuticos especificos para determinar o momento da
coleta da amostra.
Sangue total ndo pode ser utilizado. Os seguintes anticoagulantes podem ser
utilizados com este ensaio.

= Heparina sodica

= Heparina de litio

= EDTA de potassio
A coleta de sangue deve ser realizada com tubos de coleta compativeis com
o monitoramento terapéutico de medicamentos (TDM).
Siga as recomendagdes do fabricante do tubo de coleta para coleta,
processamento e centrifugacéo.
O documento CLSI GP44-A4 descreve procedimentos para minimizar
artefatos decorrentes da coleta e do manuseio de amostras em testes
laboratoriais de rotina.3®

Ndo provoque a formacdo de espuma e evite ciclos repetidos de
congelamento e descongelamento para preservar a integridade da amostra
desde a coleta até a realizacdo do ensaio.

Fibrina, hemacias e outras particulas podem causar resultados incorretos.
Assegure a centrifugacao adequada.

A presenca de bolhas ou espuma nas amostras pode resultar em aspiragao
insuficiente da amostra e resultados erréneos.

Cada laboratdrio deve consultar a literatura disponivel e dados internos sobre
estabilidade da amostra.

As amostras clarificadas podem ser armazenadas por até duas semanas
entre 2°C e 8°C. Se a analise for adiada, as amostras poderdo ser
armazenadas congeladas (< -10°C) até o momento da analise. Deve-se
tomar cuidado para limitar o numero de ciclos de congelamento e
descongelamento. Foi demonstrado que as amostras suportam até 3 ciclos
de congelamento-descongelamento 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, 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

Controles de Qualidade — Controle de Metotrexato ARK — 5026-0003-00
Tampao de Diluicdo de Metotrexato ARK — 5026-0004-00

Instrumentos
Os reagentes e podem precisar ser transferidos para recipientes de
reates especificos do analisador antes do uso. Evite a contaminagao cruzada

de e .

Muitos analisadores automatizados de quimica clinica com determinagao
fotométrica da taxa de reagao a 340 nm sao adequados. Consulte a ficha de
aplicacado especifica do analisador para programar o Ensaio de Metotrexato
ARK, disponivel com seu distribuidor ou junto ao Atendimento ao Cliente da
ARK. As Folhas de Protocolo de Aplicacdo categorizadas pela CLIA ou que
ostentam a Marca CE foram verificadas pelo fabricante. E responsabilidade do
laboratério realizar todas as validagdes apropriadas para uso do ensaio com
outras configuragdes ou analisadores.

Consulte o manual do operador especifico do instrumento para manutencio
diaria.

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

Calibracao

Execute um procedimento de calibragdo completo (6 pontos) utilizando os
Calibradores de Metotrexato ARK A, B, C, D, E e F; analise os calibradores em
duplicata. Uma calibracado é necessaria para cada novo numero de lote do kit de
reagentes. Verifique a curva de calibragédo utilizando pelo menos dois niveis de
controles de qualidade, de acordo com o plano de garantia da qualidade do
laboratorio.

Quando recalibrar

e Sempre que um novo numero de lote de reagentes for utilizado

e Sempre que indicado pelos resultados do controle de qualidade
e Sempre que exigido pelos protocolos laboratoriais padronizados

Controle de qualidade (CQ)

Os laboratérios devem estabelecer procedimentos de CQ para o Ensaio de
Metotrexato ARK. Todos os requisitos e testes de controle de qualidade devem
ser realizados em conformidade com os regulamentos locais, estaduais e/ou
federais ou requisitos de acreditacao.
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As boas praticas laboratoriais recomendam que pelo menos dois niveis de
controle de qualidade (niveis baixo e alto de decisdo médica) sejam analisados
em cada dia de analise de amostras de pacientes e sempre que uma calibragéo
for realizada. Monitore os valores de controle em busca de tendéncias ou
desvios. Se forem detectadas tendéncias ou desvios, ou se o controle n&o
retornar a faixa especificada, revise todos os parametros operacionais de acordo
com os procedimentos de qualidade do laboratério clinico. Entre em contato com
o Atendimento ao Cliente para obter mais assisténcia.

Protocolo de diluicao manual

A faixa de medi¢cdo do Ensaio de Metotrexato ARK & de 0,04 a 1,20 umol/L. As
amostras e os controles contendo metotrexato em concentragcdes mais elevadas
(>1,20 pmol/L) s&do analisados apos diluicdo das amostras e dos controles, de
modo que suas concentragdes fiquem dentro da faixa de medicgao.

Dilua manualmente a amostra ou o controle de alta concentracédo utilizando o
Tampao de Diluigdo de Metotrexato ARK, preparando a diluicdo seriada
apropriada de dez vezes, conforme mostrado abaixo.

Amostra Ta'?p? ° de A Fator de
Diluicao Diluicao o
Volume diluicao
Volume
50 pL Amostra ndo diluida 450 pL 1:10 10
50 uL Amostra diluida 1:10 450 pL 1:100 100
50 pL Amostra diluida 1:100 450 pL 1:1000 1000
50 uL Amostra diluida 1:1000 450 yL 1:10000 10000

Fator de diluicdo manual = (volume da amostra + volume do tamp&o de diluicdo)
Volume da amostra

Multiplique o resultado do ensaio pelo fator de diluicao.
Resultados

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

Limitagdes do procedimento
Este ensaio foi desenvolvido para uso apenas com soro ou plasma; consulte a

secdo Coleta de amostras e preparagdo para analise. Costuma ser uma boa
pratica usar o mesmo método (bem como a matriz) de forma consistente para o
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atendimento individual ao paciente devido ao potencial de variabilidade de
método para método. Consulte abaixo a se¢ado Valores esperados.

Assim como ocorre com todas as determinacbes de analitos, o valor de
metotrexato deve ser utilizado em conjunto com as informagdes obtidas na
avaliagao clinica e em outros procedimentos diagnosticos.

IMPORTANTE: As amostras de pacientes que receberam glucarpidase
(carboxipeptidase G2) como terapia de resgate para metotrexato em altas doses
nao devem ser analisadas com o Ensaio de Metotrexato ARK. Essas amostras
apresentam niveis séricos elevados de acido 4-[[2,4-diamino-6-(pteridinil)metil]-
metilamino]-benzoico (DAMPA)'%-12| resultantes do metabolismo do metotrexato
pela glucarpidase. O DAMPA apresenta reatividade cruzada com o anticorpo
contra metotrexato utilizado neste ensaio e pode permanecer em circulacéo por
pelo menos cinco a sete dias antes que sejam novamente obtidas medigdes
precisas de metotrexato sérico.’”®> Os oncologistas da equipe clinica devem
notificar o laboratorio quando a glucarpidase for administrada para evitar a
emissdo de resultados falsamente elevados de metotrexato devido a
interferéncia da DAMPA, o que poderia comprometer a conducao da terapia com
glucarpidase.’ Embora a glucarpidase seja bem tolerada e reduza rapidamente
os niveis circulantes de MTX, a eliminacéo renal retardada do MTX ainda pode
representar um problema em pacientes adultos e idosos.'

Valores esperados

Os niveis séricos de metotrexato dependem da indicacao terapéutica, da dose,
da via de administragdo, do regime de tratamento, da farmacocinética individual,
do metabolismo e de outros fatores clinicos.”®> Embora os niveis séricos
normalmente atinjam aproximadamente 10 a 100 pmol/L no tratamento do
cancer de mama (por exemplo)'®, as concentragdes podem exceder 1000
umol/L'® durante a terapia com altas doses para osteossarcoma, tendo sido
observadas concentracdes de até 3100 umol/L apés uma infusdo de 4 horas em
pacientes pediatricos com osteossarcoma.'” No tratamento do osteossarcoma’®,
a curva de eliminagdo do metotrexato apresenta ampla variabilidade: 24 horas,
30 a 300 umol/L; 48 horas, 3 a 30 ymol/L; e 72 horas, menos de 0,3 umol/L.
Uma dose de 10 mg de leucovorina € geralmente administrada por via
intravenosa 24 horas apos o inicio da infusdo de MTX. As doses subsequentes
sao ajustadas e administradas de acordo com os niveis de MTX obtidos em 24,
48 e 72 horas. Niveis de metotrexato superiores a 50 ymol/L em 24 horas, 10
pmol/L em 48 horas e 0,5 pmol/L em 72 horas indicam potencial toxicidade e
geralmente sdo tratados com aumento da dose de leucovorina, de acordo com
algoritmos terapéuticos, até que o nivel de MTX seja <0,1 pmol/L. As diretrizes
para a terapia com metotrexato com resgate de leucovorina geralmente
recomendam a continuagao da leucovorina até que o nivel de metotrexato caia
abaixo de 0,05 pmol/L."°® Alguns centros seguem < 0,10 ymol/L."6: 18
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Das informag¢des de prescricdo e de outras fontes: Laboratory Indicators of

Toxicity Following Leucovorin Rescue Schedules with High Dose Methotrexate."
9,19

Achados laboratoriais

. ~ e Nivel de ,

Situagao clinica Horas apés a
metotrexato administracao
(umol/L) ¢

. - ~10 24
Eliminagéo normal do -1 48
metotrexato <0,2 72
Eliminacao tardia do >0,2 72
metotrexato >0,05 96

. - =50 24
Eliminacao precoce

25 48
retardada do
metotrexato
ou
efou >100% de 24
Evidéncia de leséao renal a“mef.“‘.’ na
creatinina
aguda -
sérica

A toxicidade renal € um risco significativo e pode ser exacerbada pela
coadministracdo de outros medicamentos, '* '° por exemplo, vancomicina.?
Outras formas de toxicidade podem ocorrer, incluindo disturbios digestivos (por
exemplo, nauseas, vOmitos, dor abdominal), disturbios cutaneo-mucosos
(especialmente mucosite), anormalidades hematoldgicas (por exemplo,
neutropenia e trombocitopenia), disturbios do teste de funcdo hepatica e
neurotoxicidade.?'-2

Dado o perfil de aparecimento do metabdlito 7-hidroximetotrexato,'> 27 sua razao
molar em relagdo ao metotrexato de até aproximadamente 100 vezes?® e sua
insolubilidade relativa em comparagdo com o farmaco original' 9, a possivel
nefrotoxicidade decorrente da precipitacdo do metabdlito nos tubulos renais?®
pode retardar a eliminag&o do proprio metotrexato.

A terapia com glucarpidase reduz o nivel circulante de metotrexato rapidamente,
nao a droga intracelular. Foi observado um efeito rebote no nivel sérico de
metotrexato apds a terapia com glucarpidase.’ A eliminagdo de DAMPA pode
levar varios dias antes de nao interferir mais no monitoramento do metotrexato
por imunoensaio.'3

Caracteristicas especificas de desempenho

Cada laboratério € responsavel por verificar o desempenho utilizando os
parametros do instrumento estabelecidos para seu analisador. As seguintes



caracteristicas de desempenho foram obtidas no Sistema Beckman Coulter
AUGS80.

Limite de quantificagao (LoQ)
As seguintes caracteristicas foram determinadas de acordo com CLSI EP17-A2

para o Ensaio de Metotrexato ARK. O desempenho especifico do analisador
pode variar.

Critério Concentragao de
MTX (umol/L)

Limite de branco (LoB); N = 60 0.00

uB + 1,645 SD, onde SD = 0,002 ’

Limite de Detecgao (LoD); N = 60 0.02

LoB + 1,652 SD, onde SD = 0,012 ’

Limite de Quantificacdo (LoQ); N =40 0.04

LoQ -2 SD > LoD ’

Cada laboratério € responsavel por determinar os critérios para emissao de
resultados das concentracées de metotrexato. A seguinte sugestdo do CLSI
EP17-A2 pode ser apropriada:

Resultado < LoB: relatar “ndo detectado, concentragao < LoD”.
LoB < Resultado < LoQ: relatar “analito detectado; concentragcéo < LoQ”.
Resultado = LoQ relatar o resultado conforme medido

Faixa de medigcao

A faixa de medigdo analitica do Ensaio de Metotrexato ARK é de 0,04 a 1,20
pmol/L. As amostras contendo metotrexato em concentragcbes mais altas sao
ensaiadas por diluicdo da amostra. Relate os valores ensaiados que excedam o
LoD de acordo com as informacdes fornecidas para o LoQ. Multiplique o
resultado do ensaio pelo fator de diluicdo para amostras contendo metotrexato
acima da faixa de medigéao.

Recuperagao

A exatiddo (recuperagdo analitica) foi avaliada pela adicdo de metotrexato
concentrado ao soro humano negativo para metotrexato. Um concentrado de
estoque certificado de metotrexato altamente puro foi adicionado
volumetricamente ao soro humano negativo para metotrexato, representando
concentragcdes de farmaco em toda a faixa de calibragdo do ensaio. Seis réplicas

9



de cada amostra foram analisadas em um analisador automatizado de quimica
clinica. Os resultados foram calculados como média e comparados com a
concentragcédo-alvo e a porcentagem de recuperagédo calculada. Os resultados
sao apresentados abaixo.

% de recuperagao = 100 x concentracdo média recuperada
Concentragao tedrica

Tedrico Recuperacao média Percentual
Concentragao Concentracéao Recuperaggo (%)

(umol/L) (pmol/L)

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

Recuperacéao percentual média: 104,2
Linearidade

Os estudos de linearidade foram realizados como sugerido no CLSI EP6-A. Uma
amostra de soro de 1,40 umol/L foi preparada e as diluicbes foram feitas
proporcionalmente com soro humano negativo para metotrexato. O Ensaio de
Metotrexato ARK foi linear de 0,03 a 1,20 umol/L. Os resultados sao
apresentados abaixo.

Resultados Resultados
previstos previstos

Teérico Resultados da da Diferencga
observados = ~ (nmol/L ou
(umol/L) regressao regressao o
(mol/L) de 12 de 22 %)
ordem ordem
0,00 0,01 -0,002 0,010 NA
0,03 0,04 0,029 0,038 0,009
pumol/L
0,05 0,06 0,050 0,057 0,007
pumol/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%

10



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 ymol/L foram preparadas
proporcionalmente em soro humano combinado e, em seguida, diluidas até a
faixa de calibragdo com o Tampéao de Diluigdo de Metotrexato ARK. A regressao
das concentragcdes de metotrexato ensaiadas foi linear em toda a faixa.

Comparagao de métodos

Estudos de correlagao foram realizados utilizando o CLSI EP9-A3. Os resultados
do Ensaio de Metotrexato ARK no analisador Beckman Coulter AU680 foram
comparados com os resultados obtidos no analisador Roche/Hitachi 917.

As concentragdes de metotrexato medidas no Roche/Hitachi 917 variaram de
0,04 a 1050 pmol/L (uM). Os valores do Metotrexato ARK no Beckman Coulter
AUG680 variaram de 0,04 a 1070 pmol/L. Os resultados da analise de regressao
Passing-Bablok?® para o estudo sdo mostrados abaixo (com limites de confianga
de 95%) para 112 amostras dentro da faixa de medi¢cdo, bem como para todas
as 142 amostras, incluindo aquelas acima da faixa de medi¢cdo que requerem
diluigao.

Parametro Faixa de 0,04 a 1,11 pM Faixa de 0,04 a 1050 uM
Inclinagao 0,99 (0,96 a 1,00) 1,00 (1,00 a 1,02)
Interceptoemy 0,00 (0,00 a 0,01) 0,00 (0,00 a 0,00)

Coeficiente de correlagao
(r)
Numero de amostras 112 NA 142 NA

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

Precisao

A precisao foi determinada conforme descrito no CLSI EP5-A3. O Controle de
Metotrexato ARK de seis niveis e o soro humano combinado contendo
metotrexato foram utilizados no estudo. Cada nivel foi analisado em
quadruplicata, duas vezes ao dia, durante 20 dias. Cada execucdo diaria foi
separada da seguinte por um intervalo minimo de duas horas. Foram calculados
o DP intraexecucéo, o DP entre dias, o DP total e os CVs (%). Os resultados sao
apresentados abaixo. Critérios de aceitacdo: <10% de CV total a >0,1 ymol/L,
SD <0,01 a <0,1 ymol/L.
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Média Intraexecucgao Entre dias Total
(nmol/L) DP %CV DP %CV DP %CV

Controle de Metotrexato ARK
BAIXO 160 0,08 0,006 7,8 0,004 5,5 0,008 9,6
MEDIO 160 0,39 0,009 2,2 0,007 1,7 0,012 3,1
ALTO 160 0,78 0,026 3,3 0,027 3,5 0,038 49
5 160 5,2 0,186 3,6 0,247 4,8 0,309 6,0
50 160 48,7 3,674 76 2,264 4,6 4,439 9,2
500 160 516,8 13,284 26 35641 6,9 38,813 75

Soro humano

BAIXO 160 0,08 0,007 8,9 0,006 7,2 0,009 11,2
MEDIO 160 0,41 0,011 26 0,008 2,1 0,015 3,7
ALTO 160 0,82 0,038 46 0,031 3,8 0,050 6,1

5 160 5,2 0,278 53 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 24 22957 45 26,177 5,2

Amostra N

Substancias interferentes

Os estudos de interferéncia foram conduzidos utilizando o CLSI EP7-A2 como
diretriz. Foram avaliadas concentragdes clinicamente elevadas das seguintes
substancias endogenas potencialmente interferentes no soro com niveis
conhecidos de metotrexato (aproximadamente 0,05 e 0,50 pmol/L). Cada
amostra foi ensaiada utilizando o Ensaio de Metotrexato ARK, juntamente com
um controle sérico de metotrexato. A medicdo de metotrexato n&o foi
substancialmente afetada nos niveis de substancias endégenas testadas.

Metotrexato Metotrexato
(~ 0,05 pmoliL) (~ 0,50 pmoliL)
Interferente Interferente Control Teste Controle Te;te
Substancia Concentragido e sérico sérico (%
Controle)
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)
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Bilirrubina - ndo

conjugada 70 mg/dL 0,05 0,05 048 0,48 (101,4)
Colesterol 620 mg/dL 0,05 0,04 0,47 0,48 (103,2)
Gamaglobulina 12 g/dL 0,05 0,06 048 0,49 (100,7)
Hemoglobina 1000 mg/dL 0,06 0,06 0,48 0,49 (101,4)
Fator reumatoide 1080 Ul/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 trico 30 mg/dL 0,05 0,06 048 0,49 (100,7)

Especificidade

Os metabdlitos do metotrexato, os analogos do folato e outros compostos com
similaridade estrutural foram testados para determinar se esses compostos
afetam a quantificagcado das concentragcdes de metotrexato utilizando o Ensaio de
Metotrexato ARK. Altos niveis desses compostos foram adicionados a pools de
soro contendo; 0,05; ou 0,50 umol/L de metotrexato. As amostras foram
analisadas e as concentracbes de metotrexato das amostras contendo
interferente foram comparadas a um controle sérico.

Reatividade cruzada ao 7-hidroximetotrexato, o principal metabdlito

Apoés a administragao de altas doses de metotrexato (HDMTX), a concentragao
sérica/plasmatica de 7-hidroximetotrexato tipicamente excede a de metotrexato
em momentos posteriores. Foi relatado que os niveis de 7-hidroximetotrexato
excedem os de metotrexato em até 100 vezes entre 12 e 48 horas apds a
administragdo de HDMTX_. 15, 27, 29, 31, 33-34

A reatividade cruzada do 7-hidroximetotrexato na medicdo de metotrexato foi
determinada para o Ensaio de Metotrexato ARK por meio do teste de amostras
pareadas contendo (1) 0,05 pmol/L 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 Ensaio de Metotrexato ARK nao reagiu de forma cruzada (< 0,1%) com o
principal metabdlito 7-hidroximetotrexato.

Reatividade cruzada ao acido 2,4-Diamino-N"°-metilpteroico (DAMPA)

Como um metabdlito menor do metotrexato, ndo se espera que o DAMPA circule
em concentragbes que interfeririam na medigdo do metotrexato.3? No entanto,
apos a terapia de resgate com glucarpidase, a concentragédo sérica de DAMPA
pode ser substancial.'® '* O Ensaio de Metotrexato ARK reage substancialmente
com o metabdlito menor DAMPA. Os testes foram realizados na auséncia do
farmaco de origem, metotrexato. A reatividade cruzada ao DAMPA variou de
76,3% a 100% com base nos dados observados. O ensaio ndo deve ser usado
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durante uma possivel terapia compassiva com glucarpidase (carboxipeptidase
G2) que converte rapidamente o metotrexato circulante em DAMPA.

Medicamentos que reagem de forma cruzada

O Ensaio de Metotrexato ARK apresenta leve reatividade cruzada com
triantereno e trimetoprim; no entanto, esses medicamentos podem ser
contraindicados durante o tratamento do céncer com MTX devido a efeitos
adversos adicionais quando coadministrados. As estruturas desses compostos
correspondem estreitamente a porcdo do anel de pteridina do metotrexato. Na
auséncia de metotrexato, foi observada reatividade cruzada com triantereno
(1,15%) e trimetoprim (0,01%). Na presenca de metotrexato, foi observada
reatividade cruzada com triantereno (<3,3%) e trimetoprim (<0,5%), com base
nos dados obtidos.

Reatividade cruzada a analogos de folato e outros compostos

O Ensaio de Metotrexato ARK nao apresentou reatividade cruzada (< 0,01%)
com analogos de folato ou outros compostos testados em concentragdes = 1000
pgmol/L.

Composto Testado

(mmol/L)
Adriamicina 1000
Ciclofosfamida 1500
Citosina 1000
Acido di-hidrofélico 1000
DL-6-Metil-5,6,7,8-tetraidropterina 1000
Acido félico 1000
Acido folinico (leucovorina) 1000
5-Fluorouracil 3000
6-Mercaptopurina 1000
Acido 5-metiltetraidrofélico 1000
Prednisolona 1000
Pirimetamina 1000
Sulfametoxazol 1600
Acido tetraidrofélico 1000
Vinblastina 1000
Vincristina 1000
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