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Utilizac&o prevista

0 Imunoensaio DRI® da Enzima de Ecstasy é um imunoensaio de enzima homogénea que
se destina a determinacé@o qualitativa ou semiquantitativa de ecstasy na urina humana. 0 ensaio
disponibiliza um procedimento de anélise analitico simples e rapido para a dete¢do de ecstasy
a um nivel limite de 500 ng/mL.

Este ensaio oferece apenas um resultado de teste analitico preliminar. Deve ser utilizado
um método quimico alternativo mais especifico para obter um resultado analitico confirmado.
0 método de confirmagao preferido é a cromatografia gasosa/espetrometria de massa (GC/MS)."?
Deve aplicar-se consideragao clinica e discernimento profissional a qualquer resultado de testes
de consumo de drogas, particularmente quando sao utilizados resultados preliminares positivos.

Resumo e explicacao do teste

As drogas de ecstasy representam um grupo de compostos anadlogos de
metilenodioxianfetamina com substitui¢do do anel, incluindo 3,4-metilenodioxianfetamina
(MDA), 3,4-metilenodioximetanfetamina (MVDMA) e 3,4-metilenodioxietilanfetamina (MIDEA).
Sédo estimulantes do sistema nervoso central utilizados popularmente pelos seus efeitos
psicotropicos e estdo listados pela U.S. Drug Enforcement Administration (Agéncia Antidroga
dos EUA) como Schedule | (nenhuma aplicagdo médica aceite com grande potencial de
abuso). Em doses baixas, tanto o MDMA como o MDA produzem euforia, um aumento da auto-
consciéncia e uma sensagdo aumentada de confianca. Em doses mais altas, acredita-se que
sejam aluciongénios. Os efeitos toxicos sdo semelhantes a outros estimulantes do sistema
nervoso central e incluem ansiedade, depressao, taquicardia, hipertens@o arterial, arritmias
cardiacas, dilatacao da pupila e desordens do sono.

0 periodo de tempo ap6s o qual a utilizagdo da droga pode resultar num resultado positivo depende
de varios fatores, incluindo: a frequéncia e a quantidade da droga, a taxa metabdlica, a taxa
de excrecdo, a vida média da droga e a idade, o peso, a atividade e a dieta do consumidor
de droga. No corpo, sabe-se que a MDMA metaboliza com a MDA por N-desmetilacdo. A excregao
de urina elimina 65 % da dose como um medicamento precursor e 7 % como MDA no prazo de 3 dias.
As concentragdes urindrias de MDMA apés uma dose oral de 1,5 mg/kg podem exceder
o0s 17 mg/L. Outros metabolitos urinarios incluem os mono e dihidroxi derivados de MDMA e MDA,
resultantes da fissdo da ponte de metileno, que s&o eliminados como conjugados. O metabolismo
humano do MDA ainda n&o foi estudado. Registam-se concentragdes de urina nos casos mortais
de até 160 mg/L e sdo indicativos da excrecdo de porgdes substanciais de drogas nao alteradas.®

0 ensaio DRI de Ecstasy utiliza calibradores e reagentes liquidos e prontos a utilizar.* 0 ensaio
utiliza anticorpos especificos, que podem detetar o ecstasy na urina com uma reatividade cruzada
minima até varios compostos de anfetamina. O ensaio baseia-se na concorréncia por uma
quantidade fixa de locais especificos de ligacao de anticorpos entre um fairmaco marcado com
enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e auséncia de farmaco na amostra de urina.
Na auséncia de farmaco na amostra, o fairmaco marcado com G6PDH é ligado pelo anticorpo
especifico causando uma diminui¢@o na atividade da enzima. Este fenémeno cria umaligagéo direta
entre a concentrag&o do farmaco na urina e a atividade da enzima. A atividade da enzima GBPDH
é determinada por espetrofotometria a 340 nm medindo a respetiva capacidade de converter
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) em NADH.

Reagentes

Reagente de substrato/anticorpo (R1):

Contém anticorpos antiMDMA monoclonais, glucose-6-fosfato (G6P) e nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD) em tampao Tris com azida de s6dio como conservante.

Reagente conjugado de enzima (R2):
Contém MDMA marcada com glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) em tampao Tris com
azida de sédio como conservante.

Materiais necessarios adicionais (mas nao incluidos):

Descricao do kit

1664 DRI Negative Calibrator, 10 mL

1388 DRI Negative Calibrator, 25 mL

100082 DRI Ecstasy 250 ng/mL Calibrator, 10 mL
100081 DRI Ecstasy 500 ng/mL Calibrator, 10 mL
100080 DRI Ecstasy 750 ng/mL Calibrator, 10 mL
100079 DRI Ecstasy 1.000 ng/mL Calibrator, 10 mL
100202 MGC Select DAU Control Set, 3x 5 mL

A Precaucdes e adverténcias

PERIGO: O Imunoensaio DRI de Ecstasy contém < 0,2% de soro-albumina bovina (BSA) e <0,5%
de anticorpo especifico contra o farmaco.

H317 - Pode provocar uma reacéo alérgica cutanea.

H334 - Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia, de asma ou dificuldades
respiratorias.

Evitar respirar névoas ou vapores. A roupa de trabalho contaminada ndo pode sair do local
de trabalho. Usar luvas de protec@o/protecdo ocular/protecao facial. Em caso de ventilagao
inadequada, usar protecdo respiratéria. Se entrar em contacto com a pele: lavar com sabéo
e agua abundantes. EM CASO DE INALAGAO: em caso de dificuldade respiratoria, retirar a
vitima para uma zona ao ar livre e manté-la em repouso numa posi¢do que nao dificulte a
respiragdo. Em caso de irritagdo cutdnea ou prurido: consultar um médico. Em caso de
sintomas respiratérios: contactar um CENTRO DE INFORMACAOQ ANTIVENENOS ou um médico.
Lavar a roupa contaminada antes de a voltar a usar. Eliminar o conteido/recipiente em local
conforme os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

1. Este teste destina-se apenas a utilizagdo em diagnéstico in vitro. Os reagentes séo
prejudiciais se forem ingeridos.

2. Osreagentes utilizados nos componentes do ensaio contém <0,09 % de azida de sddio. Evite
o contacto com a pele e membranas mucosas. Lave as areas afetadas com dgua abundante.
Em caso de exposicdo ocular ou ingestdo, procure cuidados médicos imediatamente. A
azida de s6dio pode reagir com canalizacdes de cobre ou chumbo e formar azidas metélicas
potencialmente explosivas. Quando eliminar esses reagentes, faca sempre descargas com
muita &gua para evitar a acumulacédo de azidas. Limpe as superficies metalicas expostas
com hidroxido de sodio a 10 %.

3. Nao utilize os reagentes depois do fim dos prazos de validade.

Preparacdo e armazenamento dos reagentes

Os reagentes estdo prontos a utilizar. Ndo é necessaria qualquer preparacdo dos reagentes.
Todos os componentes do ensaio, quando devidamente refrigerados, sdo estaveis até a data
de validade indicada no rétulo.

Preparac@o e manuseamento de amostras

Recolha as amostras de urina em recipientes de plastico ou de vidro. Devera tomar as medidas
adequadas para preservar a integridade quimica da amostra de urina desde a sua recolha até
ao ensaio.

As amostras mantidas a temperatura ambiente que ndo sejam submetidas ao teste inicial
no espacgo de 7 dias® ap6s a chegada ao laboratério podem ser colocadas numa unidade de
refrigeracdo protegida a 2-8 °C durante 7 dias.? Para um armazenamento mais prolongado antes
da andlise ou para a manutengdo da amostra ap6s a anélise, as amostras de urina podem ser
conservadas a -20 °C durante 21 semanas.®’

Os laboratérios que seguem as orientagdes obrigatorias da SAMHSA devem consultar os
requisitos de “Armazenamento refrigerado a curto prazo” e “Armazenamento a longo prazo”
da SAMHSAS

Para proteger a integridade da amostra, ndo induza espuma e evite ciclos repetidos de
congelamento/descongelamento. Deve fazer-se um esforgo para manter as amostras pipetadas
livres de excesso de residuos. Recomenda-se a centrifugacdo de amostras muito turvas antes
da analise. As amostras congeladas devem ser descongeladas e misturadas antes da anélise. A
adulteragdo da amostra de urina pode produzir resultados erroneos. Se suspeitar de adulteragéo,
obtenha outra amostra e envie ambas as amostras para o laboratério para teste.

Trate todas as amostras de urina como | ialmente inf:

Procedimento do ensaio

Os analisadores capazes de manter uma temperatura constante, de pipetar amostras, de misturar
reagentes, de medir taxas de enzimas a 340 nm e de cronometrar com precisdo a reagdo podem
ser utilizados para executar este ensaio.

Consulte as instrugdes de aplicacao especificas de cada analisador para detetar parametros
de quimica antes de executar o ensaio.

Controlo de qualidade e calibracao®

As boas préticas laboratoriais sugerem a utilizagdo de amostras de controlo para assegurar
o adequado desempenho do ensaio. Utilize os controlos proximos do calibrador limite para
validar a calibrag@o. Os resultados do controlo devem situar-se no intervalo estabelecido.
Se os resultados ficarem fora do intervalo estabelecido, os resultados do ensaio s&o invélidos.
Todos os requisitos de controlo de qualidade deverdo ser realizados em conformidade com
as regulamentacdes locais, estatais e/ou federais ou requisitos de acreditagao.

Analise qualitativa
Para a anélise qualitativa de amostras, utilize o calibrador 500 ng/mL como nivel de limite.

Anélise semiguantitativa

Para a andlise semiquantitativa das amostras, utilize todos os calibradores. Todos os requisitos
de controlo de qualidade deverdo ser realizados em conformidade com as regulamentacdes
locais, estatais e/ou federais ou requisitos de acreditacéo.



Resultados e valores esperados

Resultados qualitativos

0 calibrador de 500 ng/mL é utilizado como referéncia limite para distinguir as amostras
“positivas” das “negativas”. Uma amostra que apresente uma alterag&o no valor de absorgao
(AA) igual ou superior ao obtido com o calibrador limite é considerada positiva. Uma amostra
que apresente uma alteragdo no valor de absorg@o (AA) inferior ao obtido com o calibrador
limite é considerada negativa.

Resultados semiquantitativos

E possivel obter uma estimativa aproximada da concentracdo do farmaco nas amostras
executando uma curva padrado com todos os calibradores e medindo as amostras quantitativas
a partir da curva padrdo. Consulte as fichas de parametro de instrumento para obter mais
informacdes sobre os protocolos especificos ao analisador.

Limites
1. Umresultado positivo deste ensaio indica apenas a presenca de Ecstasy sem apresentar
necessariamente uma correlagdo com a extensao de efeitos fisioldgicos e psicoldgicos.
2. Um resultado positivo neste ensaio deve ser confirmado por outro método néao-
imunoldgico, como GC/MS.
3. 0O teste foi concebido para utilizacdo apenas com urina humana.
4. E possivel com outras substancias e/ou fatores para além dos investigados no estudo
de especificidade possam interferir com o teste e levar a resultados falsos, como, por
exemplo, questdo técnicos, processuais e outros compostos semelhantes a Ecstasy.

Caracteristicas tipicas do desempenho
Os resultados de desempenho obtidos no analisador Hitachi 717 s@o apresentados em baixo.®
Os resultados obtidos no seu laboratério podem ser diferentes destes dados.

Precisao

0 controlo negativo, o controlo positivo e o calibrador de limite foram testados utilizando
um protocolo modificado de NCCLS. O teste foi executado no modo de taxa, testando todos
os trés niveis em réplicas de 6, duas vezes por dia durante 10 dias.

Qualitativo Hitachi 717 (mA/min)

Precisdao na mesma

Com 120 ng/mL determinagéio Precisao total
calibrador limite |v(|::x7l;ns)n e N:;‘KZ:I;D o
Baixo controlo (375 ng/mL) 254 +2,3 0,9 254 +7,0 28
Limite (500 ng/mL) 332+34 1,0 332+89 2,7
Controlo elevado (625 ng/mL) 395+338 1,0 395+7,2 18

Semi-quantitativo Hitachi 717 (ng/mL)

Precisao na mesma Precisdo total

Com 120 ng/mL determinacéo

calibrador limite Média  SD 0 Média  SD 0
(ng/mL) hev T

Baixo controlo (375 ng/mL) 359+5,7 1,6 359+9,1 25

Limite (500 ng/mL) 500 + 6,9 14 500 + 10,7 21

Controlo elevado (625 ng/mL) 63095 15 630 £13,7 2,2

Sensibilidade
A sensibilidade, definida como a concentragdo mais baixa que se pode diferenciar do calibrador
de urina negativa com confianga de 95%, é de 22 ng/ml.

Exatidao

Testaram-se um total de noventa e duas amostras clinicas positivas de Ecstasy e dezoito
amostras clinicas negativas no ensaio DRI de Ecstasy e comparadas com GC/MS. Foi obtida
uma concordéncia de 100 % entre os dois métodos. Quarenta amostras adicionais anteriormente
analisadas apresentam um resultado negativo no ensaio DRI de Ecstasy. 0 desempenho do Ensaio
DRI de Ecstasy em comparag&o com GC/MS é apresentado abaixo.

Qualitativo Semiquantitativo
GC/MS GC/MS
500 ng/mL 500 ng/mL
Limite Limite
+ - + -

DRlIde 92 0 DRIde + 92 0

Ecstasy Ecstasy
Limite Limite
500 ng/mL - 0 18 500 ng/mL 0 18

Das mil e cem amostras clinicas confirmadas pelo GC/MS, dez estavam entre 375 ng/mL e 500 ng/mL (-25 % da concentragao
limite) e dez amostras entre 500 ng/mL e 625 ng/mL (+25 % da concentragao limite). A concordancia da amostra positiva
e negativa foi de 100 %.

Especificidade
A especificidade do ensaio foi avaliada através do teste de compostos associados estruturalmente
e nao associados estruturalmente, mas drogas frequentemente utilizadas.

As concentragdes de compostos que produzem um resultado positivo a um limiar de MDMA
aproximadamente equivalente a 500 ng/mL s&o listados abaixo. Também se apresenta
as reatividades cruzadas percentuais.

Compostos associados estruturalmente:

Composto Concentragdo (ng/mL) % Reatividade cruzada
MDA 750 67
MDEA 460 109
MBDB 1.700 29
BDB 900 56
para-metoxiamfetamina (PMA) 4.500 n
para-metoximetafetamina (PMMA) 1.500 33

As concentragdes de compostos que produzem um resultado negativo a um limiar de MDMA
inferior a 500 ng/mL s&o listados abaixo. Tambhém se apresenta as reatividades cruzadas
percentuais.

Compostos associados estruturalmente:

Composto Concentragéo (ng/mL) % Reatividade cruzada
d-Anfetamina 600.000 0,1
|-Anfetamina 90.000 06
d,I-Anfetamina 180.000 03
|-Efedrina 800.000 0,1
d-metanfetamina 600.000 0,1
|-metanfetamina 62.000 08
d,|-metanfetamina 100.000 05
Fentermina 220.000 02
d,I-Fenilpropanolamina 800.000 0,1
d-Pseudoefedrina 1.000.000 0,1
limite conc.

% reatividade cruzada = x 100

conc. observado



Compostos estruturalmente ndo relacionados que produzem um resultado negativo a um limite

de 500 ng/mL:
Composto Concentracao (ng/mL)
Acetaminofeno 1.000.000
Acido acetilsalicilico 1.000.000
Amoxicilina 1.000.000
Benzoilecgonina 1.000.000
Cafeina 100.000
Captopril 1.000.000
Clorodiazepoxido 250.000
Cimetidina 500.000
Codeina 1.000.000
Diazepam 1.000.000
Digoxina 100.000
Enalapril 1.000.000
Fluoxetina 500.000
Ibuprofeno 1.000.000
Levotiroxina 100.000
Metadona 1.000.000
Morfina 1.000.000
Nifedipina 50.000
Fenciclidina 1.000.000
Fenobarbital 1.000.000
Propoxifeno 1.000.000
Ranitidina 250.000
Acido saliciltrico 1.000.000
THC 10.000
Tolmetina 500.000
Verapamil 1.000.000

Interferéncia

No ensaio de Ecstasy, foi estudada a interferéncia das substancias endogenas e exégenas. Nao
foi detetada interferéncia nas amostras de urina com as concentracdes de compostos maximas
listadas abaixo. Também se estudou a possivel interferéncia do pH da amostra de urina.

Composto Concentracdo
Acetona 1.000 mg/dL
Acido ascérbico 1.500 mg/dL
Creatinina 500 mg/dL
Etanol 1%
Galactose 10 mg/dL
Glucose 3g/dL
Hemoglobina 300 mg/dL
Soro-albumina humano 500 mg/dL
Acido oxalico 100 mg/dL
Riboflavina 7,5 mg/dL
Cloreto de sodio 6 g/dL
Ureia 6 g/dL
intervalo de pH 3-1
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