Ensaio DRI® de toxicidade no soro para detecao de compostos triciclicos
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Para utilizacdo em diagnéstico in vitro
Rx Only

1128 (kit de 25 ml, 8 m)

Utilizacao prevista

0 Ensaio DRI® de toxicidade no soro para detecdo de compostos triciclicos destina-se
a determinacao qualitativa e semiquantitativa de antidepressivos triciclicos no soro, plasma
ou urina humanos.

Resumo e explicacao do teste

A amitriptilina, imipramina e compostos relacionados sdo antidepressivostriciclicos vastamente
utilizados para o tratamento da depressao. Os metabolitos da amitriptilina e da imipramina
(nortriptilina e desipramina, respetivamente) também possuem atividade antidepressiva, mas
sao menos eficazes do que os compostos principais. Os efeitos secundarios mais frequentes
associados a utilizaca@o de antidepressivos triciclicos incluem boca seca, obstipacao, tonturas,
palpitacdes e retencdo de urina. A toxicidade aguda devida aos antidepressivos triciclicos
pode resultar em coma, arritmia cardiaca, depressao respiratoria e morte."? Os compostos
triciclicos tornaram-se os casos de sobredosagem de farmacos mais comuns nas unidades de
cuidados intensivos.® Detetar a presencga de farmacos e determinar a respetiva concentragéo
no soro ou urina de doentes suspeitos de sobredosagem de farmacos pode ajudar o médico
a diagnosticar e tratar o doente.

0 Ensaio DRI de toxicidade no soro para dete¢do de compostos triciclicos € um imunoensaio
homogéneo de enzima que utiliza reagentes liquidos prontos a utilizar. Foram utilizados anticorpos
de compostos triciclicos especificos para detetar a maior parte dos antidepressivos triciclicos
no soro, plasma ou urina. 0 teste baseia-se na concorréncia por uma quantidade fixa de locais
especificos de ligagdo de anticorpos entre um farmaco marcado com enzima glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) e o farmaco na amostra. Na auséncia de farmaco na amostra, o farmaco
marcado com enzima é ligado pelo anticorpo especifico e a atividade da enzima é inibida. Este
fendémeno cria uma ligagdo direta entre a concentrag@o do farmaco na amostra e a atividade
da enzima. A atividade da enzima é determinada por espetrofotometria a 340 nm, medindo
a respetiva capacidade de converter nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) em NADH.

Reagentes

Reagente de substrato/anticorpo: Contém anticorpos antitriciclicos policlonais (ovelha),
glucose-6-fosfato (G6P) e nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) em tamp@o Tris com azida
de sddio como conservante.

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

Materiais adici arios (vendidos separadamente):
Descricao do kit
0962 Serum Tox Negative Calibrator, 10 ml
0963 Serum Tox Calibrator 1, 5 ml
0965 Serum Tox Calibrator 2, 5 ml
0967 Serum Tox Calibrator 3, 5 ml
0976 Serum Tox Calibrator 4, 5 ml

A Precaucdes e adverténcias
Os reagentes s@o prejudiciais se forem ingeridos.

PERIGO: O Ensaio DRI de toxicidade no soro para dete¢do de compostos triciclicos contém
<0,2% de soro-albumina bovina (BSA) e < 0,5% de anticorpo especifico contra o farmaco.
H317 - Pode provocar uma reacdo alérgica cutanea.

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

Evitar respirar névoas ou vapores. A roupa de trabalho contaminada nédo pode sair do local
de trabalho. Usar luvas de protecdo/protec@o ocular/protecéo facial. Em caso de ventilagcao
inadequada, usar protecdo respiratéria. Se entrar em contacto com a pele: lavar com sab&o
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 conteddo/recipiente em local
conforme os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

Os reagentes utilizados nos componentes do ensaio contém <0,09% de azida de sddio. Evite
o0 contacto com a pele e membranas mucosas. Lave as areas afetadas com agua abundante.
Em caso de exposig@o ocular ou ingestdo, procure cuidados médicos imediatamente. A azida
de sodio pode reagir com canalizagdes de cobre ou chumbo e formar azidas metélicas
potencialmente explosivas. Quando eliminar esses reagentes, faca sempre descargas com
muita dgua para evitar a acumulagao de azidas. Limpe as superficies metalicas expostas com
hidroxido de sodio a 10%.

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

Preparacdo e armazenamento dos reagentes

Os reagentes estdo prontos a utilizar. Ndo é necesséria qualquer preparacdo dos reagentes.
Todos os componentes do ensaio, quando devidamente armazenados entre 2 e 8 °C, s@o
estaveis até a data de validade indicada no rétulo.

Recolha e manuseamento de amostras

Podem ser utilizados soro, plasma ou urina com o ensaio. Os anticoagulantes como heparina,
citratos, oxalatos e EDTA demonstraram ndo interferir com o ensaio. As amostras de plasma
recolhidas com estes anticoagulantes podem ser utilizadas com o ensaio, embora seja
preferivel uma amostra de soro nova. Armazene as amostras refrigeradas. Deve fazer-se um
esforco para manter as amostras pipetadas livres de excesso de residuos.
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Trate todas as amostras de soro, plasma ou urina como se fossem p

Procedimento do ensaio

Os analisadores quimicos capazes de manter uma temperatura constante, de pipetar amostras
com precisdo, de misturar reagentes, de medir taxas de enzimas a 340 nm e de cronometrar
com precisdo a reacdo podem ser utilizados para executar este ensaio. Antes de executar
o0 ensaio, consulte a folha de protocolo especifica do analisador, que contém parametros e/ou
instrugdes de utilizagdo adicionais.

Controlo de qualidade e calibracao

As boas préticas laboratoriais sugerem a utilizacdo 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 sao invalidos.
Todos os requisitos de controlo de qualidade deverao 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 300 ng/ml como nivel de limite. O DRI
Serum Tox Calibrator 2, que contém 300 ng/ml de nortriptilina, é utilizado como limite para
distinguir as amostras “positivas” das “negativas”.

Anaélise semiquantitativa
Para a anélise semiquantitativa, utilize todos os calibradores.

Resultados e valores esperados

Resultados qualitativos

Uma amostra que apresente uma alteragdo no valor de absorg@o (AA) igual ou superior ao
calibrador limite é considerada positiva. Uma amostra que apresente uma alterag&o no valor
de absorcao (AA) inferior ao calibrador limite é considerada negativa.

Resultados semiquantitativos
E possivel obter uma estimativa aproximada da concentragdo do fairmaco nas amostras executando
uma curva padrao com todos os calibradores e medindo as amostras a partir da curva padrao.

Os imunoensaios que produzam apenas um resultado Gnico na presenca de uma classe
de farmacos, como os antidepressivos triciclicos, ndo conseguem medir com precisdo
a concentracdo de cada componente individual. Para uma aplicagdo qualitativa, um resultado
positivo indica apenas a presenca de compostos triciclicos. Para uma aplicagdo semiquantitativa,
o ensaio fornece uma concentragdo cumulativa de antidepressivos triciclicos aproximada.

Limites
1. Um resultado positivo deste ensaio indica apenas a presenga de compostos triciclicos,
sem apresentar necessariamente uma correlagdo com a extensdo de efeitos
fisiolégicos e psicoldgicos.
2. Um resultado positivo neste ensaio deve ser confirmado por outro método ndo-
imunolégico, como GC/MS.
. 0 teste foi concebido para utilizagdo apenas com soro, plasma ou urina humanos.
4. Outras substancias e/ou fatores (por ex. técnicos ou procedimentais) para além
dos investigados no estudo de especificidade podem interferir com o teste e levar
a resultados falsos.
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Caracteristicas especificas do desempenho
0Os dados que se seguem foram gerados com um analisador quimico clinico Hitachi 717.

Precisao

A precisdo na mesma determinag@o e entre determinagdes (recolhida num periodo de trés
semanas para o soro e duas semanas para a urina) foi avaliada com os calibradores de
toxicidade no soro, e amostras clinicas de soro e urina com nortriptilina:

Qualitativos:
Calibrador/ Na mesma determinacao (n=20) Entre determinacoes (n=12)
Amostra | Madia+ DP (mA/min)|  %CV  |Média+DP (mA/min)| % CV
Cal. negativo 215+24 09 276 + 3,1 11
Cal. 150 ng/ml 308 +23 0,7 303+34 11
Cal. 300 ng/ml 342+£31 09 340 £4,0 1,2
Cal. 500 ng/ml 376 £2,1 0,6 368 +3,0 08
Cal. 1.000 ng/ml 405+ 2,7 0,7 401+£3,2 08
Urina 225 ng/ml 333+54 1,6 333+55 1,7
Urina 300 ng/ml 352+28 08 351 +4,5 13
Urina 375 ng/ml 361+32 09 358 +5,7 1,6
Semiquantitativos:
Calibrador/ Na mesma determinacao (n=20) Entre determinacdes (n=12)
b Média+DP (ng/ml) | %CV | Média+DP (ng/ml) % CV
Soro 100 ng/ml 110+2,0 18 112+39 35
Soro 500 ng/ml 464 +2,9 0,7 470 +6,9 15
Urina 190 ng/ml 162+ 8,0 49 201+11,9 59
Urina 400 ng/ml 408 + 15,0 37 405 + 34,2 84
Urina 800 ng/ml 803+71,1 88 852 + 46,8 55
Sensibilidade

Asensibilidade, definida como a concentragdo mais baixa que se pode diferenciar de 0 ng/ml com
confianca de 95% (dois desvios padréo do negativo), é de 40 ng/ml para soro e 20 ng/ml para urina.

Exatidao

Cento e vinte e uma amostras clinicas de soro foram submetidas ao teste para detecao de
compostos triciclicos pelo Ensaio DRI de toxicidade no soro para detecdo de compostos
triciclicos e por um método EIA comercial. Trinta e seis amostras foram positivas e setenta
e nove negativas para ambos os métodos. Das seis amostras discordantes, os resultados do
Ensaio DRI de toxicidade no soro para dete¢do de compostos triciclicos foram de 180 ng/ml
a 290 ng/ml, os resultados do ensaio EIA comercial foram de 300 ng/ml a 400 ng/ml e os
resultados de HPLC foram de 25 ng/ml a 169 ng/ml. Num estudo separado, noventa amostras
clinicas de urina foram testadas para detetar antidepressivos triciclicos através do ensaio atual
e do ensaio Triage (com 1.000 ng/ml como limite) com 96,7% de resultados concordantes. Foram
descobertas trés amostras discrepantes negativas pelo DRI e positivas pelo Triage contendo
misturas de cocaina, carbamazepina e diazepam, mas sem compostos triciclicos pelo GC/MS.

Especificidade

Foi testada a reatividade cruzada de compostos triciclicos e outros compostos estruturalmente
relacionados no ensaio. A tabela que se segue enumera as concentragdes dos compostos que
produzem um resultado positivo no ensaio com 300 ng/ml de nortriptilina como calibrador limite.

Composto co“(‘:;';:la)gao Composto Con((l:;l/llt;la)géo
Amitriptilina 400 Doxepina 800
Amoxapina 110.000 Imipramina 300
Clorpromazina 1700 2-hidroxi-Imipramina 4.000
Clomipramina 500 Protriptilina 800
Ciclobenzaprina 600 Trimipramina 750
Desipramina 200

Foi testada a reatividade cruzada de compostos utilizados em simultdneo com os compostos
triciclicos no ensaio. A tabela que se segue indica a concentracdo de potenciais reagentes
cruzados, nas amostras de soro ou urina, que produzem resultados negativos.

Composto (pg/ml) Composto (pg/ml)
Acetaminofeno 400 Perfenazina 04
Anfetamina 500 Fenciclidina 1.000
Carbamazepina 100 Fenobarbital 50
Cocaina 100 Fenitoina 100
Dextrometorfano 1.000 Primidona 100
Diazepam 100 Prometazina 2
Maprotilina 2 Propoxifeno 500
Meperidina 100 Secobarbital 500
Metaqualona 100 Trazodona 5
Metsuximida 100 Acido valproico 500
Morfina 40
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