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RESUMO

A analise de drogas de abuso e medicamentos tem sido aplicada em diferentes contextos,
principalmente no setor de emergéncia. Varias metodologias podem ser empregadas para este
fim, sendo os imunoensaios os mais utilizados. Nas situagdes onde ndo se sabe o agente
causador da intoxicagao, a triagem pode ser realizada de forma qualitativa, sendo o imunoensaio
de fluxo lateral (IFL) a metodologia mais utilizada. O IFL possui como vantagem a
simplicidade, economia e rapidez no resultado. Os imunoensaios tém como principio do método
a captura do antigeno (droga ou medicamento) por um anticorpo especifico, em uma reagao in
vitro. Assim, uma das desvantagens de utilizar o imunoensaio ¢ a possibilidade de reagdo
cruzada com substancias diferentes do analito de interesse na amostra, que reagem de forma
inespecifica com o anticorpo, causando baixa especificidade na analise. As reagdes cruzadas
causam interferéncias no resultado, gerando resultados falso-positivo ou falso-negativo. Varios
estudos pesquisam a interferéncia de substincias no resultado de imunoensaios, porém ha
escassez de pesquisas focadas no IFL para drogas de abuso e medicamentos. O objetivo desse
trabalho foi investigar a possibilidade de diversas substancias causarem reagdes falso-positivas
na metodologia do IFL. Para isso, foram preparadas amostras enriquecidas com diferentes
substancias e testadas no dispositivo. As substancias testadas foram escolhidas a partir de
estudos similares encontrados na literatura e do perfil de consumo do brasileiro. O
procedimento e a interpretagdo dos resultados foram realizados de acordo com as normas do
fabricante. Os resultados do estudo demonstraram apenas interferéncia da efedrina na area do
teste para metanfetamina e da prometazina para antidepressivos triciclicos, gerando resultados
falso-positivos. Estudos futuros precisam ser realizados para confirmar a possibilidade de
interferéncia com as substancias escolhidas, visto que o estudo foi limitado a testagem das
substancias inalteradas, ndao sendo possivel a andlise da maioria dos produtos de

biotransformacgao.

Palavras-chave: toxicologia; imunoensaio de fluxo lateral; triagem toxicoldgica; reagdes falso-

positivas.



ABSTRACT

The screening for drugs of abuse and medications has been applied in different contexts,
especially in the emergency room. Several methodologies can be applied for this purpose, being
immunoassays the most used. In situations where the intoxicating agent is not known, screening
can be performed qualitatively, with lateral flow immunoassay (IFL) being the most used
methodology. The IFL has the advantage of simplicity, economy and speed in the result. The
principle of the immunoassay method is the capture of the antigen (drug or medication) by a
specific antibody in an in vitro reaction. Thus, one of the disadvantages of using immunoassay
is the possibility of cross-reaction with substances other than the analyte of interest in the
sample, which reacts nonspecifically with the antibody, causing low specificity in the analysis.
Cross-reactions interfere with the results, generating false-positive or false-negative results.
Several studies have investigated the interference of substances in immunoassay results, but
there is a lack of research focused on IFL for drugs of abuse and medications. This work aimed
to investigate the possibility of several substances causing false-positive reactions in the IFL
methodology. To this end, samples enriched with different substances were prepared and tested
on the device. The substances tested were chosen from similar studies found in the literature
and from the Brazilian consumption profile. The procedure and interpretation of the results
were performed according to the manufacturer's standards. The study results showed only
interference of ephedrine in the test area for methamphetamine and promethazine for tricyclic
antidepressants, generating false-positive results. Future studies need to be carried out to
confirm the possibility of interference with the chosen substances, since the study was limited
to testing the unchanged substances, not being possible to analyze most biotransformation

products.

Keywords: toxicology; lateral flow immunoassay; toxicological screening; false positive

reactions.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de testes rapidos para deteccdo de drogas de abuso e medicamentos
tornou-se essencial na pratica hospitalar para auxiliar a equipe médica no diagnostico e no
tratamento de pacientes com suspeita de intoxicacdo. De acordo com as estatisticas anuais
registradas pelo Centro de Informacdo e Assisténcia Toxicoldgica de Santa Catarina
(CIATox/SC), em 2020, foram registrados 17643 casos de intoxica¢des em humanos. Desses,
31,3% das intoxicagdes foram causadas por medicamentos, com taxa de letalidade de 1,27
Obitos/1000 atendimentos, e 1,71% causadas por drogas de abuso, com letalidade
correspondendo a 33,11 o6bitos/1000 atendimentos (CIATox/SC, 2020). Esses dados
demonstram uma grande demanda no atendimento e tratamento de intoxicagdes exdgenas no
estado de Santa Catarina, além de evidenciar que a intoxicacao pode ser letal dependendo da
substancia e da circunstancia envolvida.

Varios estudos pesquisam a interferéncia de substancias no resultado de imunoensaios
(CURTIN; CAWLEY, 2012; GOMILA et al., 2017; KING et al., 2013; LECLERCQ et al.,
2020). Porém, ha escassez de pesquisas focadas no imunoensaio cromatografico de fluxo lateral
para drogas de abuso e medicamentos, e os resultados encontrados em outras tecnologias nao
podem ser extrapolados para a imunocromatografia (RIVAS-COPPOLA et al., 2015;
RODRIGUES-SILVA; VENANCIO, 2012). Inclusive, mesmo entre testes com a mesma
tecnologia, os resultados de reagdo cruzada podem ndo ser os mesmos, pois dependem do
antigeno e do anticorpo utilizados.

A problematica estende-se também nas situacdes em que o resultado ndo ¢ condizente
com o relato do paciente ou familiares e/ou com os sintomas apresentados. Nesses casos, pode-
se ter o viés da historia, onde ha omissao das informagdes sobre o uso de substancias, ou mesmo
desconhecimento. Porém, também ¢é preciso levar em consideracdo a presenca de reacao
cruzada com outra substancia que o paciente tenha entrado em contato. Isso demonstra que ¢
preciso avaliar a presenga de reacdo cruzada também pelas consequéncias que podem ocorrer,
como por exemplo nos casos com menores de idade, em que a deteccdo de uma substancia
ilicita pode acarretar em processos legais.

O teste imunocromatografico utilizado neste estudo indica em sua bula as substancias
que foram testadas e ndo produziram reatividade cruzada (Quadro 1). Entretanto, demonstra
alguns erros, como a afirmag¢ao de que metadona nao gera reatividade cruzada, mesmo a

metadona possuindo uma area de teste propria, ou seja, sendo um analito analisado no teste.
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Também ndo testou medicamentos muito utilizados pela populacdo brasileira, além de nao

demonstrar nenhum resultado falso-positivo. Portanto, visto que resultados incongruentes sao

observados na pratica e relatados na literatura, e que os resultados de reag@o cruzada informados

pelo fabricante do teste ndo sdo confidveis, vé-se a necessidade de testar mais substancias.

Quadro 1 — Substancias testadas para reagdo cruzada pelo fabricante do teste

imunocromatografico.

Substancias testadas em
concentracoes de até 100
pg/mL

(-)-Efedrina, Clorfeniramina, Acido Oxalico, (+)-Naproxeno,
Creatinina, Penicilina G, (+/-)-Efedrina, Dextrometorfano,
Feniramina, 4-Dimetyllaminoantiyrine, Tartarato de
dextrorfano, Fenotiazina, Acetaminofeno, Dopamina, Procaina,
Acetona, Eritromicina, Protonix, Albumina, Etanol,
Pseudoefedrina, = Amitriptilina,  Furosemida,  Quinidina,
Ampicilina, Glicose, Ranitidina, Aspartamo, Eter Gliceril
Guaiacol, Sertralina, Aspirina, Hemoglobina, Tiramina,
Benzocaina, Ibuprofeno, Acido Ascérbico, Bilirrubina,
Imipramina, Trimeprazina, b-Feniletilamina, Isoproterenol,
Venlafaxina, Cafeina, Lidocaina, Cloroquina ¢ Metadona.

Fonte: (ASSURE TECH, 2015).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 TRIAGEM DE DROGAS DE ABUSO E MEDICAMENTOS

A andlise de drogas de abuso ndo se limita apenas as drogas ilicitas que conhecemos
como a cocaina, heroina e ecstasy, por exemplo. Esse termo ¢ uma traducdo direta do inglés
“drugs abuse”, porém no Brasil a tradugdo do termo drug ¢ complexa e se diferencia em droga
e farmaco. A denominacdo droga ¢ usada para se referir a substancias licitas ou ilicitas que
atuam no sistema nervoso central, causando alteragdes na percepgio, comportamento € humor
do individuo, sem finalidade terapéutica. Ja o termo farmaco ¢ designado como o principio
ativo de um medicamento, que ¢ um produto farmacéutico tecnicamente elaborado ou obtido,
com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico (BRASIL, 1998).

Alguns medicamentos sdo classificados como entorpecentes (sendo utilizados para
anestesiar, insensibilizar) ou como psicotropicos (quando utilizados para manejo da ansiedade,
depressao, angustia, insoOnia e agitagdo). Esses medicamentos também possuem acao no
Sistema Nervoso Central e a comercializagdo € sujeita a controle especial, visto a possibilidade
de causar dependéncia fisica ou quimica (BRASIL, 1998; LAUREANO et al., 2015). Droga de
abuso ¢ definida como qualquer substancia que, por causa do efeito, ¢ utilizada com propdsito
nao médico, visando especialmente a sensagdo de prazer e sustentagdo do vicio. Desta forma,
as analises toxicologicas de drogas de abuso englobam tanto drogas, como maconha e cocaina,
quanto medicamentos entorpecentes e psicotropicos, como morfina, benzodiazepinicos e
antidepressivos triciclicos.

A analise de drogas de abuso e de medicamentos ¢ uma ferramenta importante
utilizada em varios cenarios. Muito utilizada em setores de emergéncia, estas determinagdes
geralmente sdo realizadas em quadros clinicos de urgéncia para auxiliar no diagndstico e
adequar o tratamento do paciente que encontra-se com alteracdo do estado mental e/ou com
dificuldade de anamnese (LAGER et al., 2018). A diretriz para Analises Laboratoriais para
Pacientes Intoxicados do Reino Unido, de 2014, classifica a triagem de drogas de abuso como
um ensaio especializado. Varias metodologias estao disponiveis no mercado, principalmente
imunoensaios, como imunoensaio multiplicado por enzimas (EMIT, enzyme-multiplied
immunoassay technique), ensaio imunoenzimatico (ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay) e imunoensaio de fluorescéncia polarizada (FPIA, fluorescence polarization
immunoassay) e cromatografia, sendo desenvolvidos para a pesquisa de substancias especificas.

Isso acarreta em que muitas substancias ndo sao detectadas, dessa forma o resultado do teste ¢
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presuntivo e um resultado nao detectado ndo descarta a intoxicagdo (MOELLER et al., 2017,
THOMPSON et al., 2014).

Nesses casos, 0 uso de metodologias mais robustas e com detec¢ao de uma ampla gama
de substancias ¢ indicado. A diretriz norte americana elaborada pela National Academy of
Clinical Biochemistry, de 2003, especifica que para a triagem de drogas de abuso, o uso de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) é o método mais
recomendado. Porém, o uso dessa metodologia como rotina ¢ impraticavel pelo tempo
decorrido para a analise e o custo envolvido. Desta forma, a diretriz orienta que os laboratorios
hospitalares ndo realizem rotineiramente as analises confirmatorias dos resultados de triagem
presuntivamente positivos. Assim, as amostras que resultam em detec¢ao na triagem de drogas
de abuso e medicamentos devem ser armazenadas por um longo periodo de tempo (de 3 meses
a 1 ano) para permitir testes confirmatdrios caso ocorra envolvimento legal ou social (WU et
al.,2003).

Varias matrizes bioldgicas podem ser utilizadas para pesquisa de drogas de abuso,
como urina, sangue, saliva, cabelo, unhas, suor € meconio. Tanto a droga original quanto seus
produtos de biotransformacdo podem ser pesquisados e o tempo de deteccdo ¢ diferente em
cada matriz, na grande parte das vezes podendo ser detectado por mais tempo na urina (Quadro
2) (WIENCEK; COLBY; NICHOLS, 2017). Os canabinoides, por exemplo, podem ser
detectados em até 14 dias no sangue quando do uso crénico, enquanto que na urina podem ser
detectados até 90 dias apos o uso. E preciso frisar que o tempo de detecgdo do agente toxico
pode variar dependendo da dose utilizada, do tempo decorrido desde a ingesta, se 0 uso ¢
cronico ou casual, além das caracteristicas fisioldgicas de cada organismo, como funcao
hepatica e renal (MOELLER et al., 2017).

Desta forma, a amostra mais utilizada para esses testes € a urina, visto que ¢ obtida de
forma fécil, geralmente ndo invasiva, com volume satisfatério para repeticao do teste, contém
maior concentragdo da substancia e seus produtos de biotransformacao, além de refletir tanto a
ingestdo aguda quanto cronica, diferentemente de outras matrizes (MOELLER et al., 2017,

PRITSCH, 2020; WIENCEK; COLBY; NICHOLS, 2017).
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Quadro 2 — Tempo de deteccdo aproximado de algumas drogas de abuso.
Urina

A Sangue Fluido Oral
Uso casual Uso cronico
Anfetamina 1-3 dias 9 dias 12-48h 12-24h
Barbituricos 15 G
123 dias (baI‘bltllElCOS
de agao
prolongada)
Benzodiazepinicos 1-3 dias 30 dias
Canabinoides/THC 5-36 horas (até
2-8 dias 14-90 dias 14 dias se uso 12-34h
cronico)
Cocaina/BZE 2-4 dias 8 dias 12-48 horas 5-24h
Metadona 1-4 dias
Opiaceos 1-2 dias 4 dias 12-20 horas 12-24h

Legenda: BZE, benzoilecgonina; THC, 11-nor-delta-9-tetraidrocanabidiol carboxilico. Fonte: Adaptado de
WIENCEK; COLBY; NICHOLS, 2017.

Quando existe a suspeita de uma intoxicag¢ao, mas ndo se sabe qual o agente causador,
pode-se ampliar a pesquisa e selecionar uma metodologia de triagem que fornega resultados de
mais de uma substancia a0 mesmo tempo. Nesses casos, comumente se utiliza o método de
imunoensaio de fluxo lateral (IFL), baseado em imunocromatografia, que oferece diversas
vantagens sobre os imunoensaios tradicionais como simplicidade, economia e rapidez no
resultado, que pode ser liberado entre 5 e 15 minutos — o que permite chamar esta metodologia
também de teste rapido (PINTO et al., 2015; SYEDMORADI et al., 2017). A maioria dos IFL
sdo interpretados sem a necessidade de equipamento, dependendo somente da visualizagdao do
desenvolvimento ou ndo de coloragdo na linha do teste e do controle (SUKUMARAN et al.,
2021).

Uma limitagdo do IFL ¢é que os resultados sdo geralmente qualitativos. Desta forma,
sdo utilizados amplamente para triagem em situagdes que nao seja necessario quantificar, e sim
avaliar a presenca ou nao da substancia, como por exemplo, em emergéncias hospitalares

(WONG; TSE, 2009).
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2.2 IMUNOENSAIO DE FLUXO LATERAL

O principio base do método consiste na captura do antigeno presente na amostra por
um anticorpo in vitro. Assim, tanto os imunoensaios quantitativos quanto os qualitativos tém
como desvantagem a possibilidade de interferéncia com diferentes compostos, reduzindo a
especificidade, gerando falsos resultados (PINTO ef al., 2015). Antigamente, utilizava-se
anticorpos policlonais devido a facilidade de obtencdo, porém, possuiam alta reatividade
cruzada. Apos a implementacdo de anticorpos monoclonais, a especificidade e a sensibilidade
aumentaram. Entretanto, a reatividade cruzada continua presente, mesmo que em menor
frequéncia, e continua sendo motivo de preocupacao no desenvolvimento de um dispositivo de
imunoensaio de fluxo lateral (MOELLER et al., 2017, SUKUMARAN et al., 2021).

Em IFL competitivos, o antigeno imobilizado possui um papel tdo importante no
desempenho do teste quanto o anticorpo, visto que ¢ o responsavel por imobilizar o anticorpo
nao conjugado ao analito de interesse (WONG; TSE, 2009). O imunoensaio de fluxo lateral
competitivo ¢ o método mais utilizado para detec¢do de moléculas de baixo peso molecular,
como drogas de abuso e medicamentos. A multiplexagao ¢ uma estratégia que pode ser utilizada
para permitir a detec¢do de varios analitos em um Unico teste, resultando em redugdo no custo
e no tempo do ensaio (SUKUMARAN et al., 2021; SYEDMORADI et al., 2017).

No teste de competi¢ao, o anticorpo especifico conjugado com particulas coloridas
para cada analito é fixado proximo a linha teste. Na linha do teste, estd imobilizado o antigeno
correspondente a cada anticorpo especifico imobilizado na regido. A linha controle possui
anticorpos inespecificos que geram uma rea¢cdo imunoldgica independente, portanto, a cor
desenvolvera sempre que a amostra migrar pela membrana de nitrocelulose e alcangar a linha
controle. Por fim, o filtro absorvente tem a fun¢do de absorver toda a amostra que migrou e
auxiliar que a membrana de nitrocelulose permane¢a com a coloragdo de fundo o mais claro
possivel — considerando que a urina normal possui coloragdo amarelo citrino, auxiliando na

interpretagdo do resultado (Figura 1)(ASSURE TECH, 2015; SUKUMARAN et al., 2021).
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Figura 1- Esquema dos componentes de um imunoensaio de fluxo lateral competitivo.

[¥]
ol =
|
Almofada da Conjugado Linha teste Linha controle Filtro absorvente

amostra

Direcao da migragdo da amostra

Legenda: § anticorpo conjugado; | antigeno; g anticorpo inespecifico; fantigenc inespecifico.

Fonte: Elaborado pela autora.

Ao adicionar a amostra, a mesma reage com os anticorpos conjugados e migra através
da membrana de nitrocelulose por capilaridade até a area de visualizagdo do teste. Na presenga
suficiente do analito de interesse, os anticorpos conjugados com particulas coloridas estardo
saturados, nao conseguindo se ligar aos antigenos imobilizados, consequentemente nao havera
formacdo de uma faixa colorida (Figura 2A). Caso a amostra ndo contenha o analito, os
anticorpos irdo se ligar aos antigenos imobilizados, gerando a faixa colorida na area do teste
(Figura 2B). Desta forma, um teste detectado ¢ obtido quando ha auséncia de coloragdo na area,
e um teste nao detectado ¢ obtido quando ha coloragao (ASSURE TECH, 2015; SUKUMARAN
etal.,2021).

Figura 2 — Esquema da reacdo durante a aplicagdao da amostra no IFL.
c?
A |

&} o

[ ¥ ]
: anticorpo conjugado; [ ] antigeno; g anticorpo inespeciﬂcu;*amigenu inespecifico.

Legenda: \J analito;

Legenda: A) Esquema representando um teste detectado; B) Esquema representando um teste ndo detectado.
Fonte: Elaborado pela autora.

Varios sdo os fatores que podem interferir no teste e causar resultados erroneos. Dentre

esses sdo relatados problemas na producdo do teste, erro de operador, interferéncias de
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alimentos e suplementos, fatores ambientais, manipulagdo da amostra e reagdes cruzadas
(WONG; TSE, 2009). Portanto, todos os resultados obtidos por imunoensaio devem ser
considerados presuntivos, e caso seja necessdrio, a confirmagdo deve ser realizada por um
método mais robusto e confidvel (MOELLER et al., 2017; PRITSCH, 2020).

E importante esclarecer que se considera cut-off como a concentra¢do minima
necessaria para produzir um resultado detectado no imunoensaio. Esse valor € estabelecido para
minimizar resultados falso-positivos. Sendo assim, uma amostra com concentragdo abaixo do
cut-off sera reportada como nao detectado, portanto, estes resultados ndo confirmam a auséncia
da substancia na amostra (MOELLER et al., 2017).

O erro no resultado pode ser tanto um falso-positivo quanto um falso-negativo. Um
resultado falso-positivo ocorre quando o resultado do teste indica a presenca da substancia com
concentragdes acima do cut-off (ponto de corte), mesmo que ndo seja detectada a substincia na
amostra (Figura 3A). Uma das hipdteses para um resultado falso-positivo € reacao inespecifica
de alguma substancia presente na amostra, formando complexo com o anticorpo conjugado. J&
o resultado falso-negativo ¢ visto quando o resultado do teste ¢ ndo detectado, mas a substancia
¢ encontrada em concentragao abaixo do cut-off, por CG-EM ou cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de massas CL-EM (Figura 3B) (WONG:; TSE, 2009).

Figura 3 — Esquema de possiveis interferéncias durante a aplicagdo da amostra no IFL.

Y A7 L
& i o

=
Legenda: 9 analito; ﬁ substancia interferente; :anluoorpo conjugada; | antigenc; g anticorpo insspeciluoo.* antigeno inespecifico.

Legenda: A) Esquema representando um resultado falso-positivo; B) Esquema representando um resultado falso-
negativo. Fonte: Elaborado pela autora.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar possiveis resultados falsos-positivos na metodologia de imunoensaio de fluxo

lateral para triagem de drogas de abuso e medicamentos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Identificar substincias interferentes na triagem de drogas de abuso e
medicamentos na literatura cientifica;

— Definir as substancias a serem utilizadas;

— Testar as substancias no IFL para drogas de abuso e medicamentos;

— Verificar a reatividade cruzada dos diferentes analitos para a triagem de drogas

de abuso e medicamentos;

— Apresentar e analisar os resultados obtidos.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho consistiu em uma pesquisa laboratorial que foi realizada no
Laboratorio de Pesquisas Toxicologicas (LPTox), situado no Centro de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Para definir quais substancias seriam utilizadas no estudo, foram considerados os
conhecimentos existentes quanto a suspeita de rea¢cdo cruzada e informagdes da literatura, além
de uma pesquisa quanto aos medicamentos mais utilizados no Brasil. Como critério de inclusao
na pesquisa, utilizou-se a possibilidade de acesso do padrao primario, padrao secundario ou
mesmo o medicamento comercializado no Brasil.

A metodologia empregada nesse estudo levou em consideragao a fortificacdo da matriz
com as substancias escolhidas, alcangando uma concentragdo conhecida e posterior analise. O
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da

Universidade Federal de Santa Catarina, sob protocolo n® 5.386.772 (Anexo A).

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Substancias interferentes

Inicialmente foi realizada uma pesquisa de estudos similares ao proposto na literatura.
Para a busca nas bases de dados PubMed e ScienceDirect foram utilizados os descritores DeCS
e MeSH “cross-reactivity”, “urine” e “drug screen”. Foram encontrados 2415 resultados.
Elencou-se como critérios de inclusdo: artigos cientificos redigidos em inglés e portugués,
publicados de 2012 4 2022 e que possuissem resumo. A busca final resultou em 137 artigos.
Apos a leitura do titulo e do resumo, foram excluidos os artigos que:
a) pesquisaram interferentes em analitos que ndo sdo pesquisados no teste
utilizado neste estudo;
b) utilizaram drogas de designer;
¢) realizaram analise em outras metodologias que ndo imunoensaios;
d) realizaram desenvolvimento e validagcdo de método;

e) e/ou pesquisaram resultados falso-negativo.
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Obteve-se entdo 27 artigos que foram lidos e selecionados a partir da possibilidade de
acesso ao padrdo primario, padrdo secundario ou medicamento comercializado, resultando em
10 artigos utilizados.

Considerando que a triagem de drogas de abuso e medicamentos ¢ geralmente
realizada na emergéncia e que os pacientes podem ter utilizado medicamentos isentos de
prescrigdo, foi pesquisado o perfil de automedicagdo do brasileiro. Utilizou-se duas pesquisas,
uma realizada pelo Instituto de Ciéncia, Tecnologia e Qualidade em 2018 e outra realizada em
2019 pelo Conselho Federal de Farmacia de Sao Paulo, por meio do Instituto Datafolha, que
demonstraram o perfil dos medicamentos mais utilizados pela populagao.

O guia INTERFARMA de 2020 foi consultado para conhecimento dos medicamentos
mais vendidos em farmacias comerciais. Foi utilizada a Pesquisa Nacional de Saude de 2019,
desenvolvida pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), para escolher os

medicamentos mais utilizados para tratamento de doengas cronicas nao transmissiveis.

4.1.2 Imunoensaio de fluxo lateral

Nesse estudo foi utilizado o teste Multi 12 Drugs Assure Test (Assure Tech, China)
(Figura 4). Esse teste ¢ um imunoensaio de fluxo lateral, de uma etapa e multiplex que realiza
a deteccdo qualitativa de drogas de abuso ¢ medicamentos em urina humana. Neste, sdao
analisadas 15 substidncias simultaneamente, as quais: barbitaricos (BAR), 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA), metadona (MTD), tetrahidrocanabinol (THC), cocaina
(COC), fenciclidina (PCP) benzodiazepinicos (BZO), anfetaminas (AMP), morfina (MOR),
antidepressivos triciclicos (TCA), metanfetamina (MET) e propoxifeno (PPX).

Figura 4 — Foto do dispositivo do teste Multi 12 Drugs Assure Test.

Drug-Screen

b0 430 200 40 0

Fonte: (SABRE SAFETY, [s.d.]).
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4.1.3 Amostra de urina livre de drogas e medicamentos (ULDM)

A amostra utilizada para o estudo foi urina livre de drogas e medicamentos (ULDM).
Foram utilizadas as amostras de urina com resultado ndo detectado utilizando este dispositivo
e que seriam descartadas pelo LPTox. Preparou-se um pool com as amostras impossibilitando
a identificagdo da origem. Assim, a identidade dos pacientes foi preservada. Inicialmente foi
realizado o exame fisico-quimico do pool com o auxilio de uma fita reagente que analisa de
forma semiquantitativa a presenga de urobilinogénio, bilirrubina, cetonas, sangue, proteinas,
nitritos, leucocitos, glicose, gravidade especifica e pH.

Uma parte do pool foi entdo aliquotado em tubos Falcon (4 mL), sendo chamado
aliquota de trabalho. O restante do pool foi aliquotado para estoque em volumes maiores (12
mL), a fim de ser utilizado posteriormente para completar o volume das solugdes, como
explicado no item 4.2.2. Todas as aliquotas, de trabalho e de estoque, foram congeladas em
freezer a -20°C, para aumentar o tempo de utilizacdo do mesmo pool e evitar mudangas bruscas

das caracteristicas fisico-quimicas da amostra.

4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Preparo das solucoes das substancias interferentes

A dissolucao foi realizada considerando a solubilidade informada nas monografias
disponiveis (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019; MOFFAT et al.,
2011; PUBCHEM, [s.d.]). Foram utilizados os reagentes acetona, acido acético, agua, etanol e
metanol, a depender da solubilidade do fArmaco.

As substancias escolhidas que possuiam apresentacdo em comprimidos ou cépsulas
precisaram passar por um preparo inicial. No caso de comprimidos, os mesmos foram
macerados em gral com pistilo e realizada a dissolugdo com o solvente escolhido para cada
substancia com o auxilio do ultrassom. A solu¢do de cada medicamento foi filtrada em um
baldao volumétrico e o corpo de fundo referente aos componentes nao soltveis (excipientes do
comprimido) foi lavado com o solvente trés vezes para melhor extracao.

As capsulas foram abertas e seu conteido foi transferido para um béquer. O
procedimento para dissolugdo do conteudo seguiu-se o mesmo do realizado para comprimidos.
Para as substancias as quais foram obtidas o padrao primario, o procedimento consistiu em

pesar 0,25 mg, adicionar em um baldo volumétrico de 10 mL e dissolver com o solvente
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escolhido. Desta forma, obteve-se solugdes com concentragdo intermediaria conhecida,

conforme demonstrado no fluxograma abaixo (Figura 5).

Figura 5 — Fluxograma do preparo das solugdes a partir de capsulas e comprimidos.

Preparar as solucoes

Macerar os comprimidos com

1 e pistil Abrir as capsulas
gral e pistilo

Transferir o contetido para um béquer

Adicionar o solvente

Homogeinizar com ultrassom

Filtrar e lavar com o solvente 3 vezes

Completar o baldo volumétrico com o volume

de solvente necessdrio

Obter as solugdes com concentragdo conhecida

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2 Fortificacdo da amostra de urina livre de drogas e medicamentos com as substancias

interferentes

A bula do teste utilizado no estudo refere que a interferéncia de algumas substancias
foi testada em concentracdes de até 100 pg/mL (ASSURE TECH, 2015). Sendo assim, foi
escolhida a concentragdo inicial de 200 pg/mL para todas as amostras, a fim de padronizar as
quantidades utilizadas de cada substancia e assegurar que as mesmas estivessem em quantidade

suficiente para interagir com o sitio de ligagao dos anticorpos.
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Os medicamentos obtidos na forma liquida foram adicionados diretamente na ULDM,
sendo transferido volume suficiente para atingir concentragao de 200 pug/mL. Por exemplo, para
o verapamil foi utilizado uma ampola que informava a concentra¢do de 2,5 mg/mL. Foi entdo
transferido 400 pL do medicamento com o auxilio de uma micropipeta para um tubo Falcon e
completado com ULDM até o volume total de 5 mL, para obter a concentracao final de 200
pg/mL.

O mesmo foi realizado com as solugdes das substancias sélidas. Apds o preparo das
solucdes conforme descrito anteriormente, foi transferida a quantidade calculada de cada
solucao a ULDM para obtencao da concentracao final desejada, e completado com ULDM em
quantidade suficiente para atingir a concentracao final de 200 pug/mlL.

Para aplicagdo do sabonete liquido, a Uinica substincia relatada causando interferéncia
que ndo era um medicamento, foi adaptada a metodologia proposta por Cotten e colaboradores
(2012). Adicionou-se 0,5 mL do sabonete liquido a 6,2 mL de ULDM, sendo homogeneizado
em vortex por 15 segundos. Assim, foi obtida a ULDM fortificada com o sabao e seguida com

posterior analise.

4.3 APLICACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

As amostras fortificadas foram aplicadas conforme instru¢des do fabricante do teste.
O dispositivo foi retirado da embalagem, identificado com o nome da amostra, e disposto em
uma area limpa da bancada de trabalho. A amostra foi descongelada e apds atingir temperatura
ambiente foi transferida com o auxilio da pipeta plastica descartadvel que acompanha o
dispositivo. Foram dispensadas 3 gotas da amostra em cada almofada do teste. O tempo foi
controlado por crondmetro e o resultado foi lido ap6s 5 minutos.

A interpretacdo do resultado foi realizada pela visualizag¢@o a olho nu da formagao de
cor na regido teste e controle. Na regido teste (T), o teste foi detectado quando ndo houve o
aparecimento de uma linha de coloragdo vermelha, e ndo detectado quando houve o
aparecimento da cor. O controle de qualidade do teste foi avaliado pelo aparecimento de uma
linha vermelha na regido controle (C), que confirmou que foi utilizado um volume suficiente
de amostra e que o procedimento foi executado corretamente. O esquema abaixo ilustra a
interpretagao (Figura 6).

Os dados foram incluidos em uma planilha no programa Microsoft Excel® com a

identificacdo da substancia testada e o respectivo resultado (detectado ou ndo detectado).
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Figura 6 — Interpretacao do teste rapido para triagem de drogas de abuso € medicamentos.

Invalido Detectado N&ao detectado

C C C IS CHEENE C I
THER T T THEN T

Fonte: Elaborado pela autora.
O fluxograma do procedimento experimental esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7 — Fluxograma ilustrando as etapas do procedimento experimental.

Selecionar as substincias a serem avaliadas
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gotas em cada pogo, aguardar
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instrugao

Avaliar os resultados obtidos

Fonte: Elaborado pela autora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESCOLHA DAS SUBSTANCIAS

O norteador deste trabalho considerou o embasamento teorico, através de revisao na
literatura e a possibilidade de acesso as substancias. A escolha das substancias a serem
utilizadas teve como critério de inclusdo final a possibilidade de acesso ao padrao primario,
padrdo secundario ou medicamento comercializado. Considerando entdo a revisdo realizada e
as substancias disponiveis foram utilizados 10 artigos. Foi possivel o acesso aos padroes dos
medicamentos carbamazepina, difenidramina, efedrina, prometazina, paracetamol e tioridazina.
Os outros medicamentos foram analisados utilizando as apresentagdes comerciais disponiveis.
As substancias que foram entdo testadas sdo apresentadas no Apéndice A.

A pesquisa realizada pelo Instituto de Ciéncia, Tecnologia e Qualidade, em 2018,
demonstrou que 79% da populagdo maior de 16 anos confirmam tomar medicamentos sem
prescricao médica ou farmacéutica. Dos medicamentos mais consumidos por conta propria 48%
eram analgésicos, seguidos por anti-inflamatérios (31%), relaxante muscular (26%),
antitérmicos (19%), descongestionante nasal (15%), expectorante (13%), antiacido (10%) e
antibioticos (10%) (INSTITUTO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E QUALIDADE, 2018).
Outra pesquisa sobre o tema, realizada em 2019 pelo Conselho Federal de Farmacia de Sao
Paulo, por meio do Instituto Datafolha, confirma os dados obtidos em relagdo ao tipo de
medicamento utilizado (analgésicos, antitérmicos, antibidticos e relaxantes musculares), além
de constatar que 88% dos brasileiros compram em farmacias comerciais os medicamentos que
utilizam (CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA DO ESTADO DE SAO PAULO, 2019).

Segundo o ultimo Guia INTERFARMA, publicado em 2020, entre os 10
medicamentos mais vendidos em farmécias comerciais, 4 sdo analgésicos, anti-inflamatdrios e
antitérmicos, sendo eles Dorflex®, Neosaldina®, Torsilax® e Novalgina®. Estes medicamentos
sdo compostos na sua maioria por dipirona ou paracetamol, associado a outros compostos que
atuam em sinergismo para a¢ao do medicamento. Desta forma, a dipirona e o paracetamol foram
adicionados a lista de substancias a serem testadas pela ampla utilizacdo da populagdo
(ASSOCIACAO DA INDUSTRIA FARMACEUTICA DE PESQUISA, 2020).

Por fim, como demonstrado na Pesquisa Nacional de Saude de 2019, desenvolvida
pelo IBGE, as doencas cronicas ndo transmissiveis sdo doengas de alta prevaléncia no pais, e
em muitos casos sdo necessarios tratamentos medicamentosos para o controle das doencas.

Segundo o estudo, da populagdo maior de 18 anos, 23,9% referiram diagnostico de hipertensao
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arterial, 7,7% de diabetes mellitus, 14,6% de hipercolesterolemia e 5,3% de asma. O programa
“Aqui Tem Farmécia Popular” é um programa governamental destinado a distribui¢ao gratuita
ou com desconto de medicamentos para controle das DCNT (MINISTERIO DA SAUDE;
INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2020). Desta forma, foram
escolhidos os medicamentos distribuidos gratuitamente para tratamento de hipertensdo arterial
e diabetes mellitus, visto a alta prevaléncia no uso pela populagdo brasileira. Também foi
escolhido o medicamento albendazol, utilizado para o tratamento de helmintiases e parasitoses,
visto a necessidade de medicamentos dessa classe pela populacdo, principalmente pela falta de
acesso a saneamento basico. Todos os medicamentos escolhidos a partir do perfil de uso dos

brasileiros podem ser visualizados no Quadro 3.

Quadro 3 — Medicamentos escolhidos a partir do perfil de automedicagdo dos brasileiros e dos
medicamentos distribuidos gratuitamente pelo programa “Aqui Tem Farmacia Popular”.
Medicamentos escolhidos a partir do perfil de automedicacdo da populacio brasileira

Dipirona Paracetamol

Medicamentos distribuidos gratuitamente pelo programa “Aqui Tem Farmacia

Popular”
Albendazol Glibenclamida
Atenolol Hidroclorotiazida
Captopril Losartana
Enalapril Propranolol

Fonte: (ASSOCIACAO DA INDUSTRIA FARMACEUTICA DE PESQUISA, 2020; MINISTERIO DA
SAUDE; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2020).

5.2 RESULTADOS DAS ANALISES

A primeira avaliagdo realizada foi o teste fisico-quimico com a tira reagente no pool
de urina, sendo observado que ele estava adequado para as anélises, com pH de 6,5 e gravidade
especifica de 1,010. Nao foram observadas alteracdes significativas de glicose, leucdcitos,
nitritos, proteina, sangue, cetonas, bilirrubinas e urobilinogénio.

O pool de urina foi inicialmente analisado sem adigdo de nenhuma substancia.
Nenhuma substancia foi detectada, servindo assim como controle negativo. Os solventes
utilizados para realizacdo das dissolugdes também foram testados, a fim de analisar se os

mesmos poderiam causar interferéncia no resultado. Foi adicionado 500 puL de cada solvente a
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4,5 mL de ULDM, homogeneizado em voértex por 15 segundos e analisado. Nenhum resultado
detectado foi observado, e os controles ao final da tira reagente desenvolveram cor, validando
assim a utiliza¢ao de todos os solventes.

Para o preparo das solugdes, seguiu-se a metodologia desenhada para o estudo e a

escolha dos solventes pode ser visualizada no quadro abaixo (Quadro 4).

Quadro 4 — Solventes utilizados para dissolu¢do dos medicamentos utilizados no estudo.

MEDICAMENTO SOLVENTE MEDICAMENTO SOLVENTE
Albendazol Acido acético Hidroxizina Etanol
Atenolol Metanol Ibuprofeno Etanol
Bupropiona Etanol Imipramina Agua
Captopril Agua Lamotrigina Metanol
Carbamazepina Metanol Losartana Agua
Difenidramina Agua Metformina Agua
Dipirona Agua Naproxeno Etanol
Efavirenz Metanol Pantoprazol Agua
Efedrina Agua Paracetamol Etanol
Enalapril Metanol Prometazina Agua
Fenilefrina Agua Propranolol Agua
Fenofibrato Acetona Quetiapina Agua
Glibenclamida Etanol Sertralina Etanol
Hidroclorotiazida Etanol

Fonte: (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019; MOFFAT et al., 2011; PUBCHEM,
[s.d.]).

Os resultados obtidos apds a andlise foram interpretados conforme o procedimento
descrito pelo fabricante do teste (ver item 4.3) e foram anotados em uma tabela no Excel®. Para

melhor apresentacao dos resultados, os mesmos serdao divididos em trés se¢des a seguir.
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5.3 RESULTADOS NAO DETECTADOS
5.3.1 Substancias escolhidas a partir da literatura

5.3.1.1 Bupropiona

A bupropiona ¢ um antidepressivo atipico e foi descrita causando resultado falso-
positivo para anfetamina e metanfetamina por dois estudos. Os autores Paul e Sadrzadeh (2020)
apresentaram um relato de caso envolvendo uma adolescente de 15 anos que consumiu um
comprimido desconhecido oferecido por um parente para manejo de uma cefaleia. Apoés uma
evolucao com rebaixamento de nivel de consciéncia e um episédio de convulsdo, foi levada a
emergéncia e realizado uma triagem de drogas de abuso e medicamentos na amostra de urina
da paciente, resultando em detectado para anfetaminas. A confirmacdo por CL-EM nao
identificou anfetamina ou metanfetamina, e a andlise por CG-EM confirmou a presenga de
bupropiona na amostra.

Rivas-Coppola e colaboradores (2015) também relataram um caso de intoxica¢cdo com
bupropiona, porém em uma paciente pediatrica de 15 meses, que apos apresentar episodios de
convulsdo tdnico-clonica generalizada, foi transferida para o hospital, onde permaneceu no
estado de mal epiléptico e apresentou parada cardiorrespiratoria. A triagem de drogas na urina
detectou anfetaminas e a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas confirmou a presenga de bupropiona. O estudo discute sobre a
semelhanca  estrutural das moléculas de bupropiona, eritrohidrobupropiona e
treohidrobupropiona com a molécula da anfetamina, sendo a hipotese apresentada para o
resultado falso-positivo.

Ao testar a bupropiona nao foi observado resultado falso-positivo para nenhum analito
do teste. Porém, considerando que esse medicamento ¢ extensamente biotransformada e,
conforme relatado na literatura, apenas 0,3% da bupropiona é excretada inalterada na urina,
estudos mais aprofundados podem ser realizados utilizando os produtos de biotransformagao

(MASTERS et al., 2016).

5.3.1.2 Carbamazepina

Os autores Stellpflug e colaboradores (2020) citam a carbamazepina como um possivel

interferente no teste de antidepressivos triciclicos. A carbamazepina ¢ um medicamento
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anticonvulsivante que possui similaridade estrutural com os antidepressivos triciclicos pela

presenca de trés anéis conectados entre si, como mostra a Figura 8.

Figura 8 — Estruturas moleculares da amitriptilina e da carbamazepina.

Amitriptilina Carbamazepina
OO OO
|
O NH-
N/

Fonte: Elaborado pela autora.

Em fungdo desta semelhanga, era passivel que o anticorpo especifico para
antidepressivos triciclicos interagisse com os produtos de biotransformagdo da carbamazepina
presentes na urina. Inclusive, até o ano 2000, a carbamazepina era um dos medicamentos que
mais causava este falso-positivo. Atualmente os anticorpos utilizados para este teste sofreram
modificacdes para melhorar a especificidade, diminuindo a probabilidade de interferéncia
(SAITMAN; PARK; FITZGERALD, 2014).

A carbamazepina foi entdo escolhida para verificacdo da especificidade do anticorpo
e do antigeno e apresentou resultado ndo detectado para todos os analitos testados. Este
medicamento € biotransformado por vérias vias de biotransforma¢do e somente 1 a 2% ¢
excretado inalterado na urina (TOMSON, 1987), portanto, mais estudos podem ser realizados

para avaliar a interferéncia da carbamazepina na deteccao de antidepressivos triciclicos.

5.3.1.3 Clorpromazina

A clorpromazina ¢ um antipsicético tipico e ¢ citada pela revisdo realizada por
Saitman, Park e Fitzgerald (2014) como possivel causa de reacdo falso-positiva para
anfetaminas.

O estudo proposto por Melanson e colaboradores (2006) analisou seis amostras de
pacientes que apresentaram triagem de drogas de abuso pela metodologia EMIT para
anfetamina/metanfetamina e detec¢do de clorpromazina sérica por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD). Todas foram confirmadas por
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CLAE-DAD, nao sendo detectado anfetaminas. Os autores analisaram em outros trés kits de
triagem de drogas de abuso para anfetamina. Houve reprodugdo de apenas um resultado falso-
positivo, em um dispositivo baseado em IFL.

Em outro estudo foi analisada a interferéncia do farmaco com o imunoensaio baseado
em interacdo cinética de microparticulas em solugdo (KIMS) para metadona, onde a
concentragao de 20 pg/mL de clorpromazina foi suficiente para causar resultado falso-positivo
para metadona, com ponto de corte de 0,300 pg/mL (LANCELIN et al., 2005).

Neste estudo, a clorpromazina nao resultou em detec¢do para nenhuma substincia.
Assim, mais estudos podem ser realizados envolvendo os produtos de biotransformacao para

avaliacdo da interagao.

5.3.1.4 Dextrometorfano

O medicamento dextrometorfano ¢ um antitussigeno presente em diversas formulagdes
para tratamento da tosse ¢ ¢ vendido sem apresentagdo de receita. Em sobredosagem, este
medicamento pode gerar efeitos psicologicos e fisioldgicos semelhantes a da fenciclidina,
inclusive havendo relatos de falso-positivos em triagens de drogas de abuso e medicamentos
como citado no estudo proposto por Stellpflug e colaboradores (2020).

Um relato de caso observou o resultado da triagem de drogas de abuso de uma paciente
de 24 meses detectado para fenciclidina, utilizando uma metodologia de IFL. A analise por CG-
EM confirmou a presenca de dextrometorfano, caracterizando o resultado obtido na triagem
inicial como um falso-positivo. Neste artigo ¢ discutido que mesmo nao havendo semelhanga
estrutural entre as moléculas, sobredosagens parecem causar interferéncia com o antigeno e
com o anticorpo para fenciclidina (MARCHEI ef al., 2007). Porém, em outro estudo sobre
interferentes da fenciclidina, o dextrometorfano € descrito como uma das moléculas com maior
similaridade estrutural por estudo computacional, conforme mostrado na Figura 9. Ressalta-se
que uma similaridade de 1 implica em similaridade maxima, enquanto 0 significa

dissimilaridade maxima (KING et al., 2013).
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Figura 9 — Estruturas moleculares da fenciclidina e dextrometorfano.

O.
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Fenciclidina Dextrometorfano
MDL = 0,565

Legenda: A semelhanca ¢ avaliada pela comparacdo entre o composto alvo (fenciclidina) e o composto de
interesse. O dextrometorfano demonstrou MDL = 0,565. Fonte: Adaptado de King et. al (2013).

O dextrometorfano também se assemelha com alguns opioides, sendo a forma
dextrogira metilada do levorfanol (Figura 10), como relatado pelos artigos supracitados. Diante
disso, reacdes falso-positivas envolvendo a detec¢do de opioides por dextrometorfano foram
relatadas. O estudo proposto por Finn e colaboradores (2015) identificou resultados falso-
positivos na metodologia de EMIT para opidceos com concentragdes de dextrometorfano acima
de 400 pg/mL na urina. Concluiu-se que, assim como ja havia sido relatado por outros estudos,

0 uso em sobredosagem ¢ mais provavel de causar falso-positivo do que o uso terapéutico.

Figura 10 — Estruturas moleculares do dextrometorfano, levorfanol e morfina.
Dextrometorfano Levorfanol Morfina

Io\Ho:

—N

Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise neste estudo nao resultou falso-positivo para nenhum analito com a
concentragdo de 200 pg/mL. Uma possivel hipotese para o resultado obtido seria que o
levorfanol nao ¢ citado na bula do teste como detectado nas areas de morfina e opioides.
Ademais, estudos com diversas concentragdes podem ser realizados, pois como relatado
anteriormente, o dextrometorfano ¢ mais passivel de causar interferéncia para fenciclidina e

opioides quando em sobredosagem.
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5.3.1.5 Efavirenz

O efavirenz ¢ um inibidor nao nucleosideo da transcriptase reversa, utilizado para o
tratamento do HIV e demonstrou resultado falso-positivo para benzodiazepinicos e
canabinoides, conforme citado na revisdo realizada por Saitman, Park e Fitzgerald (2014).

Um dos artigos realizou um estudo cego com 100 pacientes em que metade utilizou
doses terap€uticas de efavirenz e metade recebeu placebo. Foram utilizados trés kits de triagem
baseado em IFL para realizagdo do estudo, resultando na deteccdo para benzodiazepinicos em
pelo menos um teste para 46 dos 50 pacientes que receberam efavirenz e 1 dos 50 pacientes que
receberam placebo. No mesmo estudo também foi analisada a interferéncia para canabinoides,
com a deteccao de 45 dos 50 pacientes utilizando efavirenz e 3 de 50 dos que receberam
placebo. As amostras presuntivamente positivas foram confirmadas com cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM)), resultando
em nao detec¢do de benzodiazepinicos e tetrahidrocanabinol para todas as amostras (BLANK
et al.,2009)

Ap6s realizacdo de experimentos com a fortificagdo de amostras com os padrdes de
efavirenz e seu produtos de biotransformagdo oxidados, 8-hidroxi-efavirenz e 8,14-dihidroxi-
efavirenz, os autores concluiram que a interferéncia com benzodiazepinicos se da pela
semelhanga estrutural com o efavirenz. Como o fairmaco nao ¢ encontrado inalterado na urina,
o produto de biotransformagao 8-hidroxi-efavirenz parece ser o responsavel pela interferéncia.
A interferéncia com os canabinoides foi atribuida a estrutura glicuronidada dos produtos de
biotransformagao, assim como corroborado por outros artigos (BLANK et al., 2009; ROSSI et
al., 2006).

Como esperado, a analise do efavirenz adicionado a ULDM neste estudo ndo resultou
em reagdo falso-positiva. A principal hipdtese € pelas interferéncias relatadas terem sido
causadas pelos produtos de biotransformagado, dessa forma, mais estudos devem ser realizados

para verificar a possivel interferéncia.

5.3.1.6 Fenilefrina

A fenilefrina ¢ um agonista alfa-adrenérgico semelhante estruturalmente as

anfetaminas e metanfetamina (Figura 11), portanto possui potencial de causar reacdo cruzada
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em triagem de drogas de abuso ¢ medicamentos, assim como citado por Stellpflug e
colaboradores (2020).

Curtin e Cawley (2012) relataram um caso de uma paciente de 36 anos que foi admitida
na emergeéncia apds suspeita de convulsdes e parada cardiorrespiratdria em casa. Uma triagem
de drogas de abuso e medicamentos por imunoensaio foi realizada, com detec¢dao apenas de
opioides e benzodiazepinicos, relacionados aos medicamentos de uso cronico da paciente. Foi
transferida para a unidade de terapia intensiva apds as convulsdes se tornarem refratarias e
apresentar hipotensdo, sendo manejada com infusdo de fenilefrina. Apds o tratamento
sintomatico e suportivo, foi confirmado a morte encefalica e encaminhada para doagdo de
orgaos, onde foi realizado uma segunda triagem de drogas de abuso, que acusou detec¢do para
opioides, benzodiazepinicos e metanfetaminas. A confirmacdo com CG-EM ndo detectou
anfetamina, metanfetamina, 3,4-metilenodioximetanfetamina ou outro produto de

biotransformacao, e detectou a presenca de fenilefrina e seus produtos de biotransformacao.

Figura 11 — Estruturas moleculares da anfetamina, metanfetamina e fenilefrina.
Anfetamina Metanfetamina Fenilefrina OH

H
HO N
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nao foi verificado nenhum resultado detectado na analise realizada neste estudo com
a aplicacao de fenilefrina. Considerando que a porcentagem de fenilefrina excretada inalterada
na urina € muito baixa, cerca de 0,5%, mais estudos devem ser realizados envolvendo os
produtos de biotransformacdo do fadrmaco para analisar as possiveis reagdes cruzadas

(GELOTTE; ZIMMERMAN, 2015).

5.3.1.7 Fenofibrato

Os autores Dadlani, Farrar e Jones (2017) citam o fenofibrato como a possivel causa
de reagdo falso-positiva na deteccdo de anfetaminas e seus andlogos. O estudo apresenta trés
relatos de caso envolvendo pacientes em uso do fenofibrato e que apresentaram resultado de

triagem de drogas de abuso detectada para anfetamina. Para um caso foi realizada a confirmacao
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com espectrometria de massa e ndo foi detectado a presenga de anfetamina na amostra do
paciente.

O fenofibrato ¢ um agente hipolipemiante e prdé-farmaco, sendo completamente
biotransformado no produto ativo 4cido fenofibrico apds administracdo por via oral. O acido
fenofibrico ¢ encontrado na urina principalmente como acido fenofibrico glicuronideo, € uma
pequena quantidade na forma de benzidrol e seu glicuronideo. O estudo realizado por Quesada
e colaboradores (2015) envolveu a fortificagdo de uma urina com acido fenofibrico e
fenofibrato, baseado em um relato de caso em que ocorreu um resultado falso-positivo para
MDMA com o uso terapéutico do medicamento. Os resultados obtidos pelo estudo
demonstraram que aproximadamente 225 pg/mL de &cido fenofibrico e 150 pg/mL de
fenofibrato foram suficientes para causar falso-positivo em um imunoensaio enzimatico
homogéneo com ponto de corte de 500 ng/mL para MDMA.

A andlise do fenofibrato no teste deste estudo ndo resultou em nenhum resultado
detectado para anfetamina, metanfetaminas e MDMA. Isso pode ser explicado pelo fato do
fenofibrato ser um pro-fAirmaco, bem como possuir diversos produtos de biotransformagao, que
como ja demonstrado na literatura, parecem ser os responsaveis pela interferéncia (QUESADA

etal.,2015).

5.3.1.8 Hidroxizina

A hidroxizina ¢ um medicamento anti-histaminico de primeira geragao e possui como
produto de biotransformagdo a cetirizina. Os dois compostos foram testados por Dasgupta,
Wells e Datta (2007) em imunoensaios do tipo FPIA com anticorpos policlonais para
carbamazepina e antidepressivos triciclicos, sendo adicionados a aliquotas de soro em diversas
concentragdes de 50 ng/mL a 40 pg/mL. Outras aliquotas foram realizadas com concentragdes
maiores, até 102,7 pg/mL de hidroxizina, para representar as concentragdes séricas em dois
pacientes que sofreram ingesta aguda de hidroxizina.

Nenhum resultado falso-positivo foi observado com o FPIA para carbamazepina, no
entanto, foi observado que concentracdes de hidroxizina e de cetirizina acima de 500 ng/mL
foram suficientes para causar concentracdo aparente de TCA acima do ponto de corte,
resultando em um falso-positivo. Concluiu-se entdo que pacientes com relato de ingesta de altas
doses de hidroxizina podem gerar resultados falso-positivos se utilizado um ensaio de FPIA

para a triagem de drogas de abuso e medicamentos.
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Neste estudo, ndo foi obtido nenhum resultado detectado com a aplicagdo de
hidroxizina. A bula do teste ndo especifica se os anticorpos utilizados sdo do tipo monoclonal
ou policlonal. Sabe-se que anticorpos policlonais tendem a causar mais interferéncia do que
monoclonais, portanto, a interferéncia visualizada no artigo pode estar relacionada com a

especificidade do anticorpo.

5.3.1.9 Ibuprofeno e Naproxeno

O ibuprofeno e o naproxeno sao classificados como anti-inflamatorios nao esteroidais
e sdo citados nas revisoes propostas por Saitman, Park e Fitzgerald (2014) e Stellpflug, Cole ¢
Greller (2020) como responsaveis por causar reacdo falso-positiva para barbituricos,
benzodiazepinicos e canabinoides, além do ibuprofeno também ter sido relatado para
fenciclidina.

Um artigo obteve 510 amostras de urinas dos voluntarios participantes do estudo em
uso de ibuprofeno ou naproxeno durante o cronograma do estudo. Cada urina foi analisada para
canabinoides e barbituricos utilizando metodologia de radioimunoensaio, EMIT e FPIA e para
benzodiazepinicos por EMIT e FPIA. Os dados obtidos mostraram uma pequena probabilidade
de falso-positivo para canabinoides, benzodiazepinicos ou barbituricos apos ingestao aguda ou
cronica de ibuprofeno ou cronica de naproxeno. Das 21 amostras com resultados detectados, 17
foram confirmadas, por CG-EM, por ndo conter canabinoides, benzodiazepinicos, barbitiricos
ou qualquer outro produto de biotransformac¢do ou medicamento além dos administrados no
estudo (ROLLINS; JENNISON; JONES, 1990).

Para a fenciclidina, outro artigo cita que na literatura ja foram relatados alguns
resultados falso-positivos em varios imunoensaios de PCP. No artigo foram relatados trés casos
pedidtricos que resultaram em detec¢do de PCP na triagem toxicologica com um dispositivo
baseado em IFL. Os pesquisadores avaliaram entdo a adi¢do de ibuprofeno em urina livre de
drogas em concentragdes variando entre 10 ug/L a 107 pg/L. O teste produziu resultado de
fenciclidina detectada em concentragdo acima de 4x10° pg/L. O artigo conclui que mesmo os
valores sugerindo uma baixa reatividade cruzada, os valores podem se tornar significativos em
casos de sobredosagem (MARCHETI et al., 2007).

As analises de ibuprofeno e de naproxeno ndo geraram nenhum resultado detectado
neste estudo. Desta forma, mais estudos podem ser realizados envolvendo os produtos de

biotransformacdo dos medicamentos.
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5.3.1.10 Imipramina

A imipramina ¢ um antidepressivo triciclico citada por Stellpflug, Cole e Greller
(2020) como causadora de falso-positivo para opioides. O artigo cita a bula do imunoensaio
com doador de enzima clonado (CEDIA) (Thermo Scientific, CA, USA), onde ¢ possivel
visualizar a reacdo cruzada da imipramina quando em concentracdo acima de 90 pg/mL
(THERMO SCIENTIFIC, [s.d.]).

Na anélise deste teste, a aplicagdo da imipramina nao resultou em detec¢ao de opioides
com a aplicacdo da imipramina. A bula do teste citado pelo artigo ndo especifica como foi
realizada a andlise da reagdo cruzada, portanto, mais pesquisas podem ser realizadas
envolvendo a pesquisa de produtos de biotransformagao.

Assim como esperado, a analise resultou em detec¢do para antidepressivos triciclicos,
visto que o ponto de corte da imipramina ¢ de 2500 ng/mL, segundo a bula do teste. Esse
resultado, por mais que ndo entre no objetivo principal do estudo, corrobora para a validade da
metodologia, mostrando que a adi¢ao de farmacos diretamente na urina também possui a

capacidade de interagir com os antigenos e anticorpos do teste.

5.3.1.11 Lamotrigina

A lamotrigina ¢ um medicamento anticonvulsivante e foi relatado como interferente
para a detec¢do de fenciclidina. Os relatos apresentados por Geraci e colaboradores (2010)
mostram dois casos em que a triagem de drogas de abuso realizada com dispositivo baseado em
[FL apontaram detec¢do de fenciclidina, sendo que os pacientes negavam o uso da droga.

Os autores realizaram uma busca na literatura sobre todos os medicamentos envolvidos
nos casos € a possivel relagdo com o resultado positivo para fenciclidina. Todas as hipoteses
foram descartadas e nenhum outro relato foi publicado na literatura envolvendo a interferéncia
pela lamotrigina. Ap6s contato com o suporte técnico do produtor do teste, foi enviado aos
autores um guia ndo publicado sobre reagdes cruzadas, onde cita a lamotrigina como o inico
medicamento conhecido a causar resultados falso-positivos para fenciclidina (GERACI et al.,
2010).

O medicamento foi entdo selecionado e testado neste estudo, sem deteccao de
nenhuma substincia. Assim, pesquisas mais aprofundadas podem ser realizadas para avaliar a

interferéncia do firmaco com a droga.
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5.3.1.12 Levomepromazina

Os autores Rodrigues-Silva e Venancio (2012) relataram o caso de um paciente que
estava em uso de levomepromazina, um antipsicotico tipico, e obteve um resultado falso-
positivo para opioides, analisado em um dispositivo para triagem de drogas de abuso na urina
baseado em IFL.

O paciente foi admitido em uma unidade de internacdo psiquiatrica e a primeira
triagem de drogas de abuso resultou apenas em canabinoides, que o paciente confirmou fazer
uso. Iniciou entdo a utilizagdo terapéutica de risperidona, lorazepam e levomepromazina. A
triagem foi repetida no dia 7 da internagdo, detectando canabinoides e opioides, que o paciente
negou realizar o uso. O teste foi repetido mais cinco vezes, a cada dois dias, permanecendo com
o mesmo resultado. Uma amostra de soro foi testada com outra metodologia, confirmando a
auséncia de opioides no organismo do paciente. A levomepromazina foi descontinuada e a
triagem de drogas de abuso repetida, ndo detectando opioides. Segundo os autores, esse foi o
primeiro relato sugerindo a reatividade cruzada entre as substancias (RODRIGUES-SILVA;
VENANCIO, 2012).

A andlise neste estudo ndo resultou em deteccdo para morfina e opioides. A
levomepromazina ndo parece ter uma semelhanca estrutural com os opioides comumente
detectados, porém, o desconhecimento do epitopo de ligagdo do antigeno e do anticorpo

envolvido no teste impede a correlagdo dos achados.

5.3.1.13 Metformina

A metformina ¢ um antidiabético oral da classe das biguanidas e foi descrita como
possivel causa de um resultado falso-positivo para anfetamina. Fucci (2012) relata um caso de
um paciente de 60 anos que utiliza 0 medicamento a muitos anos para o tratamento de diabetes
mellitus do tipo 2 que realizou uma triagem para drogas de abuso com um imunoensaio e
recebeu um resultado detectado para anfetaminas. O paciente recorreu do resultado e foi
realizado um teste confirmatorio por CG-EM que confirmaram ndo haver a presenca de
anfetaminas na amostra do paciente. Nenhuma hipotese para a interferéncia foi levantada pela
autora da publicagao.

O farmaco foi analisado neste estudo e ndo resultou em interferéncia, obtendo

resultado ndo detectado para todos as areas testadas.
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5.3.1.14 Sabonete liquido

Conforme citado no artigo de revisdo proposto por Saitman, Park e Fitzgerald (2014),
varios produtos a base de sabdo foram testados em um imunoensaio para canabinoides,
causando resultado falso-positivo.

A hipotese de que esses produtos estariam causando interferéncia partiu do aumento
de resultados detectados para canabinoides na realizagdo de triagem de drogas de abuso em
neonatos em um determinado hospital. Os autores decidiram examinar todos os produtos
especificos do bergario que poderiam entrar em contato com as amostras de urina coletados dos
recém-nascidos. Dos produtos analisados, todos causaram algum nivel de reacdo cruzada com
0 imunoensaio, exceto o sabao hospitalar. A adicao do sabonete liquido Johnson’s da Cabega
aos Pés®, em diversas concentragdes relevou o aumento da reagio cruzada dependente da dose.
Os autores também testaram os componentes especificos dos sabonetes liquidos, avaliando o
poliquatérnio 11, o cocamidopropil betaina e uma mistura de PEG 80, laurato de sorbinato e
cocoamidopropil betaina, observando forte reatividade (COTTEN et al., 2012).

Para a analise neste estudo foi utilizado apenas o sabonete liquido Johnson’s da Cabega
aos Pés®, pelo mesmo possuir em sua composi¢io as substancias especificas testadas. Ndo foi
observado resultado detectado em nenhuma area do teste. Mais estudos podem ser realizados

com outros sabonetes disponiveis no mercado, além de utilizar concentragdes mais altas.

5.3.1.15 Sertralina

A sertralina ¢ um antidepressivo da classe dos inibidores seletivos da recaptacao de
serotonina. Nasky, Cowan e Knittel (2009) realizaram uma revisao retrospectiva de 2 anos dos
prontudrios das amostras que apresentaram resultados positivos para benzodiazepinicos nas
plataformas de imunoensaio, mas foram descartadas por CG-EM. Foi observado que dos 160
registros reanalisados por método confirmatdrio, 26 estavam associados a prescricdo de
sertralina. Os autores ndo chegaram a uma conclusdo sobre o motivo da interferéncia e
discutiram sobre a falta de evidéncias na literatura.

Neste estudo a aplicacao da ULDM fortificada com sertralina ndo apresentou resultado
detectado para nenhuma éarea do teste. Na figura abaixo (Figura 12) sdo mostradas as moléculas
da sertralina e do lorazepam, um medicamento da classe dos benzodiazepinicos. Mais estudos

podem ser desenvolvidos, inclusive pesquisando in silico a semelhanga entre as estruturas.
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Figura 12 — Estruturas moleculares da sertralina e lorazepam.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.3.1.16 Tramadol

O tramadol ¢ um opioide sintético que demonstrou causar interferéncia em
imunoensaios de buprenorfina e de fenciclidina (SAITMAN; PARK; FITZGERALD, 2014;
STELLPFLUG; COLE; GRELLER, 2020).

A buprenorfina ¢ um analgésico opioide parcial e ¢ identificado no teste utilizado no
nosso estudo na area da morfina. Um estudo reportou que o uso do tramadol poderia causar
resultado falso-positivo para buprenorfina em trés imunoensaios baseado em IFL e um
imunoensaio CEDIA. Foram analisadas urina de 29 pacientes utilizando tramadol, destas, 10
resultaram em detecc¢do para buprenorfina em pelo menos um imunoensaio. Também testaram
amostras com padrao de tramadol e de seus produtos de biotransformac¢ao O-desmetiltramadol
e N-desmetiltramadol. Para os IFL, um dispositivo ndo sofreu interferéncia, enquanto que o
tramadol e o O-desmetiltramadol em concentracdo de 100 pg/mL resultaram reagdo falso-
positiva para um dispositivo. Somente um dispositivo de IFL teve resultado falso-positivo com
50 pg/mL de tramadol (SHAIKH et al., 2008).

Um relato de caso publicado por Ly e colaboradores (2012) envolveu dois casos de
resultados falso-positivos para fenciclidina quando realizada a triagem qualitativa de drogas de
abuso, durante o uso indevido ou abuso de tramadol. Foi confirmada a auséncia de fenciclidina
nas amostras por CG-EM. Testes in vitro foram realizados com a fortificacdo de uma amostra
de urina com tramadol e seu produto de biotransformagdo ativo n-desmetiltramadol, nas
concentragdes de 1000, 2000 e 5000 pg/mL. Somente a concentragdo mais alta gerou resultado
acima do ponto de corte do imunoensaio.

Outro estudo demonstra a similaridade estrutural entre a fenciclidina e o tramadol e

seu produto de biotransformagao, concluindo que os dois possuem similaridade suficiente para
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produzir resultados falsos-positivos devido a interagdo com o antigeno ou anticorpo do teste

(KING et al., 2013). A fenciclidina e o tramadol sdo ilustrados a seguir:

Figura 13 — Estruturas moleculares da fenciclidina e do tramadol.
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Legenda: Usando PCP como o composto alvo, as semelhangas moleculares com as chaves publicas MDL
mostraram que o tramadol possui similaridade de 0,412. Fonte: Adaptado de King et al. (2013).

Neste estudo ndo foi observado nenhum resultado detectado envolvendo a aplicagdo
do tramadol. Visto a similaridade dos compostos e os relatos envolvidos, mais estudos podem

ser realizados para verificar se a interferéncia pode ocorrer em maiores concentracoes.

5.3.1.17 Tioridazina

A tioridazina ¢ um medicamento antipsicotico, pertencente a classe das fenotiazinas,
e ¢ citado por Saitman, Park e Fitzgerald (2014) como provavel causador de resultados falso-
positivos para metadona. Segundo o artigo proposto por Lancelin e colaboradores (2005), apos
a troca do anticorpo policlonal por um anticorpo monoclonal pelo fabricante do imunoensaio,
inesperadamente a especificidade reduziu. Comegou a ser relatado detec¢ao de metadona em
pacientes sem histdrico da ingestdo do medicamento. Foi realizado uma analise dos prontuérios,
onde observou-se o0 uso de ciamemazina ou levomepromazina associado a alimemazina. Esses
medicamentos também fazem parte da classe das fenotiazinas, assim como a tioridazina.

Os autores fortificaram uma urina livre de drogas com diferentes substancias
antipsicoticas ou antidepressivas, com concentragdes finais variando de 5 a 100 pg/mL. Com a
tioridazina foi observado que uma concentragdo de 100 pg/mL foi suficiente para causar

resultado falso-positivo (LANCELIN et al., 2005).
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A aplicagdo da tioridazina no dispositivo utilizado neste estudo ndo produziu resultado

detectado para nenhuma érea do teste.

5.3.1.18 Verapamil

O verapamil ¢ um agente bloqueador dos canais de célcio, utilizado no tratamento de
hipertensdo e arritmias cardiacas. Lichtenwalner e colaboradores (1998) realizaram um estudo
sobre esse fArmaco interferir na triagem toxicoldgica com imunoensaios para metadona. Foram
incluidas no estudo 36 amostras de urina com resultado detectado para metadona pelo
imunoensaio, sendo confirmadas por CG-EM. Destas, o verapamil e seus produtos de
biotransformacgao foram identificados em 20 amostras em pequenas quantidades.

O verapamil inalterado na urina foi recuperado em seis amostras de urina humana em
concentragdes pequenas até 5 pg/mL, sendo explicado pela extensa biotransformacgdo do
verapamil e geragao de diversos produtos de biotransformagdo. Os autores concluiram que,
embora as concentragdes dos produtos de biotransformagao ndo fossem suficientes para atingir
o ponto de corte do imunoensaio, a combinagdo dos varios compostos pode explicar a
interferéncia visualizada (LICHTENWALNER et al., 1998).

A andlise do verapamil ndo gerou nenhum resultado detectado. Esse resultado pode
ser devido a probabilidade de visualiza¢ao de um resultado falso-positivo ser maior em produtos
de biotransformag¢do que possuem o nitrogénio metilado (LICHTENWALNER et al., 1998).
Portanto, mais estudos podem ser realizados envolvendo os produtos de biotransformacao para

verificacdo da interferéncia.

5.3.2 Medicamentos escolhidos a partir do perfil de consumo brasileiro

Dos medicamentos de venda livre (dipirona e paracetamol), de distribui¢do gratuita
para o tratamento das DCNT (atenolol, captopril, enalapril, glibenclamida, hidroclorotiazida,
losartana e propranolol) e para o tratamento de helmintiases e parasitoses (albendazol)
analisados neste estudo, nenhum causou resultado detectado para algum analito do teste.

Esse ¢ um achado importante, visto o grande uso desses medicamentos pela populagao.
Porém, como este estudo se limitou a testar os farmacos originais, mais estudos devem ser
realizados envolvendo os produtos de biotransformagdo para confirmar a ndo interagdo dos

medicamentos com o teste.
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5.3.3 Outros resultados observados

5.3.3.1 Pantoprazol

O pantoprazol ¢ um inibidor da bomba de protons e foi descrito por Gomila e
colaboradores (2017) como potencial causador de resultado falso-positivo para canabinoides.

O estudo utilizou amostras de voluntarios saudéaveis para fortificar com o padrao de
pantoprazol em contragdes variando entre 1 a 12000 pg/mL. As amostras de pacientes e as
amostras fortificadas com trés imunoensaios distintos. Somente em um imunoensaio foi
observado resultado detectado para canabinoides nas amostras fortificadas acima de 1000
pg/mL. Todas as amostras de pacientes obtiveram resultado detectado para o mesmo teste
citado com no minimo uma dose de pantoprazol. A confirmagao foi realizada com CG-EM que
ndo detectou nenhum produto de biotransformacdo de THC. O pantoprazol ¢ extensamente
biotransformado, ndo sendo encontrado medicamento inalterado na urina, portanto, a
interferéncia ¢ atribuida aos produtos de biotransformagao (GOMILA et al., 2017).

O pantoprazol foi obtido na apresentacao de capsulas, e ao abrir e retirar seu conteudo,
apresentava variagdo nas caracteristicas fisicas observadas, provavelmente pelo prazo de
validade excedido e pelo armazenamento incorreto. Ao realizar a dissolugdo, obteve-se um
liquido marrom, nio condizente com o esperado (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2019). Assim, foi necessario exclui-lo da pesquisa por possivel alteragio na

estabilidade do produto.

5.3.3.2 Quetiapina

A quetiapina ¢ um antipsicético atipico e Saitman, Park e Fitzgerald (2014) citam
estudos que relacionam o farmaco com resultados falso-positivos para antidepressivos
triciclicos e metadona.

Dois estudos avaliaram a interferéncia com antidepressivos triciclicos. Um dos artigos
demonstrou que a quetiapina em uma concentragdo de 7 pg/mL foi suficiente para gerar
resultado falso-positivo em uma imunoensaio enzimatico homogéneo (SLOAN; HAVER;
SAXON, 2000). O segundo estudo relatou que os falsos-positivos ocorreram com concentragao
de 10 pg/mL de quetiapina em um imunoensaio enzimatico homogéneo e com 100 pg/mL para

um imunoensaio baseado em IFL (HENDRICKSON; MOROCCO, 2003).
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O mesmo estudo analisou a amostra de uma paciente, coletada apds 4h da ingesta de
uma dose terapéutica de quetiapina, por cromatografia em fase gasosa com detector de
nitrogénio e fésforo (CG-DNP), determinando que na amostra continha 0,2 pg/mL do composto
original. A amostra foi aplicada nos dois imunoensaios, resultando falso-positivo em ambos.
Concluiu-se entdo que a discrepancia entre a concentracao necessaria para causar interferéncia
in vivo foi muito menor que a verificada in vitro pelos produtos de biotransformagao presentes
na amostra da paciente (HENDRICKSON; MOROCCO, 2003). Na Figura 14 ¢ possivel
verificar a semelhanga visual entre as estruturas da imipramina e da quetiapina, o que pode

explicar a interferéncia da quetiapina com a classe de antidepressivos triciclicos.

Figura 14 — Estruturas moleculares da imipramina ¢ da quetiapina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacdao a metadona, a revisao cita alguns relatos de casos observados, além de um
artigo que relatou que doses de 125 mg/dia foram suficientes para produzir um resultado falso-
positivo na triagem com um imunoensaio para metadona (SAITMAN; PARK; FITZGERALD,
2014).

Infelizmente ao longo das anélises foram encontrados problemas de solubilidade. Para
a quetiapina, foi possivel o acesso apenas da formulacdo de liberagcao prolongada. Tentou-se
realizar a dissolugdo com a agua, porém apresentou elevada viscosidade ao realizar a
homogeneizagdo, provavelmente pelos excipientes utilizados nesta apresentacdo. Isso

impossibilitou a filtragdo e posterior analise, sendo necessario excluir do estudo.



47

5.4 RESULTADOS DETECTADOS
5.4.1 Prometazina

A prometazina ¢ um medicamento derivado das fenotiazinas, sendo sintetizado pela
primeira vez em 1944. Pelo antagonismo em receptores HI possui acdes anti-histaminicas,
sendo indicado para uma variedade de reacdes alérgicas, como rinite alérgica sazonal, urticaria
e angioedema. Um dos efeitos colaterais deste medicamento ¢ a sedagdo, proveniente do
antagonismo de receptores dopaminérgicos e alfa-adrenérgicos no cérebro (COOKSON, 2019;
SOUTHARD; AL KHALILI, 2022). Assim, seu uso como antialérgico passou a ser mais
restrito, enquanto em contrapartida, ganhou um grande papel na psiquiatria.

A revisao proposta por Saitman, Park e Fitzgerald (2014) cita que a prometazina e a
clorpromazina foram investigadas como possiveis responsaveis de resultados falso-positivos
para anfetaminas nas triagens de drogas de abuso (sobre a clorpromazina, ver item 5.3.1.3).

Para o estudo foi realizada uma revisao retrospectiva que selecionou 22 pacientes que
tiveram prometazina identificada na amostra de soro e que também tinham tido realizada a
triagem toxicologica na urina por EMIT. Utilizando CLAE-DAD foi confirmado que nenhum
composto relacionado as anfetaminas foi detectado no soro dos pacientes incluidos no estudo.
Desses, 8 pacientes (36%) apresentaram resultado falso-positivo para anfetamina
(MELANSON et al., 2006).

Em outro estudo, 18 presidiarios que estavam recebendo 50 mg de prometazina
diariamente tiveram suas amostras analisadas para anfetaminas por EMIT. Trés amostras (17%)
geraram resultado falso-positivo e nenhuma interferéncia foi observada com a administragao
de prometazina abaixo de 50 mg/dia. Todas as amostras foram confirmadas com CG-EM, sem
a identificacdo de anfetaminas. Andlises complementares foram realizadas com a adi¢cao de
prometazina em amostras livres de droga, onde observou-se que concentragcdes de até 3000
ng/mL ndo geraram resultado falso-positivo. Os autores concluiram entdo que a dose ingerida
e os produtos de biotransformagdo do medicamento sdo os principais responsaveis para a
interferéncia na andlise (SMITH-KIELLAND; OLSEN; CHRISTOPHERSEN, 1995).

Ao analisar a prometazina em nosso estudo, ndo foi observado interferéncia com as
anfetaminas, conforme era esperado. Supreendentemente, foi observada a auséncia da formacao
da linha vermelha na area do teste para antidepressivos triciclicos, indicando um resultado

detectado e caracterizando o resultado como um falso-positivo (Figura 15).
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Figura 15 — Foto do resultado obtido apds aplicagdo da ULDM fortificada com prometazina
na concentracao de 200 ug/mL.
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Frente ao resultado obtido, foram realizadas mais duas analises afim de verificar se em
concentragdes menores o resultado continuaria se reproduzindo. Partindo da solugdao de 200
pg/mL, foram realizadas diluigdes para obtengdo 100 pg/mL e 50 pg/mL. As duas amostras
foram analisadas e continuaram reproduzindo o resultado falso-positivo (Figura 16).

Realizou-se entdo uma busca nas bases de dados PubMed, Scopus ¢ Google Scholar
com o objetivo de verificar se essa interferéncia ja havia sido relatada. Nenhum estudo ou relato
de caso foi encontrado relacionando a prometazina com resultados falso-positivos para
antidepressivos triciclicos em imunoensaios. A bula do fabricante também nao cita ter testado

a prometazina no ensaio para rea¢ao cruzada.

Figura 16 — Fotos dos resultados obtidos apds aplicacdo das ULDM fortificadas com
prometazina nas concentragdes de 100 pg/mL (A) e 50 pg/mL (B).
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Conforme ilustrado na Figura 17, visualmente a prometazina (A) ¢ similar aos
antidepressivos triciclicos (B, C), possuindo também trés ciclos ligados entre si, um nitrogénio
inserido no anel central (assim como a imipramina) ¢ uma cadeia carbonica com uma amina
terciaria terminal. Porém, a similaridade s6 pode ser comprovada a partir de analises

computacionais.

Figura 17 — Estruturas moleculares da prometazina (A), imipramina (B) e amitriptilina (C).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A prometazina ¢ bem absorvida por via oral, embora sua disponibilidade sist€émica seja
muito baixa (F = 0,25)(TAYLOR et al., 1983). Isso ¢ explicado pela extensa biotransformacao
de primeira passagem pela CYP2D6, sofrendo principalmente hidroxilacdo aromadtica, S-
oxidagdo e N-desmetilacdo, que resulta na formacdo dos produtos hidroxiprometazina,
sulféxido de prometazina e norprometazina (NAKAMURA et al., 1996).

Diversos estudos foram realizados para obter a concentracdo plasmatica da
prometazina. Moolenar e colaboradores (1981) descreveram uma Cmax de 39,2 + 8,2 ng/mL
ap6s administracao de prometazina 50 mg via oral, e 11,2 + 2,6 ng/mL para administracao de
25 mg via oral. Taylor e colaboradores (1983) encontraram que apds a administragdo oral de
25 mg, foi obtido concentragdo plasmatica maxima (Cmaéx) de 18 ng/mL. No mesmo estudo ¢
citado que outros autores reportaram uma Cmax de 22 ng/mL apdés uma administragdo
intramuscular de 25 mg de prometazina (DIGREGORIO; RUCH, 1980 apud TAYLOR et al.,
1983). Um estudo mais recente obteve uma Cmax média de 13,533 + 4,786 ng/mL apoés a
administracdo de 22,5 mg de prometazina via oral (LIU et al., 2009). Nao foram encontrados
estudos que informassem a concentracdo urindria da prometazina ou de seus produtos de

biotransformacao.
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Menos de 1% da dose de prometazina ¢ excretada inalterada na urina, sendo o
sulfoxido de prometazina o produto mais encontrado (10,29%) ap6s uma administracdo
intravenosa do medicamento. O clearence urinario para a prometazina ¢ de aproximadamente
26,7 mL/min, enquanto que para o sulfoxido de prometazina ¢ de 90 mL/min (TAYLOR et al.,
1983). Assim, frente a grande biotransformacao, baixa excrecdo na forma inalterada e
inacessibilidade dos seus produtos de biotransformacdo, ndo foi possivel realizar andlises
complementares neste estudo.

A prometazina ¢ amplamente utilizada em emergéncias hospitalares para
tranquilizacao rapida de pacientes agitados ou violentos, seja por consequéncia de doencas
psiquiatricas graves ou relacionado ao abuso de drogas e medicamentos (HUF; COUTINHO;
ADAMS, 2009). As diretrizes envolvendo o tema recomendam que os pacientes sejam
verbalmente tranquilizados, que a historia seja colhida com mais detalhes e exames fisicos e
laboratoriais sejam realizados antes do tratamento farmacolégico (BALDACARA et al., 2021;
NICE, 2015). Na pratica, a urgéncia da situacao faz com que a equipe recorra aos medicamentos
precocemente.

Desde 2015, a diretriz sobre Violéncia e Agressdo, elaborada pela NICE (National
Institute of Clinical Excellence, do Reino Unido), recomenda a utilizacdo intramuscular de
haloperidol associado a prometazina para a tranquilizagdo rapida em adultos, com algumas
ressalvas (NICE, 2015). Essa combinagao ¢ muito utilizada no Brasil devido ao baixo custo de
ambos os medicamentos, além de fazerem parte da lista dos medicamentos essenciais da
Organizacao Mundial da Satde (HUF; COUTINHO; ADAMS, 2009).

Um paciente admitido na emergéncia hospitalar com sintomas de agitagcdo e historia
pouco elucidada, pode receber como diagnoéstico diferencial uma intoxicagdo envolvendo
drogas ou medicamentos. Dessa forma, seria interessante que trabalhos futuros avaliassem a
possivel interferéncia dos produtos de biotransformacdo da prometazina em imunoensaios,

visto que este medicamento ¢ amplamente utilizado em emergéncias hospitalares.

5.4.2 Efedrina

A efedrina ¢ um pseudoalcaloide, inicialmente obtida a partir da extra¢do das plantas
pertencentes ao género Ephedra (Ephedraceae). A estrutura central ¢ composta pela B-
feniletilamina (Figura 18), fazendo com que a efedrina e seus andlogos sejam cinética e

dinamicamente similares aos derivados tipo anfetaminas, que possuem efeitos estimulantes,
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psicodélicos, anorexigenos, broncodilatadores, descongestionantes e antidepressivos

(LIMBERGER et al., 2013).

Figura 18 — Estruturas moleculares da B-feniletilamina, efedrina e pseudoefedrina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Por ser um agonista simpaticomimético, com acdo em receptores alfa e beta
adrenérgicos, possui efeitos de aumentar a frequéncia e contratilidade cardiaca, vasoconstri¢ao
periférica, broncodilata¢do e estimulagdo do sistema nervoso central. Dessa forma, a efedrina
vem sendo utilizada para o tratamento da hipotensao arterial intraoperatdria, broncoespasmo €
congestdo nasal. Como a efedrina possui efeitos termogénicos, passou a ser usada para
promover a perda de peso e melhorar o desempenho de atletas, perdendo uso conforme as
reagoes adversas ao medicamento foram relatadas. Os efeitos adversos gerais sao descritos
como medo, ansiedade, confusdo, irritabilidade e efeitos psicoticos. Além desses, rubor,
taquicardia, arritmias, angina, palpitacdes, hipotensdo, tonturas, desmaios e parada cardiaca
também sdo relatados (LIMBERGER et al., 2013).

A efedrina ja foi descrita causando interacdo com imunoensaios para detec¢do de
anfetamina e metanfetamina. Os autores Stout, Klette ¢ Horn (2004) realizaram um estudo para
avaliar se a efedrina (EF), pseudoefedrina (PSEF) e fenilpropanolamina (FPP) em amostras de
urina humana poderiam causar interferéncia em dois imunoensaios baseados em interagcdo
cinética de microparticulas em solu¢do (KIMS) para deteccao de anfetaminas e metanfetamina.
De 27400 amostras analisadas, 1104 demonstraram resultado detectado para anfetamina em um

dos imunoensaios, sendo confirmada a presenca de anfetaminas por CG-EM em apenas 22
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(1,99%) amostras. Para o outro imunoensaio, 317 amostras foram presuntivamente positivas
para anfetaminas, sendo apenas 7,94% verdadeiramente positivas para anfetaminas, apos
confirmagdo por CG-EM.

Das 1104 amostras que demonstraram resultado falso-positivo para anfetaminas, foi
confirmada a presenca de efedrina, pseudoefedrina e fenilpropanolamina para 833 amostras.
Destas amostras, todas possuiam a presenga de pseudoefedrina, aproximadamente 247 amostras
possuiam efedrina, e 219 a presenca de fenilpropanolamina (STOUT; KLETTE; HORN, 2004).

Outro estudo avaliou a reagao cruzada de seis imunoensaios para anfetamina e
metanfetamina com os isomeros da FPP e EF na urina. Dois esteroisdmeros de FPP e quatro
esteroisomeros de EF foram testados utilizando urina fortificada em concentragdes de 100
ng/mL e 1000 pg/mL. O estudo conclui que todas as amostras fortificadas com 100 pg/mL nao
causaram resultados falso-positivos nos seis imunoensaios. Das amostras fortificadas com 1000
ug/mL, todas foram positivas por EMIT, enquanto que todas as amostras com l-efedrina e d-
pseudoefedrina foram positivas para dois radioimunoensaios para metanfetamina. Também
analisaram 60 amostras de urina contendo quantidades variadas de FPP e EF, onde trés amostras
foram positivas por EMIT e uma amostra foi positiva por radioimunoensaio para anfetamina e
metanfetamina, sendo confirmada a auséncia de anfetaminas por CG-MS. Das trés amostras de
pacientes que causaram interferéncia, possuiam FPP e EF/pseudoefedrina abaixo de 100
ug/mL, o que levou a hipotese de que outro produto de biotransformagdo tenha sido o
responsavel por interferir no resultado (D’NICUOLA et al., 1992).

Apollonio e colaboradores (2007) analisaram a reagdo cruzada de substancias tipo-
anfetamina, analogos de designer e aminas putrefativas em imunoensaio do tipo ELISA para
anfetamina e metanfetamina. Das substincias tipo-anfetamina, testaram a efedrina,
pseudoefedrina e fentermina adicionadas & um tampao fosfato-salino na concentragdo de 50
ng/mL. Foi observado que vdrias das substancias testadas no imunoensaio para metanfetamina
causaram um resultado positivo, incluindo PSEF (19%) e EF (9%), enquanto as mesmas nao
causaram resultado positivo no imunoensaio para anfetamina. Os autores concluiram que na
triagem toxicoldgica para metanfetamina, a reatividade cruzada de pseudoefedrina e efedrina ¢
preocupante, devido ao potencial de causar falsos positivos em amostras ndo confirmadas.

A aplicacdo da amostra fortificada com 200 pg/mL no IFL utilizado neste estudo
resultou na deteccdo de metanfetamina, sendo consequentemente interpretado como um

resultado falso-positivo. Seguiu-se entdo com o preparo de solugdes a 100 pg/mL e 50 pg/mL
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e posterior analise, onde o resultado detectado prosseguiu sendo observado, conforme mostrado

na Figura 19.

Figura 19 — Analise da ULDM fortificada com efedrina.

Legenda: Fotos mostrando o resultado obtido na aplicacdo de efedrina, observando resultado falso-positivo para
metanfetamina nas concentragdes de 200 pg/mL (A), 100 pg/mL (B) e 50 pg/mL (C), respectivamente. Fonte: A
autora.

A EF ¢ majoritariamente biotransformada em FPP por N-desmetilagdo, seguida pelo
acido benzoico e seus conjugados e 1,2-dihidroxipropilbenzeno e seus conjugados (SEVER;
DRING; WILLIAMS, 1975). O esquema da biotransformacao da efedrina ¢ proposto na Figura
20. No estudo proposto por Tseng, Shich e Kuo (2006), a EF foi 40,9% recuperada inalterada
na urina enquanto que seu principal produto de biotransformagao, a FPP, foi 1,6% recuperada.
Nao foram identificados os outros produtos de biotransformag¢do da efedrina, possivelmente

responsaveis pelos outros 57,5% excretado.

Figura 20 — Esquema de biotransformagao da efedrina.

OH OH
1,6%
>
HN__ NH>
Efedrina Fenilpropanolamina

40,9%

Efedrina inalterada
Fonte: Adaptado de Tseng, Shieh e Kuo (2006).
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Frente a farmacocinética das efedrinas, o estudo identificou os produtos de
biotransformacao excretados na urina apés administragao oral de uma dose unica de EF, PSEF,
FPP, metilefedrina (MEEF) e catina por CG-EM e quantificado por CG-DNP. Seis voluntarios
adultos ingeriram mais de um medicamento, com um intervalo de 7 dias, nas doses: EF 25 mg,
PSEF 30 mg, FPP 40 mg e MEEF 20 mg. A recuperacao de EF inalterada na urina atingiu pico
de concentragdo entre 2-6 horas e foi quase completamente excretada entre 24 e 48 horas. Apos
4 horas da ingesta, a concentragdo média de EF encontrada inalterada na urina foi de 26,9 +
29,2 ng/mL. A tabela abaixo foi adaptada do estudo e mostra a concentragao média de cada

composto inalterado na urina ao longo de 72 horas (TSENG; SHIEH; KUO, 2006).

Tabela 1 - Concentragao média dos compostos inalterados na urina ao longo de 72h.

Hora (h) Média £+ SD (ug/mL)
EF PSEF FPP MEEF

0 0 0 0 0

2 22,3+ 16,1 50,6 £52,6 67,7+77,8 1,0£+1,8
4 26,9 £29,2 76,6 £ 53,0 62,5+ 382 83+7,7
6 24,1+21,0 115,5 +143,8 37,7+279 30+1,4
8 12,5+6,2 47,0 £4,9 25,9+12,6 4,0+3,8
12 9,3+4,6 26,5 +4,9 13,0+£6,8 6,1 +£6,0
24 3,7+1,1 6,4+49 5,8+2,0 0,2+0,2
48 0 0,4+0,6 0 0,2+0,4
72 0 0 0 0

Legenda: EF, efedrina; PSEF, pseudoefedrina; FPP, fenilpropanolamina; MEEF, metilefedrina. Fonte: Adaptado
de Tseng, Shieh e Kuo (2006).

Foram realizadas novas analises com a fortificagdo de ULDM com EF na concentragao
de 25 pg/mL e 12,5 pg/mL, referentes a concentracdo urindria apoés 4 e 8 horas da
administragao, respectivamente. Foi possivel o acesso a FPP, a qual foi analisada nas mesmas
concentragdes da EF. Apds a aplicacdo no dispositivo, observou-se que a EF continuou
causando um resultado falso-positivo para metanfetamina, enquanto que a FPP nao resultou em

deteccao para nenhuma substancia (Figura 21).
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Figura 21 — Fotos dos resultados obtidos apds aplicacao das ULDM fortificadas com efedrina
e fenilpropanolamina.

A B C

Legenda: Fotos mostrando o resultado obtido na aplicagdo de efedrina na concentragdo de 25 pg/mL (A) e 12,5
png/mL (B) e fenilpropanolamina em 25 pg/mL (C). Fonte: A autora.

A efedrina e a metanfetamina parecem ser semelhantes estruturalmente (Figura 22),
sendo a principal hipotese para a interferéncia causada. Em vista do que foi observado, mais
estudos podem ser realizados envolvendo mais produtos de biotransformacgao, além de analises

com voluntérios para verificar a interferéncia in vivo da efedrina.

Figura 22 — Estruturas moleculares da efedrina e metanfetamina.

OH
H
N ™~
HN N
Efedrina Metanfetamina

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 CONCLUSAO

As substancias testadas neste trabalho foram definidas a partir da busca na literatura
de estudos similares e da pesquisa sobre os medicamentos comumente utilizados pela populagado
brasileira. A possibilidade do acesso ao padrao primadrio, secundario ou mesmo a apresentacao
comercial do medicamento serviu como critério de inclusao. A metodologia foi estabelecida
com a fortificagdo de um pool de amostras de urina livre de drogas e medicamentos, com a
concentracdo de 200 pg/mL para todas as substancias.

Analisando as substancias, somente a efedrina e prometazina resultaram em
interferéncia falso-positiva. Analises adicionais em menores concentragoes foram realizadas
para as duas substancias. Para a prometazina foi testado uma concentracdo minima de 50
ug/mL, que ainda resultou em falso-positivo para antidepressivos triciclicos. Entretanto ¢
extensamente biotransformada e excretada em pequenas quantidades na forma inalterada, mas
infelizmente nao foi possivel o acesso aos seus produtos de biotransformacgdo para analises
complementares. A efedrina ¢ eliminada na urina principalmente na forma inalterada e no
produto de biotransforma¢ao N-desmetilado, a fenilpropanolamina. A fenilpropanolamina nao
resultou em interferéncia, e a efedrina causou reagdo falso-positiva para metanfetamina na
menor concentracao testada (12,5 pg/mL), concentracao referente a concentragao urinaria apos
8 horas da ingesta de 25 mg de efedrina.

Com este trabalho foi possivel expandir o conhecimento sobre resultados falso-
positivos na utilizacdo do imunoensaio de fluxo lateral para deteccao de drogas de abuso e
medicamentos. Ampliou-se o conhecimento quanto as reacdes cruzadas ja descritas na
literatura, além de ter sido avaliado de forma pratica se alguns medicamentos de uso comum
podem interferir no resultado fornecido pelo dispositivo utilizado na rotina laboratorial. Teve
como limitagdo ser uma analise in vitro com a fortificagdo de um pool de urina livre de drogas
e medicamentos apenas com 0s compostos originais inalterados, ndo abrangendo a maioria dos
produtos de biotransformagao. Desta forma, estudos futuros podem ser realizados envolvendo
os produtos de biotransformacdo e a analise de amostras advindas de voluntarios que utilizem

os medicamentos.
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APENDICE A - Substincias incluidas no estudo a partir da busca na literatura

Quadro 5 — Substancias incluidas no estudo a partir da busca na literatura e possivel hipotese
de interferéncia descrita.

SUBSTANCIA HIPOTESE DE INTERFERENCIA REFERENCIA
Bupropiona Anfetamina e metanfetamina [6] [7]
Carbamazepina Antidepressivo triciclico [10]
Clorpromazina Anfetamina, metanfetamina e metadona [1][9]
Dextrometorfano Opioides e fenciclidina [3][10]
Difenidramina Antidepressivo triciclico, metadona, proproxifeno [9][10]
e fenciclidina
Efavirenz Benzodiazepinicos [9]
Efedrina Anfetamina e metanfetamina [1][10]
Fenilefrina Anfetamina e metanfetamina [1][10]
Fenofibrato Anfetamina e metanfetamina [2]
Hidroxizina Antidepressivo triciclico [10]
Ibuprofeno Canabinoides, benzodiazepinicos barbituricos e [9][10]
fenciclidina
Imipramina Opioides [10]
Lamotrigina Fenciclidina [9]
Levomepromazina Opidides e metadona [8]
Metformina Anfetaminas [9][10]
Naproxeno Canabinoides, benzodiazepinicos e barbituricos [9][10]
Pantoprazol Canabinoides [4]
Prometazina Anfetamina e metanfetamina [1]
Quetiapina Antidepressivo triciclico e metadona [9][10]
Sabonete liquido Canabinoides [9]
Sertralina Benzodiazepinicos [9]
Tramadol Fenciclidina [5][9][10]
Tioridazina Metadona [9]
Verapamil Metadona [10]

Fonte: [1] (CURTIN; CAWLEY, 2012); [2] (DADLANI; FARRAR; JONES, 2018); [3] (FINN et al., 2015); [4]
(GOMILA et al., 2017); [5] (KING et al., 2013); [6] (PAUL; SADRZADEH, 2020); [7] (RIVAS-COPPOLA et
al., 2015); [8] (RODRIGUES-SILVA; VENANCIO, 2012); [9] (SAITMAN; PARK; FITZGERALD, 2014);
[10] (STELLPFLUG; COLE; GRELLER, 2020).
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