Bone Health

Um imunoensaio enzimdatico para a quantificacdo de ligacdes cruzadas de desoxipiridinolina (DPD) na urina humana

MicroVue™DPD EIA Sumario

Preparacao do Reagent e da Amostra

O Preparar o Conjugado Enzimatico com Tamp&o de Analise;
conservar a 2—8°C. (7 mL de Tamp&o de Andlise fria para
cada frasco de de Conjugado Enzimatico.)

O Diluir as amostras, padrdes e controlos na proporgdo de
1:10 com tampé&o de analise
(por ex. 50 pL de Amostra + 450 pL de Tampao de Analise)

Procedimento de Ensaio

Adicionar 50 pL de Padré&o, Controlo ou Amostra
diluidos a cada poco das tiras revestidas

i

Adicionar 100 pL de Conjugado Enzimatico a cada poco

L

Incubar durante 120 + 5 minutos a 2—-8°C no escuro

O Preparar a Solugéo de Substrato (30 — 60 min antes do uso)
Colocar um Comprimido de Substrato em cada frasco de Tampé&o de
Substrato (Agitar vigorosamente)

U Preparar o Tamp&o de Lavagem 1X (Diluir o Tampéo de Lavagem
10X concentrado na propor¢do de 1:10 com agua desionizada

Lavar 3X com la
Tampao de Lavagem

Adicionar 150 pL de Solucdo de Substrato

L

Incubar durante 60 + 5 minutos a 20-28°C

L

Adicionar 100 pL de Solucdo de Paragem

4

Ler a densidade Optica a 405 nm. E necessario utilizar
uma equacéao de regressdo adequada a uma curva
de calibracéo de 4 parametros para analisar os resultados

y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

(i) FINALIDADE

O MicroVue DPD é um ensaio urinario que proporciona
uma medida quantitativa da excrecao de ligacdes
cruzadas de desoxipiridinolina (DPD) como um indicador
da reabsorc¢ao éssea. Os niveis aumentados de DPD
urinaria indicam o aumento da reabsorcao 6ssea nos
individuos.

A medicdo da DPD destina-se a ser utilizada como auxiliar
na monitorizacdo das alteracdes na reabsorcao éssea nas
mulheres depois da menopausa, submetidas a terapéutica
anti-reabsorcao, hormonal ou com bifosfonatos, e em
individuos diagnosticados com osteoporose.
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RESUMO E EXPLICACAO

Aproximadamente 90% da matriz organica do osso é
colagénio tipo |, uma proteina em hélice tripla." O
colagénio tipo | do osso tem ligagdes cruzadas com
moléculas especificas que proporcionam rigidez e
resisténcia. As ligagOes cruzadas do colagénio tipo |
maduro no 0sso sao as ligagdes cruzadas piridinicas, a
piridinolina (PYD) e a desoxipiridinolina (DPD)."* A DPD é
formada pela accdo enzimatica de lisil oxidase sobre o
aminodcido lisina.? E libertada para a circulacéo durante o
processo de reabsorcao éssea.> A DPD é excretada nao-
metabolizada na urina e ndo é afectada pela dieta,® o que
a torna adequada para avaliacao da reabsorcao.

O 0ss0 esta constantemente sujeito a um processo meta-
bolico designado por renovacdo.?” Tal inclui um processo
de degradacao, reabsorcao dssea, mediado pela acgao dos
osteoclastos, e um processo de construcao, formacao
Ossea, mediado pela accdo dos osteoblastos.?” A reno-
vacdo é necessaria para a manutencao e saude geral do
0sso0 e esta bem interligada; ou seja, a reabsorcdo e a
formacéo estdao em equilibrio.” Nos estados anormais do
metabolismo dsseo este processo deixa de estar inter-
ligado e, quando a reabsorcdo supera a formacao, o
resultado é uma perda liquida de 0sso.” A medicao de
produtos de degradacéo especificos da matriz 6ssea
proporciona dados analiticos da velocidade do
metabolismo dsseo.>*>

A osteoporose é uma doenca metabdlica éssea caracteri-
zada por uma renovacao 6ssea anémala. E uma doenca
sistémica do esqueleto caracterizada por uma baixa massa
6ssea e deterioragcao microarquitecténica do tecido ésseo,
com o consequente aumento da susceptibilidade as
fracturas.® O tipo mais frequente de osteoporose ocorre
nas mulheres ap6s a menopausa como resultado da
deficiéncia de estrogénios produzida pela cessacdo da
funcao dos ovarios.” A reposicao dos niveis de estrogénios
anteriores a menopausa pela terapéutica de substituicao
impede a perda dssea e a osteoporose.”'® A utilizacdo de
estrogénios e de uma classe de compostos conhecidos
como bifosfonatos constitui uma terapéutica que inibe a
reabsorcao e que pode ser utilizada para impedir a perda
Ossea ou tratar a osteoporose.”'? A osteoporose pode
também resultar do facto de ndo ser atingida uma massa
6ssea maxima durante os anos de crescimento, de um
desequilibrio da renovacdo 6ssea relacionado com a idade,
com um excesso liquido de reabsorcao, e de uma série de
situagdes clinicas e terapéuticas que induzem a perda
6ssea ou desequilibrios na renovacdo dssea.” Estas
incluem doencas enddcrinas como o hipogonadismo, o
hipertiroidismo, o hiperparatiroidismo e o hipercorti-
solismo; doencas gastrointestinais relacionadas com a
nutricdo e o metabolismo dos minerais; doencas do tecido
conjuntivo; mieloma multiplo; imobilizacao crénica,
alcoolismo ou tabagismo; e terapéutica crénica com



heparina ou corticosteréides.” Outras doencas
caracterizadas pela renovagao 6ssea anémala incluem a
doenca de Paget e 0s cancros com metastases dsseas.’

Para o ensaio MicroVue DPD recorreu-se a uma tecnologia
de anticorpos para produzir um anticorpo monoclonal
gue demonstra especificidade para DPD.” A
especificidade do anticorpo monoclonal utilizado no
ensaio MicroVue DPD permite a quantificacdo simples,
conveniente, reprodutivel e directa da DPD na urina.

PRINCiP10 DO PROCEDIMENTO

O ensaio MicroVue DPD é um imunoensaio enzimatico
competitivo num formato de tira de pocos de micro-
titulacdo que utiliza um anticorpo monoclonal anti-DPD
revestido na tira para captar a DPD. A DPD na amostra
compete com a DPD-fosfatase alcalina conjugadas para o
anticorpo, sendo a reacgao detectada com um substrato
de pNPP. Os resultados do ensaio MicroVue DPD sao
corrigidos para uma concentracdo urindria pela creatinina.

REAGENTES E MATERIAIS FORNECIDOS

96 ensaios para ligagoes cruzadas de desoxipiridinolina
O kit MicroVue DPD EIA contém o seguinte:

‘B\ DPD Standards A - F Pecas4203a4208 0,3 mL cada
(A=0,B=3,C=10,D=30,E=100, F=300 nmol/L DPD)

D DPD purificada proveniente de osso de bovino em 10 mmol/L de
acido fosférico contendo azida de sédio (0,05%) como

E conservante

L Controlos inferiores/superiores
Pecas 4209, 4210 0,3 mL cada
DPD purificada proveniente de osso de bovino em 10 mmol/L de
acido fosférico contendo azida de sédio (0,05%) como
conservante

@ Tiras revestidas Peca 4661 12de cada
Anticorpo anti-DPD monoclonal murinico purificado absorvido em
tiras de pogos

(7] Solucao de paragem da reacgao
Peca 4702 15mL
NaOH 0,5N

Tampao de lavagem 10X Peca 4703 55 mL
Detergente nao-iénico numa solu¢do tamponada contendo azida
de s6dio (0,05%) como conservante

(4] Tampao de analise Peca 4704 55mL
Detergente ndo-iénico numa solu¢do tamponada contendo azida
de s6dio (0,05%) como conservante

Tampao de substrato Peca 4705 3x10mL
Uma solugdo de dietanolamina e cloreto de magnésio contendo
azida de sédio (0,05%) como conservante

Comprimidos de substrato Peca 0012 3x20mg
p-nitrofenil fosfato

Conjugado enzimatico Peca 4202 3decada
DPD liofilizada, purificada de osso de bovino, conjugada com
fosfatase alcalina contendo sais tampao e estabilizadores

Cobertura paratirasdaplaca  Peca 0047 3 decada
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MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Micropipetas para distribuicdo de 50 a 300 pL

Itens adequados para medicao de liquidos de

7a300 mL

Recipiente para diluicao do tampao de lavagem

Tubos para diluicao de amostras, padrdes e controlos

Agua desionizada ou destilada

Leitor de microplacas com capacidade de leitura a

405 nm

e Software adequado a uma regressao da curva de
calibracao de 4 parametros

e Valores da creatinina (mmol/L) para as amostras de

urina

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

1. Para utilizacdo em diagnéstico in vitro.

2. Tratar todas as amostras como material que possa
constituir perigo bioldgico. Seguir as precaugdes
universais a0 manusear o conteuddo deste kit e
quaisquer amostras dos doentes.

3. Eliminar os recipientes e o conteudo nao utilizado de
acordo com os requisitos regulamentares federais,
estaduais e locais.

4. Utilizar os reagentes fornecidos como uma unidade
inteira antes da data de validade inscrita na etiqueta
da embalagem.

5. Utilizar vestuario de proteccdo, luvas e proteccdo
ocular/facial adequados ao manusear o conteddo
deste kit.

Conservar os reagentes do ensaio conforme indicado.

7. Nao utilizar as tiras revestidas se a bolsa estiver
perfurada.

8. Analisar cada amostra em duplicado.

9. NaOH 0,5N é considerado corrosivo e pode provocar
queimaduras graves. Ndo ingerir. Evitar o contacto
com a pele, os olhos ou o vestuario. Se houver
contacto, lavar com dgua. Em caso de ingestao,
consultar um médico.

10. A azida de sodio é utilizada como conservante. O
contacto com tampdes ou a respectiva ingestao
acidental contendo azida de sédio pode provocar
irritacdo na pele, nos olhos ou na boca. Utilizar os
tampodes apenas para os fins previstos e evitar o
contacto com &cidos. A azida de sédio pode reagir
com as canaliza¢ées de chumbo e de cobre, formando
azidas metalicas altamente explosivas. Aquando da
sua eliminacgdo, deixe correr muita dgua de modo a
evitar uma acumulacdo deste produto.

11. O tampao de substrato contém dietanolamina e
podera provocar irritacdo nos olhos e/ou pele em caso
de contacto prolongado. Utilizar vestudrio de
proteccdo, luvas e proteccao ocular/facial adequados.
As zonas que tenham estado em contacto com este
produto deverdo ser imediatamente lavadas com dgua
e sabao.

12. Os padrdes e controlos encontram-se em 10 mmol/L
de acido fosférico. Evitar o contacto com a pele, os
olhos ou o vestudrio. Ndo ingerir. Se houver contacto,
lavar com dgua. Em caso de ingestédo, consultar um
médico.

13. Para assegurar o fornecimento atempado dos
reagentes, recomenda-se a utilizacao de pipetas
multicanal ou de repeticao.



14. Para uma medicao precisa de amostras, adicionar as
amostras e os padrdes com precisdo. Utilizar a pipeta
com cuidado recorrendo apenas a equipamento
calibrado.

15. Diluir as amostras superiores a 300 nmol/L em tampao
de andlise e analisar novamente. Incluir o factor de
diluicdo no calculo final.

16. Este ensaio pode ser efectuado com qualquer método
de lavagem validado.

17. Os padroées de desoxipiridinolina, os controlos e o
conjugado enzimatico séo sensiveis a luz. Evitar a
exposicao prolongada a luz, especialmente a luz solar
directa ou indirecta. Conservar os reagentes no escuro
quando nao estiverem a ser utilizados. As amostras e
os reagentes nao sao afectados de forma significativa
pela luz artificial normal de laboratério, quando
manuseados conforme indicado no Procedimento de
Ensaio.

18. Se nao for possivel manter a temperatura ambiente
entre 20 e 28°C e se uma absorvéncia de > 2,0 ndo for
compativel com o seu leitor de placas, monitorize o
desenvolvimento do substrato nos pogos de Padrao A ;
pare a reaccao quando a densidade éptica atingir
1,2a1,5; a sequir, leia as tiras.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Tampao de lavagem - Ver Nota do Procedimento na
seccao PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Preparar a quantidade necesséria de tampao de

lavagem 1X (ver quadro na seccao PROCEDIMENTO DE
ENSAIO) diluindo o tampao de lavagem 10X concentrado
na proporcdo de 1:10 com dgua desionizada. Conservar a
20-28°C. Utilizar o tampéao de lavagem 1X nas 21 dias
seguintes a preparagao.

Instrucées especiais de lavagem: Preparar o tampdo de
lavagem 1X conforme descrito acima e conservar a 2-8°C
até ser utilizado.

Conjugado enzimatico

Preparar o conjugado enzimatico 2 horas antes da

sua utilizacdo. Reconstituir cada frasco necessario de
conjugado enzimatico (ver quadro) com 7 mL de
tampao de andlise. Conservar o conjugado enzimatico
reconstituido a 2-8°C até ser utilizado.

Solucao de substrato de trabalho

O tampao de substrato deve ser colocado a temperatura
de 20-28°C antes de iniciar o ensaio. (Duas horas ou de
um dia para o outro é o tempo recomendado.) Preparar

a solucdo de substrato de trabalho 1 hora antes da sua
utilizagcdo. Colocar um comprimido de substrato em cada
frasco de tampéo de substrato necessario a 20-28°C

(ver quadro). Deixar os comprimidos dissolver durante
30 a 60 minutos. Agitar vigorosamente os frascos para
misturar completamente.

ARMAZENAMENTO

Conservar o kit a 2-8°C.
Nao congelar.
Conservar os reagentes nao utilizados a 2-8°C.
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COLHEITA E CONSERVACAO DE AMOSTRAS

O ensaio MicroVue DPD pode ser realizado utilizando
colheitas da primeira urina da manha ou da segunda urina
da manha, colhidas sem conservantes. Recomenda-se que
as colheitas sejam efectuadas antes das 10:00 horas para
obviar qualquer influéncia potencial da variagao diurna.
Manter a amostra de urina refrigerada (2-8°C) se o periodo
de conservacao for inferior a 7 dias, ou congelar a amostra
a £-20°C para um periodo de conservacao mais longo.
Nao sujeitar a amostra a mais de 5 ciclos de congelagao

e descongelacdo. Evitar a exposicdo prolongada a luz,
especialmente a luz solar. Durante o processamento de
rotina, as amostras nao sao afectadas pela luz artificial
normal de laboratério.

Ao monitorizar a terapéutica, efectuar a colheita das
amostras da linha basal antes de iniciar o tratamento.
Para as comparacdes posteriores, efectuar a colheita de
amostras a mesma hora do dia em que foi efectuada a
colheita da amostra da linha basal.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Ler o folheto informativo completo antes de iniciar o
ensaio.

Ver PREPARACAO DOS REAGENTES antes de prosseguir.

NOTA DO PROCEDIMENTO: O ensaio MicroVue DPD é
sensivel as condi¢cdes de lavagem. O passo de lavagem
completo deverd estar concluido em 2 minutos. Se o
passo de lavagem NAO PUDER estar concluido em

2 minutos, siga as Instrucées Especiais de Lavagem que se
encontram nas seccdes PREPARACAO DOS REAGENTES e
Fase de Lavagem.

Determine a quantidade de cada reagente necessario
para o numero de tiras que vao ser utilizadas.

N.c de tiras 4 6 8 12
N.c de amostras 8 16 24 40
(analisadas em duplicado)

Conjugado enzimético (frasco) 1 1 2% 2%
Substrato (frasco) 1 1 2% 2%
Tampao de lavagem 1X (mL) 100 150 200 300

* Quando se vai utilizar mais do que um frasco, combinar o contetdo e misturar
antes de utilizar.

Incubagdo da amostra/conjugado enzimatico

1. Diluir as amostras, padrdes e controlos na proporcao
de 1:10 com tampao de analise (por exemplo, 50 uL
de amostra + 450 uL de tampao de analise).

2. Remover a armacdo das tiras de pocos e retirar o
numero necessario de tiras revestidas da bolsa (ver
quadro). Verificar se a bolsa que contém as tiras ndo
usadas fica perfeitamente selada.

3. Colocar o numero pretendido de tiras revestidas na
armacao das tiras de pogos. Rotular as tiras para evitar
que se misturem em caso de remoc¢ao acidental da
armacao.

4. Adicionar 50 L de padrao, controlo ou amostra
diluidos a cada poco das tiras revestidas. Este passo
deverd estar concluido em 30 minutos.

5. Preparar o conjugado enzimatico 2 horas antes da sua
utilizacdo. Reconstituir cada frasco necessario de
conjugado enzimético (ver quadro) com 7 mL de
tampao de andlise. Conservar o conjugado enzimatico
reconstituido a 2-8°C até ser utilizado.



6. Adicionar 100 L de conjugado enzimatico reconsti-
tuido a cada pogo. Cobrir as tiras com a cobertura para
tiras fornecida. Incubar durante 2 horas (+ 5 minutos)
a 2-8°C. Estaincubacdo devera ser efectuada no
escuro.

7. Preparar a solucao de substrato de trabalho 1 hora
antes da sua utilizagdo. Colocar um comprimido de
substrato em cada frasco de tampao de substrato
necessario a 20-28°C (ver quadro). Deixar os compri-
midos dissolver durante 30 a 60 minutos. Agitar
vigorosamente os frascos para misturar completamente.

Passo de lavagem

8. Preparar a quantidade necessdria de tampao de
lavagem 1X (ver quadro) diluindo o tampao de
lavagem 10X na proporcao de 1:10 com agua
desionizada. Inverter/esvaziar manualmente as tiras.
Adicionar pelo menos 250 pL de tampao de lavagem
1X a cada pogo e inverter/esvaziar manualmente as
tiras. Repetir mais duas vezes para um total de trés
lavagens. Secar as tiras comprimindo-as vigorosa-
mente sobre toalhas de papel apés a dltima lavagem.
Enquanto as tiras estdo invertidas, limpar cuidadosa-
mente o fundo das tiras com uma toalha de papel que
ndo largue fibras para assegurar que o fundo das tiras
se encontra limp
Instrucées especiais de lavagem: Executar o passo de
lavagem conforme descrito acima, utilizando tampéo de
lavagem 1X frio (2-8°C). Apés a ultima lavagem, deixar
as tiras escorrer durante 5 a 10 minutos sobre toalhas de
papel antes de adicionar o substrato.

Incubacao do substrato

9. Adicionar 150 pL de solucao de substrato de trabalho a
cada pocgo.

10. Incubar durante 60 minutos (+ 5 minutos) a 20-28°C.

Parar/Ler

11. Adicionar 100 pL de solucdo de paragem a cada poco.
Adicionar a solucdo de paragem seguindo o mesmo
padrao e os mesmos intervalos de tempo utilizados na
adicdo da solucao de substrato.

12. Ler a densidade 6ptica a 405 nm. Assegurar que ndo
existem bolhas de grandes dimensdes nos po¢os e que
o fundo das tiras esta limpo. As tiras devem ser lidas
15 minutos depois da adicdao da solucdo de paragem.

13. E necessario utilizar software de quantificacdo com
uma equacao de regressao adequada a uma curva de
calibracdo de 4 parametros para analisar os resultados
do ensaio MicroVue DPD.

Equagdo:y = (A-D)/(1 + (x/C)®) + D

14. Determinar a concentracdo de amostras e controlos a
partir da curva padrao.

15. Os valores de controlo devem estar dentro dos limites
especificados no Certificado de Analise fornecido com
o kit.

CONTROLO DE QUALIDADE

O Certificado de Andlise incluido neste kit é especifico do
lote e deve ser utilizado para verificar se os resultados
obtidos pelo seu laboratério sdo semelhantes aos obtidos
na Quidel Corporation. Os valores da densidade 6ptica
sdo fornecidos e devem ser utilizados apenas como linha
de orientacado. Os resultados obtidos pelo seu laboratério
podem ser diferentes.
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Sao fornecidos intervalos para o controlo de qualidade.
Os valores de controlo destinam-se a verificar a validade
da curva e os resultados das amostras. Cada laboratoério
deve definir os seus proprios parametros para os limites
aceitaveis dos ensaios. Se os valores de controlo NAO
estiverem dentro dos limites de aceitacdo do seu labora-
tério, os resultados dos ensaios devem ser considerados
questionaveis e as amostras devem ser repetidas.

Se a densidade éptica do MicroVue DPD Standard A for
inferior a 0,8, os resultados devem ser considerados
questionaveis e, se possivel, as amostras devem ser
repetidas.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos com o ensaio MicroVue DPD devem
ser corrigidos para as variagdes na concentragao

urinaria dividindo o valor de DPD (nmol/L) pelo

valor da creatinina (mmol/L) de cada amostra

(creatinina mg/dL x 0,088 = mmol/L). Os resultados

finais do ensaio MicroVue DPD serdo expressos como
nmol DPD/mmol creatinina.

Curva padrao representativa
Niveis padrao da DPD: 0, 3, 10, 30, 100, 300 nmol/L

1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
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0,6
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0,2
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Deoxipiridinolina (nmol/L)

Densidade Optica (405 nm)

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Embora o ensaio MicroVue DPD seja utilizado como um
indicador da reabsorcado 6ssea, a utilizacao deste teste nado
foi estabelecida para previsao do desenvolvimento de
osteoporose ou do risco de fracturas futuras. A utilizacdo
deste teste nao foi estabelecida no hiperparatiroidismo

ou hipertiroidismo. Quando se utiliza o ensaio MicroVue
DPD para monitorizacao da terapéutica, os resultados
poderao ser confundidos nos doentes que sofrem de
outros problemas clinicos que afectam a reabsorcao
6ssea, por exemplo, metdstases dsseas, além das doencas
e dos problemas indicados acima. Os resultados do ensaio
MicroVue DPD devem ser interpretados em conjunto com
as evidéncias clinicas e outros resultados de diagnéstico,
nao devendo ser utilizados como Unico determinante para
iniciar ou alterar a terapéutica.



VALORES DA AMOSTRA

Os limites de referéncia do ensaio MicroVue DPD foram
estabelecidos para homens saudaveis (n=121) e
mulheres saudaveis pré-menopausa (n = 312) com mais
de 25 anos de idade. Para efeitos do estabelecimento dos
intervalos de referéncia, os participantes saudaveis foram
definidos como:

e Basicamente sauddveis, sem disturbios ésseos,
enddcrinos ou crénicos
Ciclos menstruais regulares (mulheres)
Nem gravidas nem em fase de aleitamento (mulheres)
Sem estarem actualmente a tomar qualquer
medicacdo conhecida por influenciar o metabolismo
0sseo (por exemplo, corticosterodides, andlogos de
GnRH, anticonvulsivantes, heparina, medicacdo para a
tirdide)
Os valores podem ser influenciados por factores como a
baixa producao de estrogénio, baixa ingestao de calcio,
actividade fisica reduzida ou doencas conhecidas por
afectarem o metabolismo 6sseo como, por exemplo, a
osteoporose, a doenca de Paget, o hiperparatiroidismo, o
hipertiroidismo e as metastases ésseas. A deficiéncia de
estrogénio nas mulheres apds a menopausa pode ter
como resultado uma reabsorcao éssea aumentada.
Sugere-se que os limites de referéncia pré-menopausa
sejam utilizados para interpretar os resultados nas
mulheres ap6s a menopausa. Cada laboratério deve
definir os seus préprios limites de referéncia normais. Os
limites sdo expressos como intervalos de referéncia ndo
paramétricos (IC de 90%).

Idade (anos) Média DP Intervalo

(nmol DPD/mmol Cr)
Mulheres 25-44 5,0 14 3,0-74
Homens 25-55 3,8 1,0 23-54

A variabilidade prevista dentro dos participantes foi
determinada a partir de amostras de urina de 49
participantes saudaveis colhidas durante cinco dias nao
consecutivos ao longo de duas semanas. A média da
variacao longitudinal individual dentro dos participantes
foi de 15,5%. A variabilidade entre participantes esta
reflectida nos intervalos de referéncia nao paramétricos
indicados acima.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Especificidade do anticorpo

O anticorpo monoclonal anti-DPD tem uma elevada
afinidade selectiva pela DPD livre e uma ligagao negligen-
cidvel aos péptidos de DPD e a piridinolina (PYD) livre ou
ligada a péptidos.

% Reactividade

DPD livre 100%
PYD livre <1%
Péptidos de PYD/DPD

= 1000 MW <2,5%
> 3500 MW <2,5%
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Sensibilidade

O limite de deteccdo minimo do ensaio MicroVue DPD é
1,1 nmol/L, determinado pelo limite superior de 3 DP
num estudo de padrao zero.

Recuperacao - Recuperacao por fortificacao

A recuperacao por fortificacdo foi determinada adicionando
uma quantidade conhecida de DPD purificada a amostras
de urina com diferentes niveis de DPD enddgena. Os
resultados tipicos sao apresentados a seguir.

Endégena Adicionada Observada Recuperacdo

Amostra " oll)  (nmoll)  (nmol/L) (%)
1 3,1 27,3 32,0 106
2 11,2 27,3 38,8 101
3 18,2 27,3 44,9 98

Recuperacao - Linearidade

A linearidade foi determinada diluindo amostras em série
e comparando os valores observados com os valores
esperados. Os resultados tipicos sao apresentados a
seguir.

Factorde Observado Esperado Recuperagao

Amostra giyicao  (nmol/L)  (nmol/L) (%)
1 razao 65,5 - -
1:2 31,8 32,8 97
1:4 15,4 16,4 94
2 razao 84,6 - B
1:2 39,3 423 93
1:4 19,4 21,1 92
3 razao 132,6 - B
1:2 65,6 66,3 99
1:4 30,2 33,2 91
1:8 16,8 16,6 101
Precisao

A precisao intra ensaios foi determinada para > 21 réplicas
de 3 amostras em 2 placas de cada 3 lotes de kits (6 placas
no total). A precisao entre ensaios foi determinada para
ensaio de 3 amostras em 9 placas separadas de cada

3 lotes de kits (27 placas no total)As amostras indicadas a
seguir representam uma gama de valores de nmol/L.

Para uma mulher com uma creatinina de 4.5 mmol/L,

as amostras 1 a 3 representam uma reabsor¢do normal
baixa, normal elevada e aumentada (2.4 nmol/mmol,

6.7 nmol/mmol e 38.8 nmol/mmol, respectivamente).

Amostra (nmt?I/F:.DDPD) Intrac4.=i,r:)/soalos1 Entrecirlr(:/zalos2
1 10,7 8,4 4,8
2 30,0 4,3 4,6
3 174,7 5,5 31
"n=21 2n =9 ensaios



ESTUDOS CLINICOS

Utilizacdo do ensaio MicroVue DPD para
monitoriza¢ao da terapéutica hormonal anti-
reabsorcao em mulheres depois da menopausa

Foi realizado com sucesso um estudo controlado,
randomizado e multicéntrico para estabelecer a seguranca
e a eficacia do ensaio MicroVue DPD para monitorizar as
alteragcdes na excrecdo urindria de DPD associada a
terapéutica anti-reabsorcdo com estrogénio/progestina.
O aumento da reabsorcédo dssea e a perda significativa
de osso estao frequentemente associados a deficiéncia
de estrogénio depois da menopausa. Foi demonstrado
gue a substituicao do estrogénio reduz eficazmente a
reabsorcdo e protege a massa 6ssea existente.”"® As
participantes eram mulheres depois da menopausa, com
idades compreendidas entre os 45 e 0s 64 anos (média
56 + 4 anos), que tinham atingido a menopausa natural
ou cirdrgica nos ultimos 10 anos. Na linha basal, as
participantes elegiveis foram randomizadas para um
grupo de tratamento activo (terapéutica hormonal de
substituicdo ou THS): Premarin® (0,625 mg por dia) com
progestina placebo, Premarin (0,625 mg por dia) e

uma progestina activa (Provera® 2,5 mg/dia continua,
Provera 10 mg/dia ciclica ou progesterona micronizada
200 mg/dia ciclica); ou para o grupo de controlo (CTL):
estrogénio placebo e progestina placebo. Foram obtidas
amostras da primeira ou da segunda urina da manha de
todas as participantes na linha basal e aos 12 meses. Os
resultados do ensaio MicroVue DPD foram corrigidos para
a “clearance” de creatinina e expressos como nmol
DPD/mmol creatinina.

A concentracao média (= 1DP) de DPD na linha basal
(7,56 + 2,27 vs. 7,94 £ 3,25 nmol/mmol, p=0,304) e a
densidade mineral 6ssea (BMD) da coluna lombar
(0,97 £0,17 vs5.0,97 £ 0,15 g/cm?, p = 0,792) foram
semelhantes para o CTL e a THS. As distribui¢des dos
valores da DPD na linha basal na THS e no CTL estado
ilustradas na Figura 1, por propor¢ao da populacao do
estudo.

Figura 1: Distribuicdo dos niveis de DPD na linha basal
(como percentagem da populacao)
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A DPD foi significativamente menor na THS do que no CTL
ao fim de 12 meses (5,27 + 1,78 vs. 8,08 + 3,63 nmol/mmol,
p < 0,00001). Aos 12 meses, as participantes da THS
demonstravam maior probabilidade do que as do CTL de
ter uma concentracdo de DPD < 7,4 nmol/mmol (89% vs.
51%, p < 0,00001), embora as percentagens na linha basal
fossem semelhantes para os 2 grupos (CTL 56%, THS 53%,
< 7,4 nmol/mmol). As distribui¢des dos valores da DPD ao
fim de 12 meses nos grupos de THS e de CTL estdo
ilustradas na Figura 2.

Figura 2: Distribuicao dos niveis de DPD ao fim de
12 meses de terapéutica com estrogénio/progestina
(THS) ou placebo (CTL) (como percentagem da

populacao)
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A concentracdo média (+ 1 DP) de DPD nas participantes
do CTL aumentou ligeiramente da linha basal para

+11,7% (£ 49,7%) aos 12 meses (p = 0,278), enquanto as
concentracdes de DPD nas participantes da THS diminuiram
dalinha basal para -29,1 (£ 23,8%) aos

12 meses (p < 0,0001). As distribuicdes da alteracao
percentual em relacdo a linha basal nos valores da DPD

ao fim de 12 meses nos grupos de THS e de CTL estao
ilustradas na Figura 3.

Figura 3: Distribuicao da alteracao percentual dos niveis
de DPD ao fim de 12 meses de terapéutica com
estrogénio/progestina (THS) ou placebo (CTL) (como
percentagem da populagao)
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Ao fim de 12 meses, as participantes da THS tinham ganho
densidade mineral 6ssea (BMD) da coluna lombar em
comparacgao com as do CTL (p < 0,00001), conforme
indicado no Quadro 1.

Quadro 1. Altera¢oes na BMD da coluna lombar

(média + DP)
n Linha basal 12 meses A
(g/cm?) (g/cm?) (%)
CTL 57 097 +£0,17 095+0,17 -1,6 £2,7
THS 244 0,97 £0,15 1,01+0,15 +3,7+2,7

Estes resultados indicam que o ensaio MicroVue DPD é
seguro e eficaz na monitorizagdo do efeito anti-reabsorcao
da terapéutica hormonal de substituicao (THS) nas
mulheres depois da menopausa.

Utilizacao do ensaio MicroVue DPD para
monitoriza¢ao da terapéutica anti-reabsor¢ao com
bifosfonatos na osteoporose

Foi realizado com sucesso um estudo controlado,
randomizado e multicéntrico para estabelecer a seguranca
e a eficacia do ensaio MicroVue DPD para monitorizar as
alteragdes na excrecao urindria de DPD associadas a
terapéutica anti-reabsorcao com amino-bifosfonato
(alendronato). As participantes eram mulheres depois da
menopausa, com idades compreendidas entre os 45 e os
84 anos (média 64 + 7 anos), diagnosticadas com osteo-
porose (com base na apresentacao clinica ou na densi-
dade mineral 6ssea na coluna lombar na linha basal

com mais de 2,5 desvios padrao abaixo da média para
mulheres maduras antes da menopausa). Na linha basal,
as participantes elegiveis foram randomizadas para
receberem 10 mg de alendronato e 500 mg de célcio por
dia (ALN) ou 500 mg de célcio por dia (CTL). Foram
obtidas amostras da segunda urina da manha de todas as
participantes na linha basal e aos 3, 6 e 12 meses. Os
resultados do ensaio MicroVue DPD foram corrigidos para
a “clearance” de creatinina e expressos como nmol
DPD/mmol creatinina.

A concentragao média (= 1 DP) de DPD na linha basal

(7,35+ 3,30 vs. 7,74 £ 3,47 nmol/mmol, p=0,278) e a

densidade mineral 6ssea (BMD) da coluna lombar

(0,75 £ 0,09 vs. 0,74 £ 0,10 g/cm?, p = 0,426) foram

semelhantes para o ALN e o CTL. As distribuicdes dos

valores da DPD na linha basal no ALN e no CTL estao

ilustradas na Figura 4, por proporcao da populacao do

estudo.

Figura 4: Distribuicao dos niveis de DPD na linha basal
(como percentagem da populacao)
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A DPD foi significativamente menor para o ALN do que
para o CTL ao fim de 3 (545 + 2,61 vs. 7,56 + 3,08 nmol/mmol,
p <0,00001), 6 (4,83 + 1,94 vs. 7,09 £ 3,33 nmol/mmol,

p <0,00001) e 12 meses (4,78 £ 1,75 vs. 6,73 + 2,98 nmol/mmol,
p <0,00001). Ao fim de 3,6 e 12 meses, 84, 89 e 91%,
respectivamente, das participantes do ALN apresentavam
uma concentracao de DPD < 7,4 nmol/mmol. As partici-
pantes do ALN tinham mais probabilidades do que as do
CTL de ter uma concentragdo de DPD < 7,4 nmol/mmol
em todos os periodos de tempo (p = 0,002) muito embora
as percentagens na linha basal fossem semelhantes para
0s 2 grupos (CTL 60,4%, ALN 57,8%, < 7,4 nmol/mmol,
respectivamente). As distribuicdes dos valores da DPD ao
fim de 12 meses nos grupos de ALN e de CTL estdo
ilustradas na Figura 5.

Figura 5: Distribuicdo dos niveis de DPD ao fim de
12 meses de terapéutica com alendronato (ALN) ou
calcio (CTL)(como percentagem da populacao)
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A concentracao média (+ 1 DP) de DPD nas participantes
do CTL diminuiu gradualmente da linha basal para

-4,9% (+ 34,9%) aos 12 meses (p = 0,003), o que pode
reflectir o efeito modesto do calcio na conservacao do
0s50."* As concentragdes médias de DPD das participantes
do ALN diminuiram 22,9 + 37,4% aos 3 meses,

28,6 + 25,8% aos 6 meses e 29,5 + 26,7% aos 12 meses.

As distribuicdes da alteracdo percentual em relacdo a linha
basal nos valores da DPD ao fim de 12 meses nos grupos
de ALN e de CTL estdo ilustradas na Figura 6.

Figura 6: Distribuicdo da alteracao percentual dos niveis
de DPD ao fim de 12 meses de terapéutica com
alendronato (ALN) ou calcio (CTL)

(como percentagem da populacao)

O Controlo
W Alendronato
25%

20%

15%

10%

5%

Percentagem da Populagao (%)

0%

<-50,0%

-50,0 a -40,1%
-40,0 a -30,1%
-15,0 a -0,1%
0,0 a 9,9%
10,0 a 19,9%
20,0 a 29,9%
30,0 a 39,9%
40,0 a 49,9%
>50,0%

-30,0 a -15,1%

% Alteragao



Ao fim de 12 meses, as participantes do ALN tinham
ganho densidade mineral 6ssea (BMD) da coluna lombar
em comparacdo com as do CTL (p < 0,00001), conforme
indicado no Quadro 2.

Table 2. Changes in Lumbar Spine BMD (Mean * SD)

Linha basal 12 meses A
(g/cm?) (g/cm?) (%)
CTL 167 0,75+0,09 0,74+0,09 -08+3,3
ALN 156 0,74+0,09 0,78+0,10 +5,7+4,2

Estes resultados indicam que o ensaio MicroVue DPD é
seguro e eficaz na monitorizacdo do efeito anti-reabsorcao
da terapéutica com amino-bifosfonato (alendronato) entre
as participantes diagnosticadas com osteoporose.

Estudos adicionais

Foram realizados estudos clinicos para avaliar os niveis
urindrios de desoxipiridinolina obtidos utilizando o ensaio
MicroVue DPD relacionados com niveis obtidos por
andlise de cromatografia liquida de alta performance
(HPLQ)™ e diagnostico clinico.

O primeiro destes estudos foi realizado em centros de
investigacdo clinica utilizando 54 amostras de voluntarios
saudaveis e 140 amostras de doentes com disturbios
6sseos conhecidos (incluindo osteoporose, doenca de
Paget, hiperparatiroidismo e hipertiroidismo). Estas
doencas envolvem com frequéncia o aumento da
reabsorcdo Ossea e este grupo de participantes foi
considerado como uma populacao de risco. No entanto,
nao se esperava que todos os participantes tivessem uma
reabsorcdo dssea elevada na altura da colheita das
amostras. Cento e trés dos 140 doentes diagnosticados
com um distUrbio nao manifestaram valores aumentados
de piridinolina conforme medida por HPLC. Os valores da
desoxipiridinolina no ensaio MicroVue DPD em
participantes saudaveis variaram de 2,3 a 11,2 nmol/mmol
e nos doentes variaram de 1,2 a 37,3 nmol/mmol.

No estudo, o ensaio MicroVue DPD foi comparado com um
método de investigacao de HPLC' para medicédo da
piridinolina. O limite de HPLC foi determinado, num
estudo de 84 participantes saudaveis, como sendo 50
nmol/mmol para os homens e 60 nmol/mmol para as
mulheres (limite superior do intervalo de confianca de
95% para cada sexo). Utilizando uma piridinolina
aumentada determinada por HPLC como método de
classificacao, recorreu-se a técnica ROC (caracteristica
operacional do receptor) para definir uma sensibilidade
relativa 6ptima e uma especificidade na populacao
descrita. A sensibilidade relativa e a especificidade sao
apresentadas no Quadro 3. Na Figura 7 apresenta-se um
quadro de contingéncia de dois por dois indicando o
numero de participantes em cada classificacao.
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Quadro 3
MicroVue DPD
Sensibilidade relativa 69 %
Especificidade 87 %
Figura7
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No segundo estudo, os resultados do ensaio MicroVue
DPD foram comparados numa populacdo mista de 39
amostras de participantes saudaveis e 69 amostras de
doentes com doenca de Paget. Embora a doenca de
Paget represente um modelo de identificacdo da
reabsorcdo éssea activa, alguns dos doentes que
participaram neste estudo estavam em tratamento ou
podem ter sido considerados em remissao, e podem nao
ter tido uma reabsorcao dssea aumentada na altura da
colheita das amostras. Neste estudo, os participantes
saudaveis variaram de 2,3 a 6,4 nmol/mmol. Os doentes
com doenca de Paget variaram de 1,7 a 50,4 nmol/mmol.

Utilizando o diagnéstico da doenca de Paget como
método de classificacdo, recorreu-se a técnica ROC
(caracteristica operacional do receptor) para definir uma
sensibilidade relativa éptima e uma especificidade nesta
populagao. A sensibilidade relativa e a especificidade sdo
apresentadas no Quadro 4. Na Figura 8 apresenta-se um
quadro de contingéncia de dois por dois.

Quadro 4
MicroVue DPD
Sensibilidade relativa 91 %
Especificidade 97 %
Figura 8
Diagnéstico de Paget
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ASSISTENCIA

Para servicos fora dos EUA, contacte o seu distribuidor
local. A informacgbes adicionais sobre Quidel, nossos
produtos, e nossos distribuidores pode ser encontrada em
nosso web site em www.quidel.com.

Abrangido pelas Patentes EUA N° 5,620,861, 5,700, 694, 6,121, 002, e
5,283,197.
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