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dell'outcome di soggetti tossicodipendenti sottoposti a programma di
trattamento farmacologico con metadone
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ABSTRACT

Utility of cloned enzyme donor immunoassay (CEDIA) determination of urinary 2-ethylidene-1,5dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolidine (EDDP) for outcome evaluation in drug addict subjects treated with methadone. Aim of
the study was the evaluation of usefulness of the urinary EDDP determination by CEDIA in patients undergoing
methadone pharmacological treatment programs. Some patients can present a fast metabolism of methadone ("fast
metabolizers") with the consequence to produce low urinary concentrations of this substance, not easily detected by
screening methods. Moreover, as attempt of result falsification by patients, addition of small amounts of methadone
in drug-free urine samples is frequent. Measurement of EDDP, one of the main metabolic substances of methadone,
can be very useful to evaluate the correct behaviour and the patients’ compliance to treatment, showing several
advantages for clinical application in the monitoring of drug addict subjects treated with methadone.

INRODUZIONE

Il metadone, sostanza analgesica oppioide di sintesi, &
ampiamente utilizzato come sostituto dell'eroina per tratta-
mento delle sindromi d'astinenza nel paziente tossicodi-
pendente (1). Il trattamento metadonico si inserisce in un
progetto terapeutico a lungo termine, di durata non pro-
grammabile a priori, che consente a persone dipendenti
da oppiacei di condurre una vita normale e produttiva. Tale
sostanza risulta inoltre essere un potente analgesico per
la cura di pazienti con dolore maligno o post-operatorio
(2).

Secondo quanto emerge dai dati rilevati dal Ministero
della Salute, nel 2006 il numero dei soggetti sottoposti a
trattamento riabilitativo non farmacologicamente assistito
corrispondeva al 38% dell'utenza trattata nei servizi rile-
vati, mentre il rimanente 62% riceveva una terapia far-
macologica attraverso la somministrazione di metadone
(68%), di buprenorfina (20%) o di entrambi (4%).

Il processo metabolico di N-demetilazione del meta-
done produce i suoi due principali metaboliti farmacologi-
camente inattivi: la 2-etilidene-1,5-dimetil-3,3-difenilpirro-
lidina (EDDP) e la 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirrolina
(EMDP) (3). Entrambi i composti vengono successivamen-
te idrolizzati in certa misura, con susseguente glucurona-
zione (4,5).

L'eliminazione del metadone e dei suoi metaboliti
avviene attraverso filtrazione glomerulare renale: circa il
25% viene escreto attraverso le urine durante le prime 24
ore dopo I'assunzione, mentre il 52% durante le succes-
sive 96 ore (6).

Alcuni soggetti, definiti “rapidi metabolizzatori” (“fast
metabolizers”), metabolizzano il metadone cosi veloce-

mente che la concentrazione di tale farmaco nelle urine
puo risultare, dopo breve tempo, al di sotto del limite di
rivelabilita dei comuni metodi di screening (7,8).

Importante € anche che le alterazioni a carico del
metabolismo del metadone possono essere dovute non
solo a differenze genetiche nei sistemi metabolici della
sostanza, ma anche ad interferenze tra farmaci e/o
sostanze consumate nel tipico profilo del poliabuso.

Inoltre, tra gli innumerevoli tentativi di falsificazione
dei risultati adottati dai pazienti tossicodipendenti, & fre-
quente l'aggiunta di piccole quantita di metadone a cam-
pioni di urina “pulita” di altra provenienza.

La determinazione di EDDP pud divenire quindi di
grande importanza, sia per smascherare questo tipo di
comportamento, che per la valutazione della “complian-
ce” dei pazienti, che si dimostra fondamentale nel soste-
gno del loro percorso terapeutico globale.

Scopo del presente lavoro ¢ la valutazione dell'utilita
del dosaggio urinario di EDDP, utilizzando la metodologia
“cloned enzyme donor immunoassay” (CEDIA) applicata
allo strumento ILab650 (Instrumentation Laboratory).

MATERIALI E METODI

Casistica clinica

In un periodo di circa due mesi sono stati seleziona-
ti, tra quelli pervenuti, 107 campioni di urina provenienti
dal Servizio delle Tossicodipendenze (Ser.T.) di Padova
e appartenenti a soggetti tossicodipendenti sottoposti o
meno a trattamento farmacologico con metadone.
Inoltre, dopo lintroduzione in regime ordinario della
determinazione di EDDP, e riguardo la problematica del-
l'ipotizzato comportamento “spikers” (manipolatori), sono
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stati selezionati, in un periodo di tre settimane, 202 cam-
pioni per una verifica delle contemporanee concentrazio-
ni urinarie di metadone e EDDP.

Durante tutto il periodo di sperimentazione del meto-
do & stata rispettata ed applicata la dichiarazione di
Helsinki del 1975, emendata nel 1996 (9).

Metodi

La metodologia CEDIA & un immunodosaggio omo-
geneo che si avvale, tramite tecnologia del DNA ricombi-
nante, dell'enzima di origine batterica B-galattosidasi, il
quale & geneticamente sviluppato in due frammenti inat-
tivi: I'enzima accettore (EA) e I'enzima donatore (ED). Il
sistema omogeneo CEDIA opera attraverso il controllo
dell'assemblaggio spontaneo degli ED con gli EA con
una reazione antigene-anticorpo. L'aptene (analita) &
legato covalentemente all'ED in modo da non interferire
nella formazione dell'enzima B-galattosidasi attivo, nel
momento in cui I'ED coniugato viene posto in soluzione
con EA. La riassociazione spontanea dell'enzima sara
inibita aggiungendo al sistema un anticorpo specifico per
I'aptene. Ponendo tale sistema in competizione con I'a-
nalita da testare presente nel campione biologico, si for-
mera un enzima attivo in quantita proporzionale alla
quota di analita libero o di aptene. Se I'analita & presen-
te nel campione si leghera all'anticorpo, lasciando liberi i
frammenti inattivi di formare enzimi attivi. Se invece l'a-
nalita non & presente nel campione, I'anticorpo si leghe-
ra all'analita coniugato sul frammento inattivo di enzima,
inibendo la riassociazione dei frammenti inattivi di p-
galattosidasi e quindi la formazione di enzima attivo
(Figura 1). La quantita di enzima formato & determinata
attraverso l'idrolisi di un substrato specifico per la -
galattosidasi (o-nitrofenil-3-D-galactopiranoside) misura-
bile spettrofotometricamente a 570 nm, con conseguen-
te riduzione delle possibili interferenze dovute a torbidita
del campione urinario.

Per il dosaggio del’lEDDP (Microgenics GmbH) sono
stati utilizzati quattro calibratori con le seguenti concen-
trazioni: 0 pg/L (Calibrator 1, Negativo), 100 pg/L
(Calibrator 2, Primo), 500 pg/L (Calibrator 3, Intermedio) e
2000 pg/L (Calibrator 4, Alto). Durante ogni sessione di
lavoro sono stati utilizzati due controlli MGC Clinical
DAU Control (Microgenics GmbH) uno basso (75 ug/L)
ed uno alto (125 pg/L).

Su tutti i campioni urinari & stato anche eseguito |l

dosaggio della creatinina (metodo al picrato alcalino) su
strumentazione Modular P (Roche Diagnostics), oltre
che quello del metadone (metodologia CEDIA,
Microgenics GmbH).

Il limite di rivelabilita della determinazione di EDDP,
ottenuto tramite 20 replicati del calibratore zero (media +
3 DS), e 2,7 ng/L.

La positivita o negativita dei risultati & stata espressa
secondo i cut-off indicati dalla ditta produttrice (300 ug/L
per metadone e 100 pg/L per EDDP).

RISULTATI

| 107 campioni urinari sottoposti al dosaggio di meta-
done e EDDP sono stati divisi in due gruppi in base alla
concentrazione della creatinina urinaria. Nel primo grup-
po (n=38), con creatinina <1,8 umol/L, limite indicato da
Lafolie et al. (10) per la constatazione di idoneita del
campione di urina, 18 campioni (47,3%) sono risultati
positivi sia al metadone che alla EDDP, con concentra-
zioni medie (+ DS) di 1115 (x 174) pg/L (intervallo: 549-
1210 pg/L) per il primo e di 1625 (+ 678) ng/L per il
secondo (intervallo: 126-2651 ng/L). In questi campioni
€ stato anche eseguito il dosaggio dell'etanolo con un
riscontro di positivita (1,31 + 0,80 g/L, intervallo: 0,29-
2,79) in 13 di essi. Sempre in questo primo gruppo 10
campioni (26,3%) sono risultati negativi sia al metadone
che al suo metabolita, mentre per i rimanenti 10 campio-
ni sono stati riscontrati esiti di positivita per il metadone
(1096 £ 119 pg/L, intervallo: 848-1230 ng/L), ma non per
EDDP (8 + 9 ug/L, intervallo: 3-28 ug/L).

Nel secondo gruppo di campioni (n=69) con creatini-
na urinaria >1,8 umol/L, 38 (55,1%) sono risultati positivi
sia per metadone che EDDP, con concentrazioni di
sostanza mediamente 2,9 e 21,5 volte superiori ai valori
di cut-off [metadone (media + DS): 899 + 337 nug/L, inter-
vallo: 316-1222 ug/L e EDDP (media + DS): 2150 + 788
ng/L, intervallo: 160-3074 ng/L], a conferma di una corret-
ta assunzione del farmaco e quindi di buona “complian-
ce” da parte dei pazienti. Sempre all'interno di questo
gruppo, 14 campioni (20,2%) sono risultati negativi ad
entrambe le sostanze e 7 campioni (10,1%) sono risulta-
ti positivi al metadone (media + DS: 1108 + 86 ng/L, inter-
vallo: 962-1215 ug/L), ma non al suo metabolita (media +
DS: 4,6 + 5,5 ug/L, intervallo: 3-15 pg/L). Infine, i rima-
nenti 10 campioni (14,5%) hanno mostrato risultati nega-
tivi per metadone (media + DS: 222 + 39 ug/L, intervallo:
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Schema della metodologia di misura CEDIA (“cloned enzyme donor immunoassay).

ED, enzima donatore; EA, enzima accettore.
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151-275 ng/L), ma positivi per EDDP (media + DS: 1889 +
621 ng/L, intervallo: 707-2660 pg/L).

Due profili rappresentativi, il primo di corretta adesio-
ne alla terapia metadonica e il secondo riconducibile a
tentativi di falsificazione dei campioni di urina, ricavati da
202 campioni selezionati nel periodo di tre settimane,
sono illustrati nelle Figure 2 e 3. Nella Figura 2 sono stati
tolti tre campioni risultati negativi per metadone (176,
274 e 291 pg/L le rispettive concentrazioni), ma positivi
per EDDP (363, 325 e 455 ug/L).

DISCUSSIONE

Il termine “compliance” € comunemente utilizzato nel
linguaggio scientifico per esprimere il grado di adesione
di un soggetto a una prescrizione medica, definendo
cosi la sua volonta di collaborazione. E' indubbio che da
questa volonta deriva il buon esito di un qualsiasi tipo di
trattamento, sia esso farmacologico o no.

Nell'ambito delle tossicodipendenze, il monitoraggio
dei campioni di urina con i metodi di laboratorio ben si
colloca all'interno delle iniziative che servono a docu-
mentare gli esiti dei trattamenti applicati (11). La valuta-
zione € comunemente affidata alle dichiarazioni del sog-
getto, che dovrebbero dimostrare coerenza con quanto
riscontrato con le analisi di laboratorio (12). Uno scree-
ning periodico delle sostanze d'abuso in campioni biolo-
gici (urine) si dimostra utile, tuttavia, nella valutazione cli-
nica del soggetto tossicodipendente e dei progressi otte-
nuti con l'intervento, la correzione e l'implementazione
della terapia, incoraggiando a mantenere i cambiamenti
positivi raggiunti (11).

Per quanto riguarda i risultati del nostro studio, la
determinazione di EDDP, metabolita principale del meta-
done, ha permesso di stabilire che il 26,3% dei campio-
ni con creatinina urinaria <1,8 umol/L erano effettiva-
mente campioni adulterati.

Sempre nell'ambito di questo gruppo con basse con-
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Risultati relativi a 171 casi evidenzianti una corretta adesione alla terapia metadonica.
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Risultati relativi a 28 campioni evidenzianti tentativi di falsificazione (soggetti manipolatori o “spikers”).
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centrazioni urinarie di creatinina, il dosaggio aggiuntivo
dell'etanolo, non richiesto da parte del Ser.T., suggerisce
I'ipotesi che per 13 campioni il risultato di creatinina <1,8
pmol/L possa essere causato dall'azione inibente sulla
vasopressina propria dell'etanolo stesso. Per 5 campio-
ni, tuttavia, il dosaggio dell'etanolo, dimostratosi negati-
vo, non aiuta a trovare una spiegazione plausibile, pre-
supponendo solo, in base ai risultati positivi per metado-
ne e EDDP, un aumentato introito di acqua precedente la
raccolta del campione.

Nel gruppo di campioni idonei (creatinina urinaria
>1,8 umol/L) la determinazione di EDDP ¢ stata utile per
individuare 7 soggetti (10,1%) cosiddetti “manipolatori” e
10 soggetti con esiti di negativita per metadone, ma posi-
tivita per EDDP. Per questi soggetti possibili “fast meta-
bolizers” o in terapia in corso di aggiustamento, EDDP
ha confermato I'aderenza al protocollo terapeutico.

In conclusione, il dosaggio di EDDP € un esempio di
come un programma di trattamento di dipendenza da
sostanze d'abuso difficilmente possa prescindere da un
contributo del laboratorio. Attualmente, presso il nostro
Servizio di Medicina di Laboratorio, la determinazione di
EDDP viene attivata come “reflex test” sulla base di
regole che prendono in considerazione risultati relativi a
metadone e creatinina urinaria. Tuttavia, in ragione di
quanto fino ad oggi ottenuto, siamo in linea di principio
favorevoli alla contemporanea determinazione di meta-
done e EDDP, anche se preparati a sostituire in futuro la
determinazione convenzionale di metadone con quella
della sola EDDP se l'obiettivo € quello di monitorare il
trattamento metadonico. La determinazione di metado-
ne e EDDP rimane peraltro sicuramente indispensabile
all'inizio di ogni trattamento farmacologico o variazione
sostanziale dello stesso.
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