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RESUMO

O Brasil ocupa posicdo de destaque no consumo mundial de anfetaminas,
contrariamente a tendéncia mundial de retragdo. Devido aos efeitos colaterais e ao
alto potencial de abuso, a produgao e comercializagao de anfetaminas vém sendo
controladas no mundo inteiro. Com a restricdo de uso, houve um retorno a procura
pelos equivalentes naturais, especialmente as efedrinas presentes em diversas
especialidades farmacéuticas, utilizadas no tratamento de doengas respiratérias.
S&o componentes de varios compostos emagrecedores, suplementos alimentares e
dietéticos utilizados para perda de peso e ganho de massa muscular. Face ao uso
indiscriminado e a grande incidéncia de resultados falso-positivos nos testes de
triagem para anfetaminas por imunoensaio enzimatico homogéneo, fazem-se
necessarios testes confirmatérios. Neste sentido, este trabalho se propds a
desenvolver um método confirmatério simples e rapido para detecgao, identificagao
e quantificacdo de efedrinas (efedrina/pseudoefedrina) em amostras de urina por por
cromatografia a gas / espectrometria de massas-massas (CG/EM/EM), passivel de
ser adotado na rotina de laboratérios de analises toxicolégicas. Devido a
complexidade da matriz e as peculiaridades do analito, inicialmente procedeu-se o
estudo do tratamento da amostra, considerando as etapas de derivatizagao,
extracdo, pré-concentragao e purificagcdo, de modo a fornecer um extrato limpido,
livre de impurezas, interferentes e com melhor sensibilidade, linearidade e
seletividade analitica. Os métodos de extragao usados foram extracdo liquido-liquido
(ELL), extracdo em fase solida (SPE) e microextracdo em fase solida (SPME). Os
resultados indicaram que o reagente de derivatizagdo ciclohexanona foi o que
apresentou melhor desempenho, menor custo e promoveu maior seletividade dos
diasterébmeros EF/PEF em colunas normais de CG. Sendo que o método mais
apropriado para a deteccao e identificagdo de efedrinas/anfetamina por CG/EM é a
SPME levando em consideragao caracteristicas como simplicidade, rapidez, custo,
recuperacao e auséncia de interferentes. Entretanto, considera-se valido o uso de

SPE para a quantificagao, devido a possibilidade de pré-concentracdo do analito.

Palavras-chave: anfetamina, efedrina, pseudoefedrina, SPE, SPME, CG/EM






ABSTRACT

ANALYSIS OF EPHEDRINES AND AMPHETAMINE IN URINE USING SPE AND
SPME BY GC/MS/MS
Brazil is one of the biggest amphetamine consumers in the world, going against the
worldwide retraction tendency. Due to serious adverse effects and high abuse
potential, the production and commercialization of amphetamines has been
controlled around the world. With the restriction of its use, there was a return in the
search of natural equivalents, especially the ephedrines found in many medicines
utilized in the treatment of respiratory diseases. Furthermore, they are components of
dietary supplements used to lose weight and muscular mass gain. Because of the
indiscriminate use and the high incidence of false-positive results in the
amphetamines screening tests by enzyme immunoassay technique, it is necessary
confirmatory tests. In this way, the aim of this work is to develop a confirmatory
simple and quickly method for the detection and quantification of ephedrines
(ephedrine and pseudoephedrine) gas chromatography / mass-mass spectrometry
(GC/MS/MS), with possibility to be adopted in toxicological analyses laboratorial
routine. Due to the complexity of the matrix and analyte peculiarities, initially
proceeds the study of sample treatment, considering the derivatization, extraction,
pre-concentration and purification steps, obtaining a limpidous extract, free of
impurities, interferents and with better sensitivity, linearity and analytical selectivity.
The extraction method used were liquid-liquid extraction (LLE), solid-phase extraction
(SPE) and solid-phase microextraction (SPME). The results indicate that
cyclohexanone was the derivatization agent with the best performance, lower price
and good selectivity in diasteromers EF/PEF separation in normal GC columns. The
most appropriate method for detection and identification of ephedrines/amphetamine
by GC/MS is SPME, considering characteristics as simplicity, speed, cost, recovery
and absence of interferents. However, the use of SPE must be considered to

quantification, since it allowed analyte pre-concentration.

Keywords: amphetamine, ephedrine, pseudoephedrine, SPE, SPME, GC/MS






1. INTRODUCAO







A Toxicologia Social considera estimulante toda substancia utilizada
voluntariamente com a finalidade de obtencado de estados alterados de consciéncia,
caracterizados por euforia decorrente da estimulacdo do sistema nervoso central
(SNC). No Brasil, sado utilizadas para esse fim farmacos proscritos como a cocaina e

medicamentos como os compostos anfetaminicos (CHASIN e SILVA, 2003).

Segundo relatério do International Narcotic Control Board — INCB (2006), o
Brasil esta entre os paises onde o consumo de anfetaminas (ANFs) vem crescendo,
contrariamente a tendéncia mundial de retragdo, juntamente com paises como
Argentina, Australia, Corea e Singapura. Parte desse uso pode ser explicado pelo
grande apelo social a utilizacao desses farmacos para o controle da obesidade,

resultando no uso abusivo dos compostos anfetaminicos.

O uso de estimulantes apresenta nitido predominio do sexo feminino sobre o
masculino, sendo que, no total, as mulheres tiveram quase trés vezes mais uso na
vida do que os homens. A prevaléncia de respostas que afirmaram ser muito facil
obter compostos anfetaminicos gira em torno dos 40% subindo para 50% na faixa
etaria de 25 — 34 anos (CARLINI et al., 2002).

Pesquisa realizada, em 2004, com estudantes do ensino fundamental e médio
das redes municipal e estadual, demonstrou que o uso de compostos anfetaminicos
no Brasil € de 4,3% e em Porto Alegre de 5,5%, com diferenca estatistica
significativa entre os sexos (GALDUROZ et al., 2005). Em recente pesquisa
realizada com 915 estudantes do ensino médio de escolas da rede estadual da
cidade de Porto Alegre, houve maior consumo na vida de ANFs por alunos do sexo
feminino (9,2%) (VIANA, 2006).

No ultimo triénio (2004 a 2006), no Nucleo de Analise Laboratorial do Centro
de Informagdo Toxicolégica do Rio Grande do Sul da Fundagdo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude — NAL/CIT/FEPPS, foram realizadas 536 analises
para pesquisa de ANFs, sendo destas 15% com resultados positivos no teste de
triagem por imunoensaio enzimatico homogéneo (EMIT) ndo confirmados por outra

metodologia’, como cromatografia a gas / espectrometria de massas (CG/EM).

! Informacgdes obtidas do Nucleo de Analise Laboratorial do CIT/RS
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Em estudos conduzidos com ANFs utilizando sangue pos-mortem, Hino e col.
(2003) concluiram que os resultados dos testes por EMIT, quando comparados aos
obtidos por CG/EM no quesito especificidade, apresentaram apenas 54% de
concordancia (n=95) com 42 testes positivos e 53 negativos por CG/EM, e por EMIT
36 testes positivos, 6 falso negativos, 28 negativos, 24 falso positivos e 1 amostra
rejeitada. Segundo Melgar e Kelly (1993), de dez amostras de urina de pacientes
positivas para ANFS por EMIT todas foram negativas por imunofluorescéncia
polarizada e por CG/EM. Estes resultados demonstram a relevancia de estudos
comparativos, entre os métodos de triagem e o método confirmatério CG/EM,
especialmente para urina, por esta ser o fluido biolégico mais utilizado para pesquisa

de compostos anfetaminicos.

Desse modo, o estabelecimento de métodos mais especificos para analise de
compostos anfetaminicos como as ANFs em urina consiste em uma importante area
de investigacdo. Neste ambito, CG/EM combina um eficiente poder de separacao
deteccdo e identificacdo das substédncias com alta sensibilidade e especificidade;
sendo considerado padrdo-ouro em toxicologia analitica por ser um método
conclusivo e confirmatdrio, sobretudo para analise de farmacos na urina e outras
matrizes bioldgicas (NIDA, 1997; MOFFAT et al., 2004).

O objetivo dos procedimentos de confirmacao é certificar-se de que a
identificacdo e/ou quantificacdo do analito foi correta e excluir qualquer deficiéncia
da técnica utilizada no procedimento de screening. Ja que o objetivo dos testes
confirmatorios € de acumular informagao adicional com respeito a uma conclusao
adversa, o procedimento de confirmacao deve ser mais seletivo/discriminatorio que

os procedimentos de screening (WADA, 2004a).

Entretanto, para se alcancar capacidade analitica por CG/EM se faz
necessario o desenvolvimento de técnicas de purificagdo, pré-concentracdo e
remogao do analito de sua matriz biolégica. Como métodos alternativos e modernos
temos a extracdo em fase solida (SPE) e a microextracdo em fase solida (SPME),
que precisam ser otimizados, de forma a viabilizar o emprego destas metodologias

na rotina laboratorial.



Outro aspecto a ser considerado € a necessidade de se comprovar a
qualidade das analises bioanaliticas realizadas pelos laboratorios de ensaio, através
de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade dos resultados. A NBR
ISO/IEC 17025, norma especifica para laboratérios de ensaio, apresenta os
requisitos gerenciais e técnicos o qual aborda a “validagdo de métodos” como um
dos itens necessarios para a garantia da qualidade e define validagdo como a
“confirmacao por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos

especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos” (ABNT, 2001).

Atualmente, para mostrar competéncia técnica, os laboratérios que executam
as analises devem submeter-se ao credenciamento de um érgao vigente de ambito
nacional, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA e o Instituto Nacional
de Metrologia — INMETRO, ou internacional, a World Anti-Doping Agency — WADA.
Esta é uma fundacgao independente criada pelo Comité Olimpico Internacional — COI
que tem competéncia para credenciar laboratorios responsaveis pela analise de
amostras antidoping, preparar e revisar a Lista anual de substancias e métodos
proibidos, por intermédio do Cédigo da Agéncia Mundial Antidoping — AMA (WADA,
2004a; WADA, 2006).

No que tange a analise de compostos anfetaminicos, conforme o
Levantamento de Laboratérios Analiticos de Toxicologia Forense (BRASIL, 2004)
realizado pela ANVISA/REBLAS em marco de 2004, nenhum dos laboratérios da
regidao sul participante da pesquisa declarou realizar o teste presuntivo e a

confirmacao do estimulante EF.

Neste sentido, este trabalho se propés a desenvolver métodos analiticos
confirmatorios para identificagdo de EFs e ANF em amostras de urina utilizando
meétodos de extracdo por SPE e SPME, as quais foram submetidas previamente a
analises de triagem toxicoldgicas para ANFs. Devido a semelhanga estrutural das
ANFs, da maior complexidade e maior disponibilidade da EF, esta foi utilizada como
prototipo para estudos de otimizacido dos parametros envolvidos nas analises. O

melhor resultado obtido com EF foi extrapolado para ANF.



Para tanto, este trabalho esta dividido de forma a apresentar inicialmente uma
revisdo da literatura sobre compostos anfetaminicos e metodologias analiticas

associadas, seguido dos materiais e métodos, resultados e discussao e conclusoes.



2. OBJETIVOS







2.1 Objetivos Gerais

Estabelecer um método confirmatério simples e rapido para deteccéo,
identificacdo e quantificacdo de efedrinas (efedrina/pseudoefedrina) em amostras de
urina por cromatografia a gas / espectrometria de massas-massas (CG/EM/EM),
bem como extrapolar a metodologia proposta para analise de anfetamina em urina,

passivel de ser adotado na rotina de laboratérios de analises toxicoldgicas.

2.2 Objetivos Especificos
e Estudo do pré-tratamento de amostra de urina contendo efedrinas
o Avaliagéo do uso de diferentes reagentes de derivatizagéo;

o Otimizagao de protocolo analitico para extracado e pré-concentracido por
SPE e SPME;

¢ Determinar as condi¢des analiticas apropriadas para a detecgao, identificagao

e quantificacdo de efedrinas em urina por CG/EM/EM,;

e Extrapolar a metodologia proposta para amostra de urina de pacientes

(amostras reais) e amostras vegetais contendo efedrinas;

e Extrapolar a metodologia proposta para amostras de urina de pacientes

(amostras reais) contendo anfetamina;

e Comparar os resultados positivos obtidos com os testes de triagem de ANFs
por EMIT com os resultados obtidos por CG/EM/EM.






3. REVISAO DA LITERATURA







3.1 Compostos Anfetaminicos
3.1.1 Aspecto geral

O termo “anfetaminicos” refere-se ao grupo de substéncias composto pela
anfetamina e seus derivados. Quimicamente, apresentam o esqueleto basico da -
fenetilamina e farmacologicamente atuam como aminas simpatomiméticas (DIAS et
al., 2001; CHASIN e SILVA, 2003; SULZER et al., 2005).

Os compostos anfetaminicos sao derivados sintéticos das efedrinas (EFs),
protoalcaldides encontrados em espécies do género Ephedra (Ephedraceae) de
ocorréncia na Eurasia (TYLER, 1993). A efedrina (EF) foi isolada pela primeira vez
em 1887 e classificada farmacologicamente como adrenérgico (SIMOES et al., 2003;
SULZER et al., 2005). Devido a grande demanda e as limitagcbes da obtengao
comercial a partir de fontes naturais, muitos anfetaminicos sintéticos foram langados
no mercado, projetados de forma a aumentar seu espectro de acdo. Dentre os
derivados mais importantes estdo a ANF, a MA (metilanfetamina ou speed), a

metilenodixioanfetamina (MDA) e a metilenodioximetanfetamina (MDMA ou éxtase).

Ha séculos seu uso com fins terapéuticos ja era disseminado pela Medicina
Tradicional Chinesa (MTC), que preconizava o uso de extrato da planta desidratada
(chamada de Ma Huang) como estimulante e para o tratamento de afeccdes
respiratorias (TYLER et al., 1996; FOSTER e TYLER, 1999).

A anfetamina (ANF) foi sintetizada em 1887, sendo seus efeitos
farmacoldgicos estudados no final da década de 20, época em que foi largamente
utilizada no tratamento da obesidade, narcolepsia e hipotensdo (KARCH, 1998;
CHASIN e SILVA, 2003), e mais recentemente, o derivado metilfenidato tem sido
usado na sindrome de hiperatividade (déficit de atengédo). A MA, o MDA e o MDMA
entre outros derivados anfetaminicos sdo conhecidos como drogas de sintese
(designer drugs ou drogas projetadas) e sao largamente utilizadas com fins
recreativos. A MA foi sintetizada em 1919 e seu dextro isbmero é considerado o
derivado anfetaminico com maior potencial de abuso (KARCH, 1998; CHASIN e
SILVA, 2003).
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Atualmente, segundo a RDC n° 18, 2003, a ANF e MA sao controladas pela
Portaria n° 344 (1998) fazendo parte da Lista “A3” Lista das Substancias
Psicotropicas (Sujeitas a Notificacdo de Receita “A”). A anfepramona (dietilpropiona)
e femproporex fazem parte da Lista “B2” Lista das Substancias Psicotropicas
Anorexigenas (Sujeitas a Notificacdo de Receita “B”). Os compostos anfetaminicos:
DMA  ((%¥)-2,5-dimetoxi-alfa-metilfenetiiamina), ©~ DOM  (2,5-dimetoxi-alfa, 4-
dimetilfenetilamina), DOB (4-bromo-2,5dimetoxianfetamina); MDA (a-metil-3,4 -
(metilenodioxi)fenetilamina e MDMA (3,4 metilenodioximetanfetamina ou (%)-n,alfa-
dimetil-3,4-(metilenodioxi)-fenetilamina) fazem parte da Lista “F2” Lista das
Substancias de Uso Proscrito no Brasil - Substancias Psicotropicas. A efedrina (EF)
e pseudoefedrina (PEF) fazem parte da Lista "D1” Lista de Substancias Precursoras
de Entorpecentes e/ou Psicotrépicos (Sujeitas a Receita Médica sem Retengao)
devido a producado clandestina ou ilegal de MA a partir destas. Ficam também sob
controle seus sais, éteres, ésteres e isbmeros. Fenilefrina ndo faz parte desta
Portaria (BRASIL, 2003b).

3.1.2 Relagéo estrutura atividade

As ANFs apresentam a estrutura basica da B-fenetilamina sendo formada por
um anel benzénico e uma cadeia lateral de etilamina. Sua estrutura permite
substituicdes (R) no anel aromatico, nos carbonos alfa (o) e beta (B) e no grupo

amino terminal originando muitos derivados, vide Tabela 3.1.

As modificagbes na estrutura da fenetilamina sao dirigidas em dois sentidos:
no ambito terapéutico na busca de substancias com predominio do efeito
anorexigeno sobre o efeito estimulante do SNC e no ambito ilicito na busca de
estruturas com agao estimulante se transformarem em alucinbgenas com maior
poténcia (UTRILLA, 2000; UNITED NATIONS, 2006).

Segundo uma compilagdo de dados reportados por Korolkovas e Burckhalter
(1982), Solomons (1996), Karch (1998), Utrilla (2000), Goodman & Gilman’s (2001),
Silva (2002), Chasin e Silva (2003), United Nations (2006) as seguintes
caracteristicas estruturais relacionadas com a atividade farmacolégica de

fenetilaminas podem ser citadas:
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Tabela 3.1: Caracteristicas estruturais da B-fenetilamina e seus derivados.

B-fenetilamina - estrutura geral

Substancia R1 R Rs R4 Rs Re Ry
anfetamina H H CH, H H H H
anfepramona CH,CH; CH,CH;  CHj; =0 H H H
efedrina/pseudoefedrina H CHs; CHs; OH H H H
femproporex CH,CH,CN H CH, H H H H
fenfluramina CH,CHj3 H CH; H CF; H H
fenilefrina H CH; H OH OH H H
metanfetamina H CHs; CHs, H H H H
sinefrina H CHs; H OH H OH H
DMA H H CH; H OCHs; H OCH;
DOM H H CH; H OCH;, CH; OCHj,
DOB H H CH; H OCH;, Br OCHj,
MDA H H CH; H -O-CH,-O- H
MDMA CH3 H CH; H -O-CH,-O- H

Adaptada de Chasin e Silva (2003) e United Nations (2006).

e Substituicdo na cadeia lateral

A maior atividade simpatomimética ocorre quando dois atomos de carbono

separam o anel do grupo amino.
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e Substituicoes no grupo amino (R1 e R2)

Em geral, quanto menor for o volume do substituinte, maior sera a sua
seletividade o adrenérgica, porém quanto maior o volume do substituinte, maior a
atividade P adrenérgica, embora a N-metilagdo aumente a poténcia das aminas
primarias, a agao broncodilatadora e o efeito anorexigeno e anule a agao

vasopressora.

e Substituicdo no carbono a (R3)

Bloqueia a oxidacdo pela monoamino oxidase (MAO), o que prolonga a
duracao da acgao das nao catecolaminas (moléculas que nao possuem hidroxila nas
posicoes 3 e 4 do anel), cuja detoxificacdo depende muito da degradagéo através da
MAO.

e Substituicdo no carbono B (R4)

A substituicdo de um grupo OH, em geral, reduz a agao estimulante central,
em grande parte devido a diminuicdo da lipossolubilidade desse composto. Contudo,
tal substituicdo, aumenta a atividade agonista em ambos os receptores a e
adrenérgicos. Portanto, a efedrina € menos potente que a metanfetamina como
estimulante central, mas é mais potente na dilatacdo dos bronquiolos e no aumento

da pressao sanguinea e da frequéncia cardiaca.

e Substituicbes nos carbonos o e 3

As substituicdes nos carbonos o e [ fornecem isdmeros Opticos. As
anfetaminas podem ser encontradas sob ambas formas isoméricas d
(dextroanfetamina) e | (levoanfetamina) (Figura 3.1). O isébmero | € levemente mais
potente que o isbmero d nas suas acgdes periféricas, enquanto o isdbmero d é trés ou
quatro vezes mais potente na estimulacdo do SNC. E também importante notar que
d e | enantibmeros podem ter diferentes atividades farmacoldgicas, e também variar
caracteristicas farmacocinéticas. Na natureza ocorrem os isémeros d e | como é o
caso da l-efedrina e d-pseudoefedrina. A d-efedrina ndo s6 nao tem atividade

terapéutica, como impede a acdo do enantidmero I-efedrina.
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OH
NHCH,

CH,
(-) efedrina
[-efedrina
(1R, 2S) 2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol
C,oH;sNO MM 165

(+) efedrina

d-efedrina
(1S, 2R) 2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol
C,,H;sNO MM 165

OH OH
: NHCH, NHCH,
CH, CH,
(+) pseudoefedrina (-) pseudoefedrina

I-pseudoefedrina

d-pseudoefedrina
(1R, 2R) 2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol

(1S, 2S) 2-metilamino-1-fenilpropan-1-ol

C,oH;sNO MM 165 C,oHsNO MM 165
NHCH, NHCH,
CH, CH,

(+) metanfetamina (-) metanfetamina

d-metanfetamina I-metanfetamina

(S) N,alfa-dimetilfenetilamina (R) N, alfa-dimetilfenetilamina
C,oHsN MM 149 C,oHsN MM 149
NH, _—NH,
CH, CH,
(+) anfetamina (-) anfetamina
d-anfetamina [-anfetamina
(S) alfa-metilfenetilamina (R) alfa-metilfenetilamina
CoH,;sN MM 135 CoH,sN MM 135

Figura 3.1: Forma isomérica de alguns compostos anfetaminicos. Fontes: The Merck Index (2001),
Martindale (2005), Bristish Pharmacopoeia (1999), USP 27 (2004), Ganzera e col. (2005) e Wang e

col. (2005).
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e Substituicdo no anel aromatico

No caso dos compostos anfetaminicos com substituicdo no anel, a adicdo dos
grupos metoxi, dimetoxi ou trimetoxi altera drasticamente o espectro de agao destas
substancias. A substituicdo destes grupos na posi¢cdo 3 ou 5 do anel aromatico
confere propriedades alucindgenas a esses compostos, exemplo DMA, MDA,
MDMA, DOM, DOB. Além disso, anfetaminas halogenadas na posigdo RG6

apresentam efeitos semelhantes a agentes liberadores de serotonina.

As substituigdes nas posigcdes 3 ou 5 e 4 do anel benzénico e no carbono 3
(R4) da cadeia lateral determinam se um farmaco simpatomimético tera agao direta
ou indireta. Para acao direta nos receptores adrenérgicos, um composto deve ter
substituicbes em pelo menos duas dessas posi¢des (fenilefrina e sinefrina). Aos
compostos que tem apenas uma ou nenhuma substituicdo nestas trés posi¢des da
molécula atribuem-se de acéao indireta (ANF, MA, EF, PEF). O mecanismo de agao
mais provavel das ANFs parece ser a liberagcdo dos neurotransmissores das
vesiculas sinapticas na auséncia de despolarizacdo da terminagao nervosa, bem
como inibicdo da recaptacdo dos mesmos, como consequente aumento da
concentragao sinaptica (RANG et al., 2001; SULZER et al., 2005).

Metoxilagdo progressiva do anel aromatico praticamente elimina a habilidade
desses compostos de inibir a recaptacdo de noradrenalina e de libera-la de seus

sitios de ligacdo. Sendo assim, esses farmacos atuam diretamente sobre o receptor.

As atividades o e 3 adrenérgicas maximas dependem da presencga simultanea
de grupos hidroxila nas posi¢cdes 3 e 4 do anel aromatico (R5 e R6). Quando um ou
ambos os grupos estao ausentes, sem outra substituicdo aromatica, a poténcia total
diminui, como € o caso da efedrina, que possui atividade o e f adrenérgica menor
que a sinefrina. As nao catecolaminas possuem maior atividade estimulante do SNC,
como é o caso da EF, ANF e MA. Somando-se a isso, a auséncia de grupo hidroxila

polar resulta em perda de atividade simpatomimética periférica direta.

A duracao da acao das catecolaminas, assim denominadas devido a hidroxila
substituida nas posicoes 3 e 4 do anel aromatico, é curta, sendo as mesmas
ineficazes apds administragao oral, porque sé&o rapidamente inativadas na mucosa

intestinal e no figado, antes de chegarem a circulagdo sistémica. Compostos sem
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um ou ambos substituintes OH nestas posigcdes nao sado transformados pela

catecol-o-metiltransferase (COMT), tendo eficacia oral e duragao da agéo maior.
3.1.3 Padrbes de uso

As ANFs sintéticas foram amplamente usadas no tratamento terapéutico da
obesidade devido ao efeito anorexigeno. Atualmente, em fung¢ao de seu potencial de
abuso, apenas anfepramona, femproporex e fenfluramina s&o usadas com esta
finalidade. Também, o metilfenidato (Ritalina®) tem sido muito utilizado para o
tratamento de narcolepsia e sindrome hipercinética (disfungcdo cerebral minima) —
doenca da infancia caracterizada por hiperatividade, déficit de atencao e alto grau de
comportamento impulsivo (DIAS et al., 2001; OLSON, 2004). Na Figura 3.2 estao

ilustradas algumas estruturas quimicas de ANFs.

Carereslavey

anfepramona fenfluramina

@zgﬁwm

met|Ifen|dato

senl @ﬁ“@@”S

femproporex MDMA

CH

Figura 3.2: Estruturas quimicas de algumas ANFs.

No Brasil, as ANFs sao importantes farmacos de abuso entre os motoristas,

que fazem uso dos chamados “rebites” para enfrentar as extenuantes jornadas de
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trabalho. Para avaliar a gravidade do consumo de drogas por motoristas
profissionais durante a jornada de trabalho foi realizado um estudo por Yonamine
(2004) com motoristas das estradas de Pernambuco, Sdo Paulo, Espirito Santo e
Rio Grande do Sul. Os resultados obtidos podem ser considerados preocupantes:
4,14% das amostras (n=483) foram positivas para a presencga das drogas analisadas
(ANF, MA, femproporex, canabindides e cocaina). Dos resultados positivos, 85% foi
para ANF. Por aumentar o estado de alerta fisico e mental, também s&o muito
populares entre estudantes que necessitam de prolongada vigilia, sendo

femproporex o mais utilizado (SILVA, 2002).

Devido as propriedades estimulantes da atividade motora, as ANFs sao muito
utilizadas em competicbes esportivas, como agentes de dopagem, com vistas a
melhora de desempenho (CHASIN e SILVA, 2003). Segundo a Agéncia Anti-Doping
- WADA, no ano de 2007, foram incluidas na lista de substancia sujeitas a
monitoramento a cafeina, fenilefrina, fenilpropanolamina, pseudoefedrina, sinefrina,
entre outras, ndo sendo consideradas substancias proibidas. Ja a EF é proibida
quando a sua concentragdo na urina for maior que 10 pg/mL e os demais
estimulantes, como ANF, MA, MDMA, anfepramona e femproporex ndao possuem
limites de corte (cut-off), entretanto, o método analitico deve fornecer um valor
minimo requerido para limites de detecgdo de 500 ng/mL (WADA, 2004b; WADA,
2006).

Devido a sérios efeitos colaterais e ao alto potencial de abuso, a produgao e
comercializacdo de ANFs vém sendo controladas no mundo inteiro. Com a restricao
de uso, houve um retorno a procura pelos equivalentes naturais, especialmente as
EFs.

As EFs (efedrina, pseudoefedrina, norpseudoefedrina, metilpseudoefedrina
metilefedrina e norefedrina) sdo aminas simpatomiméticas presentes em diversas
especialidades farmacéuticas, utilizadas no tratamento de doencas respiratorias
como asma, resfriados e congestado nasal, devido a sua agado descongestionante,
broncodilatadora e hipertensora (OLSON, 2004; MARTINDALE, 2005). Sao
componentes de varios compostos emagrecedores, suplementos alimentares e

dietéticos utilizados para perda de peso e ganho de massa muscular (ANDRAWS et
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al., 2005, TSENG et al., 2006), normalmente na forma de extrato de efedra (Ma
Huang) padronizado em EF.

Os efeitos sobre o trato respiratério e como descongestionante nasal devem-
se a acao das EFs sobre os receptores B, e a1-adrenérgicos, que causa relaxamento
da musculatura lisa pulmonar e vasoconstricao periférica. Ja a utilizacdo da planta
para perda de peso deve-se a estimulagdo dos receptores Ps-adrenérgicos, a qual
provoca um aumento da lipdlise dos adipdcitos. A Figura 3.3 representa, de forma
sintética, as interacbes da EF com cada um dos receptores adrenérgicos e seus
respectivos efeitos farmacolégicos (FOSTER e TYLER, 1999; TAGLIARI, 2003;
BOFF, 2006).

Ameniza broncoespasmos

daasma
Nervosismo, insénia
irritabilidade T
Aumento da
T relaxamento / press&o sangliinea
Aumento da
estimulagéo freqUéncia cardiaca
T Receptores 13, T Aumento da
musculo liso do pulmao forga contratil
o- e 3-receptores Receptores 3, /
SNC T coragao
EFEDRINA
R;-receptores / l \ o,- e 3, -receptores
adipdcitos trato gastrointestinal
l o,-receptores l
estimulagéo L Diminui ténus, motilidade
l vasoconstricao e atividade secretdria
Aumento da Diminui Aumento da l
lipdlise congestdo nasal  presséo sanglinea Néauseas, vomito

Figura 3.3: Resumo da atividade adrenérgica ndo-especifica da efedrina. Fonte: Tagliari (2003) e Boff
(2006).

Em compostos anorexigenos e termogénicos, a EF geralmente encontra-se
associada a outros produtos de efeito sinérgico, como extratos a base de cafeina,
sendo utilizados como alternativas para derivados de ANFs (OLSON, 2004). Estas

associagdes, denominadas ECA (Efedrina + Cafeina + Aspirina), constituem um
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coquetel bastante conhecido entre fisioculturistas e pessoas que buscam emagrecer
e parecem ser mais eficazes na redugcédo de peso que placebo ou um dos agentes
isolados, entretanto, apresentam seus efeitos toxicos potencializados, a aspirina é
utilizada para prolongar o tempo de acgdo da efedrina. Evidéncias clinicas sobre o
uso e eficacia da EF em perda de peso e desempenho atlético demonstram
modestos, mas consistentes efeitos de perda de peso em curto prazo (FUCHS et al.,
2004).

A PEF possui menor agao sobre o SNC, quando comparada a EF, por isso é
mais utilizada em medicamentos para aliviar a congestdo da membrana nasal em
casos de resfriado comum, rinite alérgica, coriza aguda, sinusite, entre outros e atua
sobre os receptores a e B-adrenérgicos (KOROLKOVAS e FRANGCA, 2004).

O DOM, DMA, DOB, MDMA e MDA sao substancias ilicitamente produzidas
em laboratorios clandestinos, distribuidas e utilizadas como estimulantes e
alucinégenos (DIAS et al., 2001). A EF e PEF sao substancias usadas popularmente
para a obtencao clandestina ou ilicita da MA (UNITED NATIONS, 2006).

3.1.4 Toxicocinética

A toxicocinética é o estudo da relagédo entre a quantidade de um agente toxico
que atua sobre o organismo e a concentragcao dele no plasma, relacionando os
processos de absorgao, distribuicdo e eliminagao (biotransformagao e excre¢ao) do
agente, em funcdo do tempo (KLAASSEN et al., 1996; OGA, 2003). Com relagao

aos compostos anfetaminicos, de um modo geral, podemos considerar:

a) absorcédo: pelo trato gastrintestinal, efeitos em 30 min apés administragdo de 10
a 15 mg, concentragao plasmatica maxima de 1-2 h, absor¢do completa de 4-6 h
(KARCH, 1998; CHASIN e SILVA, 2003; SONI et al., 2004).

b) distribuicdo: cérebro, rins, pulmdes, figado, liga-se 16-20% as proteinas
plasmaticas. O restante fica na forma livre com alta afinidade tecidual atingindo

elevadas concentragées no SNC e no liquor (KARCH, 1998).

c) eliminacdo: de uma forma geral, durante as etapas de biotransformacao, as
ANFs sofrem hidroxilacao do anel aromatico, levando a formagao de p-OH-derivados

que sao excretados inalterados na urina ou conjugados com acido glicurénico.
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Também podem sofrer B-hidroxilagdo da cadeia lateral; n-desalquilagdo, com
formac&o de amina primaria e desaminagao oxidativa com formacao de fenilacetona
e acido benzdico, o qual é conjugado com glicina (formando acido hipurico) ou com
acido glicurdnico (LARINI e CARVALHO, 1993; KARCH, 1998). As EFs sofrem n-
demetilagdo a norefedrina, desaminacdo oxidativa resultando na formagao 1-
fenilpropano-1,2diol e oxidagcdo da cadeia lateral a acido benzdico e acido hipurico
(KARCH, 1998; SONI et. al., 2004).

A maioria dos derivados anfetaminicos pode ser convertida em ANF e /ou MA.
Quando as MAs s&o administradas, parte € biotransformada a ANF. O femproporex
sofre n-desalquilagcdo a ANF, a seleginina (anti-parkinsoniano) é biotransformada em
MA, que por sua vez é biotransformada em ANF (LARINI e CARVALHO, 1993).

A excregao dependente de varios fatores entre eles volume de urina, fatores
individuais e pH urinario. Os produtos hidroxilados sao normalmente excretados
conjugados com sulfato, sendo que 50% sao eliminados na forma inalterada. Como
os ANFs, de uma forma geral, sdo bases organicas fracas, em meio acido elas s&o
facilmente eliminados pois a ionizagdo evita a reabsorgcéo (SILVA, 2002). Em pH
acido (5,5-6,0) 90% da dose é excretada inalterada em 48 h, enquanto que em pH
basico (7,5-8,0) apenas 3-7% para o mesmo periodo. Portanto, a meia-vida de
excrecado varia de 7-8 h em urina acida e de 18-33 h em urina alcalina. A reducao da
quantidade inalterada excretada em pH basico se deve ao fato de que, ocorrendo
uma reabsorcao renal neste pH, os ANFs se tornam mais disponiveis para serem
biotransformados (CHASIN e SILVA, 2003).

A EF sofre biotransformagao hepatica, sendo grande parte excretada na
forma inalterada na urina (DIAS et al., 2001). A meia vida da EF/PEF é de 3-7 h
(OLSON, 2004). Segundo Tseng e col. (2006), 40,9% da EF é eliminada na forma
inalterada ap6s uma unica dose de 25 mg e 72,3% de PEF é eliminada na urina
apo6s uma unica dose de 30 mg conforme demonstrado na Figura 3.4. Ainda,
segundo este mesmo autor a EF e a PEF sdo excretadas na urina entre 2-24 h,

sendo a maior quantidade entre 2-6 h, apds a administragdo de uma Unica dose.
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Figura 3.4: Esquema parcial da biotransformagao e excrecéo de efedrinas. Quantidade total de EF e
PEF administradas e percentuais de recuperagado das mesmas em urina. Adaptado de Karch (1998) e
Tseng e col. (2006).

3.1.5 Toxicodinamica

A toxicodindmica € o estudo da natureza da acgao toxica exercida por
determinada substancia sobre o sistema biolégico, ou seja, 0 mecanismo de agao

téxico de xenobidticos, sob os pontos de vista bioquimico e molecular (OGA, 2003).

A ANF e seus analogos atuam como aminas simpatomiméticas em nivel de
receptores o e [ adrenérgicos e em poténcias variaveis, de acordo com as
diferentes substituicbes e estereoquimica (CHASIN e SILVA, 2003). O mecanismo
de acdo mais provavel parece ser a liberacdo direta dos neurotransmissores das
vesiculas sinapticas, bem como inibigdo da recaptagdo dos mesmos, como
consequente aumento da concentragao sinaptica (RANG et al., 2001; SULZER et al.,
2005).

24



Além disso, os derivados anfetaminicos sdo inibidores da MAO, enzima
responsavel pela oxidagcdo dos neurotransmissores. Os efeitos comportamentais
gerados pelas ANFs estdo principalmente associados a liberagdo de dopamina
(RANG et al.,, 2001; SULZER et al., 2005), enquanto que a noradrenalina é
responsavel pela estimulagdo locomotora (CHASIN e SILVA, 2003). A EF aumenta a
liberagao de noradrenalina na fenda sinaptica (GOODMAN & GILMAN'’S, 2001).

3.1.6 Dependéncia e tolerancia

De uma forma geral, os compostos anfetaminicos apresentam um alto
potencial de abuso, o que propicia o desenvolvimento de farmacodependéncia, com
tolerancia acentuada (GOODMAN & GILMAN’S, 2001). Propriedades de reforgo
parecem estar relacionadas com o aumento extracelular de dopamina no nucleo
accumbens (area limbica) e nucleo caudado (area subcortical motora) (CHASIN e
SILVA, 2003)

A sindrome de abstinéncia chega a atingir cerca de 87% dos usuarios de
compostos anfetaminicos (CANTWELL e MCBRIDGE, 1998). Sintomas depressivos
e exaustdo podem suceder periodos prolongados de uso ou abuso (fissura intensa,
ansiedade, pesadelos, falta de energia, depressdo) (GOODMAN & GILMAN'’S,
2001).

3.1.7 Efeitos toxicos

Os ANFs em geral causam agitacdo psicomotora, euforia, tremor, nauseas,
vomitos, cefaléia, irritabilidade, insonia, hiperreflexia, midriase, rubor, hiperatividade,
confusdo, hipertensao, sudorese, taquipnéia, taquicardia, hipertermia, alucinagdes
auditivas, idéias delirantes persecutorias, delirios, mania, auto-escoriacdes, arritmias
ventriculares, faléncia renal, colapso circulatorio, convulsdo ou coma, colapso
cardiovascular, sendo essa a principal causa de morte além da hipertermia e
hemorragia intracraniana (GOODMAN & GILMAN'’S, 2001; OLSON, 2004; UNITED
NATIONS, 2006).

O maior efeito toxico causado pelas EFs é a hipertensao, além de taquicardia,
cefaléia, tremor, midriase, arritmia cardiaca, hemorragia intracraniana, infarto do

miocardio e até a morte (normalmente em casos de associagao com cafeina), sendo
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que os sintomas relacionados ao SNC sao menos pronunciados na intoxicagéo por
esse farmaco, overdoses sao raras (DIAS et al., 2001; OLSON, 2004; ANDRAWS et
al., 2005, TSENG et al., 2006). Estes efeitos podem ser intensificados durante
exercicios fisicos e quando associados a outros farmacos estimulantes do SNC,
como a cafeina (LIEBERMAN, 2001).

3.2 Metodologias Analiticas
3.2.1 Imunoensaio enzimatico homogéneo (EMIT)

O imunoensaio (radioimunoensaio, enzimaimunoensaio e imunoensaio de
fluorescéncia polarizada) tem sido rotineiramente usado na pesquisa de
medicamentos e drogas de abuso em matrizes biologicas por ser um método rapido
e de baixo custo operacional para analises de emergéncia e para monitoramento
terapéutico (KARCH, 1998; PELLEGRINI et al., 2002; MOFFAT et al., 2004).
Atualmente executa-se um numero elevado de pesquisa de ANFs em urina, sendo o

EMIT a metodologia mais utilizada como teste de triagem.

O EMIT consiste em um imunoensaio enzimatico homogéneo em que o
antigeno (analito) presente na amostra compete com o que esta marcado com a
enzima glicose 6-fosfato desidrogenase pelos sitios de ligagdo do anticorpo. Essa
enzima requer o co-fator NAD que é convertido em NADH quando esta na forma livre
para reagir com o substrato. A medida que ocorre a reagdo do anticorpo com o
antigeno proveniente da amostra, a atividade da enzima aumenta, provocando um
aumento na absorvancia que € proporcional a concentragdo do analito na amostra e
€ medido espectrofotometricamente (EMIT, 2002; HINO et al., 2003; LU e TAYLOR,
2005).

Entretanto, o EMIT, para pesquisa de ANFs em wurina, apresenta
interferéncias nos resultados na presenga de cloroquina, clorpromazina,
metoxifenamina, quinacrina, fentermina, ranitidina, isometeptina, benzfetamina,
procainamida e seu metabdlito N-acetilprocainamida, os quais causam resultado
falso positivo (EMIT, 2002). Por causa das semelhangas estruturais as EFs podem
levar a resultado falso positivos no EMIT para ANFs (EL-HAJ et al., 2003). A
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presenca de prometazina e difenidramina também pode levar a resultados falso
positivos para ANF por EMIT, devido a semelhanga estrutural de seus produtos de
biotransformac&o com a estrutura nitrogenada da ANF (DOMINGOS, 2006).

3.2.2 Cromatografia a gas/espectrometria de massas/massas (CG/EM/EM)

CG/EM/EM é uma metodologia normalmente usada como confirmatéria da
identificacdo de substancias e atualmente vem sendo utilizada também para
quantificacdo de substancias em amostras forense (UNITED NATIONS, 2006). O
maior fator limitante de seu uso, entretanto, € o elevado custo e complexidade de

operagao.

O sistema mais difundido é o do tipo ion trap (captura de ions por quadrupolos
tridimensionais), o qual apresenta uma série de vantagens em relagdo ao sistema
quadrupolo, entre elas facilidade de limpeza, robustez, massa sequencial de
estagios multiplos (EM") e melhor sensibilidade no modo full scan, pois os ions sdo
analisados no mesmo local em que sao originados. Além disto, o uso de EM/EM

confere aumento de seletividade para as analises.

Equipamentos como o Saturno 2000 opera no modo Impacto Eletrénico (IE)
para full scan e para Selected lon Monitoring (SIM) e no modo lonizagdo Quimica
(1Q) para EM/EM. A IQ é interna e automatizada com reagente liquido (acetonitrila
na forma deuterada). Fornece informagbes importantes como a determinagéo da
massa molecular, pela presenga do ion molecular protonizado (MH®), posi¢do de
ligas duplas, confirmagdo da estrutura quimica, cromatogramas com uma linha de
base plana, pico simétrico sem interferéncias espectrais e limites de detecgcao
menores (VARIAN, 1999).

A principal vantagem do uso CG/EM/EM neste trabalho foi a identificagdo
inequivoca de alguns derivados formados nas reag¢des de derivatizagédo, o qual nao

foi possivel ao utilizarmos apenas o CG/EM.
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3.3 Métodos de Preparo de Amostras

Devido a complexidade da matriz, a analise cromatografica de analitos
presentes na urina requer um pré-tratamento da amostra, que abrange as etapas de
extragdo, pré-concentracdo e purificacdo, com o objetivo de obter um extrato
limpido, livre de impurezas, interferentes e aumentar a sensibilidade e seletividade

analitica.

Os métodos convencionais, empregados em analises de rotina de ANFs e
EFs em urina, utilizam extracdo liquido-liquido (ELL). A extracdo em fase solida
(SPE) e micro extracédo em fase sélida (SPME) sédo importantes e promissoras

alternativas, melhorando a performance analitica e a detectabilidade.

Para analise de ANFs em urina, devido a excre¢cdo do metabdlito na forma
conjugada com o acido glicurénico, € necessario uma etapa inicial de hidrolise acida
ou enzimatica (KRAEMER et al., 2000).

Algumas caracteristicas destes métodos, segundo Ulrich (2000); Saito e Jinno
(2001); Queiroz e col. (2001); Gomes (2002); Huang e Zhang (2003) e Lancgas

(2004) estao descritas a seguir:
3.3.1 Extracdao liquido-liquido (ELL)

ELL & considerada um meétodo classico de preparo de amostras. Nesta
separagado ocorre a particdo da amostra entre duas fases imisciveis (organica e
aquosa). A eficiéncia depende da afinidade do soluto pelo solvente extrator, da
razdo das fases e do numero de extracdes. Além disso, a escolha adequada do
solvente organico e o ajuste de pH da amostra sdo necessarios para assegurar uma

boa recuperacao do analito.

Apresenta a vantagem de ser simples e poder usar varios tipos de solventes,
entretanto possui varias desvantagens, tais como, consumo de solventes organicos
de alta pureza, exposi¢cao do analista a compostos toxicos, varias etapas para sua
execugao e formagdo de emulsdo entre as fases, uso de grandes volumes de

amostras e de solventes, o que resulta na perda do analito.
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3.3.2 Extracdo em fase soélida (SPE)

SPE é um método de preparo de amostras que consiste na separagao sélido-
liquido, baseado nos mecanismos de cromatografia liquida de baixa pressdo que
consiste no condicionamento do leito cromatografico para reter seletivamente o
analito, eliminar os interferentes e promover a concentragcdo do mesmo para a
analise. Usa sorventes (fase estacionaria) contidos em uma pequena coluna aberta
(cartuchos de extragao) (Figura 3.5), formada de polipropileno, contendo cerca de 50
a 500 mg de sorvente, com 40-60 um de tamanho de particula, fixado no tubo

através de dois filtros.

Muito utilizada na industria farmacéutica, em laboratérios clinicos,
toxicoldgicos e de analises ambientais, a SPE apresenta uma grande variedade de
fases extratoras, resultando em diferentes tipos de interagbes com os analitos
favorecendo, desta forma, a seletividade e especificidade, remocgao de interferentes
e diminuicdo do consumo de solventes. Entretanto, tem apresentado algumas
limitagdes como o bloqueio dos poros da fase extratora (saturagdo do leito) pelos
componentes da matriz; problemas em relacdo a etapa de adsorgéo e dessorcao do
analito aprisionado no cartucho da SPE que pode ser resolvido aumentando a
quantidade do solvente e dividindo o volume em duas a trés eluicbes ou
empregando técnicas de dessorgao térmica, que requer eq