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RESUMO 
 
ESTABILIDADE DA ERITROPOIETINA HUMANA RECOMBINANTE E DE 
SEU ANÁLOGO DARBEPOETINA ALFA EM URINA HUMANA MEDIANTE 
CONTAMINAÇÃO MICROBIOLÓGICA, E SUBSTÂNCIAS PSICOTRÓPICAS 
NO CONTROLE DE DOPAGEM 
 
Autor: Rafael Maia de Almeida Bento 
Orientador: Professor Francisco Radler de Aquino Neto 
Co-orientador: Professor José Antonio Pascual Esteban 
 
Resumo da Tese de Doutorado submetida ao programa de Pós-graduação em Química 
Orgânica, Instituto de Química, da Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, 
como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Doutor em Ciências. 
 
Esta proposta de estudo se divide basicamente em duas vertentes, ambas com 
aplicações voltadas para o controle de dopagem: um trabalho sobre a estabilidade das 
isoformas de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO) e de seu análogo 
farmacológico darbepoetina alfa (NESP) em urina após indução de contaminação 
microbiológica na matriz, e um outro conjunto de trabalhos desenvolvidos com as 
substâncias psicotrópicas cafeína, efedrina, mesocarbo e ∆
9
-tetraidrocanabinol, 
princípio ativo da planta Cannabis sativa. 
 
A eritropoietina humana é o hormônio renal glicoprotéico responsável por estimular a 
eritropoese no organismo. Sua forma recombinante rHuEPO e seu análogo 
farmacológico darbepoetina alfa são glicoproteínas sintéticas cuja administração em 
atletas é proibida segundo regras da Agência Mundial Antidopagem (AMA), devido à 
capacidade inerente em estimular a produção de glóbulos vermelhos e, 
conseqüentemente, aumentar o aporte de oxigênio para os tecidos. O trabalho foi 
conduzido de modo a avaliar uma eventual contribuição da contaminação urinária por 
microorganismos próprios da flora intestinal e do trato urinário sobre o perfil 
eletroforético das isoformas da rHuEPO e da NESP. O procedimento analítico foi 
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baseado inicialmente em um tratamento químico da matriz urinária 
deliberadamente contaminada, contendo quantidades conhecidas de padrões de 
referência de ambas substâncias, seguida de uma eletroforese por focalização 
isoelétrica, dupla imuno transferência e revelação por quimioluminescência. De 
acordo com os dados obtidos, não houve alteração significativa no comportamento 
eletroforético das isoformas dos padrões de rHuEPO e NESP neste estudo. 
 
Estudos com as substâncias psicoativas atenderam a diferentes propósitos. 
Inicialmente foi investigado se o consumo de alguns energéticos e suplementos 
alimentares poderiam gerar casos de resultados analíticos adversos no controle de 
dopagem para cafeína e/ou efedrinas, substâncias estimulantes do sistema nervoso 
central (SNC). Em outro momento, conseguiu-se a otimização de um procedimento 
analítico para o fármaco mesocarbo, também um estimulante do SNC, e recentemente 
incorporado na lista de substâncias proibidas da AMA. Finalmente, a investigação de 
um caso clínico de intoxicação pela ingesta de alimento em festa levou à associação 
do comportamento psíquico de um paciente à suspeita de um consumo de maconha 
(Cannabis sativa), devido à detecção do metabólito 11-nor-9-carboxi-∆
9
-
tetraidrocanabinol em amostra de urina coletada do paciente. Todas estas análises 
foram realizadas por cromatografia gasosa de alta resolução acoplada à 
espectrometria de massas (CGAR-EM) utilizando diferentes tipos de procedimentos 
analíticos de extração. 
 
 
Palavras-chave: eritropoietina, darbepoetina alfa, isoformas, estabilidade, 
microorganismos, cafeína, energéticos, mesocarbo, maconha, Cannabis sativa, 
carboxi-THC, controle de dopagem, eletroforese, focalização isoelétrica, dupla 
imunotransferência, quimiluminescência, cromatografia gasosa, espectrometria de 
massas. 
 
 
Rio de Janeiro 
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ABSTRACT 
 
STABILITY OF RECOMBINANT HUMAN ERYTHROPOIETIN AND ITS 
RECOMBINANT ANALOGUE DARBEPOETIN ALFA IN HUMAN URINE 
AFTER MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION, AND PSYCOTROPICS 
SUBSTANCES IN DOPING CONTROL 
 
Autor: Rafael Maia de Almeida Bento 
Orientador: Professor Francisco Radler de Aquino Neto 
Co-orientador: Professor José Antonio Pascual Esteban 
 
Abstract da Tese de Doutorado submetida ao programa de Pós-graduação em Química 
Orgânica, Instituto de Química, da Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, 
como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Doutor em Ciências. 
 
This study is divided basically into two sections, both focused in doping control: a 
study on the stability of human recombinant erythropoietin isoforms (rHuEPO) and 
its pharmacological analogue darbepoetin alfa (NESP) after induction of 
microbiological urine contamination, and another set of works developed with the 
psychotropic substances caffeine, ephedrine, mesocarb and ∆
9
-tetrahydrocannabinol, 
an active compound of the Cannabis sativa. 
 
Human erythropoietin is the renal glycoproteic hormone responsible for erythropoesis 
stimulation. Its recombinant form (rHuEPO) and its analogue compound darbepoetin 
alfa (NESP) are synthetic glycoproteins which use is prohibited to athletes according 
to World Anti-Doping Agency (WADA) arrangements, due to its inherent ability to 
stimulate the production of red blood cells and therefore increase the intake of oxygen 
to the tissues. The study was conducted to evaluate the possible contribution of urine 
contamination by the intestinal flora own microorganisms and of the urinary tract on 
the rHuEPO and NESP isoforms electrophoretic profile. The analytical procedure was 
based on chemical treatment of the deliberated contaminated urine matrix, containing 
known amounts of the reference standards of both substances, followed by an 
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electrophoresis by isoelectric focusing, double immunoblotting with revelation by 
chemiluminescence. According to data, there was no significant change in the 
isoforms electrophoretic behavior for the rHuEPO and NESP in this study. 
 
Studies with psychoactive substances met different purposes. Initially, it was 
investigated whether the intake of some energetic and food supplements could 
generate cases of adverse analytical findings in the doping control for caffeine and/or 
ephedrines, stimulating substances of the central nervous system (CNS). In another 
moment, the optimization of an analytical procedure for the drug mesocarb, also a 
CNS stimulating recently incorporated in the WADA´s prohibited substances list, was 
obtained. Finally, the investigation of a clinical case of food poisoning in a party led 
to the association of the psychic behavior of a patient to the suspected consumption of 
marijuana (Cannabis sativa), due to the detection of the metabolite 11-nor-9-carboxy-
∆
9
- tetrahydrocannabinol in the collected urine of the patient. All these tests were 
performed by high resolution gas chromatography coupled to mass spectrometry 
(HRGC-MS) using different types of extraction analytical procedures. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: erythropoietin, darbepoetin alfa, isoforms, stability, microorganisms, 
caffeine, energetics, mesocarb, marijuana, Cannabis sativa, carboxy-THC, doping 
control, electrophoresis, isoelectric focusing, double immunotransference, 
chemiluminescence, gas chromatography, mass spectrometry. 
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CAPÍTULO 1 
 
INTRODUÇÃO. 
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1.1. APRESENTAÇÃO 
 
A eritropoietina humana endógena (hEPO) é um hormônio que todos os seres humanos 
saudáveis possuem naturalmente em seus organismos. A hEPO é uma glicoproteína, isto 
é, além dos aminoácidos formadores de sua estrutura protéica, existe também certa 
quantidade de açúcares em sua composição. A hEPO é produzida pelos rins e é o 
principal regulador da geração de glóbulos vermelhos sangüíneos no homem. Uma 
alteração na sua produção gera um desequilíbrio na quantidade de hEPO que está 
presente circulando no sangue, ocasionando, assim, vários tipos de patologias 
relacionadas ao sistema hematopoiético. Sua forma sintética, produzida em laboratório, é 
chamada de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO), e, além dela, uma outra 
substância muito parecida estruturalmente, a darbepoetina alfa (NESP), são utilizadas 
atualmente no tratamento de doenças que afetam a homeostase desse sistema. 
 
No esporte, o uso das formas sintéticas análogas à eritropoietina humana, como a 
rHuEPO, foi considerada como de utilização proibida pelo Comitê Olímpico 
Internacional (COI) (INTERNATIONAL OLYMPIC COMMITTEE, 1990) e outras 
federações esportivas, devido à sua propriedade em estimular artificialmente a 
eritropoiese, quando administrada. Posteriormente, a aprovação de uso e o lançamento 
no mercado do medicamento Aranesp
®
, fabricado pela Amgen, em 2002, e que continha 
como princípio ativo um fármaco análogo à rHuEPO, a darbepoetina alfa (“Novel 
erythropoiesis stimulating protein”, NESP), levou à inclusão de toda a classe na lista de 
substâncias proibidas, e permanecendo assim até os dias atuais (WORLD ANTI-
DOPING AGENCY, 2008a). Estes compostos tornaram-se potencialmente atraentes 
para os atletas devido à sua dificuldade de detecção analítica, por apresentarem 
estruturas químicas complexas e circularem em baixa concentração no fluido biológico. 
 
A utilização de substâncias psicotrópicas pelo homem remonta há vários séculos da 
história da humanidade, seja com objetivos terapêuticos, no tratamento de enfermidades, 
ou simplesmente como forma de obtenção de prazer psíquico pelo uso recreativo das 
hoje consideradas drogas abuso. O uso, por exemplo, de aminas simpaticomiméticas 
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como agentes terapêuticos data de mais de 2000 anos, quando na China usavam 
preparações contendo efedrinas como medicação antiasmática. A medicina ocidental 
começou a usar terapêuticamente os compostos adrenérgicos, tais como efedrina e 
epinefrina, somente no início do século XX, para o tratamento da asma, quando ficou 
conhecido o seu efeito broncodilatador. Todavia, a pequena duração da sua ação, os 
efeitos colaterais potencialmente danosos e a baixa biodisponibilidade oral desses 
medicamentos naturais levaram ao desenvolvimento, na década de 40, de uma variedade 
de compostos sintéticos análogos (BOULTON & FAWCETT, 1996). 
 
As efedrinas, a cafeína e o mesocarbo são exemplos de aminas simpaticomiméticas 
sintéticas, sendo que as duas primeiras também podem ser obtidas de extratos vegetais. 
Contudo, dentre os tipos de efedrinas existentes, somente a pseudoefedrina e a efedrina 
(em menor proporção) ainda permanecem sendo utilizadas como princípios ativos em 
formulações farmacêuticas, geralmente em medicamentos para o tratamento de doenças 
relacionadas ao sistema respiratório, como asma, rinites e congestionamento nasal 
(EDITORA DE PUBLICAÇÕES CIENTÍFICAS LTDA, 2007). A pseudoefedrina e a 
efedrina estão na lista de substâncias precursoras de entorpecentes e/ou psicotrópicos 
“Sujeitas à de receita médica sem retenção” (Lista D1) da AGÊNCIA NACIONAL DE 
VIGILÂNCIA SANITÁRIA (ANVISA) (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA 
SANITÁRIA, 2007). 
 
A cafeína é geralmente empregada em medicina no combate à fadiga e à sonolência. Ela 
pode ser usada em associação à ergotamina no tratamento de cefaléias vasculares, e 
junto ao acetaminofeno (paracetamol), ácido acetil salicílico ou dextropropoxifeno, para 
aliviar a dor, embora não possua atividade analgésica própria (EDITORA DE 
PUBLICAÇÕES CIENTÍFICAS LTDA, 2007). A cafeína também pode ser ingerida 
através da dieta a partir de vários insumos alimentícios. 
 
O mesocarbo é um estimulante do sistema nervoso central (SNC) desenvolvido pela 
União Soviética durante a década de 70. Ele é utilizado para uma variedade de 
aplicações (WITKIN et al., 1999), como antagonizar os efeitos sedativos dos 
benzodiazepínicos (VALUEVA & TOZHANOVA, 1982), aumentar a capacidade de 
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trabalho da função cardiovascular (VINAR et al., 1991), no tratamento da 
hiperatividade e do “déficit” de atenção, principalmente em crianças, e como uma 
alternativa medicamentosa para aumentar a resistência corpórea a temperaturas 
extremamente frias (WITKIN et al., 1999). O mesocarbo era praticamente desconhecido 
no mundo ocidental até poucos anos atrás, não sendo utilizado em medicina ou estudado 
cientificamente em grande extensão fora da Rússia e de outros países da antiga União 
Soviética (WITKIN et al., 1999). O mesocarbo ainda não é comercializado legalmente 
no Brasil, apesar de já se encontrar listado como substância psicotrópica “Sujeita à 
notificação de receita Tipo B” (Lista B1) na resolução da ANVISA que trata de 
substâncias controladas (AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 
2007). 
 
A maconha é a droga de abuso ilícita mais consumida mundialmente. Ela é constituída 
por uma mistura de flores, caules, sementes e folhas, todos secos, da planta Cannabis 
sativa, que usualmente é fumada sob a forma de cigarro, ou através de cachimbo, este 
geralmente feito de forma artesanal. Ela também é fumada em charutos que foram 
modificados por remoção do tabaco original e preenchidos com maconha, muitas vezes 
também em combinação com outra droga. A maconha pode ser misturada na comida ou 
bebida em infusões, como um chá. Sua forma mais concentrada e resinosa é chamada de 
haxixe (NATIONAL INSTITUTE ON DRUG ABUSE, 2006 apud UNITED STATES 
DRUG ENFORCEMENT ADMINISTRATION, 2008a). 
 
Entretanto, a ingestão oral de maconha, geralmente como recheio de bolos e junto a 
outros alimentos, pode gerar sérios problemas psíquicos, como um exacerbado 
descontrole das funções cerebrais do usuário, através de alucinações auditivas e visuais, 
os chamados surtos psicóticos. Especialistas na área da psiquiatria declaram que, em 
algumas pessoas, o efeito da maconha, principalmente se ingerida em grandes 
quantidades, pode desencadear um quadro psicótico quase que contínuo, sendo 
obrigadas a permanecerem em tratamento por muito tempo. Ao ingerir a maconha em 
vez de fumá-la, o usuário expõe o organismo a altos níveis do princípio ativo ∆
9
-
tetraidrocanabinol (∆
9
-THC) por longo período. Dependendo do metabolismo, a 
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intoxicação pode durar dias, levando aos surtos, que possuem características 
semelhantes aos que também ocorrem com o consumo de certas anfetaminas (TERRA, 
2006). O ∆
9
-tetraidrocanabinol é considerado uma substância proscrita no Brasil, 
estando listado junto com seus derivados como substâncias psicotrópicas “de uso 
proscrito” (Lista F2) na resolução da ANVISA que trata de substâncias controladas 
(AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2007). 
 
Tendo em vista a atual inclusão de todos esses compostos psicotrópicos, à exceção da 
cafeína, na listagem de substâncias proibidas pela Agência Mundial Antidopagem 
(AMA) (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008b), além das já citadas rHuEPO e 
NESP, tornou-se necessário o desenvolvimento de procedimentos analíticos que 
permitissem as suas respectivas detecções através de análises de amostras de urina. A 
urina é a matriz biológica preferencialmente escolhida para a análise no controle de 
dopagem pelo fato de que a técnica usada em sua coleta não consiste de um 
procedimento invasivo e, além disso, a urina contém grande parte dos resíduos 
provenientes de um período metabólico de excreção, ao contrário do plasma, que 
representa um retrato pontual do material circulante na corrente sangüínea. Cabelo e 
outros tecidos têm outras limitações como matrizes para o controle de dopagem no 
esporte. 
 
Neste universo analítico, devido ao grande número de substâncias a serem detectadas, 
associado ao fator tempo e ao grande número de amostras freqüentemente analisadas, 
são utilizados procedimentos de triagem com o objetivo de detectar grupos de 
substâncias com características semelhantes. Caso a presença de alguma substância 
proibida seja detectada, a amostra é submetida a um novo procedimento para confirmar 
o resultado obtido na etapa de triagem. Todavia, tanto na triagem quanto na 
confirmação, os resultados devem ser comparados às amostras positivas procedentes de 
estudos de excreção do composto problema (ou às amostras ditas fortificadas, onde uma 
quantidade conhecida de um padrão de referência do composto problema é adicionada a 
uma matriz urinária isenta do mesmo (branco de urina)). Por outro lado, a geração de 
urinas positivas obtidas a partir de estudo de excreção em voluntários sadios é 
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importante, não só sob o ponto de vista de auxílio à identificação e confirmação da 
substância problema, como também pelo aprofundamento do conhecimento sobre o 
metabolismo e a excreção urinária do fármaco em estudo. 
 
De acordo com o “International Standard for Laboratories” (ISL) versão 5.0 (WORLD 
ANTI-DOPING AGENCY, 2008c), no controle de dopagem, a confirmação dos 
compostos de utilização proibida detectados pelos procedimentos de triagem deve ser 
realizada através da espectrometria de massas, sendo a cromatografia gasosa de alta 
resolução acoplada à espectrometria de massas (CGAR-EM) a técnica de separação-
identificação normalmente utilizada. Entretanto, a cromatografia líquida de alta 
eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLAE-EM) e a cromatografia líquida de 
alta eficiência acoplada à espectrometria de massas em tandem (CLAE-EM-EM) vêm 
sendo cada vez mais utilizadas como ferramentas analíticas complementares de opção à 
CGAR-EM. 
 
Entretanto, a detecção de rHuEPO e NESP em urina humana nos laboratórios de 
controle de dopagem de todo o mundo se mostra mais difícil, custosa e, principalmente, 
analiticamente distinta, se for comparada com o monitoramento das classes de 
substâncias tradicionais, como os estimulantes, os anabolizantes e os diuréticos. 
Enquanto esses são rastreados usando o casamento das técnicas de cromatografia e de 
espectrometria de massas, como citado acima, a análise de rHuEPO/NESP utiliza a 
eletroforese por focalização isoelétrica, dupla imunotransferência e revelação por 
quimiluminescência. Por serem proteínas, as moléculas de rHuEPO e NESP são 
quimicamente mais complexas que os demais agentes dopantes e, por serem hormônios, 
não são necessárias altas concentrações dessas substâncias para serem geradas respostas 
fisiológicas adequadas. Assim, os níveis de concentração plasmática e urinária 
encontrados para a eritropoietina sintética e seu análogo nos atletas são bem reduzidos. 
Adicionalmente, para o anúncio de um resultado analítico adverso (RAA), é necessário 
que haja uma completa distinção na análise entre a forma sintética da eritropoietina, que 
é proibida, e o hormônio de ocorrência natural em seres humanos. Este fato conduziu a 
pesquisa para o desenvolvimento de métodos sensíveis e com bons limites de detecção, 
capazes de promoverem tal diferenciação inequívoca (BENTO, 2007). 
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Embora apresente uma heterogeneidade temática, como pôde ser visto na introdução 
acima, os temas desenvolvidos nesta tese convergem para uma área comum do 
conhecimento, o universo do controle de dopagem e das drogas de abuso. Cada trabalho 
descrito foi abordado independentemente em um capítulo, desde o estado da arte do 
assunto até as conclusões obtidas, de modo a facilitar sua compreensão e assimilação. 
 
 
1.2. LOGÍSTICA DO TRABALHO 
 
Uma parcela da parte experimental desta presente tese, referente ao trabalho com a 
eritropoietina, foi realizada integralmente na Unitat de Farmacologia do Institut 
Municipal d’Investigació Mèdica (IMIM), Parc de Reserca Biomèdica de Barcelona 
(PRBB), Barcelona, Espanha, sob a co-orientação acadêmica do Professor José Antonio 
Pascual Esteban (Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Espanha). 
 
A outra parte dos procedimentos analíticos descritos na tese, referente aos trabalhos com 
o mesocarbo, cafeína, efedrinas e maconha, foi realizada no Laboratório de Controle de 
Dopagem do Instituto de Química da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 
credenciado pelo INMETRO, tanto para ensaios quanto para calibração segundo a norma 
ISO -17025. Este laboratório também é credenciado pela Agência Mundial Antidopagem 
(AMA) para o controle de dopagem em atletas, pelo Ministério da Agricultura, Pecuária 
e Abastecimento (MAPA), para análise de resíduo em alimentos e pela Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA – MS) para análises toxicológicas, sendo 
ainda integrado à rede de laboratórios acreditados RBLE (n° ANALI 029), RBC (n° 
328), e REBLAS. O laboratório ainda é registrado no Conselho Regional de Química 
(CRQ) – 3
a
 região para atividades de análise química, físico-química, químico-biológica, 
toxicológica, bromatológica e legal, padronização e controle de qualidade de produtos 
químicos, vistoria, perícia, avaliação, arbitragem, elaboração de pareceres, laudos e 
atestados da especialidade. 
 
 




 
7
 
1.3. OBJETIVOS DO ESTUDO 
 
-  Caracterizar o comportamento eletroforético das isoformas de padrões de referência 
de eritropoietina humana recombinante e darbepoetina alfa deliberadamente adicionados 
a urinas contaminadas com quantidades controladas de diversos microorganismos 
comensais da flora humana normal, mediante o emprego de um “teste de estabilidade” 
normalmente utilizado em controle de dopagem para detectar qualquer atividade, 
enzimática ou não, que gere um perfil de urina ativa. 
 
-  Otimizar procedimento analítico para detectar a presença de mesocarbo 
(exemplificado como substância proibida, segundo listagem da Agência Mundial 
Antidopagem) através da análise de urina, mediante a comparação de diferentes 
procedimentos de extração. Aspectos importantes como a função da hidrólise ácida e da 
etapa de derivatização, e sua influência na análise por cromatografia gasosa de alta 
resolução acoplada à espectrometria de massas, foram também investigados. 
 
-  Investigar se o consumo de alguns energéticos e suplementos alimentares podem 
gerar casos de resultados analíticos adversos no controle de dopagem para os fármacos 
cafeína e/ou efedrinas (exemplificadas como substâncias proibidas a partir de 
determinado nível de concentração em urina, segundo listagem da Agência Mundial 
Antidopagem), substâncias estimulantes do sistema nervoso central. 
 
-  Apresentar caso de delírio psicótico induzido em paciente pela ingestão de maconha 
“in natura”, como componente de receita de doce de chocolate, e confirmada pela 
detecção de seu metabólito psicoativo em urina. 
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CAPÍTULO 2 
 
REVISÃO DA LITERATURA PARA ERITROPOIETINA HUMANA 
E SEUS ANÁLOGOS RECOMBINANTES. 
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2.1. ERITROPOIETINA HUMANA ENDÓGENA (hEPO) 
 
2.1.1. Estrutura química e ação biológica da hEPO. 
 
A eritropoietina humana endógena (hEPO) é um hormônio endógeno de natureza 
glicoprotéica, sintetizado principalmente em células epiteliais específicas que revestem 
os capilares peritubulares renais (ADAMSON, 1996). Este hormônio é o principal 
regulador da eritropoiese (produção de glóbulos vermelhos, também chamados de 
hemácias ou eritrócitos) no homem e também em outros animais. Os rins apresentam 
função preponderante em sua síntese, uma vez que são os responsáveis por secretar 
cerca de 90% de toda a hEPO circulante. Além disto, o fígado contribui com uma 
pequena parte da produção total de hEPO (ADAMSON, 1996; EKBLOM, 2002). A 
Figura 2.1.1.1.mostra o aspecto da distribuição das nuvens eletrônicas dos átomos que 
compõem a estrutura molecular protéica da eritropoietina humana endógena 
(WIKIPEDIA, 2007a). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1.1.1. Distribuição das nuvens eletrônicas dos átomos que compõem a 
estrutura molecular protéica da eritropoietina humana endógena. 
Adaptação de WIKIPEDIA, 2007a. 
 
 
A hEPO é sintetizada na célula renal inicialmente como um pró-hormônio possuidor de 
uma seqüência total de 193 aminoácidos, sendo que os 27 primeiros são expressos 
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apenas para proporcionarem a secreção do hormônio, não possuindo relevância na 
atividade biológica (RIVIER & SAUGY, 1999; SKIBELI, 1999). Pouco antes de ser 
secretada, a hEPO é clivada, e esses 27 aminoácidos são removidos. Ao entrar na 
circulação sangüínea, há também a perda do aminoácido arginina na posição carboxi-
terminal, passando o hormônio então a possuir uma seqüência definitiva de 165 
aminoácidos alinhados em uma única cadeia polipeptídica, contendo duas ligações 
dissulfeto intramoleculares e quatro cadeias polissacarídicas independentes, ligadas a 
resíduos de aminoácidos específicos (CHOI et al., 1996). A Figura 2.1.1.2 representa a 
estrutura secundária da eritropoietina humana (hEPO), com a descrição da seqüência 
completa de aminoácidos e as posições dos resíduos de cisteína das duas pontes 
dissulfeto existentes na molécula. A Figura 2.1.1.3., por sua vez, ilustra a estrutura 
espacial da parte protéica da mesma molécula, ressaltando os trechos que estão nas 
formas de alfa hélice e β–pregueada (RCSB - PROTEIN DATA BANK, 2008a). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1.1.2. Representação da estrutura secundária da eritropoietina humana (hEPO). 
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Figura 2.1.1.3. Estrutura espacial da parte protéica da eritropoietina humana endógena. 
Adaptação de RCSB - PROTEIN DATA BANK, 2008a. 
 
As cadeias polissacarídicas da hEPO constituem cerca de 40% da massa molecular da 
proteína, sendo de grande importância na função hormonal. De modo a evitar a rápida 
depuração hepática da hEPO, antes que esta alcance seu alvo fisiológico, a 
macromolécula contém um sinalizador biológico constituído de resíduos terminais de 
ácido siálico, situado em posições estratégicas na cadeia polissacarídica (CHOI et al., 
1996) (Figura 2.1.1.4.). Embora a atividade específica da molécula seja aumentada após 
desialilação contínua, a sua atividade “in vivo” é abolida proporcionalmente devido à 
ocorrência de um rápido “clearance” plasmático (BRIGGS et al., 1974; FUKUDA et 
al., 1989). Estima-se que a meia-vida da hEPO, após lançamento na circulação 
sangüínea seja da ordem de 6 a 8 horas (ADAMSON, 1996). 
 
A Figura 2.1.1.4. revela que a molécula de hEPO apresenta três cadeias 
oligossacarídicas ligadas a átomos de nitrogênio de resíduos de asparagina (ácido 2-
aminossuccionâmico) (uma estrutura com três ramificações (triantenária) ligada à 
asparagina
24
 e duas estruturas com quatro ramificações (tetrantenária), ligadas 
respectivamente à asparagina
38
 e à asparagina
83
) e uma cadeia monoantenária ligada a 
um átomo de oxigênio de um resíduo de serina (ácido 2-amino-3-hidroxi-propanóico) 
na posição 126. 
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Figura 2.1.1.4. Representação da estrutura secundária da eritropoietina humana (hEPO), 
ressaltando a composição das estruturas oligossacarídicas com os seus 
respectivos resíduos de ácido siálico e seus pontos de ligação ao 
esqueleto peptídico. Adaptação de INSTITUT FÜR BIOCHEMIE DER 
DSHS – KÖLN, 2002. 
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A depuração plasmática da hEPO acontece principalmente nos rins, podendo esta ser 
encontrada com a sua estrutura peptídica inalterada em urina. Nesta matriz, a 
concentração do hormônio pode apresentar grande variabilidade inter e intra-indivíduos 
ao longo do tempo. Adicionalmente, estima-se que os níveis de hEPO encontrados em 
urina (uEPO), sejam de 100 a 1000 vezes mais baixos do que no soro (sEPO) (RIVIER 
& SAUGY, 1999). Estudo recente realizado por LASNE et al. (2007) demonstra, 
através dos respectivos perfis isoelétricos, que a hEPO encontrada no soro é 
molecularmente diferente daquela encontrada após excreção em urina, devido às 
diferenças de carga na porção oligossacarídica de suas isoformas. Assim, as isoformas 
de uEPO, de um modo geral, apresentam leve acidificação, se comparadas às isoformas 
de sEPO. Entretanto, o mecanismo que leva a esta acidificação ainda permanece 
desconhecido. 
 
A produção de hEPO pelas células especializadas e seu posterior lançamento no sangue 
se deflagra quando estruturas celulares sensitivas renais percebem uma redução na taxa 
de oxigênio circulante ou uma deficiência na produção eritrocitária, resultando em uma 
diminuição da quantidade de eritrócitos na circulação (ALBERTS et al., 1994; 
RASSIER et al., 1995). As moléculas de hEPO produzidas, carreadas pela corrente 
sangüínea, são conduzidas até a medula óssea onde encontram células progenitoras 
eritrocitárias. Constata-se que o aumento da taxa de novos eritrócitos circulantes 
produzidos pela medula se dá em cerca de 1 a 2 dias após o aumento dos níveis de 
hEPO no plasma (ALBERTS et al., 1994; OLIVEIRA, 2000). Devido ao curto intervalo 
de tempo entre o pico de hEPO no plasma e o aumento da concentração de novos 
eritrócitos, conclui-se que a hEPO atua em células precursoras próximas dos eritrócitos 
maturados, e não em células mais primitivas na gênese eritrocitária (ALBERTS et al., 
1994). Essas células precursoras são denominadas células formadoras de colônia de 
eritrócitos (CFC-E), e possuem a particularidade de só responderem à hEPO. Tais 
células possuem receptores específicos, pertencentes a uma grande família de receptores 
para fatores de crescimento hematopoiéticos, conseguindo responder às baixíssimas 
concentrações desse hormônio, da ordem de 10
-12
 mol/L (ALBERTS et al., 1994). A 
hEPO, ao se ligar ao seu receptor, provoca uma dimerização na superfície extracelular 
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do mesmo, desencadeando autofosforilação e ativação intracelular de proteínas 
tirosina quinase (CONSTANTINESCU et al., 1999). O estímulo hormonal continua até 
que o nível de oxigenação tecidual volte a valores normais. O receptor para a hEPO 
também é expresso em tecidos não-eritróides como as células endoteliais e cerebrais. A 
função desse receptor nesses sítios ainda não é bem compreendida, mas mutações em 
sua estrutura podem estar associadas a algumas patologias observadas nesses tecidos 
(PRCHAL  et al., 1995). A Figura 2.1.1.5. mostra da interação da hEPO com o seu 
receptor específico (RCSB - PROTEIN DATA BANK, 2008b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1.1.5. Ilustração da interação da eritropoietina humana endógena com o seu 
receptor específico. Adaptação de RCSB - PROTEIN DATA BANK, 
2008b. 
 
As CFC-Es, ativadas pela hEPO, geram eritrócitos maduros após seis ciclos de divisões 
celulares. Neste estágio, as CFC-Es não contêm hemoglobina, proteína responsável 
pelo transporte de oxigênio e maior constituinte, em volume, do eritrócito maturado. As 
CFC-Es produzidas dependem unicamente da hEPO para sobreviverem e proliferarem. 
Estudos “in-vitro” demonstram que a remoção de hEPO em uma cultura de CFC-Es 
acarreta em rápido processo de morte celular programada, denominado de apoptose 
(ALBERTS et al., 1994; ADAMSON, 1996; DINE et al., 2001).  
 
Os eritrócitos produzidos durante a eritropoiese não possuem material genético e 
maquinária celular para sua replicação, pois tanto o núcleo quanto organelas 
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citoplasmáticas importantes, tais como o retículo endoplasmático, mitocôndria e 
ribossomos, são extrudados do compartimento celular, para permitir maior 
armazenamento de hemoglobina (ALBERTS et al., 1994; RIVIER & SAUGY, 1999). 
Portanto, o único modo de produção eritrocitária é através do estímulo hormonal nas 
células CFC-Es provenientes de células tronco pluripotentes hematopoiéticas (“stem 
cells”) (ALBERTS et al., 1994). 
 
Por ter a função vital de regulação da eritropoiese, qualquer fator ou distúrbio que afete 
a concentração de hEPO circulante, seja em sua síntese ou em sua liberação na corrente 
sangüínea, irá acarretar em uma desregulação de grau variável na homeostase do 
sistema hematopoiético. A concentração sangüínea de hEPO é alterada como 
conseqüência das mudanças na disponibilidade de oxigênio no ambiente renal. A 
hemodiluição, os vários tipos de hipóxia e as diferentes formas de anemia são causas 
conhecidas na geração de um aumento na produção e concentração de hEPO. De forma 
antagônica, a concentração de hEPO é reduzida na policitemia (EKBLOM, 2002). 
Além disso, pacientes com determinadas doenças renais que incapacitam o organismo 
para a produção de hEPO podem gerar quadros anêmicos pela redução da concentração 
plasmática deste hormônio (RIVIER & SAUGY, 1999). Exercícios máximos ou 
submáximos não têm efeitos imediatos sobre a concentração de hEPO, enquanto que a 
atividade física extenuante pode causar alterações na concentração hormonal. Essa 
concentração ainda pode variar intra ou interindividualmente durante o dia, e em 
diferentes situações fisiológicas, o que dificulta a detecção de uma administração 
abusiva de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO), como por exemplo, no 
esporte (EKBLOM, 2002). 
 
 
2.2. ERITROPOIETINA HUMANA RECOMBINANTE (rHuEPO) 
 
2.2.1. Estrutura química e ação biológica da rHuEPO. 
 
Assim como o seu composto protótipo hEPO, a molécula de eritropoietina humana 
recombinante (rHuEPO) possui os mesmos 165 resíduos de aminoácidos do hormônio 
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endógeno em sua cadeia peptídica, ordenados de maneira semelhante. Entretanto, no 
componente glicídico, a molécula de rHuEPO, embora também possuindo 
numericamente as mesmas quatro cadeias oligossacarídicas apresentadas pela molécula 
de hEPO (três delas ligadas a átomos de nitrogênio da asparagina, enquanto que uma 
quarta cadeia está ligada a um átomo de oxigênio de uma serina, nas mesmas posições 
indicadas no item 2.1.1.), mostra diferente composição e disposição seqüencial dos 
resíduos de monossacarídeos, quando comparada ao seu composto protótipo. 
Adicionalmente, resíduos de ácido siálico negativamente carregados estão presentes nas 
cadeias oligossacarídicas de rHuEPO, assim como na hEPO, só que em diferentes 
proporções. Eles aparentemente controlam, entre outras funções, suas respectivas 
meias-vidas de circulação no organismo (SCHAUER, 2000).  
 
 
2.2.2. Síntese da rHuEPO. 
 
A produção de EPO em quantidades comercialmente viáveis e com elevado grau de 
pureza somente se tornou possível graças às técnicas de engenharia genética, 
permitindo assim o desenvolvimento de uma substância recombinante correlata 
(PRODUTOS ROCHE QUÍMICOS E FARMACÊUTICOS S.A., [200-?]). 
 
O marco inicial para a produção genética de EPO foi a preparação altamente purificada 
da proteína, o que foi alcançado pelo isolamento e purificação do hormônio a partir de 
2.550 litros de urina proveniente de pacientes com anemia aplástica, no final da década 
de 70. Nesta ocasião, a EPO endógena foi identificada como uma glicoproteína com 
massa molecular de aproximadamente 34.000 Daltons e com atividade hormonal de 
70.000 UI/mg (MIYAKE et al., 1977). Entretanto, a produção de EPO em escala 
industrial a partir da purificação da forma endógena humana, visando o uso terapêutico, 
mostrou-se inviável devido ao fato de que, no organismo humano, este hormônio 
encontra-se presente em baixíssimas concentrações (PRODUTOS ROCHE QUÍMICOS 
E FARMACÊUTICOS S.A., [200-?]). 
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Os passos que viabilizaram e iniciaram uma nova era na produção da EPO sintética 
consistiram no isolamento e caracterização da região do DNA humano que codifica a 
EPO endógena, e a criação de uma cópia molde complementar a esta mesma região 
(cDNA). O isolamento e caracterização da região do DNA foram conseguidos através 
da obtenção do seqüenciamento dos aminoácidos da EPO fisiológica, realizando um 
caminho inverso ao da sua síntese protéica. Esse seqüenciamento, obtido a partir de 
técnicas químicas e genéticas modernas, levou, mais adiante, ao mapeamento da 
seqüência das bases nitrogenadas do DNA codificadoras da proteína. De posse da 
seqüência completa, foi feita uma comparação junto às outras seqüências de bases 
nitrogenadas cadastradas em banco de genes de DNA, a fim de se determinar a posição 
correta em que a seqüência se encontrava no genoma humano (JACOBS et al., 1985). 
Em paralelo, a criação de uma cópia molde complementar do DNA foi implementada. 
Para tal, o RNA mensageiro (mRNA) codificador da proteína em questão foi isolado a 
partir de células hepáticas fetais, por conterem alta produção de EPO nativa. A cDNA 
gerada através da utilização da enzima transcriptase reversa produziu uma cópia 
complementar do mRNA, ou seja, a própria seqüência protéica no DNA. Finalmente, o 
cDNA foi incorporado a plasmídios bacterianos que foram transferidos a uma bactéria 
de E. coli hospedeira. A cepa bacteriana, a partir deste ponto, continha as informações 
genéticas completas para a produção de rHuEPO. A rHuEPO foi o primeiro fator de 
crescimento hematopoiético clonado (JACOBS et al., 1985). 
 
Desde então, clones de cDNA de EPO fisiológica foram isolados em diversos 
laboratórios para obter rHuEPO em maior quantidade. A expressão de clones de cDNA 
de EPO também pode ser obtida por incorporação ao material genético de células de 
mamífero isoladas, como as células ovarianas de hamster chinês (CHO) ou de rim de 
filhote de hamster (BHK) (CHOI et al., 1996). Esses tipos de células são os preferidos 
para a produção de rHuEPO, pois a estrutura complexa da proteína contém ligações 
biologicamente essenciais do tipo dissulfeto e padrões de glicosilação que somente 
podem ser reproduzidos mediante expressão em culturas de células de mamíferos 
(PRODUTOS ROCHE QUÍMICOS E FARMACÊUTICOS S.A., [200-?]). Como 
comentado anteriormente, a rHuEPO produzida por este modo é homogênea em relação 
à seqüência peptídica da EPO natural, mas ainda assim contém arranjo heterogêneo na 
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porção carboidrato (CHOI et al., 1996). A rHuEPO tornou-se o primeiro 
biomedicamento produzido a partir de células heterólogas de mamíferos (RENDIC, 
1998). 
 
Atualmente, a rHuEPO vem sendo produzida por diversos fabricantes e, apesar de sua 
atividade biológica ser idêntica àquela encontrada em sua forma nativa, as estruturas 
químicas em duas e três dimensões das rHuEPO manufaturadas nem sempre 
apresentam analogias completas, seja quando comparadas entre si ou quando 
confrontadas com a EPO de ocorrência natural. Pelo fato de serem provenientes de 
diferentes fontes de síntese em diferentes regiões do mundo, variações na composição e 
na disposição da estrutura polissacarídica em cada produto são observadas 
particularmente (RIVIER & SAUGY, 1999). Estudos realizados com moléculas de EPO 
provenientes de diversas origens exógenas mostraram que, como ocorre com vários 
hormônios glicoprotéicos no pH fisiológico, sua estrutura apresenta heterogeneidade de 
carga devido à pequenas variações de conteúdo da parte polissacarídica (WIDE & 
BENGTSSON, 1990). O desenvolvimento de um mercado negro para rHuEPO durante 
os anos 90 acentuou esta discrepância, por conta da qualidade flutuante e variabilidade 
de composição de cada produto comercializado (RIVIER & SAUGY, 1999). 
 
 
2.2.3. Uso terapêutico e vias de administração da rHuEPO. 
 
Além do seu uso inicial na clínica como medicamento substituto cômodo para pacientes 
que necessitam de sucessivas transfusões de sangue, ou que apresentam quadros de 
anemia por insuficiência renal crônica (RIVIER & SAUGY, 1999; EKBLOM, 2002), a 
rHuEPO também vem sendo usada ultimamente em vários outros tipos de anemia, 
como a gerada nos estágios iniciais de neoplasias (PRODUTOS ROCHE QUÍMICOS E 
FARMACÊUTICOS S.A., [200-?]), ou a decorrente da terapia de uso de azidotimidina 
(AZT, zidovudina) em pacientes HIV positivos, entre outras (CHOI et al., 1996). 
 
A dosagem usual de rHuEPO no tratamento da anemia geralmente varia numa faixa que 
se estende de 20 a 240 UI/Kg três vezes por semana, dependendo da resposta do 
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paciente e da taxa ótima de concentração plasmática de hemoglobina e hematócrito 
(RENDIC, 1998; BIRKELAND & HEMMERSBACH, 1999; RIVIER & SAUGY, 
1999). Na prática clínica, as vias intravenosa, subcutânea e intraperitoneal são as 
formas de administração mais comuns de rHuEPO (RENDIC, 1998; SUASSUNA, 
2000). A escolha da via depende de considerações farmacocinéticas aliadas a aspectos 
de ordem prática. Em pacientes tratados com hemodiálise, a rHuEPO pode ser 
administrada endovenosamente durante ou ao final do procedimento, reduzindo o 
sofrimento do paciente. Aos pacientes em terapia conservadora para insuficiência renal, 
transplantados renais ou em diálise peritoneal é recomendada a utilização de rHuEPO 
por via subcutânea, geralmente em rotação na região da coxa, de modo a poupar as 
veias periféricas para futuro acesso vascular. A administração intraperitoneal deve ser 
reservada para situações clínicas especiais em pacientes em diálise peritoneal, 
particularmente em crianças com traumas de injeções (SUASSUNA, 2000). A baixa 
disponibilidade por esta via exige doses semanais mais elevadas do que as demais vias 
de administração. Verifica-se que a eritropoiese é mais eficaz em resposta a injeções 
freqüentes com doses fracionadas de rHuEPO do que por picos intermitentes com 
grande dosagens (GURNEY et al., 1961). Entretanto, nenhuma das modalidades ou 
vias de administração exógena consegue reproduzir o padrão fisiológico de secreção ou 
o ritmo circadiano do hormônio natural (SUASSUNA, 2000). 
 
Após administração intravenosa, picos máximos de concentração de rHuEPO no plasma 
são obtidos em questão de minutos, enquanto que valores máximos para a administração 
subcutânea podem ser obtidos de 5 a 24 horas após a aplicação (GOLDBERG, 1995), ou 
um pouco acima deste valor (SUASSUNA, 2000). Estudos clínicos realizados em 
meados da década de 90 analisando as formas de administração intravenosa e subcutânea 
não mostraram diferença de eficácia no tratamento, ou na pressão sangüínea, quando os 
dois processos foram comparados. A administração subcutânea possui 
biodisponibilidade baixa e variável (JANSEN et al., 1996), entre 20 e 40% 
(SUASSUNA, 2000), porém ainda assim gera altos níveis séricos de rHuEPO (JANSEN 
et al., 1996). Apesar de há cerca de três décadas atrás se acreditar que a concentração 
urinária de EPO endógena fosse aproximadamente proporcional ao seu nível sérico e 
resultando em uma taxa de eliminação diária inferior a 10% do total administrado 
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(WENDELL & WALDMAN, 1964), hoje em dia sabe-se que a excreção urinária de 
rHuEPO após administração em voluntários saudáveis é negligenciável, sendo menor do 
que 1% da dose administrada (JANSEN et al., 1995). Sugeriu-se àquela época que o 
fígado e a própria medula eram os possíveis sítios de depuração de EPO endógena 
(WENDELL & WALDMAN, 1964). Hoje em dia sabe-se, através da presença de 
produtos de degradação hepática (NIELSEN et al., 1990), que o fígado efetivamente está 
envolvido no processo de degradação da rHuEPO, após a remoção gradual de resíduos 
de ácido siálico terminais da molécula (desialilação “in vivo”), tornando-se então o passo 
limitante na taxa de depuração da EPO circulante (NIELSEN et al., 1990; DUNN & 
MARKHAM, 1996). 
 
 
2.2.4. Formas comerciais da rHuEPO. 
 
Epoetina alfa, epoetina beta e epoetina ômega são as denominações comerciais para as 
formas da rHuEPO atualmente disponíveis no mercado para uso terapêutico 
(STORRING  et al., 1998; SKIBELI et al., 2001). Tal classificação é dependente do 
método de fabricação, sendo as duas primeiras sintetizadas a partir de células CHO, 
enquanto que a última é produzida em células BHK. Apesar das células CHO e BHK 
glicosilarem proteínas de modo bastante similar ao que ocorre na célula humana, 
algumas regiões de carboidratos não são sintetizadas por estas células devido à ausência 
de enzimas açúcar-transferases específicas. Enquanto a síntese da cadeia peptídica é 
geneticamente regulada, as cadeias polissacarídicas são processadas e ligadas por uma 
série de reações enzimáticas (SKIBELI et al., 2001). 
 
Comparações efetuadas entre diversos lotes de epoetina alfa e beta evidenciaram 
atividade biológica distinta devido a diferentes valores encontrados para as razões de 
potência relativa “in vivo:in vitro” para cada uma dessas formas, sendo tais valores mais 
elevados para epoetina beta do que para a forma alfa (STORRING et al., 1998). Essas 
formas de rHuEPO são compostas por diversos tipos de isoformas, devido à micro-
heterogeneidade na estrutura do hormônio provocada pela variação na composição 
polissacarídica (CHOI et al., 1996; STORRING et al., 1998; SKIBELI et al., 2001). As 
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isoformas da rHuEPO alfa e beta diferem parcialmente em sua composição quando 
analisadas pela técnica de focalização isoelétrica. Através dessa técnica, é possível 
visualizar, não só um maior número de bandas referentes às isoformas da epoetina beta, 
significando uma maior quantidade de isoformas, bem como uma região com bandas 
extras em valores de pH mais elevados, conferindo-lhes características mais básicas 
(STORRING et al., 1998). 
 
Além de variações quanto à atividade biológica e à composição estrutural, as duas 
formas de rHuEPO possuem perfis farmacocinéticos e farmacodinâmicos distintos, 
sendo o volume de distribuição e a meia-vida de eliminação superiores em 7,7% e 20%, 
respectivamente, para a epoetina beta em relação à epoetina alfa (UJI et al., 1989; 
HELSTENSON et al., 1991). Contudo, o “clearance” de ambas as formas não apresenta 
diferenças significativas (HELSTENSON et al., 1991), o que contraria os resultados de 
estudos obtidos anteriormente (FLAHARTY et al, 1990; SALMONSON et al., 1990). 
 
Em relação à administração subcutânea, observa-se um atraso na absorção da epoetina 
beta quando comparada à forma alfa, encontrando-se valores mais baixos para as 
concentrações plasmáticas da forma beta durante as primeiras 18 horas após a 
administração. Entretanto, no intervalo de tempo entre 48 a 66 horas após a 
administração, os valores de concentração da forma beta aumentam de forma a 
suplantar os da alfa (HELSTENSON et al., 1991). Valores de concentração máxima de 
EPO no soro (C
max
), de tempo para C
max
 (t
max
) e de área sobre a curva (AUC) não 
mostram diferenças significativas entre as formas, mostrando biodisponibilidade similar 
(UJI et al., 1989; HELSTENSON et al., 1991). 
 
Fato interessante refere-se ao relato de voluntários com relação à sensações de dor ao 
fazerem uso da forma alfa (56%), quando comparados à forma beta (5,6%), após a 
aplicação subcutânea (HELSTENSON et al., 1991). Pacientes em hemodiálise sob 
tratamento com rHuEPO para anemia por insuficiência renal crônica mostraram reação 
semelhante em estudo subjetivo mediante estipulação de uma faixa numérica de 
intensidade de dor sentida. Como explicação para comportamentos tão distintos entre as 
formas, sugere-se que os aditivos que participam na formulação de cada medicamento, 
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ou o próprio tipo de rHuEPO por si só seriam os responsáveis pelas diferenças na 
reação dolorosa (VEYS et al., 1992). 
 
 
2.3. DARBEPOETINA ALFA (NESP) 
 
2.3.1. Estrutura química e ação biológica da NESP. 
 
A darbepoetina alfa (Aranesp

), também chamada de NESP (“Novel Erythropoiesis 
Stimulating Protein”), é o análogo farmacológico da hEPO mais usado atualmente 
devido à sua característica farmacológica de possuir um maior tempo de meia-vida, se 
comparado à seu precursor rHuEPO (LAMON, 2007). NESP e rHuEPO diferem uma 
da outra em 5 posições na cadeia peptídica de 165 aminoácidos que compõem a parte 
protéica de cada glicoproteína (CHOI et al.,  1996; EGRIE & BROWNE, 2001; 
INSTITUT FÜR BIOCHEMIE DER DSHS – KÖLN, 2002; FISHER, 2003). A Tabela 
2.3.1.1. ilustra as posições e diferenças entre os resíduos de aminoácidos das estruturas 
peptídicas da rHuEPO (e, conseqüentemente, hEPO) e da NESP (INSTITUT FÜR 
BIOCHEMIE DER DSHS – KÖLN, 2002; FISHER, 2003). 
 
 
Tabela 2.3.1.1. Posições e diferenças dos resíduos de aminoácidos das estruturas 
peptídicas da rHuEPO e da NESP. Adaptação de INSTITUT FÜR 
BIOCHEMIE DER DSHS – KÖLN, 2002 e FISHER, 2003. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Posição do AA
a
 rHuEPO  NESP 
30 Alanina Asparagina 
32 Histidina Treonina 
87 Prolina Valina 
88 Triptofano Asparagina 
90 Prolina Treonina 
a
 Aminoácido 
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Adicionalmente, na parte glicídica, a molécula de NESP possui mais duas cadeias 
oligossacarídicas ligadas a átomos de nitrogênio, se comparada à rHuEPO, devido à 
substituição do resíduo de alanina
30
 (Ácido 2-amino-propanóico) e do triptofano
88
 
(Ácido 2-amino-3-indolpropiônico) por dois aminoácidos asparagina (Ácido 2-
aminossuccionâmico). Assim, a estrutura da NESP mostra seis cadeias de açúcar (cinco 
delas estão ligadas a átomos de nitrogênio enquanto que uma está ligada a um átomo de 
oxigênio, em seus respectivos resíduos aminoácidos ligantes) em comparação às quatro 
cadeias de açúcar da eritropoietina, presentes tanto na forma endógena quanto na 
recombinante (INSTITUT FÜR BIOCHEMIE DER DSHS – KÖLN, 2002), o que leva 
a uma elevação óbvia na massa molecular da NESP, devido ao aumento na contribuição 
para a mesma da parte oligossacarídica da proteína (Tabela 2.3.1.2.). 
 
 
Tabela 2.3.1.2. Comparação entre as estruturas oligossacarídicas da Epoetina alfa 
(eritropoietina humana recombinante alfa) e da Aranesp
®
 (darbepoetina 
alfa, NESP). Adaptação de MIRTSCHING, 2003.  
 
 
Como citado anteriormente, resíduos de ácido siálico negativamente carregados, devido 
à presença de grupamentos carboxilato, também estão presentes nas cadeias 
oligossacarídicas de todos esses compostos, sendo que também em maiores proporções 
na molécula de NESP (Tabela 2.3.1.2.), deixando esta proteína recombinante com 
características elétricas de carga global mais negativa, se comparada à EPO endógena ou 
à rHuEPO. 
Característica da Proteína  Epoetina alfa
a
 Aranesp
®b
 
Cadeias de carboidratos ligadas a átomos de N  3  5 
Cadeias de carboidratos ligadas a átomos de O  1  1 
Resíduos de ácido siálico  Até 14  Até 22 
Massa molecular em Daltons  ~ 30.400  ~ 37.100 
Porcentagem de carboidratos  ~ 40%  ~ 51% 
a
  Eritropoietina humana recombinante alfa; 
b
  Darbepoetina alfa, NESP 
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A Figura 2.3.1.1. apresenta as diferenças de quantidade de cadeias oligossacarídicas 
entre rHuEPO e NESP, em um modelo de ilustração em que pode ser visualizada a 
interação destas moléculas com o receptor específico para hEPO (AMGEN, 2002 apud 
MIRTSCHING, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3.1.1. Comparação entre as estruturas oligossacarídicas da Epoetina alfa 
(eritropoietina humana recombinante alfa) e da Aranesp
®
 
(darbepoetina alfa, NESP), em interação com o receptor de hEPO. 
Adaptação de AMGEN (2002) apud MIRTSCHING (2003). 
 
 
A darbepoetina alfa estimula a eritropoiese pelo mesmo mecanismo de ação da 
eritropoietina endógena. Sendo um fator de crescimento primário para o 
desenvolvimento do eritróide, a eritropoietina é produzida no rim e liberada na corrente 
sangüínea em resposta à hipóxia, interagindo com os progenitores dos eritrócitos 
situados na medula para aumentar a velocidade de maturação e de produção destes 
componentes do sangue, até a sua liberação neste fluido corporal (AMGEN, 2007b). 
 
Atualmente, só existe uma forma comercial mundialmente disponível de darbepoetina 
alfa. Ela é produzida exclusivamente pela empresa Amgen, que detém a sua patente, 
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comercializando o produto sob o nome de Aranesp
®
. Esta condição, por outro lado, 
traz uma maior uniformidade de fabricação do produto, reduzindo a chance de variação 
acentuada na sua composição, principalmente na disposição de sua estrutura 
polissacarídica, o que não é observado para a rHuEPO (item 2.2.2.). 
 
2.3.2. Uso terapêutico e vias de administração da NESP. 
 
Como o seu protótipo recombinante, a darbepoetina alfa é indicada para o tratamento da 
anemia, seja esta associada à insuficiência renal crônica (incluindo pacientes que estão 
ou não sob tratamento de diálise), ou a que é desenvolvida em pacientes com 
malignidades não-mielóides, onde a anemia é conseqüência do tratamento concomitante 
de quimioterapia. Contudo, o uso de darbepoetina alfa não ainda foi completamente 
investigado em ensaios clínicos controlados de modo a melhorar os sintomas da 
anemia, qualidade de vida, fadiga ou bem-estar do paciente (AMGEN, 2007b). 
 
A darbepoetina alfa comercializada como Aranesp
® 
é vendida
 
liofilizada em ampolas, 
ou então acondicionada em solução (estéril e sem preservantes) de albumina ou de 
polissorbato em ampolas e seringas, em dosagens únicas para administração 
endovenosa ou subcutânea, que variam de 25 a 500 µg de darbepoetina alfa. Cada 1,0 
mL de solução de polissorbato contém 0,05 µg de polissorbato 80 (Tween
®
 80), e está 
formulada em pH 6,2 ± 0,2 com 2,12 mg de fosfato de sódio monobásico 
monohidratado, 0,66 mg de fosfato de sódio dibásico anidro, e 8,18 mg de cloreto de 
sódio dissolvidos em água para injeção USP em quantidade suficiente para 1,0 mL. 
Cada 1,0 mL de solução albumina contém 2,5 mg de albumina humana que está 
formulada em pH 6,0 ± 0,3 com 2,23 mg de fosfato de sódio monobásico 
monohidratado, 0,53 mg de fosfato de sódio dibásico anidro, e 8,18 mg de cloreto de 
sódio dissolvidos em água para injeção USP em quantidade suficiente para 1,0 mL. 
Antes do seu uso, cada forma de apresentação do produto deve ser conservada 
protegida da luz, em faixa de temperatura situada de 2 a 8°C, nunca congelada, devendo 
também ser evitada a sua agitação (AMGEN, 2007b). 
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2.3.3. Farmacocinética da NESP. 
 
Dados sobre a farmacocinética da darbepoetina alfa puderam ser obtidos em um estudo 
realizado com grupo de pacientes que apresentavam falha renal crônica e com grupo de 
pacientes acometidos de câncer fazendo quimioterapia (MIRTSCHING, 2003; 
AMGEN, 2007b). A Figura 2.3.3.1. compara valores da farmacocinética de depuração 
plasmática da darbepoetina alfa (NESP) e da epoetina alfa (eritropoietina humana 
recombinante alfa), após injeção de doses únicas intravenosas (0,5 µg/kg e 100 UI/kg, 
respectivamente), em pacientes voluntários com doença renal em diálise. Para o grupo 
dos pacientes com câncer, a mesma dosagem de 0,5 µg/kg de darbepoetina alfa foi 
administrada. O gráfico da Figura 2.3.3.1. foi construído a partir dos valores médios de 
concentração no plasma obtidos em cada tempo de coleta estipulado, para ambas 
substâncias monitoradas. O valor de meia-vida para darbepoetina alfa encontrado (t ½ = 
25,3 horas) nos pacientes que fazem diálise é cerca de três vezes maior do que o obtido 
para a epoetina alfa (t ½ = 8,5 horas). Entretanto, os pacientes do grupo em tratamento 
por quimioterapia apresentaram um valor de meia-vida plasmática para darbepoetina 
alfa (t ½ = 38,8 horas) ainda maior, ao serem comparados aos pacientes com falha renal 
crônica (MACDOUGALL et al., 1999 apud MIRTSCHING, 2003). 
 
Como existe uma correlação proporcional entre a quantidade de ácidos siálicos na 
macromolécula e o tempo de circulação desta no organismo, a molécula de NESP 
possui maior valor de meia-vida, se comparada ao seu protótipo farmacológico (hEPO) 
ou ao seu análogo recombinante (rHuEPO). 
 
Em outro estudo após uma administração subcutânea de darbepoetina alfa, foi 
constatado que a absorção deste composto foi bem demorada. A meia-vida observada 
em pacientes com falha renal crônica foi de t ½ = 49 horas (faixa de 30 a 50 horas), o 
que refletiu a lenta taxa de absorção observada. Picos de concentração plasmática 
ocorreram em 34 horas (faixa de 24 a 72 horas) após administração, e a 
biodisponibilidade medida nestes pacientes, após a aplicação subcutânea, foi de 37% 
(faixa de 30 a 50%). Em outro estudo, avaliando pacientes com câncer, a administração 
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subcutânea de uma dose de 6,75 µg/kg gerou um valor de meia-vida de t ½ = 74 
horas (faixa de 24 a 144 horas). Picos de concentração plasmática ocorreram em 71 
horas (faixa de 28 a 120 horas) após administração da dose (AMGEN, 2007b). 
 
A dose inicial recomendada para a administração subcutânea semanal de darbepoetina 
alfa é de 2,25 µg/kg (AMGEN, 2007b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3.3.1. Comparação entre tempos de meia-vida da darbepoetina alfa (NESP, 
Aranesp
®
) e epoetina alfa (eritropoietina humana recombinante alfa) 
após injeção de doses únicas intravenosas correlacionadas (0,5 µg/kg e 
100 UI/kg, respectivamente). Adaptação de MACDOUGALL et al. 
(1999) apud MIRTSCHING (2003). 
 
2.3.4. Contra-indicações e efeitos adversos da NESP. 
 
A darbepoetina alfa é contra-indicada para utilização em pacientes que estão recebendo 
tratamento hormonal, produtos biológicos terapêuticos, ou radioterapia, a menos que 
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estejam recebendo quimioterapia concomitante mielossupresora. O uso de Aranesp
®
 
também é não é indicado em pacientes com hipertensão não controlada ou com 
conhecida hipersensibilidade à darbepoetina alfa ou à qualquer um dos excipientes do 
produto (AMGEN, 2007b). 
 
Foi comprovado em alguns estudos clínicos que, pacientes com falha renal crônica e 
uma resposta fisiológica anômala de hemoglobina, tratados terapeuticamente com 
darbepoetina alfa, são mais propensos a terem aumentos nas taxas de mortalidade, e de 
eventos tromboembólicos e cardiovasculares sérios (infarto do miocárdio, acidente 
vascular cerebral, falha cardíaca congestiva e trombose vascular), do que outros 
pacientes que não receberam a darbepoetina alfa. Uma taxa de aumento de 
hemoglobina maior do que 1,0 g/dL em duas semanas também pode contribuir para 
aumentar o risco de ocorrência dessas patologias (AMGEN, 2007b). 
 
Em um estudo envolvendo 1598 pacientes (faixa de idade: 18 a 91 anos; etnia: 
caucasianos (83%), negros (11%), asiáticos (3%), outros (3%); 57% de homens) com 
falha renal crônica, 675 deles recebendo doses semanais de 0,45 µg/kg de darbepoetina 
por mais de seis meses (185 por mais de um ano), as reações adversas mais 
freqüentemente reportadas foram infecção (sepse, bacteremia, pneumonia, peritonite e 
abscesso) (27%), hipertensão (23%), hipotensão (22%), mialgia (21%), dor de cabeça 
(16%) e diarréia (16%). Entre as mais graves reportadas estão arritmia cardíaca (10%), 
trombose de acesso vascular (8%) e falha cardíaca congestiva (6%). Entretanto, as 
reações adversas observadas nesses ensaios clínicos com a darbepoetina alfa não podem 
ser diretamente comparadas aos ensaios clínicos de outros fármacos, devido ao fato de 
que ensaios clínicos para esta proteína recombinante são conduzidos sob condições 
amplamente variáveis e com pacientes geralmente bem debilitados (AMGEN, 2007b). 
 
2.4. EVOLUÇÃO DO USO DA rHuEPO NO ESPORTE 
 
A definição de dopagem sangüínea foi introduzida na década de 70 para descrever o 
uso de transfusões de sangue com o objetivo de aumentar artificialmente a massa de 
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células vermelhas, proporcionando uma maior disposição na entrega de oxigênio, 
principalmente em esportes de resistência onde prepondera o exercício muscular 
aeróbico, como ciclismo, esqui de fundo (GUEZENNEC, 2001; CAZZOLA, 2000a), 
corridas de longa distância, maratona (GAREAU et al., 1995) e triátlon, entre outros. 
Exercício aeróbico é um termo associado à manutenção de exercício intenso por longo 
período de tempo. A capacidade de se realizar um trabalho aeróbico está intimamente 
associada à quantidade de oxigênio que pode ser transportada para os músculos 
(GUEZENNEC, 2001). 
 
A dopagem sangüínea (SIMON, 1994; BIRKELAND et al., 1997; BIRKELAND & 
HEMMERSBACH, 1999; ASHENDEN, 2002) foi formalmente adicionada à lista de 
métodos proibidos em 1985 após diversos ciclistas dos Estados Unidos terem admitido 
que se doparam com sangue durante as Olimpíadas de Los Angeles em 1984 (CATLIN 
& MURRAY, 1996). Entretanto, ao longo do tempo, as questões legais, éticas e 
religiosas sempre foram um empecilho à amostragem sangüínea, pelo fato da coleta ser 
um método invasivo (SIMON, 1994; BIRKELAND & HEMMERSBACH, 1999; 
BROWNE et al., 1999). Mesmo assim, testes regulares tendo o sangue como matriz de 
análise foram realizados em torneios de atletismo entre os anos de 1993 e 1994. As 
atenções naquela ocasião estavam mais voltadas para o rastreamento da dopagem por 
transfusão, na detecção de alguns esteróides endógenos e de alguns hormônios 
peptídicos proibidos. Entretanto, para estes últimos, os ensaios eram bem pouco 
sensíveis, sendo efetuados por técnicas imunológicas (BIRKELAND et al., 1997). 
 
Atualmente, a dopagem sangüínea está mais vinculada à administração de rHuEPO do 
que aos vários tipos de transfusões possíveis (CAZZOLA, 2000a). A transfusão foi 
gradualmente preterida devido à necessidade de assistência de um médico ou de outros 
profissionais treinados para a retirada, preparação, estocagem e transfusão do sangue. 
Por outro lado, a rHuEPO pode ser obtida e administrada sem supervisão médica, o que 
no entanto, aumenta o risco de seu abuso (SCOTT, 1990; ADAMSON, 1991; 
WADLER, 1994). 
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Antes mesmo da comercialização da rHuEPO, suspeitava-se da possibilidade de uso 
abusivo por parte de atletas na busca artificial de um melhor desempenho, culminando 
com o surgimento de rumores e denúncias anônimas sobre o seu uso ilícito. Nos anos 
que seguiram ao surgimento da rHuEPO, várias reportagens relatavam a utilização de 
hormônios peptídicos, como a epoetina alfa, mas provas conclusivas de sua 
manipulação não foram geradas (CATLIN & HATTON, 1991; CATLIN & MURRAY, 
1996). A classe científica, entretanto, sabia que mais cedo ou mais tarde a substância 
iria ser usada devido à vantagem de aumentar os níveis de hemoglobina sem as 
complicações e dificuldades apresentadas pelos outros tipos de dopagem sangüínea. 
 
De modo a evitar o uso de rHuEPO com a finalidade de aumento de desempenho 
esportivo, foram lançados programas educativos sobre os riscos dos efeitos colaterais 
potenciais, mostrando-se que as doses administradas em pacientes para elevar o valor 
de hematócrito não poderiam ser extrapoladas para pessoas sadias (CATLIN & 
HATTON, 1991), além do que, mesmo após a interrupção da sua administração, o 
efeito do hormônio sobre a medula óssea poderia continuar por mais alguns dias, e o 
hematócrito tenderia a aumentar até atingir níveis perigosos (ADAMSON, 1991). A 
desidratação, freqüente durante e após o esforço físico intenso de uma competição, 
aliada à hemoconcentração, poderiam acarretar risco iminente à saúde, por aumento da 
viscosidade sangüínea e redução do débito cardíaco (CATLIN & HATTON, 1991; DE 
AQUINO NETO, 2001; GAUTHIER, 2001; GUEZENNEC, 2001), levando a quadros 
de hipertensão (RIVIER & SAUGY, 1999; DE AQUINO NETO, 2001; GAUTHIER, 
2001) e de possíveis eventos trombóticos (CATLIN & HATTON, 1991; CLYNE et al., 
1995; GAUTHIER, 2001; GUEZENNEC, 2001). Dados recentes fornecidos por 
TENTORI & GRAZIANI (2007) também apontam para um risco em potencial de 
desenvolvimento de alguns tipos de câncer, que não deve ser subestimado, para os 
atletas que fazem uso das formas recombinantes de hEPO. 
 
Embora a utilização de rHuEPO na terapêutica tenha se mostrado relativamente segura 
quando medicamente assistida, casos de aplasia eritrocitária em pacientes sob uso de 
rHuEPO são também reportados, embora com baixa incidência. Observa-se o 
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desenvolvimento de anticorpos anti-EPO que neutralizam tanto a rHuEPO quanto a 
sua forma endógena, produzindo a referida doença (CASADEVALL et al., 2002). 
Entretanto, a melhora significativa da qualidade de vida e/ou prolongamento da 
sobrevida, associados à prevalência reduzida da doença nesses pacientes, compensam o 
risco da prescrição de tal medicamento para fins terapêuticos. Contudo, em casos de 
dopagem por rHuEPO, onde os atletas saudáveis não necessitam de qualquer 
tratamento, o seu uso é inadmissível, e o risco de desenvolvimento da doença torna-se 
potencial, podendo levar à dependência de transfusões de sangue contínuas para o resto 
da vida (CAZZOLA, 2000b). 
 
Casos fatais vinculados à prática da dopagem ocorreram no início dos anos 90 quando 
ciclistas profissionais holandeses competindo na Europa morreram durante repouso por 
falha cardíaca inexplicável, tendo alguns inclusive morrido durante o próprio sono 
(RIVIER & SAUGY, 1999; CAZZOLA, 2000a). Esses esportistas estão entre os mais 
de 20 casos de mortes de ciclistas na Europa relatados entre os anos de 1987 e 1991, 
coincidindo com o início da disponibilidade de rHuEPO naquele continente 
(WADLER, 1994; THEIN et al., 1995; GAREAU et al., 1996). 
 
Evidências da utilização de rHuEPO ocorreram após um controle hematológico 
efetuado em ciclistas profissionais na Itália, acusando sobrecarga na concentração 
plasmática de ferro, só comparável a doentes com hemocromatose genética. Os níveis 
de ferritina (proteína associada à quantidade de ferro armazenada no corpo) nesses 
ciclistas mostraram-se anormalmente elevados, indicando claramente a administração 
de ferro intravenoso e de rHuEPO (ADAMSON, 1996; CAZZOLA, 2000a). 
 
Em 1998, a descoberta de ampolas de rHuEPO com ciclistas de várias equipes 
participantes do “Tour de France” talvez tenha sido o fato mais marcante e divulgado 
em relação aos casos esportivos recentes de dopagem por rHuEPO (SKIBELI et al., 
1999; ZORPETTE, 2000). Na ocasião, foram encontradas caixas com várias ampolas 
do fármaco em veículos das principais equipes, encontrando-se até mesmo a rHuEPO 
nos alojamentos dos competidores, configurando o uso endêmico do hormônio entre os 
ciclistas de elite (THE LANCET, 1998; JARVIS, 1999; ZORPETTE, 2000). Durante os 
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21 dias de competição, apreensões da substância, inquéritos e prisões fizeram parte 
daquela corrida, sendo apelidada de “Tour de Farce” pelos jornais franceses (THE 
LANCET, 1998; JARVIS, 1999). 
 
Alguns atletas, após complicações de saúde decorrentes do uso ilícito de rHuEPO, 
admitiram a utilização do hormônio. Tal fato é mencionado no caso de um ciclista que 
apresentava sintomas de fortes dores de cabeça, náuseas, vômitos e fotofobia iniciados 
dois meses antes de uma competição, o que levou à diagnose de quadro de hipertensão 
idiopática intracraniana, não responsiva a tratamento padrão. Exames médicos e 
laboratoriais sugeriram o uso de rHuEPO, fato este confirmado pelo atleta quando 
questionado (LAGE et al., 2002). 
 
Apesar de todos os casos acima apresentados, a liberação do uso da substância foi 
defendida por determinados grupos, sob o argumento da impossibilidade de detecção da 
rHuEPO, preferindo-se a total liberação de sua administração (JENKINS, 2002). 
Entretanto, o COI incluiu este hormônio recombinante na lista de substâncias proibidas 
a partir de 1990 (INTERNATIONAL OLYMPIC COMMITTEE, 1990) (WORLD 
ANTI-DOPING AGENCY, 2008b) após os Jogos Olímpicos de Inverno de Calgari, 
onde o seu uso foi evidenciado, e dos Jogos Olímpicos de Seul, ambos em 1988, 
mesmo sendo tal proibição apenas moral, devido à falta de tecnologia analítica 
necessária para detectar e diferenciar a rHuEPO da EPO endógena de maneira irrestrita 
(BERGLUND et al., 1987; CASONI et al., 1993; WADLER, 1994; GAREAU et al., 
1995; MAGNANI et al., 1999; MOTTRAM, 1999; CAZZOLA, 2000a). 
 
Entretanto, nos anos subseqüentes, com o domínio cada vez maior sobre suas 
propriedades químicas, físico-químicas e farmacológicas, métodos de análise foram 
propostos, e o controle passou a ser mais efetivo. Nos dias atuais, a proibição de uso de 
rHuEPO e seus análogos recombinantes encontra-se citada na classe de hormônios e 
substâncias relacionadas da atual listagem de substâncias proibidas para o controle de 
dopagem (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008b) (Figura 2.4.1.). 
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Figura 2.4.1. Lista de estimulantes de uso proibido de 2008, com a citação da 
eritropoietina assinalada. Adaptação de WORLD ANTI-DOPING 
AGENCY, 2008b. 
 
 
2.5. MÉTODOS DE PREVENÇÃO E DE DETECÇÃO PARA rHuEPO 
 
2.5.1. Marcadores biológicos indiretos do uso da rHuEPO  
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Durante muito tempo, foram pesquisadas maneiras de se contornar o problema da 
dopagem por rHuEPO devido à impossibilidade de sua detecção e diferenciação, por se 
tratar de uma substância estruturalmente complexa de elevada massa molecular, 
presente em baixas concentrações nos fluidos biológicos e bastante semelhante à sua 
forma endógena (GAREAU et al., 1995; MAGNANI et al., 1999). 
 
A solução possível de ser adotada ao longo dos anos para diferenciação entre um nível 
plasmático elevado de EPO endógena estimulado por treinamentos em altitude ou 
através do uso de câmaras de oxigênio hipobáricas, permitidos até o momento pelo 
COI, e uma administração ilícita de rHuEPO, foi a de estabelecer faixas ou limites tidos 
como normais de parâmetros intimamente ligados ao processo da eritropoiese, 
tornando-os assim marcadores do uso imediato ou prévio de rHuEPO (DAVEY & 
NERURKAR, 1998; ZORPETTE, 2000; CAZZOLA, 2000a; LAGE et al., 2002;). 
 
Assim, em 1997, a União Internacional de Ciclismo (UIC) (“Union Cycliste 
Internationale”, UCI) implementou testes aleatórios de sangue antes de cada 
competição. O teste envolvia a medição do nível de hemotócrito e estipulava que atletas 
masculinos com um valor de leitura superior a 50%, e competidoras do sexo feminino 
com hematócrito superior a 47% não poderiam competir, sob a alegação que isto seria 
uma “corrida de risco” (EKBLOM & BERGLUND, 1991). De fato, o hematócrito é 
uma variável fisiológica intimamente ligada ao ganho de desempenho no exercício. 
Estudo realizado com administração subcutânea de rHuEPO demonstrou aumento do 
hematócrito, do tempo de exaustão no exercício, do consumo máximo de oxigênio e da 
pressão sistólica do sangue (EKBLOM & BERGLUND, 1991). Os efeitos colaterais 
descritos para a rHuEPO são mais proeminentes quando doses excessivas do hormônio 
elevam o hematócrito a valores entre 50 e 55%, o que normalmente também ocorre em 
esportes de resistência devido à natural desidratação (SCOTT, 1990; WADLER, 1994; 
THEIN et al., 1995; JENKINS, 2002). Há poucos anos, a UIC adotou como parâmetro 
adicional para liberação de atletas para competições o nível máximo de hemoglobina 
plasmática de 17 g/dL (CAZZOLA, 2000a). 
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A UIC sempre declarou que os testes realizados se constituiam apenas de avaliações 
de saúde, de modo a evitar que atletas competissem com o hematócrito “perigosamente 
alto” e um resultado positivo não implicava necessariamente no uso de rHuEPO pelo 
atleta, sendo os esportistas apenas suspensos por duas semanas (ZORZOLI et al., 
2000). Controvérsias foram geradas em relação a tal limite, uma vez que o estado de 
hidratação, a hora do dia em que ocorre a coleta, e a postura corpórea do atleta, são 
fatores limitantes na análise do hematócrito, além da existência de uma pequena 
incidência de esportistas de elite que apresentam um hematócrito superior ao limite 
estabelecido sem fazerem uso de rHuEPO (BREYMANN et al., 2000; CAZZOLA, 
2000a). Contra-argumentações foram levantadas ao mostrarem, entretanto, que os 
valores de hematócrito encontrados em amostras de sangue de atletas que competiram 
em período anterior ao início da disponibilidade comercial de rHuEPO mostravam 
valores dentro dos limites especificados (SARIS et al., 1998). A Federação 
Internacional de Esqui (FIS) (“Fédération Internationale de Ski”, FIS) também 
implantou procedimentos de exclusão, sendo adotado, entretanto, apenas o valor limite 
de 18,5 g/dL para a concentração plasmática de hemoglobina. Limites excessivamente 
elevados só contribuem para a geração de mais casos de dopagem (CAZZOLA, 2000a), 
encorajando atletas a administrarem a rHuEPO até atingirem valores próximos ao limite 
de hematócrito (JENKINS, 2002), o que é possível pelo uso prolongado de baixas doses 
do hormônio (RUSSELL et al., 2002). Contadores de células portáteis e centrífugas 
passaram a estar presente nos ambientes esportivos como forma de garantir a não 
extrapolação dos limites estabelecidos (JENKINS, 2002). 
 
Devido às limitações na coleta e aos problemas ligados à confiabilidade na associação 
dos valores de hematócrito, vários componentes plasmáticos foram avaliados como 
possíveis marcadores indiretos da atividade hormonal (SOUILLARD et al., 1996). 
Reticulocitose e macrocitose são observadas no sangue periférico refletindo uma 
atividade medular aumentada, tanto após a secreção de EPO endógena, quanto pela 
administração de rHuEPO. Portanto, tanto os reticulócitos quanto os macrócitos se 
mostraram parâmetros de maior potencialidade para serem indicadores de um abuso, 
por apresentarem uma resposta em termos de concentração sérica bem proporcional ao 
teor de rHuEPO circulante (ABBOTT, 2000; EKBLOM, 2002). 
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Outros parâmetros avaliados como potenciais marcadores do uso de rHuEPO foram o 
aumento na concentração do receptor de transferrina solúvel (RTS, um marcador da 
atividade eritróide) (BRISSON et al., 1994; GAREAU et al., 1994; DORE et al., 1996; 
BIRKELAND et al., 1999) e o aumento da razão RTS/ferritina sérica (GAREAU, R. et 
al., 1996; BIRKELAND et al., 2000; EKBLOM, 2002). Entretanto, esta razão não pode 
ser usada isoladamente como marcador, uma vez que a suplementação adicional de 
ferro tende a equilibrar esta razão pelo aumento do nível de ferritina (ADAMSON, 
1996; MAGNANI et al., 1999; BREYMANN et al., 2000; ROBINSON et al., 2000; 
MAGNANI  et al., 2001). Quando a suplementação de ferro mascara a relação 
RTS/ferritina, observa-se um aumento na concentração de eritrócitos hipocrômicos, que 
neste caso funcionam como melhores marcadores quando diagnosticados logo após a 
aplicação da rHuEPO (BREYMANN et al., 2000). 
 
Quando dosada no plasma após a administração de doses elevadas de rHuEPO, a 
concentração de RTS aumenta no máximo 5 vezes acima do nível basal. Entretanto, foi 
visto que o mRNA que expressa este receptor aumenta em cerca de 40 vezes. Este dado 
sugere que será possível num futuro próximo estender as observações para a análise de 
marcadores genéticos eritróides como peças para detectar o abuso de rHuEPO no 
esporte (MAGNANI et al., 1999; DINE et al., 2001; MAGNANI et al., 2001). 
 
Devido à baixa concentração de EPO normalmente circulante, uma possibilidade 
analítica pesquisada para detectar as formas comerciais de rHuEPO consistiu na sua 
extração imunológica com anticorpos mono ou policlonais anti-EPO humana. Um teste, 
realizado com uma gama de anticorpos provenientes de várias espécies biológicas e 
fabricantes diferentes mostrou que, de um modo geral, os anticorpos policlonais 
apresentavam alta atividade, porém com índice elevado de reações cruzadas com 
proteínas, enquanto que os anticorpos monoclonais demonstraram boa especificidade, 
mas atividade baixa. Resultados mais animadores foram obtidos quando pérolas 
magnéticas ativadas com anticorpos imobilizados foram usadas como fase sólida em 
procedimentos extrativos imuno-magnéticos (SKIBELI et al., 1999). O uso de 
anticorpos anti-rHuEPO também pode vir a ser aplicado em controle de dopagem de 
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animais, principalmente em eqüinos, devido à reatividade cruzadas destes para com a 
EPO eqüina (BONNAIRE, 1999; KEARNS et al., 2000). 
 
Esforços para detectar diretamente rHuEPO na urina levaram à pesquisas paralelas que 
buscaram marcadores fisiológicos da atividade hormonal neste fluido biológico. 
Baseados neste fato, foi proposto que o uso de rHuEPO pode atuar não somente 
estimulando a eritropoiese, mas também promovendo um processo de fibrinólise e/ou 
fibrinogenólise sangüínea. Essa ação catabólica da EPO estaria associada a valores de 
concentração urinária de produtos de degradação da fibrina e do fibrinogênio, que são 
proteínas sangüíneas participantes da cascata de coagulação. Um rastreamento realizado 
em 76 atletas de nível internacional praticantes de esportes potenciais para o uso de 
rHuEPO mostrou que mais do que 13% tinham nível elevado, na urina, desses produtos 
de degradação das proteínas. Como foi percebido que o desgaste físico por si só não 
promove significantemente este efeito, concluiu-se então que os atletas haviam usado a 
rHuEPO (GAREAU et al., 1992; BRISSON et al., 1994; GAREAU et al., 1995). 
 
 
2.5.2. Detecção da rHuEPO e NESP nas Olimpíadas e em outros eventos 
esportivos importantes. 
 
No final da década de 90, o COI destinou mais de 1,25 milhões de dólares para fundos 
de pesquisa da EPO para o desenvolvimento de um teste que pudesse ser utilizado no 
rastreamento do hormônio nas Olimpíadas de Sydney, no ano 2000 (ZORPETTE, 
2000). Apesar do pessimismo inicial em relação ao cumprimento dos prazos, um 
consórcio internacional estabelecido no Australian Sports Drug Testing Laboratory 
desenvolveu a tempo um método indireto (PARISOTTO et al., 2000; PARISOTTO et 
al., 2001) baseado em alterações fisiológicas na resposta hematológica provocada pela 
ação do hormônio (ZORPETTE, 2000). Este teste indireto media 5 parâmetros 
sangüíneos separadamente: os níveis de eritrócitos, macrócitos e reticulócitos através 
do hematócrito, bem como a concentração plasmática de EPO e de RTS (AUDRAN et 
al., 1999; ABBOTT, 2000; PARISOTTO et al., 2000; PARISOTTO et al., 2001; 
CAZZOLA, 2000a; EKBLOM, 2002). Embora sabendo que a rHuEPO fosse 
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rapidamente degradada, tal método geraria resultados confiáveis mesmo que o atleta 
interrompesse a administração duas a três semanas antes da coleta de sangue 
(ABBOTT, 2000). 
 
Estudos farmacocinéticos e farmacodinâmicos foram realizados em atletas de elite, com 
o intuito de proporcionar um perfil fisiológico “normal” de determinadas variáveis EPO 
endógeno-dependentes, além de encontrar faixas de referência para as mesmas 
variáveis sangüíneas após a administração do hormônio recombinante (BIRKELAND 
et al., 1995; SOUILLARD et al., 1996; BREIDBACH et al., 1997; YANG et al., 1998; 
AUDRAN  et al., 1999; BIALAS et al., 1999; BIRKELAND et al., 1999; 
BREIDBACH & SCHÄNZER, 1999; EMSLIE et al., 1999; HEMMERSBACH et al., 
1999; ROBINSON et al., 2000; BIALAS et al., 2001; EKBLOM, 2002). Dois modelos 
matemáticos foram construídos utilizando dados obtidos com placebo e rHuEPO: o 
modelo “ON”, objetivando encontrar os usuários correntes de rHuEPO, e o modelo 
“OFF”, onde se pretendia identificar o atleta que havia suspendido a administração de 
rHuEPO recentemente (PARISOTTO et al., 2000; KAZLAUSKAS, 2001; TROUT et 
al., 2001; EKBLOM, 2002). Após avaliação dos diversos parâmetros sangüíneos em 
situações que poderiam causar resultados falsos positivos e falsos negativos, foram 
definidos, a partir de equações matemáticas, valores a serem tomados como referenciais 
para os dois modelos “ON” e “OFF” (PARISOTTO et al., 2001; TROUT et al., 2001; 
EKBLOM, 2002). 
 
Concomitantemente, foi desenvolvido um teste direto para a rHuEPO pelo laboratório 
de controle de dopagem de Paris, baseado nas diferenças sutis existentes entre os 
resíduos de carboidratos da rHuEPO e da EPO fisiológica (LASNE & DE CEAURRIZ, 
2000; ZORPETTE, 2000). Esse teste detecta a presença do hormônio sintético na urina 
devido à diferenças nas cargas elétricas presentes em cada uma das duas formas sob 
comparação, o que permite a separação mediante a técnica eletroforética de focalização 
isoelétrica (CHOI et al., 1996; LASNE & DE CEAURRIZ, 2000; SKIBELI et al., 
2001; JENKINS, 2002). Nessa técnica, após a separação, pode-se visualizar 
comparativamente o deslocamento das bandas (isoformas separadas) do hormônio 
presente na urina, ao longo de uma faixa de pH. A disposição das bandas para as formas 
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alfa e beta (Epoetina) da rHuEPO são muito similares (ambas têm ponto isoelétrico 
na faixa de 4,42 a 5,11), embora a Epoetina beta apresente bandas básicas extras. 
Ambas diferem da EPO purificada natural (com bandas mais ácidas e ponto isoelétrico 
de 3,92 a 4,42). Este teste foi ensaiado antes da Olimpíada de Sydney em competidores 
do Tour de France de 1998, mostrando bandas típicas do hormônio recombinante nos 
atletas tidos como suspeitos (LASNE & DE CEAURRIZ, 2000). 
 
Os dados obtidos na ocasião mostraram que o teste urinário só seria capaz de detectar o 
hormônio em até três dias após a última injeção de rHuEPO, o que permitiria aos atletas 
continuarem usando a rHuEPO há até poucos dias antes do início das competições, 
participando dos eventos ainda sob os efeitos do hormônio e resultando em laudo 
negativo para rHuEPO. Dessa forma, este teste se adequaria mais para rastreamento dos 
atletas em pré-temporada e/ou como um teste complementar para o teste indireto 
australiano (ABBOTT, 2000; LASNE & DE CEAURRIZ, 2000; ZORPETTE, 2000; 
KAZLAUSKAS, 2001). 
 
Os dois testes (urina e sangue) para a análise de rHuEPO foram utilizados durante a 
Olimpíada de Sydney 2000 (BIRCHARD, 2000; TROUT et al., 2001). Contudo, para 
se evitar a possibilidade de falso positivo no evento, as possíveis sanções só seriam 
tomadas com resultados positivos em ambos os testes (ABBOTT, 2000; 
KAZLAUSKAS, 2001). Naquela ocasião, as autoridades do Comitê declararam que os 
atletas que se recusassem a fazer as análises alegando questões éticas ou religiosas 
seriam afastados sumariamente da competição (BIRCHARD, 2000). Nenhum caso 
positivo para rHuEPO foi relatado durante os Jogos, embora houvesse alguma 
indicação de que um pequeno número de atletas aparentemente tivesse parado de usar 
rHuEPO há apenas algumas semanas antes da chegada a Sydney (KAZLAUSKAS, 
2001; TROUT et al., 2001). Apenas 400 testes anti-rHuEPO foram realizados em 
Sydney, e, em relação ao número total de competidores, este percentual baixo foi um 
fato a favor do atleta usuário, uma vez que somente 1 para cada 20 atletas foi amostrado 
para rHuEPO, e, segundo observadores, “a idéia de se ter jogos limpos não passou de 
uma fantasia utópica” (BIRCHARD, 2000). 
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A partir da Olimpíada de Sydney, análises de rHuEPO baseadas nos métodos 
descritos foram efetuadas em outros eventos esportivos internacionais de grande porte, 
como nos Jogos Olímpicos de Inverno de Salt Lake City de 2002. Neste evento foram 
efetuadas, durante a competição, um total de 1222 análises sangüíneas e 72 análises de 
sangue e urina combinadas para a detecção da rHuEPO. Para este evento, análises 
combinadas de sangue e urina também foram realizadas fora de competição, perfazendo 
um total de 77 testes. Nenhum caso positivo de rHuEPO foi encontrado na ocasião. 
Entretanto, esses Jogos ficaram marcados pelos primeiros três casos positivos descritos 
de detecção de darbepoetina alfa (NESP) em amostras de urina em competição 
esportiva (INSTITUT FÜR BIOCHEMIE DER DSHS – KÖLN, 2002; MACLAREN, 
2002), cuja similaridade estrutural com o seu análogo farmacológico possibilitava 
utilizar o mesmo procedimento de detecção da rHuEPO (INSTITUT FÜR 
BIOCHEMIE DER DSHS – KÖLN, 2002; AMGEN, 2007a). Assim, neste ano, a 
comunidade internacional constatou o surgimento deste hormônio sintético, recém 
lançado no mercado (DOLAN, 2006) em outubro de 2001 (WORLD ANTI-DOPING 
AGENCY, 2002) e que também estimulava a produção de células vermelhas, passando 
a ser usado como opção pelos atletas para aumentar o seu desempenho nos esportes de 
resistência (EGRIE & BROWNE, 2001; ALLON et al., 2002; INSTITUT FÜR 
BIOCHEMIE DER DSHS – KÖLN, 2002). Os três atletas flagrados com darbepoetina 
alfa eram competidores de esqui “cross-country” e expoentes do esporte em seus países, 
com prestígio mundial: as russas Olga Danilova (perseguição de 5 Km) e Larissa 
Lazutina (30 Km estilo livre) e o alemão naturalizado espanhol desde 1999 Johann 
Muehlleg (50 Km estilo livre) (GADGIL, 2002; CNN/SPORTS ILLUSTRATED, 
2003). Naquela ocasião, este esquiador sempre alegou inocência, negando 
veementemente o uso do composto, tendo a delegação espanhola inclusive 
argumentado que a darbepoetina alfa não estava na lista de substâncias proscritas. As 
autoridades, no entanto, contra-argumentaram que código que rege o controle de 
dopagem também proíbe as substâncias com propriedades semelhantes aos compostos 
que constam da lista. O parecer de seu julgamento na Europa foi unânime em sua 
condenação. Alguns jornais especializados anunciaram, naquele momento, que "Este 
era o maior escândalo de “doping” desde Ben Johnson. Muehlegg não será lembrado 
como um grande esquiador, mas como um grande embusteiro" (GADGIL, 2002). 
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Desde então, novos casos de resultados analíticos adversos de rHuEPO e NESP 
começaram a surgir gradualmente, nas variadas competições oficiais de diferentes 
esportes (principalmente ciclismo, atletismo, natação e esqui) promovidas 
mundialmente. Quatro resultados analíticos adversos para rHuEPO foram detectados em 
ciclistas durante o biênio 2006/2007, em controle realizados pela União Internacional de 
Ciclismo, atualmente a entidade esportiva que mais promove o controle de dopagem 
para rHuEPO e NESP no mundo (UNION CYCLISTE INTERNATIONALE, 2008). 
 
Por outro lado, não houveram mais resultados analíticos adversos para rHuEPO ou 
NESP em Jogos Olímpicos, tanto de verão ou de inverno, desde Salt Lake City em 
2002. Embora a informação seja considerada relevante, este fato não necessariamente 
indica que os atletas de alto nível tenham desistido de usar tais substâncias, com receio 
de serem rastreados e punidos. Por exemplo, nos Jogos Olímpicos de Inverno de Torino 
em 2006, 25 análises de amostras (20 em competição e 5 fora de competição), de um 
total de 440 análises (187 em competição e 253 fora de competição) para rHuEPO e 
NESP, foram classificadas como “inconclusivas”, ou seja, apresentaram suspeita da 
presença destes compostos, mas não puderam ser considerados resultados analíticos 
adversos por não cumprirem o critério de “positividade” definido no documento técnico 
da AMA em vigor na ocasião, e que regulava o controle das substãncias (CATLIN et 
al., 2004). Aparentemente, os maus competidores encontraram uma maneira temporária 
de burlar o sistema de detecção (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2006). 
 
No âmbito nacional, os XV Jogos Panamericanos e III Jogos Parapanamericanos do Rio 
de Janeiro trouxeram a partir de julho de 2007, não somente um novo marco esportivo e 
social na história desta cidade e do Brasil, mas também com eles foram gerados avanços 
definitivos no setor do controle de dopagem nacional. Com a proximidade da realização 
dos Jogos e com a incumbência de realizar o controle de dopagem da competição, o 
Laboratório de Controle de Dopagem (LABDOP), pertencente ao Laboratório de Apoio 
ao Desenvolvimento Tecnológico (LADETEC) do Instituto de Química da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, iniciou em 2006 um plano de treinamento de 
profissionais no exterior para adquirirem o estado da arte atual da técnica de análise de 
rHuEPO e NESP em urina, que nunca antes fora realizada no Brasil. Simultaneamente a 
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esse treinamento, foi também iniciada a construção de um novo laboratório para 
abrigar tais análises nas dependências do Instituto de Química da UFRJ. Ambos os 
projetos contaram com recursos do próprio laboratório e do Governo Federal, com 
verba do Ministério dos Esportes (BENTO, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.5.2.1. Imagem dos perfis eletroforéticos dos controles e da amostra que gerou o resultado 
analítico adverso para darbepoetina alfa durante os XV Jogos Panamericanos do Rio de 
Janeiro em 2007. rEPO/NESP é o perfil eletroforético de 20 µL de controle positivo 
contendo 0,231 ng de Eritropoietina humana recombinante padrão (BRP/EDQM) e 0,231 
ng de Darbepoetina alfa padrão (Aranesp
®
/Amgen); uEPO é o perfil eletroforético de 20 
µL de controle negativo contendo 0,231 ng de Eritropoietina humana urinária endógena 
padrão (NIBSC); RAA é o perfil eletroforético de 20 µL do retentato gerado por 20 mL 
da amostra que gerou o resultado analítico adverso; TE é o perfil eletroforético de 20 µL 
do teste de estabilidade contendo 0,213 ng de Eritropoietina humana recombinante 
padrão (BRP/EDQM) e 0,213 ng de Darbepoetina alfa padrão (Aranesp
®
/Amgen). BU + 
NESP é o perfil eletroforético de 20 µL do retentato gerado por 20 mL de um branco de 
urina fortificado com 0,462 ng de Darbepoetina alfa padrão (Aranesp
®
/Amgen); Branco 
de Urina é o perfil eletroforético de 20 µL do retentato gerado por 20 mL de um branco 
de urina. Para informações a respeito da interpretação da imagem, ver Figura 3.3.14.1. no 
item 3.3.14.. 
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Após conclusão e montagem do laboratório, a metodologia analítica em questão foi 
implementada e validada, e, durante os 15 dias dos Jogos Panamericanos, 204 análises 
foram realizadas com este método e um resultado analítico adverso para NESP (o 
primeiro para este composto na história dos Jogos Panamericanos) foi obtido neste 
novo laboratório do IQ/UFRJ (Figura 2.5.2.1.). Já para os Jogos Parapanamericanos, 
foram realizadas somente 17 análises, mas sem nenhum resultado analítico adverso. 
Após estes dois Jogos, o novo laboratório de análise de proteínas continua em pleno 
funcionamento, estando preparado para receber amostras de eventos esportivos de 
confederações nacionais e internacionais (BENTO, 2007). 
 
 
2.5.3. Perspectivas futuras relacionadas à analise da rHuEPO e NESP. 
 
Foi intenção das autoridades do COI e continua sendo interesse dos membros da AMA 
que a análise da rHuEPO seja cada vez mais aperfeiçoada, uma vez que o método direto 
ainda consome muito tempo e é relativamente não muito sensível. Por exemplo, no ano 
de 2003, 16% das amostras analisadas pelo método direto no laboratório de controle de 
dopagem de Paris tiveram isoformas declaradas como “não-detectadas” em seus laudos 
analíticos, sendo então consideradas negativas (LASNE et al., 2005). Este percentual se 
encontra dentro da faixa média observada em outros laboratórios. Aliado a estes fatos 
inerentes ao método, e apesar de que cada vez mais é maior número de laboratórios 
credenciados que são capazes de efetuar tais análises, um ponto importante na 
implementação rotineira de um controle analítico para rHuEPO e NESP é o fator custo. 
Alguns cálculos mostraram que apenas o teste indireto, quando este ainda era realizado, 
era responsável por um acréscimo em torno de 25 dólares no custo de cada amostra, não 
incluindo gastos com a coleta de sangue. Hoje, uma análise envolvendo as triagens 
necessárias para o monitoramento de todas as substâncias proibidas em controle de 
dopagem possui ainda um custo relativamente elevado (cerca de 200 euros na Europa), e 
a simples inclusão do procedimento de detecção para a rHuEPO e NESP no escopo de 
análise acarreta um aumento significativo em seu preço final (para aproximadamente 
400 euros) (ABBOTT, 2000; CYCLINGNEWS.COM, 2004). Por demandar um maior 
tempo de análise e utilizar diversos materiais biológicos e equipamentos importados, em 




 
43
alguns laboratórios o preço de uma análise de rHuEPO chega a um valor maior do 
que o cobrado para todas as outras análises de substâncias proibidas juntas, chegando a 
praticamente dobrar o custo da análise. Apesar deste fato, algumas confederações 
esportivas brasileiras já mantinham alguns programas de controle para o rastreamento de 
rHuEPO e NESP em alguns de seus campeonatos, enviando as amostras para outros 
laboratórios de controle de dopagem credenciados para esse tipo de análise no exterior, 
tendo sido inclusive reportados casos de uso destes hormônios por atletas brasileiros 
(CONFEDERAÇÃO BRASILEIRA DE ATLETISMO, 2008). 
 
Em relação às perspectivas futuras, o universo do controle de dopagem sempre foi muito 
dinâmico e os laboratórios credenciados no mundo todo para este fim terão novos 
desafios importantes a vencer nos próximos anos, como no aperfeiçoamento da detecção 
das substâncias do “tipo endógeno” e no rastreamento de metodologias ilícitas cada vez 
mais complexas e sofisticadas. Novas moléculas estimuladoras da eritropoiese geradas a 
partir da hEPO modificada vêm sendo desenvolvidas pela indústria farmacêutica com a 
finalidade de prolongar a duração de seus efeitos e reduzir a freqüência na 
administração, tornando-se assim de grande interesse para atletas que fazem uso deste 
tipo de recurso ilícito (BIRCHARD, 2000). 
 
Os desenvolvimentos analíticos esperados para os próximos anos tentam levar a 
métodos de detecção mais seletivos e sensíveis para a hEPO e os seus análogos 
recombinantes. A purificação usando colunas de imunoafinidade, gerando uma maior 
pré-concentração da hEPO a partir da urina humana, e que pode aumentar 
significativamente a sensibilidade do método em uso, já começou a ser testada (MI et 
al., 2006). Além da promissora eletroforese em gel bidimensional (KHAN et al., 2005), 
são exemplos de técnicas que podem ser citadas como tendo sido investigadas também 
com este objetivo, a voltametria (HERNÁNDEZ et al., 1995), a eletroforese em zona 
capilar com detecção por ultravioleta (EC-UV) (CIFUENTES et al., 1999; LOPEZ-
SOTO-YARRITU et al., 2002; YU et al., 2005), a eletroforese em zona capilar com 
ionização por “spray” de elétrons (“eletronspray”) acoplada à espectrometria de massas 
(EC-ESI-EM) (YU et al., 2005), algumas técnicas de cromatografia líquida de alta 
eficiência com detecção por fluorescência (CLAE-Fluorescência) (LUYKX et al., 2005; 
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GUNTURI et al., 2007), e acoplamentos cromatográficos-espectrométricos (CHOI et 
al., 1996), como a HPLC/ESI/MALDI-TOF (STANLEY & POLJAK, 2003; 
STÜBIGER  et al., 2005). Embora até o presente momento elas ainda não ofereçam 
melhores resultados do que o atual método usado no controle de dopagem, estas técnicas 
ainda podem ser consideradas como métodos de detecção em potencial, e o seu estudo 
para este fim ainda permanece despertando interesse. 
 
O futuro dos testes sangüíneos parece estar vinculado aos avanços tecnológicos da 
medicina. A nanotecnologia vislumbra ser nos próximos anos o caminho a ser seguido 
para análise de fármacos, tanto na terapêutica quanto no esporte, uma vez que permite a 
detecção de diversas substâncias diferentes com a coleta de apenas uma gota de sangue 
ou outro fluido biológico. Espera-se que, a partir de então, os atletas façam menos 
objeção à realização de testes sangüíneos e que limites de detecção mais baixos sejam 
alcançados (BIRCHARD, 2000). 
 
É provável, entretanto, que nas Olimpíadas de 2012, ou até mesmo na de Pequim 2008, 
algum atleta geneticamente modificado possa vir a subir em um pódio. Técnicas de 
terapia genética estão sendo utilizadas na medicina para tratamento experimental de 
doenças e poderão vir a ser utilizadas por atletas inescrupulosos. Experimentalmente, 
vem sendo administrado no tratamento de anemias e de doenças renais o gene que 
codifica a hEPO, uma vez que este produz uma forma de hormônio efetivamente 
endógena. Contudo, como o uso clínico de injeções de DNA ainda não está amplamente 
disseminado, devido à dificuldade de se controlar o tecido que recebe tal aplicação, 
espera-se que esta prática tarde mais um pouco a entrar no mundo esportivo (ADAM, 
2001). 
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CAPÍTULO 3 
 
ESTUDO DO COMPORTAMENTO DAS ISOFORMAS DA 
ERITROPOIETINA HUMANA RECOMBINANTE E DA 
DARBEPOETINA ALFA APÓS INOCULAÇÃO DE 
MICROORGANISMOS EM URINA. 
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3.1. INTRODUÇÃO 
 
No controle de dopagem, alguns aspectos tornam a detecção de eritropoietina humana 
recombinante (rHuEPO) e darbepoetina alfa (NESP) analiticamente distinta, sendo esta 
financeiramente mais dispendiosa e com maior tempo total de procedimento analítico 
(cerca de 3 dias, desde o preparo das amostras até o resultado), se comparada às 
técnicas clássicas utilizadas para o monitoramento das outras classes de substâncias. 
Considerando que estas últimas são realizadas utilizando basicamente técnicas de 
cromatografia, gasosa ou líquida, e de espectrometria de massas, a análise de rHuEPO e 
NESP utiliza a técnica distinta da eletroforese por focalização isoelétrica (IEF), dupla 
imunotransferência e revelação por quimiluminescência. Como proteínas, as moléculas 
de rHuEPO e NESP são estruturalmente mais complexas do que as outras classes de 
agentes dopantes mais comumente monitoradas e, enquanto hormônios, as suas 
concentrações ótimas para começar a gerar níveis de resposta fisiológica são mais 
baixas do que aquelas encontradas para outras classes de substâncias avaliadas em 
rotina de um laboratório de controle de dopagem. Assim, conseqüentemente, as suas 
concentrações encontradas no plasma e na urina também são mais baixas, o que torna 
ainda mais complexa as suas análises. Além disso, sempre é necessária uma completa 
distinção entre as formas proibidas, sintéticas, e o hormônio humano de ocorrência 
natural, na ocasião de se reportar um resultado analítico adverso. 
 
Todos estes fatos compeliram a comunidade científica a desenvolver métodos sensíveis 
com baixos limites de detecção. O primeiro teste direto válido para a detecção de 
eritropoietina sintética foi desenvolvido pelo Laboratório de Controle de Dopagem de 
Paris em 2000 (LASNE & de CEAURRIZ, 2000; CATLIN et al., 2007). Ele foi baseado 
nas sutis diferenças existentes entre as cadeias de açúcar das moléculas de rHuEPO, 
NESP e a eritropoietina fisiológica urinária (uEPO). Este teste detecta a presença do 
hormônio sintético na urina devido às diferenças de cargas elétricas presentes em cada 
uma das três formas sob comparação (NISSEN-LIE et al., 2002), permitindo sua 
separação e inequívoca identificação através da comparação entre as isoformas da 
amostra e as isoformas dos padrões de referência (LASNE & de CEAURRIZ, 2000; 
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ZORPETTE, 2000; LASNE, 2001; LASNE et al., 2002; BREIDBACH et al., 2003; 
CATLIN et al., 2002). 
 
Os resultados obtidos por esta metodologia algumas vezes mostram que certas amostras 
não apresentam bandas de isoformas (os resultados são classificados como “isoformas 
não-detectadas”), podendo este fato estar relacionado à ausência ou a uma baixa 
concentração de eritropoietina presente na matriz, abaixo do limite de detecção (LD) do 
método. Por outro lado, algumas amostras apresentam perfis de isoformas inesperados, 
devido ao deslocamento destas isoformas para posições não convencionais e não 
compatíveis com aquelas que aparecem geralmente em amostras de urina humana, 
quando se compara ambos resultados aos perfis eletroforéticos de padrões de referência. 
Este perfil de deslocamento anormal da isoforma pode estar associado a mudanças 
diretas na estrutura química da proteína ou à quantidade total de cargas elétricas 
dispersas pela mesma. Deve ser notado que mudanças drásticas nessas características 
acima relacionadas podem deslocar as bandas de isoformas para regiões além da faixa 
de trabalho de pH operacional do gel (usualmente entre 2-6 unidades de pH), levando a 
uma má interpretação dos resultados obtidos, podendo ser erroneamente concluído 
existir uma baixa concentração ou total ausência do analito na urina. 
 
Deste modo, este capítulo tem como objetivo observar e caracterizar o comportamento 
eletroforético das isoformas dos padrões de rHuEPO e NESP, deliberadamente 
adicionados em urinas contaminadas com quantidades controladas de oito diferentes 
microorganismos, todos eles comensais da flora humana normal. O procedimento 
analítico empregado foi um “teste de estabilidade” (CATLIN et al., 2007), 
normalmente usado para detectar qualquer atividade, enzimática ou não, que gere um 
perfil de urina ativa. 
 
 
3.2. RESUMO DA LITERATURA 
 
3.2.1. Função fisiológica da atividade de enzimas sialidases nos microorganismos. 
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Vários fatores químicos e físico-químicos diferentes, tais como o uso de ácidos e bases, 
temperatura e mudanças do pH do meio, além da presença de enzimas, podem afetar as 
características estruturais e funcionais de proteínas de um modo particular. 
Especificamente em relação à presença enzimática, proteases podem modificar a 
estrutura das cadeias de aminoácidos, levando-as à decomposição em peptídeos menores 
(LAMON et al., 2007), enquanto que algumas enzimas denominadas genericamente de 
glicosidases podem remover resíduos de açúcares da porção oligossacarídica de uma 
glicoproteína. 
 
As neuraminidases são exemplos de enzimas glicosidases (CORFIELD, 1992; 
TAYLOR, 1996; WIGGINS et al., 2001) que promovem hidrólise de uma ligação 
glicosídica para gerar dois resíduos de açúcar menores. Deste modo, elas  podem 
interferir com a integridade da estrutura oligossacarídica de uma glicoproteína, como é o 
caso da eritropoietina e de seus análogos recombinantes, levando à remoção, na mesma, 
de resíduos de derivados do ácido neuramínico (Estrutura I, Figura 3.2.1.1.) (THE 
INDEX MERCK, 1996) pela catálise hidrolítica (BURG & MÜTHING, 2001; LASNE 
et al., 2005). Na natureza, o ácido neuramínico é amplamente distribuído somente na 
forma destes seus derivados, que estão N - ou O - substituídos, não tendo ainda sido 
isolado e caracterizado como está apresentado na Estrutura I, Figura 3.2.1.1. (THE 
INDEX MERCK, 1996).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2.1.1. Estruturas químicas derivadas do ácido neuramínico. ( I ) Ácido neuramínico;     
( II ) Ácido N-acetilneuramínico; ( III ) Estrutura genérica dos ácidos siálicos 
derivados do ácido N-acetilneuramínico. 
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As enzimas sialidases são tipos específicos de neuraminidases especializadas em 
degradar ácidos siálicos (CORFIELD, 1992; TAYLOR, 1996; WIGGINS et al., 2001), 
também por catálise hidrolítica, dos sialoglicoconjugados (BURG & MÜTHING, 2001; 
LASNE et al., 2005). Tanto as neuraminidases quanto as sialidases podem ser as 
entidades responsáveis pelas mudanças observadas no comportamento eletroforético, de 
forma similar àquelas mencionadas como um resultado de perfil inesperado de isoforma 
(neste caso, comumente é utilizada a denominação “perfil de urina ativa”). 
 
Os ácidos siálicos (também chamados de ácidos nanulosamínicos) são uma família de 
aminoaçúcares derivados N - ou O - substituídos do ácido neuramínico contendo nove 
ou mais átomos de carbono que são amplamente distribuídos pelo reino animal, 
aparecendo como componentes regulares de todos os tipos de mucoproteínas, 
mucopolissacarídeos e de certos mucolipídeos (THE INDEX MERCK, 1996). Eles são 
normalmente ligados a outros carboidratos por meio de ligações α-cetosídicas e ocorrem 
na natureza em cerca de 50 tipos (FÁTIMA et al., 2005). O ácido N-acetilneuramínico 
(ácido 5-(acetilamino)-3,5-didesoxi-D-glicero-D-galacto-2-nonulosônico) (Neu5Ac, 
Estrutura II, Figura 3.2.1.1.) é considerado fisiologicamente o mais importante dos 
ácidos siálicos, por ser o mais abundante em eucariotes (DENINNO, 1991 apud 
FÁTIMA et al., 2005; GOTTSCHALK, 1951 apud FÁTIMA et al., 2005; THE INDEX 
MERCK, 1996.). A Estrutura III da Figura 3.2.1.1. representa a fórmula estrutural 
genérica dos ácidos siálicos derivados do ácido N-acetilneuramínico. 
 
A Figura 3.2.1.2. apresenta a rota simplificada geral de biossíntese de um ácido siálico, 
exemplificada neste caso pela síntese do ácido N-acetilneuramínico. As estruturas dos 
ácidos siálicos diferem entre si por variações do grau de substituição e oxidação no 
esqueleto carbônico, e têm como molécula precursora a N-acetil-D-manosamina 
(ManNAc)
 
(ANGATA & VARKI, 2002 apud FÁTIMA et al., 2005). Este precursor é 
biossintetizado a partir da N-acetil-D-glicosamina uridina difosfato (UDP-N-acetil-D-
glicosamina ou UDP-GlcNAc), uma molécula obtida em meio intracelular
 
(VARKI, 
1991 apud FÁTIMA et al., 2005) ou a partir da N-acetil-D-glicosamina (GlcNAc), com 
participação da enzima N-acetil-D-glicosamina-2-epimerase (GlcNAc 2-epimerase) 
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(MARU  et al.,1996  apud FÁTIMA et al., 2005). A N-acetil-D-manosamina 
produzida é fosforilada em C6 pela enzima N-acetil-D-manosamina-6-quinase 
(ManNAc 6-quinase), obtendo a N-acetil-D-manosamina 6-fosfato. A ação da enzima 
Neu5Ac aldolase (também chamada de ácido N-acetilneuramínico 9-fosfato sintase, N-
acetilneuramínico 9-P sintase ou Neu5Ac 9-P sintase) sobre a N-acetil-D-manosamina 
6-fosfato, na presença de fosfoenolpiruvato (FEP), gera uma base de Schiff e, 
subseqüentemente, o ácido N-acetilneuramínico 9-fosfato (também chamado de ácido N-
acetilneuramínico-9-P ou ManNAc-9P). A perda do grupamento fosfato, mediada pela 
enzima ácido N-acetilneuramínico 9-fosfato fosfatase (também chamada de ácido N-
acetilneuramínico-9-P fosfatase ou ManNAc-9P fosfatase) fornece o ácido N-
acetilneuramínico livre (Neu5Ac) que é direcionado ao núcleo da célula. Neste 
compartimento, o ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) é ativado à custa de hidrólise de 
citidina trifosfato (CTP), sendo formado o ácido N-acetilneuramínico citidina 
monofosfato (também chamado de CMP-ácido N-acetilneuramínico ou CMP-Neu5Ac) 
que é transportado para o complexo de Golgi. Nesta organela, o CMP-Neu5Ac atuará 
como doador de glicosídeo no processo de alongamento de cadeias dos oligossacarídeos 
de glicoproteínas e glicolipídeos, por ação de enzimas denominadas sialiltransferases 
(SiaT) (KEPPLER et al., 2001 apud FÁTIMA et al., 2005; JACOBS et al., 2001 apud 
FÁTIMA et al. 2005). Assim, glicoproteínas ou glicolipídeos sialilados são secretados 
ou entregues à membrana plasmática da célula (Figura 3.2.1.2.). 
 
Microorganismos, patogênicos (HAYANO et al., 1969; MURRAY et al., 1984; 
HOSKINS  et al., 1985; BROWN & STRAUS, 1987; CAMARA et al., 1991; 
BRISELDEN et al., 1992; CORFIELD, 1992; CORFIELD et al., 1992; AJISAKA et 
al. 1994; BERRY et al., 1996; WIGGINS  et al., 2001; OMBRELLA et al., 2006) ou 
não patogênicos (HOSKINS et al., 1985; CORFIELD, 1992; CORFIELD et al., 1992), 
podem liberar suas próprias neuraminidases e sialidases, que estão associadas com o 
processo de adesão e invasão da célula hospedeira (VIMR et al., 2004). Algumas cepas 
patogênicas podem ter sua habilidade aumentada para invadir e destruir o tecido usando 
estas enzimas (BRISELDEN et al., 1992). Contudo, pode ocorrer que algumas espécies 
não tenham a habilidade de produzir sialidase "in vitro", mas somente "in vivo", como 
o caso de alguns dermatófitos (KRUG et al., 1997). Na análise de urina, a presença e 
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proliferação de microorganismos podem gerar mudanças nos resultados analíticos 
pelo uso de componentes do meio em seu próprio metabolismo ou mesmo liberando 
alguns produtos do seu ciclo metabólico para a matriz, mascarando e adulterando assim 
o resultado final da análise (ROBERTSON & DRUMMER, 1995; O´NEAL & 
POKLIS, 1996; ROBERTSON & DRUMMER, 1998; DE LA TORRE et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2.1.2. Rota simplificada de biossíntese de um ácido siálico, exemplificada pela 
síntese do ácido N-acetilneuramínico. Adaptação de FÁTIMA et al., 
2005. 
 
 
3.2.2. Espécies de microorganismos participantes deste estudo. 
 
3.2.2.1. Características de fenótipos e de patogenias. 
 
Candida albicans é um fungo diplóide (uma forma de levedura) e um agente causal de 
infecções oportunistas orais e genitais em humanos (RYAN, 2004; ENFERT, 2007). 
Esta espécie está presente na flora intestinal, juntamente com muitos organismos que 
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vivem na boca humana e no trato gastrointestinal. Em circunstâncias normais, C. 
albicans vive em 80% da população humana sem efeitos nocivos, apesar de que a sua 
proliferação desenfreada resulta em candidíase, uma doença que pode ocorrer tanto no 
sangue quanto nos tratos gastrointestinal e genital (RYAN, 2004). 
 
Penicillium chrysogenum é um fungo que é amplamente distribuído na natureza, 
freqüentemente encontrado em alimentos e em ambientes interiores (SAMSON et al., 
1977). Ele está normalmente presente em laboratórios, particularmente nas câmaras 
frias, onde as amostras e reativos são guardados (SOBEL & KAYE, 1985). Apesar de 
raramente ser reportado como causador de doenças humanas (DE HOOG et al., 2000), 
seus esporos aéreos são importantes alérgenos humanos (SHEN et al., 2003). 
 
Staphylococcus epidermidis é uma bactéria membro do gênero bacteriano 
Staphylococcus, ocorrendo freqüentemente na pele dos seres humanos e de animais, e 
também nas membranas mucosas (SOBEL & KAYE, 1985). Devido à contaminação, S. 
epidermidis é provavelmente a mais comum espécie encontrada em testes de 
laboratório. S. epidermidis é um importante microorganismo causador de infecção em 
pacientes cujo sistema imune está comprometido, ou que façam uso de cateteres 
urinários. Muitas cepas desta espécie produzem biofilme, que lhes permite aderir às 
superfícies de próteses médicas (EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY 
LABORATORY - EUROPEAN BIOINFORMATICS INSTITUTE, 2008). 
 
Corynebacterium cystidis está normalmente presente na pele (SOBEL & KAYE, 1985) 
e pode causar infecções urinárias (CORYNEBACTERIUM DIPHTERIAE, 2008). 
 
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Proteus mirabilis são contaminantes fecais e 
causadores ordinários de infecção no trato urinário (SOBEL & KAYE, 1985). E. 
faecalis pode causar endocardite, bem como infecções na bexiga, próstata e epidídimo. 
P. mirabilis provoca 90% de todas as infecções do gênero Proteus, e também pode 
causar obstrução (cálculo) e insuficiência renal, ferimento infeccioso, septicemia e 
pneumonias (PAUSTIAN, 2008). 
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Escherichia coli é uma das muitas espécies de bactérias que vivem no intestino do 
homem. Estima-se que aproximadamente cem cepas desta bactéria causem doenças em 
seres humanos. E. coli pode geralmente causar várias infecções intestinais e extra-
intestinais, tais como infecções do trato urinário, meningite, peritonite, mastite, 
septicemia e pneumonia. Ela é muito mais comum em mulheres devido ao fato de que, 
fisiologicamente, estas possuem uma uretra mais curta se comparadas ao sexo 
masculino. Uma vez que as bactérias invariavelmente entram no trato urinário através 
da uretra (uma infecção ascendente), pobres hábitos de higiene podem predispor a uma 
infecção, mas outros fatores também são importantes, como gravidez em mulheres e de 
aumentos da próstata nos homens (TODAR, 2008a). 
 
Pseudomonas aeruginosa é um agente patogênico oportunista que causa infecções do 
trato urinário, infecções no sistema respiratório, dermatite, infecções nos tecidos moles, 
bacteremia, infecções ósseas e de junta, infecções gastrointestinais, feridas e uma 
variedade de infecções sistêmicas (TODAR, 2008b). Ele também é o mais freqüente 
colonizador de dispositivos médicos (por exemplo, cateteres) (FINE et al., 1996). 
 
Deve-se ter em mente que a contaminação urinária pode ser derivada de várias fontes, 
não somente pela infecção do trato urinário. Esta matriz também pode ser contaminada 
“in situ” pelo uso de material não-esterilizado durante a coleta ou por manipulação e/ou 
posterior armazenamento no laboratório. 
 
 
3.2.2.2 Investigação da atividade sialidase. 
 
A enzima do tipo sialidase, promotora da degradação dos resíduos de ácido siálico 
(Figura 3.2.1.1.) geralmente encontrados nas extremidades das cadeias oligossacarídicas 
de glicoprotínas, é um dos tipos de neuraminidases que tem sido identificada em 
bactérias não-patogênicas. A maioria de suas funções na fisiologia bacteriana está 
associada à relações simbióticas nas superfícies mucosas do homem, como o 
revestimento interno do intestino grosso e da cavidade oral. Na flora bacteriana oral e 
fecal humana normal, a relação simbiótica entre o hospedeiro e a flora demanda um 
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ambiente onde as bactérias podem existir e crescer, sintetizando produtos exigidos 
pelo hospedeiro, mas, ao mesmo tempo, mantendo o equilíbrio normal para a superfície 
mucosa da boca e do cólon (CORFIELD, 1992). Assim, muitas cepas de bactérias 
produtoras de sialidase foram identificadas em isolados fecais (HOSKINS et al., 1985; 
CORFIELD, 1992) e orais (HAYANO et al., 1969; MONCLA & BRAHAM, 1989; 
TEUFEL et al., 1989; MONCLA & BRAHAM, 1990). 
 
Por outro lado, embora existam muitos dados sobre a produção de sialidases e 
neuraminidases em espécies altamente patogênicas, tais como Clostridium perfringens 
(CASSIDY et al., 1966; CORFIELD et al., 1983; SHEU et al., 2002), Vibrio cholerae 
(CORFIELD et al., 1983; TAYLOR et al., 1992), Salmonella typhimurium (TAYLOR, 
G.  et al., 1992), vírus influenza (RAFELSON et al., 1966; CABEZAS et al., 1980; 
CORFIELD et al., 1983) e em algumas espécies do gênero Trypanosoma (ENGSTLER 
et al., 1992; SCHENKMAN & EICHINGER, 1993; ENGSTLER & SCHAUER, 1993; 
PONTES-DE-CARVALHO et al., 1993), a literatura para os microorganismos deste 
estudo (listados no item 3.2.2.1.), relativa à produção e secreção de sialidases e 
neuraminidases, é, entretanto, escassa e, por vezes, divergente. 
 
Apesar de um trabalho realizado durante a década de 80 tenha apresentado a 
informação de que algumas cepas da espécie Candida albicans poderiam liberar 
produtos metabólicos relativos à atividade sialidase (ROYAL et al., 1984), atualmente 
a pesquisa científica caminha para o consenso de que ainda não foram observados 
indícios desta atividade enzimática nesta espécie (CAUCI et al., 1997; ROGGENTIN et 
al., 1999; WIGGINS et al., 2001). A justificativa dada para estas diferenças conceituais 
está relacionada a uma maior especificidade dos testes atuais de detecção da atividade 
sialidase, à seleção das cepas em cada trabalho de investigação, ou à algum 
contaminante presente no momento do estudo (ROGGENTIN et al., 1999). 
 
A presença de sialidases no produto de metabolismo de Pseudomonas aeruginosa tem 
sido relatada em alguns trabalhos (LEPRAT & MICHEL-BRIAND, 1980; 
CACALANO, G. et al., 1992) associada a cepas que produzem e utilizam esta enzima 
nos seus mecanismos de aderência e na criação da superfície de biofilme, antes de se 
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iniciar o processo infeccioso (WOLSKA et al., 2005; GALLEGO & HULEN, 2006; 
SOONG, G. et al., 2006). 
 
Nenhum dado significante foi relatado sobre a atividade neuraminidase para o 
microrganismo Corynebacterium cystidis. Por outro lado, esta atividade enzimática foi 
amplamente divulgada para diversas espécies do gênero Corinebacterium (MULLER, 
1971; MULLER, 1973; VERTIEV & EZEPCHUK, 1981; SONDAG-THULL et al., 
1989), como no caso da bactéria Corynebacterium diphteriae, que causa a difteria 
(WARREN & SPEARING, 1963; JAMIELSON, 1966; MORIYAMA & 
BARKSDALE, 1967; VERTIEV & EZEPCHUK, 1972; MATTOS-GUARALDI et al., 
1998; MATTOS-GUARALDI et al., 2000). 
 
Relativamente pouca informação tem sido divulgada sobre a produção de sialidases por 
Staphylococcus epidermidis. Em um estudo utilizando simultaneamente cepas de 
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, observou-se que apenas o 
primeiro microrganismo (uma das mais conhecidas e infecciosas bactérias) mostrou 
atividade neuraminidase (TERNOVSKAIA & SEDOVA, 1984). 
 
Alguns microrganismos associados à infecção induzida por pedras (nos rins e na 
vesícula) como o Proteus mirabilis, aparentemente podem estimular a atividade 
sialidase (DU TOIT et al., 1992). Esta atividade também tem sido reportada em algumas 
cepas entéricas de Escherichia coli (HOSKINS et al., 1985; SHIMANIUK & 
MISHAN´KIN, 1986; CORFIELD et al.,1992; DU TOIT et al., 1992) e Enterococcus 
faecalis (HOSKINS et al., 1985; SHIMANIUK & MISHAN´KIN, 1986; LASNE et al., 
2005), embora alguns trabalhos relatem as suas respectivas presenças em concentrações 
muito baixas, até mesmo abaixo do limite de quantificação do método empregado 
(HOSKINS  et al., 1985; CORFIELD et al., 1992). Estudo com Enterococcus faecalis 
sugere que a fonte da atividade enzimática pode ser de origem bacteriana, porque a 
maior parte das urinas ativas estudadas neste trabalho apresentou proliferação bacteriana 
desta espécie. Além disso, a inoculação de diferentes cepas de E. faecalis em amostras 
de urina não-ativa mostrou que a atividade pode ser induzida, dependendo da cepa 
utilizada. Mais ainda, uma mesma cepa pode também ter a atividade sialidase induzida 
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em algumas amostras, mas não em outras. Estes resultados levaram à hipótese de que 
a enzima responsável pela atividade é expressa por certas cepas de bactérias somente em 
condições específicas (LASNE et al., 2005). 
 
Entre os fungos, somente algumas poucas espécies foram descritas como produtoras de 
sialidase (MULLER, 1975) e nenhuma produção destas enzimas por Penicillium 
chrysogenum tem sido relatada. 
 
 
3.3. EXPERIMENTAL 
 
3.3.1. Solventes, materiais e reagentes. 
 
Os inibidores de protease (Complete) e a pepstatina A foram adquiridas da Roche 
(Barcelona, Espanha). O filtro Centricon YM-30, e as membranas Immobilon
® 
e 
Durapore
®
 foram comprados da Millipore (Madrid, Espanha). A glicina, a uréia e o 1,4-
ditiotreitol (DTT) (todos em grau “Plus One”), o filme GelBond
®
, e papel de eletrodo 
foram adquiridos da Amersham-Pharmacia (Buckinghamshire, Reino Unido). Os 
anfolitos (Servalyt
®
 2-4, 4-6 e 6-8, todos em 40% p/v) foram comprados da Serva 
(Heidelberg, Alemanha). A solução de acrilamida-bisacrilamida (97/3, p/p), já 
preparada, o metanol (grau HPLC) e o ácido clorídrico, o ácido orto-fosfórico e o ácido 
acético glacial (todos em grau analítico) foram obtidos pela Merck (Barcelona, 
Espanha).  N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina (TEMED) e o persulfato de amônio 
foram obtidos a partir da Bio-Rad (Barcelona, Espanha). A albumina bovina sérica, o 
TRIS (2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol), o acetato de sódio, e o tampão 
fosfato de sódio (PBS) em pó já misturado para preparo de solução 0,01 mol/L (pH 
7,4), foram comprados da Sigma (Barcelona, Espanha). O Tween
®
 80 (polissorbato 80), 
o substrato quimioluminescente (Super Signal West Femto
®
 máxima sensibilidade) e o 
biotina-conjugado de cabra anti-IgG de rato (H + L) foram adquiridos da Pierce 
(Rockford, EUA). O anticorpo monoclonal anti-hEPO (clone: AE7A5) foi obtido da R 
& D Systems (Minneapolis, EUA). O complexo enzimático estreptavidina peroxidase 
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foi comprado da Biospa (Milão, Itália). O leite em pó com baixo teor de gordura foi 
comprado da Régilait (Saint-Martin-Belle-Roche, França). A água tipo MilliQ foi 
obtida através do sistema MilliQ de purificação (Millipore Ibérica, Barcelona, 
Espanha). 
 
A enzima recombinante α-2-3,6,8,9-neuraminidase de Arthrobacter ureafaciens 
produzida por Escherichia coli foi obtida da Calbiochem (San Diego, Califórnia, EUA), 
sendo comprada estabilizada (250 mU) em solução tampão de TRIS HCl 20 mmol/L 
(pH 7,5) com 20 mmol/L de cloreto de sódio, permanecendo refrigerada até o momento 
de seu uso. Esta enzima tem a propriedade de catalisar a hidrólise de todos os resíduos 
de ácidos siálicos presentes em carboidratos complexos e em glicoproteínas. 
Prolongados períodos de incubação com altas concentrações desta sialidase resultam na 
clivagem adicional de ácidos siálicos ramificados. A atividade da enzima fornecida pelo 
fabricante foi igual ou superior a 5 unidades/mL, sendo que a sua atividade específica 
foi igual ou superior a 100 unidades/mg de proteína. Uma unidade é definida como a 
quantidade de enzima que irá catalisar a liberação de 1,0 µmol do composto 4-
metilumbeliferona a partir ácido 2'-(4-metilumbeliferila)-α-D-N-acetilneuramínico por 
minuto, a 37°C e pH 5,0 (BIOCOMPARE, 2008). 
 
 
3.3.2. Preparo de soluções. 
 
A solução de ácido acético 0,7 % foi preparada adicionando-se 7,0 mL de ácido acético 
glacial em um balão volumétrico e completando o volume até a marca de referência de 
1000 mL com água MilliQ. A solução foi armazenada em frasco de vidro âmbar em 
geladeira a 4°C até o momento do seu uso. 
 
A solução de ácido orto-fosfórico 0,5 mol/L foi preparada adicionando-se 14,3 mL de 
ácido orto-fosfórico em um balão volumétrico e completando o volume até a marca de 
referência de 500 mL com água MilliQ. A solução foi armazenada em frasco de vidro 
âmbar em geladeira a 4°C até o momento do seu uso. 
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A solução de albumina bovina 1% p/v em tampão TRIS HCl 50 mmol/L (pH 7,4) foi 
preparada dissolvendo-se 0,1g de albumina bovina sérica em 10,0 mL de tampão TRIS 
HCl 50 mmol/L (pH 7,4) contidos em um tubo tipo Falcon estéril de 50 mL. O tubo 
Falcon foi a seguir tampado e o seu conteúdo agitado suavemente em agitador 
horizontal até total dissolução da albumina. As paredes externas o tubo Falcon foram 
recobertas em seguida com folha de papel alumínio e a solução preparada ficou 
armazenada nessas condições em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
 
A solução de anfolito Servalyt
®
 6-8 2% p/v foi preparada dissolvendo-se 1,0 mL de 
solução de anfolito Servalyt

 pH 6-8 40% p/v em 19,0 mL de água MilliQ contida em 
um tubo tipo Falcon estéril de 50 mL. O tubo Falcon foi a seguir tampado e o seu 
conteúdo agitado manualmente até total dissolução. As paredes externas do tubo Falcon 
foram recobertas em seguida com folha de papel alumínio e a solução preparada ficou 
armazenada nessas condições em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
 
A solução de Complete
®
 foi preparada dissolvendo-se uma pastilha de Complete
® 
com 
2,0 mL de água MilliQ em um tubo tipo Falcon estéril de 50 mL. O tubo Falcon foi a 
seguir tampado e o seu conteúdo agitado em agitador do tipo vórtex até total dissolução 
da pastilha. As paredes externas o tubo Falcon foram recobertas em seguida com folha 
de papel alumínio e a solução preparada ficou armazenada nessas condições em 
geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
 
A solução de pepstatina A 1,0 mg/mL em metanol foi preparada dissolvendo-se 2,0 mg 
de pepstatina A com 2,0 mL de metanol grau HPLC em um balão volumétrico. A 
solução foi armazenada em tubos Eppendorf de plástico de 1,5 mL e guardada em 
congelador a -20°C até o momento do seu uso. 
 
A solução de persulfato de amônio 10% p/v foi preparada dissolvendo-se 0,1 g de 
persulfato de amônio em 1,0 mL de água MilliQ contida em um tubo Eppendorf de 
plástico de 1,5 mL. A solução foi em seguida fracionada em alíquotas de 300 µL, que 
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foram colocadas em tubos Eppendorf de plástico de 1,5 mL e guardadas em 
congelador a -20°C até o momento do seu uso. 
 
A solução recém-preparada de 1,4-ditiotreitol (DTT) 5 mmol/L em PBS 0,01 mol/L 
(pH 7,4) foi preparada dissolvendo-se 80 mg de 1,4-ditiotreitol em 100 mL de PBS 0,01 
mol/L (pH 7,4) contidos em uma proveta. A proveta foi a seguir tampada e o seu 
conteúdo agitado manualmente até total dissolução. A solução preparada ficou 
incubada em banho-maria a 37°C até o momento de seu uso. 
 
A solução recém-preparada de leite em pó 5% p/v em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) foi 
preparada dissolvendo-se 30 g de leite em pó em 600 mL de PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) 
contidos em um bécher. O bécher teve a seguir o seu conteúdo agitado em agitador 
magnético até total dissolução. A solução preparada foi armazenada em frasco de vidro 
em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
 
A solução recém-preparada de leite em pó 1% p/v em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) para a 
adição do anticorpo primário (anticorpo monoclonal anti-hEPO (clone: AE7A5)) foi 
preparada diluindo-se 6,0 mL da solução recém-preparada de leite em pó 5% em PBS 
0,01 mol/L (pH 7,4) em 24,0 mL de PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) contidos em um tubo tipo 
Falcon estéril de 50 mL. O tubo Falcon foi a seguir tampado e o seu conteúdo agitado 
suavemente com as mãos. A solução preparada ficou armazenada nessas condições em 
geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
 
A solução recém-preparada de leite em pó 1% p/v em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) para a 
adição do anticorpo secundário (biotina-conjugado de cabra anti-IgG de rato (H + L)) 
foi preparada diluindo-se 8,0 mL da solução recém-preparada de leite em pó 5% em 
PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) em 32,0 mL de PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) contidos em um 
tubo tipo Falcon estéril de 50 mL. O tubo Falcon foi a seguir tampado e o seu conteúdo 
agitado suavemente com as mãos. A solução preparada ficou armazenada nessas 
condições em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
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A solução recém-preparada de leite em pó 1% p/v em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) para 
a adição do complexo estreptavidina-biotina peroxidase foi preparada dissolvendo-se 
0,4g de leite em pó em 40,0 mL de PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) contidos em um tubo tipo 
Falcon estéril de 50 mL. O tubo Falcon foi a seguir tampado e o seu conteúdo agitado 
em agitador magnético até total dissolução. A solução preparada ficou armazenada 
nessas condições em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
 
A solução recém-preparada de leite em pó 0,5% p/v em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) foi 
preparada diluindo-se 100 mL da solução recém-preparada de leite em pó 5% p/v em 
PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) em 900 mL de PBS 0,01 mol/L (pH 7,4) contidos em uma 
proveta. A proveta foi a seguir tampada e o seu conteúdo agitado manualmente até total 
dissolução. A solução preparada ficou armazenada nessas condições em geladeira a 4°C 
até o momento de seu uso. 
 
O tampão acetato de sódio 50 mmol/L (pH 5,2) foi preparado por dissolução de 2,05 
gramas de acetato de sódio e 500 µL de ácido acético glacial em 500 mL de água 
MilliQ. O pH foi ajustado para 5,2 adicionando ácido acético glacial gota a gota com 
pipeta. A solução foi armazenada em frasco de vidro âmbar em geladeira a 4°C até o 
momento de seu uso. 
 
O tampão fosfato salino (PBS) 0,01 mol/L (pH 7,4) foi preparado por dissolução de 1 
envelope de tampão fosfato salino 0,01 mol/L, já misturado e pronto para preparo, em 
1000 mL de água MilliQ. A solução foi armazenada em frasco de vidro âmbar à 
temperatura ambiente. 
 
O tampão de transferência TRIS HCl 25 mmol/L / glicina 192 mmol/L, pH 8,0-8,6 foi 
preparado por dissolução de 3,0 gramas de TRIS e 14,4 gramas de glicina em 1000 mL 
de água MilliQ. O pH foi ajustado gota a gota com pipeta para a faixa de pH 8,0-8,6 
com uma solução de ácido clorídrico fumegante. A solução foi armazenada em frasco 
de vidro âmbar em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
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O tampão TRIS HCl 50 mmol/L (pH 7,4) foi preparado por dissolução de 3,0 gramas 
de TRIS em 500 mL de água MilliQ e o pH foi ajustado gota a gota com pipeta para 7,4 
com uma solução de ácido clorídrico fumegante. A solução foi armazenada em frasco 
de vidro âmbar em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
 
 
3.3.3. Compostos de referência. 
 
O padrão de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO), produto biológico de 
referência (BRP) liofilizado (ampola com 32500 UI) foi obtido da European Directorate 
for the Quality of Medicines & HealthCare (EDQM) -  European Pharmacopoeia, 
Council of Europe (Estrasburgo, França). 
 
O padrão de darbepoetina alfa (NESP) foi comprado como preparação farmacêutica 
(Aranesp
®
) da Amgen (Barcelona, Espanha), comercializada sob a forma injetável (400 
µL) na concentração de 10 µg/0,4 mL (25 µg/mL). 
 
O padrão de eritropoietina humana urinária (uEPO) liofilizado (ampola com 10 UI) (2ª 
preparação internacional de referência) foi obtido a partir do National Institute for 
Biological Standard and Control (NIBSC) (Hertfordshire, Reino Unido). 
 
 
3.3.4. Soluções de referência. 
 
3.3.4.1. Solução para uso como controle positivo de referência na eletroforese. 
 
A solução-mãe do padrão de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO) (100 
UI/µL) foi preparada pela dissolução do padrão de eritropoietina humana recombinante 
(rHuEPO) produto biológico de referência (BRP) liofilizado, contido em ampola 
(32500 UI), com 325 µL de água MilliQ. Após a dissolução, a solução foi em seguida 
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fracionada em alíquotas de 10 µL, que foram colocadas em microtubos de plástico e 
imediatamente guardadas em congelador a -20°C até o momento do seu uso. 
 
A solução de trabalho de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO) (0,01 UI/µL, 
Solução A) foi preparada pela dissolução de 10 µL da solução-mãe do padrão de 
eritropoietina humana recombinante (rHuEPO) (100 UI/µL) em 990 µL de solução de 
albumina bovina 1% p/v em tampão TRIS HCl 50 mmol/L (pH 7,4) adicionados a um 
tubo Eppendorf. O tubo Eppendorf teve então o seu conteúdo agitado em agitador do 
tipo vórtex por 30 segundos. Em seguida, 10 µL desta solução de eritropoietina humana 
recombinante (rHuEPO) (1 UI/µL) foram solubilizados em 990 µL de solução de 
albumina bovina 1% p/v em tampão TRIS HCl 50 mmol/L (pH 7,4) adicionados a um 
tubo Eppendorf. Este tubo Eppendorf teve o seu conteúdo agitado em agitador do tipo 
vórtex por 30 segundos. 
 
A solução de trabalho de darbepoetina alfa (NESP) (250 ng/mL, Solução B) foi 
preparada pela dissolução de 10 µL da solução do padrão de referência de darbepoetina 
alfa (NESP) (25 µg/mL) em 990 µL de solução de albumina bovina 1% p/v em tampão 
TRIS HCl 50 mmol/L (pH 7,4) adicionados a um tubo Eppendorf. Este tubo Eppendorf 
teve o seu conteúdo agitado em agitador do tipo vórtex por 30 segundos. 
 
A mistura das soluções de trabalho de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO) 
(1,8 UI/mL) e de darbepoetina alfa (NESP) (6 ng/mL), usada como controle positivo de 
referência na eletroforese, foi preparada pela dissolução de 90 µL da solução de trabalho 
de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO) (0,01 UI/µL, Solução A) e 12 µL da 
solução de trabalho de darbepoetina alfa (NESP) (250 ng/mL, Solução B) em 398 µL de 
solução de albumina bovina 1% p/v em tampão TRIS HCl 50 mmol/L (pH 7,4) 
adicionados a um tubo Eppendorf. Este tubo Eppendorf teve o seu conteúdo agitado em 
agitador do tipo vórtex por 30 segundos e a solução foi imediatamente utilizada. 
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3.3.4.2. Solução para uso como controle negativo de referência na eletroforese. 
 
A solução-mãe do padrão de eritropoietina humana urinária (uEPO) (40 mUI/µL) foi 
preparada pela dissolução do padrão de eritropoietina humana urinária (uEPO) 
liofilizado, contido em ampola (10 UI), com 250 µL de água MilliQ. Após a dissolução, 
a solução foi a seguir fracionada em alíquotas de 10 µL, que foram colocadas em 
microtubos de plástico e imediatamente guardadas em congelador a -20°C até o 
momento do seu uso. 
 
A solução de trabalho de eritropoietina humana urinária (uEPO) (3 UI/mL), usada 
como controle negativo de referência na eletroforese, foi preparada pela dissolução de 
1,5  µL da solução-mãe do padrão de eritropoietina humana urinária (uEPO) (40 
mUI/µL) em 18,5 µL de solução de albumina bovina 1% p/v em tampão TRIS HCl 50 
mmol/L (pH 7,4) adicionados a um microtubo de plástico. O microtubo de plástico teve 
o seu conteúdo agitado em agitador do tipo vórtex por 30 segundos e a solução foi 
imediatamente utilizada. 
 
3.3.4.3. Soluções para uso durante o teste de estabilidade. 
 
A solução de trabalho de eritropoietina humana recombinante (rHuEPO) (0,1 UI/µL) 
foi preparada pela dissolução de 5 µL da solução-mãe do padrão de eritropoietina 
humana recombinante (rHuEPO) (100 UI/µL) em 495 µL de solução de albumina 
bovina 1% p/v em tampão TRIS HCl 50 mmol/L (pH 7,4) adicionados a um tubo 
Eppendorf. O tubo Eppendorf teve então o seu conteúdo agitado em agitador do tipo 
vórtex por 30 segundos. Em seguida, 10 µL desta solução de eritropoietina humana 
recombinante (rHuEPO) (1 UI/µL) foram solubilizados em 90 µL de solução de 
albumina bovina 1% p/v em tampão TRIS HCl 50 mmol/L (pH 7,4) adicionados a um 
tubo Eppendorf. Este tubo Eppendorf teve o seu conteúdo agitado em agitador do tipo 
vórtex por 30 segundos e a solução foi imediatamente utilizada. 
 




 
63
A solução de trabalho de darbepoetina alfa (NESP) (250 ng/mL) foi preparada pela 
dissolução de 5 µL da solução do padrão de referência de darbepoetina alfa (NESP) (25 
µg/mL) em 495 µL de solução de albumina bovina 1% p/v em tampão TRIS HCl 50 
mmol/L (pH 7,4) adicionados a um tubo Eppendorf. Este tubo Eppendorf teve o seu 
conteúdo agitado em agitador do tipo vórtex por 30 segundos e a solução foi 
imediatamente utilizada. 
 
 
3.3.5. Microorganismos de referência. 
 
As cepas de microorganismos de referência foram compradas da Colección Española de 
Cultivos Tipo (CECT) e da American Type Culture Collection (ATCC). 
Corynebacterium cystidis cepa CECT 4048, Enterococcus faecalis cepa CECT 795, 
Escherichia coli cepa CECT 434, Penicillium chrysogenum cepa CECT 2306, Proteus 
mirabilis cepa CECT 4101, Pseudomonas aeruginosa cepa CECT 111 e 
Staphylococcus epidermidis cepa CECT 231 foram adquiridas da CECT. Candida 
albicans cepa ATCC 90028 foi adquirida da ATCC. 
 
 
3.3.6. Matriz de urina e controle microbiológico. 
 
Cerca de 200 mL de um “pool” de urina (pH 6) formado por alíquotas desta matriz 
coletadas de um voluntário saudável do sexo masculino foram esterilizados por 
filtração com um filtro de 0,22 µm (Stericup
®
, Millipore). Antes da inoculação dos 
microorganismos, a esterilidade da urina foi verificada. Para este propósito, 10 µL do 
filtrado foram inoculados no meio de cultura de ágar sangue, e em placas de ágar com 
meios de MacConkey e Sabouraud (BioMèrieux, Mercy-l`Étoile, França), utilizando 
alças estéreis de plástico. 100 µL de filtrado também foram inoculados em 10 mL de 
meio de cultura de caldo de tioglicolato (BioMèrieux) usando também uma alça estéril 
de plástico. Todas as placas foram mantidas a 37°C durante 3 dias, exceto para o meio 
de cultura de caldo de tioglicolato, que permaneceu a 37°C durante 5 dias. Após estes 
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períodos, a presença de unidades formadoras de colônia (UFC) nos meios de cultura 
foi avaliada por inspeção visual. Com objetivo de detectar atividade prévia própria do 
“pool” de urina filtrado e esterilizado, outra alíquota de filtrado também foi analisada 
antes da inoculação, usando o mesmo "teste de estabilidade", que será descrito no item 
3.3.8. (CATLIN et al., 2007). Todo o filtrado de urina restante foi dividido em 10 
alíquotas de 15 mL e armazenado em tubos de vidro estéreis. 
 
 
3.3.7. Preparação dos inóculos. 
 
Antes da inoculação no filtrado de urina, as cepas foram ativadas, de acordo com o 
seguinte procedimento: a cepa de Candida albicans foi incubada em ágar de Sabouraud 
com cloranfenicol (BioMèrieux) a 37°C por 2 dias; a cepa de Penicillium chrysogenum 
foi incubada no mesmo meio de cultura a 25°C durante 5 dias; as cepas de 
Corynebacterium cystidis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis e Proteus 
mirabilis foram incubadas no meio de cultura de placas de agar sangue (BioMèrieux) a 
37°C por 1 dia; as cepas de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foram 
incubadas no meio de cultura de placas de ágar de MacConkey (BioMèrieux) a 37° C 
por 1 dia. Os microorganismos recuperados destas culturas, exceto Penicillium 
chrysogenum, foram então inoculados em caldo de tioglicolato (BioMèrieux) a 37°C 
durante 2 dias. Após este período, sob condições estéreis e usando pipetas graduadas 
com ponteiras de plástico estéreis descartáveis, um volume de cada meio de cultura foi 
dispensado em um tubo de vidro estéril que continha 15 mL de filtrado de urina 
previamente esterilizado. Uma alíquota de urina foi inoculada por microrganismo e 
outra alíquota não foi inoculada, sendo utilizada como controle negativo (CNU) para 
incubação. Para Penicillium chrysogenum, o inóculo foi preparado em uma solução de 
salina normal com 0,1% de Tween
®
 20. A quantidade deste microorganismo no meio 
em suspensão foi ajustada para índice 2 de turbidez de MacFarland. Todos os tubos 
inoculados foram mantidos em uma estufa a 37°C durante seus períodos de incubação. 
O crescimento dos microrganismos na urina estéril foi controlado antes (como 
previamente descrito), imediatamente após a inoculação, e em 3 dias após a inoculação, 
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com exceção do Penicillium chrysogenum (5 dias após a inoculação). O último 
controle de cada grupo (de 3 ou 5 dias) corresponde ao final de cada período de 
incubação. Imediatamente após o término da incubação, três alíquotas de 600 µL foram 
retiradas de cada tubo de vidro e colocadas separadamente em um tubo Eppendorf de 
plástico com 1,5 mL de capacidade. A urina contida em cada tubo Eppendorf foi então 
submetida ao procedimento do "teste de estabilidade" (CATLIN et al., 2007). 
 
A fim de se verificar e garantir que os microorganismos sob estudo cresceram dentro 
das frações de urina inoculadas, um volume de cada urina incubada com a respectiva 
espécie foi removido e submetido a duas diluições sucessivas 1:10 com solução salina 
normal. Então, 10 µL de urina não diluída e 10 µL de cada diluição foram inoculados 
nas placas de cultura de ágar com o meio específico de crescimento de cada espécie, já 
previamente descritos. Após incubação e crescimento, as placas selecionadas para 
contagem foram aquelas cujas unidades formadoras de colônias (UFC's) variavam de 
30 a 90. Todo volume de urina restante não-utilizado, de cada tubo incubado, foi 
guardado e mantido a -20°C. 
 
 
3.3.8. Equipamentos. 
 
3.3.8.1. Instrumentação da pré-concentração. 
 
As amostras de urina foram centrifugadas em uma centrifuga refrigerada Biofuge 
Fresco fornecida pelo fabricante Sorvall (Barcelona, Espanha) e foram pré-
concentradas usando uma centrifuga refrigerada Macrofriger-BL do fabricante J.P. 
Selecta (Barcelona, Espanha). 
 
Para a pesagem de reagentes, foi utilizada balança Mettler AE240 com precisão de 
±0,0001g. As medidas de pH da solução tampão foram efetuadas em pHmetro modelo 
HI 8418 fornecido pelo fabricante Scharlau Science. As homogeneizações de conteúdo 
foram feitas através de agitador do tipo Vórtex ou de banho de ultra-som. 
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3.3.8.2. Instrumentação da análise de eletroforese. 
 
A pré-focalização e a eletroforese por focalização isoelétrica foram feitas usando um 
sistema horizontal Multiphor II da Amersham-Pharmacia, com fonte de alimentação 
Max Power AC da Bio Rad. A incubação da membrana em DTT foi efetuada em banho 
de água termostatizado (Kottermann Labortechnik, Hannover, Alemanha). As etapas de 
lavagem e de incubação sob agitação foram efetuadas em agitador orbital horizontal, 
modelo Unimax 1010, do fabricante Heidolph Instruments GmbH & Co (Schwabach, 
Alemanha). A dupla imunotransferência foi realizada utilizando um sistema de 
transferência semi-seco modelo EBU-6000 do fabricante CBS Scientific (California, 
EUA). Uma câmera “CCD” LAS 1000 da Fujifilm (Düsseldorf, Alemanha) foi usada 
para detectar a emissão de quimiluminescência. 
 
 
3.3.9. Procedimento químico do teste de estabilidade. 
 
A pré-concentração de urina foi realizada conforme descrito pelo atual documento 
técnico da AMA sobre a análise de eritropoietina e análogos - TD2007EPO (CATLIN et 
al., 2007). Em resumo, 600 µL de cada amostra de urina foi centrifugada a 4.000 r.p.m. 
por 10 minutos num tubo Eppendorf de plástico de 1,5 mL de capacidade. 500 µL do 
sobrenadante foram removidos do tubo Eppendorf e adicionados a um filtro Centricon 
YM-30 (“cut off” de massa: 30.000 Daltons). Após isso, 20 µL de pepstatina A e 5 uL 
de inibidores de protease (Complete) foram adicionados ao filtro Centricon YM-30. 
O filtro foi centrifugado a 2340 g por 20 minutos  e o concentrado foi tamponado a pH 
5,2 com 200 µL de tampão de acetato de sódio 50 mmol/L. O filtro foi agitado em 
agitador tipo vórtex, invertido para coletar o retentato, e ultrassonicado por 2 minutos. O 
filtro foi centrifugado novamente a 1000 g por 2 minutos e o volume de retentato 
recuperado foi transferido para outro tubo Eppendorf de mesma capacidade, e seu 
volume ajustado para 500 µL com tampão de acetato de sódio 50 mmol/L. 20 µL de 
pepstatina A e 5 µL de inibidores da protease (Complete) foram adicionados ao tubo 
Eppendorf e a solução foi incubada por 15 minutos à temperatura ambiente. Após esse 
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período, 12,5 µL de solução padrão de eritropoietina humana recombinante 
(rHuEPO) (0,1 UI/µL) e 20 µL de solução padrão de darbepoetina alfa (NESP) (250 
ng/mL) (item 3.3.4.3.) foram adicionados ao tubo Eppendorf (concentração final 
aproximada: rHuEPO, 2,24 UI/mL; NESP, 9 ng/mL). A solução do tubo foi incubada 
por toda noite a 37°C. No dia seguinte, 20 µL da solução do tubo Eppendorf foram 
colocados em um microtubo de plástico para realizar a análise eletroforética. 
 
Com o objetivo de mimetizar um perfil de urina ativo para validar os resultados, 
controles positivos de urina (CPU) foram preparados e analisados nos mesmos géis 
juntamente com as amostras obtidas a partir do procedimento químico do “teste de 
estabilidade”. Para isso, uma alíquota do “pool” de urina produzido, que foi filtrado e 
esterilizado, foi submetida ao mesmo procedimento químico do “teste de estabilidade” 
descrito acima, até o passo de incubação de 15 minutos. Depois disso, solução padrão 
de darbepoetin alfa foi adicionada ao tubo Eppendorf (concentração final 10 ng/mL) e 
um volume de α2-3,6,8,9-neuraminidase recombinante produzida por Escherichia coli 
também foi adicionado ao tubo Eppendorf (concentração final 1,30 µUI/µL). O 
conteúdo do tubo foi então agitado em agitador tipo vórtex e incubado por toda noite a 
37°C. No dia seguinte, 20 µL da solução do tubo Eppendorf foram colocados em um 
microtubo para realizar a análise eletroforética. 
 
 
3.3.10. Controles positivo e negativo de referência. 
 
Para cumprir com os critérios de avaliação e delimitar as posições originais das 
isoformas de rHuEPO e NESP na eletroforese, controles de referência destas 
substâncias (como controles positivos, CPR) e também de uEPO (como controle 
negativo, CNR), foram preparados a partir de seus respectivos padrões de referência 
(itens 3.3.4.1. e 3.3.4.2.) e analisados simultaneamente a cada gel (20 µL de cada 
solução por posição de aplicação no gel), juntamente com as amostras obtidas a partir 
do procedimento químico do “teste de estabilidade” (as triplicatas de cada incubação 
com um microorganismo e o controle CNU), além do controle CPU. Por limitações de 
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espaço, cada gel analisado foi composto somente pelas triplicatas de dois 
microorganismos, um controle CPU e um controle CNU (todos derivados do teste de 
estabilidade), além de três controles CPR e um controle CNR. 
 
 
3.3.11. Eletroforese por focalização isoelétrica. 
 
Os géis para a eletroforese por focalização isoelétrica (IEF) foram preparados na faixa 
de pH 2-6, como já descritos na literatura (LASNE & DE CEAURRIZ, 2000; LASNE, 
et al., 2002). Em resumo, o gel de poliacrilamida (T = 5%, C = 3%) foi preparado 
misturando a solução de acrilamida-bisacrilamida (97/3, p/p), já comprada preparada, 
com uréia 7 mol/L e anfolitos Servalyt
®
 2-4 2% p/v e Servalyt
®
 4-6 2% p/v, seguida de 
polimerização ativada por persulfato de amônio ((NH
4
)
2
S
2
O
8
) 10% p/v e catalisada por 
N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina (TEMED). O tempo de polimerização do gel, desde 
o seu preparo até o uso na eletroforese, foi maior do que 8 horas. Durante este período, 
o gel polimerizado ficou sempre em ambiente de elevada umidade para prevenir 
possíveis desidratações e conseqüentes deformações. 
 
Todos os microtubos de plástico, com amostras ou controles, foram aquecidos durante 
3 minutos a 85°C antes do início da análise de IEF. Após resfriamento à temperatura 
ambiente, 2,2 uL de Tween
®
 80 (10%) foram adicionados a cada microtubo e o volume 
total contido no microtubo foi aplicado ao gel. A solução anódica foi constituída de 
ácido orto-fosfórico 0,5 mol/L e a solução catódica foi a solução de anfolito Servalyt
®
 
6-8 2% p/v. Usando o sistema horizontal Multiphor II
®
, os anfolitos do gel foram 
previamente pré-focalizados em tensão constante de 250 V a 8°C (temperatura da 
placa) por 30 minutos (corrente máxima: 150 mA; potência máxima: 70 W). Após este 
tempo, no mesmo equipamento, as amostras foram focalizadas em uma potência 
constante de 1 W/cm de comprimento de gel, na mesma temperatura da placa até 3600 
Vh (corrente máxima: 131 mA; tensão máxima: 2000 V). 
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3.3.12. Dupla imunotransferência. 
 
O procedimento de dupla imunotransferência foi realizado conforme descrito na 
literatura por LASNE (2001). Em resumo, uma primeira transferência (proteínas 
separadas na IEF transferidas do gel para uma primeira membrana Immobilon
®
, usando 
um tampão de transferência de TRIS HCl 25 mmol/L / glicina 192 mmol/L (pH 8,0-8,6) 
como meio condutor) foi feita ao término da IEF em corrente constante de 175 mA por 
30 minutos (tensão máxima: 50 V; potência máxima: 20 W). Em seguida, esta 
membrana foi submersa em solução recém preparada de 5 mmol/L de DTT em PBS 
0,01 mol/L (pH 7,4) e incubada em banho-maria a 37°C por 45 minutos. Ao final deste 
tempo e rápida lavagem de 1 minuto em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4), a membrana foi 
incubada por 1 hora em solução preparada de 5% p/v de leite em pó (este sempre 
possuindo baixo teor de gordura) em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4). Ao final deste tempo e 
também após rápida lavagem de 1 minuto em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4), a membrana foi 
incubada por 1 hora em solução preparada com 30 µL de anticorpo monoclonal anti-
EPO humana (clone: AE7A5) (anticorpo primário) em 1% p/v de leite em PBS 0,01 
mol/L (pH 7,4). Em seguida, esta mesma primeira membrana foi submetida à tríplice 
lavagem de 10 minutos cada em solução de 0,5% p/v de leite em pó em PBS 0,01 mol/L 
(pH 7,4) e encaminhada diretamente para uma segunda transferência (anticorpos 
primários transferidos da primeira membrana Immobilon
®
 para uma segunda membrana 
Immobilon
®
, usando uma solução de ácido acético 0,7 % como meio condutor), feita 
em corrente constante de 175 mA por 10 minutos (corrente máxima: 50 V; potência 
máxima: 20 W). Ao final deste tempo e rápida lavagem de 1 minuto em solução de PBS 
0,01 mol/L (pH 7,4), a segunda membrana foi incubada por 1 hora em solução 
preparada de 5% p/v de leite em pó em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4). Para detecção e 
amplificação do sinal, após rápida lavagem de 1 minuto em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4), a 
segunda membrana, com os anticorpos monoclonais anti-EPO humana transferidos, foi 
incubada por 1 hora em solução preparada com 10 µL de biotina-conjugado de cabra 
anti-IgG de rato (H + L) (anticorpo secundário) em 1% p/v de leite em pó em PBS 0,01 
mol/L (pH 7,4). A seguir, após tríplice lavagem de 10 minutos cada em solução de 0,5% 
p/v de leite em pó em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4), a segunda membrana foi novamente 
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incubada por 1 hora em solução preparada com 20 µL do complexo estreptavidina-
biotina peroxidase em 1% p/v de leite em pó em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4). Após tríplice 
lavagem de 10 minutos cada em PBS 0,01 mol/L (pH 7,4), a segunda membrana foi 
depositada sobre uma folha de transparência. Logo em seguida, para revelação desta 
membrana por quimiluminescência, 600 µL do reativo A (solução de peróxido de 
hidrogênio) e 600 µL do reativo B (solução de luminol, em estado reduzido) do 
reagente Super Signal West Femto
®
 máxima sensibilidade (substrato 
quimiluminescente) foram misturados no momento da revelação, agitados em agitador 
do tipo vórtex e vertidos sobre a superfície da segunda membrana Immobilon
®
. A 
quimiluminescência emitida foi detectada e capturada pela câmara “CCD” LAS 1000, e 
imagens negativas das imagens originais adquiridas em diferentes tempos de aquisição 
foram armazenadas em arquivo de computador. 
 
 
3.3.13. Análise visual de dados. 
 
Em todas as amostras analisadas após a incubação, os padrões de rHuEPO e NESP 
inseridos ao meio durante o “teste de estabilidade” foram no início visualmente 
comparados, confrontando suas posições de IEF (ponto isoelétrico) contra as posições 
de IEF das isoformas dos controles de referência de rHuEPO e NESP (CPR) e uEPO 
(CNR), analisados simultaneamente às amostras a cada gel. Os critérios de aceitação 
dos resultados foram aqueles definidos de acordo com o documento técnico da AMA 
(CATLIN et al., 2007), a saber: 
 
Critérios de aceitação: 
 
  1 – Manchas puntiformes (“Spots”) ou irregulares (“Smears”), áreas de 
excessivo “background” ou com ausência de sinal na linha (percurso do deslocamento 
da proteína durante a eletroforese) que interfiram significativamente com a aplicação do 
critério de identificação devem invalidar o resultado da linha. 
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  2 – Comparações com padrões de referência das substâncias de interesse 
devem permitir o assinalamento do número de bandas na amostra sob avaliação. 
 
 
3.3.14. Análise quantitativa. 
 
Quando o critério da análise visual dos dados era cumprido, após a revelação por 
quimiluminescência, o perfil densitométrico das isoformas obtidas para cada amostra 
era integrado. As áreas obtidas, após subtração de “background”, foram usadas para os 
seguintes cálculos: 
 
•  razão entre as áreas integradas da segunda banda mais intensa na zona 
recombinante básica e da banda mais intensa na zona endógena, para o 
padrão de rHuEPO adicionado; 
 
•  razão entre as áreas da banda mais intensa na zona recombinante ácida e 
da banda mais intensa na zona endógena, para o padrão de NESP 
adicionado; 
 
 
As definições de zonas recombinantes ácida e básica, bem como de zona endógena, 
estão descritas no documento técnico da AMA (CATLIN et al., 2007). A Figura 
3.3.14.1. exemplifica a posição destas regiões no gel (através da imagem negativa 
obtida após a revelação por quimiluminescência) para a análise de rHuEPO, NESP e 
uEPO sob as condições de análise apresentadas neste capítulo. A identificação de cada 
banda de isoforma foi assinalada em função da definição da delimitação destas regiões 
após análise de cada padrão de referência das três substâncias de interesse, contidas nos 
controles CPR e CNR. 
 
O software GASEPO (BAJLA et al.
, 2005) versão 1.3.b2 (Austrian Research Centers 
GmbH) foi usado como o programa de manipulação para as imagens obtidas. 
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Figura 3.3.14.1. Imagem negativa de três linhas obtidas pelo sistema de aquisição por 
quimiluminescência, correspondendo às análises dos padrões de 
referência de rHuEPO, NESP e uEPO. As áreas ácidas e básicas são 
definidas pela posição das bandas correspondentes à rHuEPO 
(“Biological Reference Preparation, BRP”, da Farmacopéia Européia), 
e à NESP (Aranesp™, Amgen). Por exclusão, a área endógena é 
definida pela região existente entre as duas. Na figura também é 
exemplificada a posição das bandas de isoformas de uEPO 
(Preparação Biológica de Referência do “National Institute for 
Biological Standards and Control” (NIBSC), no Reino Unido). As 
bandas das áreas básica, endógena e ácida são identificadas por 
números e letras. Bandas adicionais à estas representadas e numeradas 
podem ocorrer nas diferentes áreas, como ilustrado pelos pontos em 
seqüência (...). Adaptação de CATLIN et al., 2007. 




 
73
 
3.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
As cepas de microorganismos avaliados neste estudo, assim como o volume inoculado 
e também as contagens das unidades formadoras de colônias (UFC) obtidas durante 
todo o experimento são apresentados na Tabela 3.4.1.. 
 
Os microrganismos (uma levedura, um fungo e seis bactérias) usados na contaminação 
do “pool” de urina filtrado e esterilizado foram selecionados de acordo com as espécies 
comumente envolvidas em infecções do trato geniturinário e gastrointestinal, em 
espécies da flora normal, e em espécies consideradas como contaminantes de 
laboratório. 
 
Neste estudo, nenhum crescimento de microorganismos foi observado nos ensaios de 
esterilidade para o “pool” de urina analisado após o procedimento de esterilização, em 
qualquer um dos meios de cultura utilizados. Tal resultado confirma e dá base para que 
todos os resultados obtidos neste estudo sejam exclusivamente derivados dos 
microorganismos inoculados. Também nenhuma atividade intrínseca existente no 
“pool” de urina esterilizado foi encontrada antes inoculação. 
 
Para maximizar os efeitos dos agentes patogênicos durante o período de incubação, as 
concentrações de microorganismos na matriz após a inoculação foram iguais ou 
superiores aos níveis comuns encontrados em casos clínicos de infecção. Assim, foram 
evitados níveis de concentração normalmente encontrados em casos de contaminação 
acidental, que poderiam gerar perfis não-reprodutíveis de resultados e, 
conseqüentemente, interpretações errôneas. Assim, a concentração inicial de cada 
microorganismo variou de 10
5
 a 10
6
 UFC/mL e a contagem final variou de 10
6
 a 10
7
 
UFC/mL, valores estes que indicam a não ocorrência de inibição de crescimento 
microbiano (Tabela 3.4.1.). 
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Tabela 3.4.1. Microorganismos avaliados, volume de inóculos e contagens obtidas 
nos meios de cultura (urina estéril e não-ativa). 
N
o
 de 
 Ordem 
Microorganismo 
Contagem 
da urina 
estéril
d
 
Inóculo
e
Contagem 
inicial
f
 
Contagem 
final
g
 
1  Candida albicans 90028
a
  n.d.  200  1,5 x 10
5
  2,6 x 10
6
 
2  Corynebacterium cystidis 4048
b
  n.d.  450  1,0 x 10
6
  8,0 x 10
7
 
3  Enterococcus faecalis 795
b
  n.d.  450  5,0 x 10
6
  7,5 x 10
7
 
4  Escherichia coli 434
b
  n.d.  50  9,0 x 10
6
  2,0 x 10
7
 
5  Penicillium chrysogenum 2306
b
  n.d.  500  1,0 x 10
5
  7,0 x 10
6
 
6  Proteus mirabilis 4101
b
  n.d.  50  9,0 x 10
5
  6,0 x 10
7
 
7  Pseudomonas aeruginosa 111
b
  n.d.  50  2,0 x 10
6
  2,0 x 10
7
 
8  Staphylococcus epidermidis 231
b
  n.d.  500  1,0 x 10
6
  5,0 x 10
7
 
9 Controle negativo
c
 n.d. - n.d. n.d. 
a
 Número associado a este microorganismo se refere ao código ATCC. 
b
 Número associado a este microorganismo se refere ao código CECT. 
c
 Urina estéril não-ativa não inoculada (CNU). 
d
 Contagem de microorganismos em UFC/mL, antes da inoculação, no “pool” de urina esterilizado não-ativo. 
e 
Volume de caldo de tioglicolato, em microlitros, adicionado ao “pool” de urina esterilizado não-ativo para uma 
concentração final de 10
5
 a 10
6
 UFC/mL. 
f
 Contagem estimada de microorganismos em UFC/mL no “pool” de urina esterilizado não-ativo, correspondendo ao 
tempo 0 de incubação. 
g
 Contagem estimada de microorganismos em UFC/mL no “pool” de urina, correspondendo a 120 horas de 
incubação para P. chrysogenum e 72 horas de incubação para os demais microorganismos. 
n.d., não-detectado. 
 
 
A temperatura de incubação escolhida foi de 37°C pelo fato de que esse valor 
corresponde à temperatura ótima de crescimento para a maioria das cepas de 
microrganismos utilizados neste estudo e também corresponde a uma temperatura muito 
próxima da temperatura corporal média, o que fornece uma boa simulação do ambiente 
infeccioso. Para o Penicillium chrysogenum, o período de incubação foi prorrogado por 
mais dois dias, pelo fato de que este microorganismo tem uma taxa de crescimento mais 
lenta, se comparada às outras espécies estudadas. Embora a temperatura de incubação 
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otimizada para P. chrysogenum devesse ser a temperatura ambiente (em torno de 
25ºC), para uniformidade do protocolo, e manutenção das mesmas condições para todas 
as espécies estudadas, a temperatura foi mantida a 37ºC e o seu período de incubação foi 
estendido. 
 
Nenhuma proliferação de UFC foi observada para a urina usada como controle negativo 
(CNU) (alíquota do “pool” de urina estéril não-ativo sem inoculação de qualquer 
microrganismo) após testes de cultivo conduzidos nos respectivos meios de cultura 
específicos, garantindo assim que toda proliferação observada na urina inoculada veio 
exclusivamente dos microrganismos avaliados. 
 
O “teste de estabilidade” foi desenvolvido para garantir que o perfil eletroforético 
obtido de uma amostra suspeita não é proveniente de alguns raros fatores que podem 
interferir na estabilidade de uma amostra da urina durante a sua análise. No controle de 
dopagem, este teste é obrigatório, sendo sistematicamente realizado antes de ser 
reportado um resultado analítico adverso para rHuEPO ou NESP, quando existe uma 
amostra suspeita de conter essas substâncias na urina (LASNE et al., 2005; CATLIN et 
al., 2007). Neste trabalho, este teste foi utilizado como modelo para uma detecção de 
uma possível atividade enzimática proveniente dos microorganismos estudados. 
 
As Figuras 3.4.1., 3.4.2., 3.4.3. e 3.4.4. mostram as imagens negativas de IEF obtidas 
após o processamento completo de todas as amostras de urina derivadas das incubações 
realizadas com cada microorganismo. O critério de aceitação da análise visual de dados 
foi cumprido para todas as imagens. Todas as bandas de isoforma dos padrões de 
referência de rHuEPO e NESP (CPR) permaneceram em suas posições características, 
definindo corretamente as zonas recombinante e endógena no gel (e, conseqüentemente, 
nas imagens). O padrão de distribuição do perfil eletroforético das isoformas do padrão 
de referência de uEPO (CNR) também foi considerado normal. Baseado nestas 
considerações, os controles positivos (CPU) e negativos (CNU) de urina mostraram 
também os resultados esperados em todas as imagens: os controles negativos de urina 
não apresentaram quaisquer deslocamentos de isoforma, enquanto que as bandas de 
isoformas originais do padrão de referência da NESP desapareceram, gerando novas 
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bandas nas áreas básica e endógena, nos controles positivos de urina. Como os 
efeitos da neuraminidase são mais claramente visíveis no padrão de referência de 
NESP, somente este padrão de referência foi adicionado nos controles positivos de 
urina. 
 
Com a conformidade de todos os controles conferida, o número e o tipo das bandas 
avaliadas em cada amostra foram, então, comparados às isoformas dos padrões de 
referência CPR. Para todas as cepas estudadas, nenhuma alteração no comportamento 
eletroforético das isoformas foi observada. Cada banda de isoforma dos padrões de 
referência de rHuEPO e NESP adicionados em cada amostra de urina contaminada 
sempre esteve perfeitamente alinhada com a respectiva banda de isoforma dos padrões 
de referência de rHuEPO e NESP (CPR), analisados simultaneamente em cada gel. Não 
foi observado qualquer deslocamento eletroforético significativo que pudesse ter 
indicado um comportamento diferente do esperado para uma urina classificada como 
não possuidora de atividade. Nenhum comportamento anormal foi obtido. 
 
Os resultados encontrados no presente estudo se mostraram surpreendentes, uma vez 
que, embora existam informações relativamente escassas sobre a produção de enzimas 
promotoras de degradação de resíduos de ácido siálico e de outros grupos 
oligossacarídicos em relação aos microorganismos estudados, alguns trabalhos já haviam 
relatado experiências que provavam a existência de atividade sialidase em algumas das 
espécies, como o caso da Pseudomonas aeruginosa e, em menores proporções, da 
Escherichia coli e do Enterococcus faecalis. Os resultados obtidos, que apontaram para a 
manutenção do comportamento eletroforético após a inoculação, mesmo para estas 
espécies acima citadas, podem estar possivelmente relacionados às concentrações 
efetivas obtidas para todos os patógenos, que podem não ter sido suficientemente altas 
para promoverem quaisquer tipos de distúrbios no deslocamento eletroforético das 
isoformas, embora todas as concentrações de microorganismos utilizadas no presente 
estudo tenham sido ajustadas para serem similares àquelas encontradas em um processo 
infeccioso. Outra possibilidade que justifique os resultados obtidos poderia ser derivada 
de uma discrepância de fenótipos entre as cepas de uma mesma espécie, que podem 
gerar uma variação na quantidade de sialidase produzida intra-espécie. 
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Figura 3.4.1. Imagem negativa de IEF obtida após o procedimento completo para amostras em triplicata 
derivadas da incubação da urina estéril com Corynebacterium cystidis (CC) e Staphylococcus 
epidermidis (SE). rHuEPO/NESP, controle positivo de referência (CPR) para Eritropoietina Humana 
Recombinante e Darbepoetina alfa; uEPO, controle negativo de referência (CNR) para Eritropoietina 
Humana Urinária; CPU, controle positivo de urina para o teste de estabilidade; e CNU, controle negativo 
de urina para o teste de estabilidade. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4.2. Imagem negativa de IEF obtida após o procedimento completo para amostras em triplicata 
derivadas da incubação da urina estéril com Candida albicans (CA) e Penicillium chrysogenum (PC). 
rHuEPO/NESP, controle positivo de referência (CPR) para Eritropoietina Humana Recombinante e 
Darbepoetina alfa; uEPO, controle negativo de referência (CNR) para Eritropoietina Humana Urinária; 
CPU, controle positivo de urina para o teste de estabilidade; e CNU, controle negativo de urina para o 
teste de estabilidade. 
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Figura 3.4.3. Imagem negativa de IEF obtida após o procedimento completo para amostras em triplicata 
derivadas da incubação da urina estéril com Enterococcus faecalis (EF) e Escherichia coli (EC). 
rHuEPO/NESP, controle positivo de referência (CPR) para Eritropoietina Humana Recombinante e 
Darbepoetina alfa; uEPO, controle negativo de referência (CNR) para Eritropoietina Humana Urinária; 
CPU, controle positivo de urina para o teste de estabilidade; e CNU, controle negativo de urina para o 
teste de estabilidade. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4.4. Imagem negativa de IEF obtida após o procedimento completo para amostras em triplicata 
derivadas da incubação da urina estéril com Proteus mirabilis (PM) e Pseudomonas aeruginosa (PA). 
rHuEPO/NESP, controle positivo de referência (CPR) para Eritropoietina Humana Recombinante e 
Darbepoetina alfa; uEPO, controle negativo de referência (CNR) para Eritropoietina Humana Urinária; 
CPU, controle positivo de urina para o teste de estabilidade; e CNU, controle negativo de urina para o 
teste de estabilidade. 
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Por último, deve ser levado em consideração que, neste trabalho, não foi realizado 
nenhum ensaio específico que comprovasse a presença da sialidase no meio 
contaminado incubado. 
 
 
3.5. CONCLUSÃO 
 
Microorganismos são potenciais agentes de infecções nos tratos gastrointestinal e 
geniturinário e podem adulterar os resultados de uma análise da urina no contexto do 
controle de dopagem. Eritropoietina humana recombinante (rHuEPO) e darbepoetina 
alfa (NESP) são glicoproteínas sintéticas e suas respectivas administrações são 
proibidas segundo as regras da Agência Mundial Antidopagem (AMA) e seu uso 
significa uma violação nas leis esportivas por “doping”. O estudo foi conduzido para 
avaliar uma possível contribuição da contaminação de microorganismos no perfil 
eletroforético de rHuEPO e NESP em urina proveniente da liberação de enzimas no 
meio. Oito microorganismos representativos foram estudados sob condições que 
simularam uma proliferação normal por contaminação. Amostras de urina foram 
geradas por inoculação e incubação do microorganismo, e comparações do perfil 
eletroforético das isoformas de rHuEPO e NESP com seus respectivos padrões, após 
análise por focalização isoelétrica seguida de dupla imunotransferência com revelação 
por quimiluminescência, foram feitas. De acordo com os dados de imagens obtidos, 
nenhuma mudança no comportamento eletroforético das isoformas destes compostos 
foi observada após contaminação com as espécies de microorganismos estudadas. 
 
Embora as concentrações dos patógenos utilizadas neste estudo tenham sido ajustadas 
para reproduzirem um processo infeccioso, estudos futuros apontam para uma 
necessidade de observação do comportamento das isoformas após a inoculação com 
concentrações mais elevadas das espécies, no sentido de se avaliar a possibilidade do 
deslocamento eletroforético em condições mais drásticas de contaminação. 
Adicionalmente, a reprodução da logística deste trabalho apresentado, com um aumento 
na quantidade de cepas investigadas por espécie de microorganismo, se mostra com 
potencial investigativo para comprovar se possíveis discrepâncias de fenótipo, em 
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diferentes cepas de uma mesma espécie, podem gerar oscilações na produção de 
sialidase e, conseqüentemente, na sua liberação ao meio extracelular, aumentando 
assim a possibilidade de detecção de perfis eletroforéticos alterados para rHuEPO e 
NESP. 
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CAPÍTULO 4 
 
OTIMIZAÇÃO DA ANÁLISE DE MESOCARBO EM URINA. 
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4.1. INTRODUÇÃO 
 
Mesocarbo é um estimulante do sistema nervoso central que foi incluído em 1992 na 
lista de substâncias proibidas pelo Comitê Olímpico Internacional (INTERNATIONAL 
OLYMPIC COMMITTEE, 1992). Desde então, diferentes metodologias analíticas têm 
sido desenvolvidas para detectar este composto em urina humana (VENTURA et al., 
1993a; VENTURA et al., 1993b; BREIDBACH et al., 1995). 
 
No controle de dopagem, a confirmação de casos suspeitos como positivos detectados 
através de procedimentos analíticos de triagem deve ser preferencialmente realizada 
utilizando a técnica de espectrometria de massas (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 
2008c). A cromatografia gasosa de alta resolução acoplada à espectrometria de massas 
(CGAR-EM) é uma das técnicas hifenadas das mais utilizadas para a confirmação da 
maioria dos compostos de uso proibido no esporte. 
 
Critérios comuns para a identificação de compostos utilizando a análise por 
espectrometria de massas têm sido definidos por diferentes organizações ao longo dos 
anos (INTERNATIONAL LABORATORY ACCREDITATION COOPERATION, 
1996; INTERNATIONAL OLYMPIC COMMITTEE, 1998; WORLD ANTI-DOPING 
AGENCY, 2008c). De um modo geral, os critérios para reportar a presença de 
compostos em matrizes biológicas estão baseados na comparação do tempo de retenção 
relativo e da abundância relativa de íons diagnósticos entre a amostra e o padrão do 
composto suspeito, utilizando os resultados da detecção por espectrometria de massas. 
 
Devido à presença de grupamentos funcionais polares na molécula de mesocarbo e 
também nas de seus principais metabólitos, torna-se necessária a conversão dos analitos 
alvo em compostos adequados à análise por cromatografia gasosa de alta resolução 
(CGAR). Além disto, o reagente de derivatização escolhido deve permitir a obtenção de 
espectros de massas característicos, produzindo íons diagnósticos específicos, relevantes 
para a identificação. 
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Devido à dificuldade em analisar o mesocarbo e seus metabólitos nos diferentes 
procedimentos de triagem utilizados pelos laboratórios de controle de dopagem 
credenciados para a identificação deste fármaco, foi proposto um estudo comparativo de 
metodologias analíticas utilizando extração líquido-líquido com objetivo de otimizar sua 
análise em urina humana. Adicionalmente, visando também melhorar a capacidade de 
identificação de mesocarbo e seus principais metabólitos, ao fornecer espectros de 
massas com íons de melhor valor diagnóstico e de abundâncias relativas mais 
significativas, foi reportado neste estudo um método de derivatização baseado na 
formação de derivado heptafluoroacilado a partir dos agentes derivatizantes N-metil-N-
trimetilsililheptafluorobutiramida (MSHFBA), associado em solução recém-preparada 
ao  N-trimetilsililimidazol (TMSIm), e N-metil-bis-heptafluorobutiramida (MBHFBA). 
O método otimizado proposto foi utilizado na análise de amostras provenientes de 
frações coletadas de um estudo de excreção de mesocarbo. 
 
 
4.2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
4.2.1. Estrutura química e ação biológica do mesocarbo. 
 
Mesocarbo é a denominação comum para o composto químico 3-(1-metil-2-feniletil)-N-
[(fenilamino)carbonil]-1,2,3-oxadiazolium-5-aminida, farmacologicamente classificado 
como possuidor de atividade estimulante do sistema nervoso central (POLGÁR et al., 
1979). Entretanto, outros autores preferem denominá-lo como 3-(α-metilfeniletil)-N-
(fenilcarbamoil)sidnona imina, em uma nomenclatura baseada em função do 
grupamento heterocíclico sidnona imina presente na molécula do mesocarbo (MOFFAT 
et al., 2004). A Figura 4.2.1.1. mostra a estrutura química do mesocarbo. 
 
 
 
 
 
    Figura 4.2.1.1. Estrutura química do mesocarbo. 
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Sidnona imina (ou imina de sidnona) é um composto químico aromático heterocíclico 
meso-iônico, onde o grupamento funcional ceto da sidnona é substituído por um 
grupamento imina (Figura 4.2.1.2.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2.1.2. Estrutura química da sidnona (I) e da sidnona imina (III), com os seus 
respectivos híbridos de ressonância (II e IV). 
 
 
Os derivados com o grupamento N-carbamilsidnona imina são considerados como 
compostos heterocíclicos meso-iônicos relativamente estáveis e polares. A estrutura 
deste tipo de heterocíclico pode somente ser desenhada como um híbrido de ressonância 
de diversas formas bipolares, conforme assinalado nas estruturas I a III da Figura 
4.2.1.3.. Essas moléculas meso-iônicas podem ser representadas pelas fórmulas 
estruturais assinaladas como IV e V, também representadas na Figura 4.2.1.3.. Embora a 
estrutura IV aparentemente seja a menos favorecida, e a estrutura V, preferida, ela é 
adotada geralmente na literatura para exemplificar a molécula de mesocarbo e seus 
derivados. O grande círculo e a carga positiva assinalada em seu centro, na estrutura V, 
simbolizam uma deslocalização cíclica de elétrons π do anel meso-iônico em associação 
a uma carga parcial positiva. Por outro lado, o grupo exocíclico está associado a uma 
carga parcial negativa correspondente (OLLIS & RAMSDEN, 1976). 
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Figura 4.2.1.3. Híbridos de ressonância (I-III) e formas de representação estrutural (IV e 
V) para o anel heterocíclico do mesocarbo. 
 
 
O mesocarbo foi desenvolvido para ser um análogo anfetamínico, possuindo um efeito 
farmacológico mais gradual e prolongado, se comparado ao seu protótipo. A sua dose 
terapêutica não provoca euforia nem tampouco a agitação psicomotora característica da 
maioria dos compostos desta classe, gerando menor propensão à dependência e 
possuindo um menor grau de toxicidade, quando comparado às anfetaminas clássicas. 
Embora seja tido como um composto de pouco impacto clínico, este fármaco chegou a 
ser comercializado em alguns países da Europa como terapia de alguns distúrbios 
psiquiátricos, incluindo esquizofrenia e depressão, com o nome de Sydnocarb
®
. Na 
Rússia, local de seu surgimento e inicial comércio, além do emprego terapêutico citado, 
este composto foi deliberadamente testado e administrado ao exército local com o 
objetivo de combater o cansaço, aumentar o estado de alerta e diminuir o período de 
sono da tropa militar (WITKIN et al., 1999). 
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4.2.2. Farmacocinética do mesocarbo. 
 
Dados disponíveis na literatura a respeito da farmacocinética do mesocarbo não eram 
muito abundantes há até poucos anos. Alguns estudos sobre o metabolismo deste 
composto, desenvolvidos por diversos laboratórios de controle de dopagem, revelaram 
inicialmente que o conjugado sulfato do seu metabólito p-hidroximesocarbo é o maior 
metabólito presente em urina humana (VENTURA et al., 1993a). 
 
Em outro estudo realizado após a administração de mesocarbo marcado com C
14
 em 
ratos, embora também tendo sido detectado em outras matrizes biológicas como a bile e 
o ar expirado, 35,7% da radioatividade apareceram em urina, sendo que destes, 40% 
corresponderam ao metabólito diidroximesocarbo conjugado e 20% eram relativos ao 
metabólito diidroximesocarbo livre. O metabólito p-hidroximesocarbo, de maior 
proporção em humanos, na urina de rato estava em proporção de 18% como conjugado 
e 4% na forma livre. Outro metabólito minoritário detectado nesta matriz foi a 
anfetamina, com 4% da radioatividade urinária. Este composto é o único metabólito que 
não tem o grupamento fenilcarbamoila e o anel sidnonimina. Não foram identificados 
outros metabólitos intermediários entre o mesocarbo e a anfetamina, embora a 
possibilidade de existência não tenha sido excluída, visto que uma parte da atividade 
urinária ficou sem ser identificada. O composto inalterado foi detectado na urina de rato 
em proporções abaixo de 1% (TOMÁS et al., 1978; POLGÁR et al., 1979). 
 
A Figura 4.2.2.1. mostra a estrutura química dos principais metabólitos do mesocarbo 
encontrados em urina de rato. 
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Figura 4.2.2.1. Principais metabólitos do mesocarbo encontrados em urina de rato. 
Adaptação de POLGÁR et al., 1979. 
 
 
Em um estudo mais recente utilizando a cromatografia líquida de alta eficiência 
acoplada à espectrometria de massas em tandem (CLAE-EM-EM), APPOLONOVA et 
al. (2004) detectaram sete metabólitos (alguns deles pela primeira vez), além do próprio 
fármaco inalterado, presentes em frações de um estudo de excreção de mesocarbo em 
urina humana após dose única oral de 10 mg do fármaco. As alíquotas deste estudo, 
além de sofrerem uma extração líquido-líquido sem hidrólise, também foram extraídas 
com solvente orgânico após receberem tratamentos independentes com hidrólise ácida e 
enzimática (β–glicuronidase de Helix Pomatia). Após a análise, os metabólitos se 
encontravam principalmente sob as formas monoidroxilada (três isômeros), diidroxilada 
(dois isômeros) e triidroxilada (dois isômeros) do mesocarbo (Figura 4.2.2.2.). 
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Figura 4.2.2.2. Principais metabólitos do mesocarbo (I) em urina humana. 
Monoidroxilados: (II) p-hidroximesocarbo, (III) hidroximesocarbo 
(dois isômeros, com uma hidroxila sem posição determinada); (IV) 
Diidroxilado (dois isômeros, com uma hidroxila sem posição 
determinada); e (V) Triidroxilado (dois isômeros, com duas 
hidroxilas sem posição determinada). Adaptação de APPOLONOVA 
et al., 2004. 
 
 
Os dois primeiros grupos, identificados como sendo os metabólitos majoritários, por 
serem excretados em maior quantidade e por maior tempo em urina, foram melhor 
recuperados após a hidrólise ácida. Entretanto, somente quantidades traço de mesocarbo 
inalterado foram encontradas em extrações realizadas com hidrólise. A hidrólise 
enzimática, além de apresentar piores resultados quando comparada à hidrólise ácida, 
também se mostrou menos eficiente do que a fração livre obtida sem hidrólise para os 
dois isômeros do diidroximesocarbo e do triidroximesocarbo. Estes últimos, inclusive, 
não foram detectados com este método (Tabela 4.2.2.1.). 
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Tabela 4.2.2.1.
a
 Comparação entre diferentes procedimentos de extração e análise por 
CLAE-EM-EM, em altura absoluta, para o mesocarbo e seus 
metabólitos. 
SUBSTÂNCIA 
FRAÇÃO LIVRE
b
 HIDRÓLISE ÁCIDA
b
 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA
b
 
Mesocarbo 7,1  Traço  Traço 
Hidroximesocarbo I1
c
 10,3  40,5  30,3 
Hidroximesocarbo I2
d
 5,3  5,2  Não detectado 
p-Hidroximesocarbo 12,3  124,9  80,4 
Diidroximesocarbo I1
c
 122,2  50,6  21,9 
Diidroximesocarbo I2
d
 74,8  29,5  15,2 
Triidroximesocarbo I1
c
 9,4  34,2  Não detectado 
Triidroximesocarbo I2
d
 3,2  3,5  Não detectado 
a
 Adaptação de APPOLONOVA et al. (2004); 
b
 Em altura absoluta (centímetros) x 10
5
; 
c
 I1, isômero 1; 
d
 I2, isômero 2 
 
 
O  p-hidroximesocarbo, uma das três formas monoidroxiladas, foi o mais abundante 
metabólito encontrado nos dois primeiros dias deste estudo. Do terceiro ao quinto dia de 
excreção, a quantidade excretada de p-hidroximesocarbo e diidroximesocarbo (dois 
isômeros) foi aproximadamente semelhante, ambas elevadas. Após 5 dias, a quantidade 
excretada dos metabólitos diidroximesocarbo (dois isômeros) foi maior entre todos os 
metabólitos excretados a partir deste período. Depois do sétimo dia após a 
administração da dose única, somente metabólitos diidroximesocarbo (dois isômeros) 
foram detectados (APPOLONOVA et al., 2004). VENTURA et al. (1993a) e 
VENTURA  et al. (1993b) reportaram que o mesocarbo inalterado e os isômeros do 
diidroximesocarbo não são detectados em urina humana. O principal metabólito 
detectado, p-hidroximesocarbo, é excretado basicamente como não conjugado (livre) e 
conjugado sulfato (o conjugado glicuronídeo está em quantidade ínfima), só podendo 
ser detectado por um período máximo variável de 47-72 horas pós-administração. 
Comparando com o estudo mais recente de APPOLONOVA et al. (2004), tanto o 
mesocarbo não-modificado quanto os isômeros do diidroximesocarbo foram detectados, 
enquanto que o p-hidroximesocarbo foi detectado em até 150 horas de coleta. Estes 
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autores sugeriram então que as discrepâncias entre os resultados poderiam estar 
relacionadas às diferenças nos valores de limites de detecção dos dois métodos. 
 
 
4.2.3. Detecção de mesocarbo. 
 
Durante os primeiros anos após o surgimento do mesocarbo no mercado como 
composto estimulante do SNC, somente se dispunha de informações relativas às 
técnicas utilizadas para a caracterização de seus metabólitos em urina de rato. Estas 
consistiam em extrações líquido-líquido em pH básico, ou através de fase sólida, com 
uso de cartuchos de poliéster-divinilbenzeno. Ambas eram precedidas de uma etapa de 
hidrólise para detectar possíveis metabólitos conjugados. Os compostos eram então 
separados por cromatografia de camada delgada (CCD) e identificados por inserção 
direta em espectrômetro de massas, com ionização por impacto de elétrons (IE) ou 
ionização química (“IQ”) (TOMÁS et al., 1978; POLGÁR et al., 1979). Nos anos 
posteriores, após a sua inclusão na lista de substâncias banidas pela Comissão Médica 
do Comitê Olímpico Internacional em 1991 (INTERNATIONAL OLYMPIC 
COMMITTEE,  1992), e, posteriormente, pela Agência Mundial Antidopagem 
(WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008a), algumas metodologias analíticas foram 
desenvolvidas para a sua detecção em urina humana com o intuito de rastrear o seu uso 
abusivo em eventos esportivos (VENTURA et al., 1993a; YANG et al., 1993; 
BREIDBACH et al., 1995; DE BOER et al., 1995; YANG et al., 1997). A permanência 
deste composto na classe de estimulantes da atual listagem de substâncias proibidas 
(WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008b) (Figura 4.2.3.1.) para o controle de 
dopagem justifica por si só o contínuo interesse no aperfeiçoamento do método de 
detecção deste fármaco após uma administração ilícita no organismo. 
 
Alguns procedimentos diferentes de preparação de amostra, a maioria usando a técnica 
de extração líquido-líquido, foram descritos na literatura para a sua análise na matriz 
urinária, com o foco voltado para o controle de dopagem. BREIDBACH et al. (1995) 
também tentou realizar um procedimento que combinava este tipo de extração com 
extração por fase sólida em resina de poliéster-divinilbenzeno. 
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Figura 4.2.3.1. Lista de estimulantes de uso proibido de 2008, com a citação do 
mesocarbo assinalada. Adaptação de WORLD ANTI-DOPING 
AGENCY, 2008b. 
 
Em geral, tentativas de análise instrumental desses extratos passaram a ser feitas em 
variadas técnicas, nem todas ainda muito comuns nos laboratórios de controle de 
dopagem. Assim, foram propostos experimentos usando técnicas como a cromatografia 
gasosa de alta resolução (CGAR), ou cromatografia gasosa de alta resolução acoplada à 
espectrometria de massas (CGAR-EM), através de mapeamento direto do mesocarbo 
sem derivatização (YANG et al., 1993; BREIDBACH et al., 1995), ou derivatizado 
(SEGURA et al., 1993; YANG et al., 1993). A técnica de ionização química, positiva e 
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negativa, também foi estudada junto à de impacto de elétrons por DE BOER et al. 
(1995). 
 
As técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência com detector de ultravioleta 
(CLAE-UV) (YANG et al., 1993) ou cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à 
espectrometria de massas (CLAE-EM), interfaciadas por “spray” de elétrons 
(“electrospray”) (CLAE-ESI-EM) (YANG et al., 1997), “particle-beam interface” 
(VENTURA  et al., 1993a) e “termospray” (CLAE-TS-EM) (THIEME et al., 1995), 
todas elas sem a necessidade de derivatização, foram também investigadas visando 
aplicações na detecção de mesocarbo. 
 
Este extenso estudo, utilizando tantas técnicas diversificadas de separação e detecção, 
provavelmente está relacionado à dificuldade inerente em seu rastreamento, devido à 
alta polaridade e à labilidade intrínseca da molécula de mesocarbo e de seus principais 
metabólitos estruturalmente relacionados, como, por exemplo, a forma p-hidroxilada, 
majoritária em urina humana. Ambas propriedades têm sido o principal problema para a 
incorporação destes compostos nos procedimentos de triagem e de confirmação já 
existentes no controle de dopagem, onde a técnica de cromatografia gasosa de alta 
resolução acoplada à espectrometria de massas ainda é a mais utilizada. Por suas 
características estruturais termicamente instáveis, ambos compostos sofrem pirólise no 
bloco do injetor do cromatógrafo gasoso (BREIDBACH et al., 1995). Em 1978, 
TOMÁS  et al. (1978) identificaram o composto N-nitroso-N-cianometilanfetamina 
como um produto de pirólise, fruto da degradação térmica do mesocarbo na fonte de 
ionização do espectrômetro de massas. Acredita-se que este também seja o mesmo 
produto de degradação que é gerado dentro do injetor cromatográfico, ao serem 
inseridos para a análise, tanto o fármaco-mãe, quanto os seus metabólitos 
estruturalmente mais assemelhados (Figura 4.2.3.2.). 
 
Objetivando reduzir a polaridade da molécula e aumentar a sua estabilidade a ponto de 
ser indiretamente mapeada por cromatografia gasosa de alta resolução, pela formação de 
estruturas derivadas que comprovassem a sua presença no extrato recuperado de um 
analito, YANG et al. (1993) tentou realizar reações de metilação, sililação e 
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fluoroacetilação com a molécula de mesocarbo. Apesar de não terem sido detectados 
compostos derivados de reações de metilação e sililação no estudo, a derivatização com 
anidrido trifluoroacético (ATFA) resultou em um composto (Estrutura IV da Figura 
4.2.3.3.) cujo padrão de fragmentação foi quase idêntico ao que ocorria com a molécula 
original de mesocarbo após sofrer pirólise (Estrutura III da Figura 4.2.3.3.). As 
principais diferenças foram o aparecimento de um íon com m/z 299, que indicava a 
adição de um grupamento –COCF
3 
(massa = 97) ao íon molecular do composto N-
nitroso-N-cianometilanfetamina (m/z 203) menos um próton, indicando que este 
derivado formado também era um produto de decomposição da molécula original. 
Entretanto, uma segunda diferença significativa entre os dois espectros sob comparação 
era o aparecimento do íon m/z 230 no espectro do derivado trifluoroacetila, o que 
indicaria que o artefato derivatizado gerado ainda possuía o anel sidnonimina intacto, ao 
contrário do que apresenta o composto N-nitroso-N-cianometilanfetamina (Estrutura III 
da Figura 4.2.3.3.). Adicionalmente, nesse espectro trifluoroacetilado, as abundâncias 
dos íons característicos, principalmente nos fragmentos de massa mais alta, 
apresentaram baixa intensidade, não sendo, provavelmente, suficientemente altas para 
se fazer uma detecção mais confiável em rotina de controle de dopagem. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2.3.2. Reação de pirólise do mesocarbo. ( I ) mesocarbo, massa molecular = 
322,4; ( II ) intermediário termolábil cetênico; ( III ) N-nitroso-N-
cianometilanfetamina, massa molecular = 203,4. 
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LEE  et al. (1999), alguns anos mais tarde, tentaram analisar também derivados 
trifluoroacilados, trimetilsililados e metilados do mesocarbo por CGAR-EM e 
obtiveram resultados somente um pouco mais satisfatórios. Foi visto que, na 
trifluoroacilação, o átomo de nitrogênio exocíclico do anel sidnonimina atacava o 
agente derivatizante N-metil-bis-trifluoroacetamida
 (MBTFA), gerando mesocarbo N-
trifluoroacilado (mesocarbo-NTFA, Estrutura V da Figura 4.2.3.3.). Contudo, na 
trimetilsililação, o átomo de carbono na posição 4 do anel sidnonimina atacava o agente 
derivatizante  N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), formando mesocarbo 
C-trimetilsililado (mesocarbo-CTMS, Estrutura VI da Figura 4.2.3.3.). Tanto 
mesocarbo-NTFA quanto mesocarbo-CTMS são intermediários do mesocarbo que 
retêm intacto o anel sidnonimina. Entretanto, estes compostos ainda permanecem 
instáveis ao serem injetados no cromatógrafo gasoso, sofrendo também decomposição 
térmica até N-nitroso-N-cianometilanfetamina. Na metilação, a forma intermediária 
termolábil cetênica reagiu como um nucleófilo ao iodeto de metila para produzir o 
composto N-nitroso-N-α-cianoetilanfetamina (Estrutura VII da Figura 4.2.3.3.). Este 
composto é similar ao produto de degradação N-nitroso-N-cianometilanfetamina, e 
também apresenta, como este, estrutura química de características polares acentuadas e 
espectro de massas com íons de baixo valor diagnóstico, o que dificulta a sua análise 
por CGAR-EM. 
 
Nos últimos anos, embora relativamente custosas, as técnicas espectrométricas 
interfaciadas à cromatografia líquida vêm sendo aperfeiçoadas e existe uma tendência 
em se buscar novos procedimentos de detecção usando a cromatografia líquida de alta 
eficiência acoplada à espectrometria de massas em tandem (CLAE-EM-EM). Esta 
técnica se mostra em princípio com grande potencial de investigação no controle de 
dopagem, pois alia uma maior sensibilidade de detecção, inerente ao componente 
espectrométrico, a uma maior preservação das características estruturais dos compostos 
presentes no extrato analítico, minimizando decomposições e rearranjos, por estes não 
estarem sendo submetidos às altas temperaturas no momento da inserção do extrato no 
sistema cromatográfico. 
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Figura 4.2.3.3. Propostas de derivatização do mesocarbo feitas por YANG et al., 1993 (a) e LEE et al., 1999 (b). 1. Trifluoroacetilação.; 2. Sililação.; 3. Metilação.; 
(I) mesocarbo, M.M. = 322,4; (II) intermediário termolábil cetênico; (III) N-nitroso-N-cianometilanfetamina, M.M. = 203,4; (IV) artefato do mesocarbo-NTFA, 
M.M. = 203,4; (V) mesocarbo-NTFA, M.M. = 418,4; (VI) mesocarbo-CTMS, M.M. = 394,4; (VII) N-nitroso-N-α-cianoetilanfetamina, M.M. = 217,4. 
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4.3. EXPERIMENTAL 
 
4.3.1. Solventes e reagentes. 
 
O metanol, o acetato de etila, o terc-butilmetiléter (todos grau HPLC) e a acetona (grau 
pesticida), foram comprados da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil). O tolueno, o hidróxido 
de amônio concentrado, o hidróxido de potássio, o pentóxido de difósforo, o cloreto de 
amônio, o cloreto de sódio, o sulfato de sódio, o carbonato de sódio, o 
hidrogenocarbonato de sódio e o ácido clorídrico fumegante (todos em grau analítico) 
foram comprados da Merck (Darmstadt, Alemanha). A água tipo MilliQ foi obtida 
através de produção em sistema MilliQ de purificação da Millipore (Billerica, 
Massachusetts, EUA). 
 
O  N-trimetilsililimidazol (TMSIm) e o N-metil-N-trimetilsililheptafluorobutiramida 
(MSHFBA), ambos em grau cromatográfico, e o dimetilclorosilano (DMCS), em grau 
analítico, foram comprados da Sigma-Aldrich (Steinhein, Alemanha). O N-metil-bis-
heptafluorobutiramida (MBHFBA), em grau cromatográfico, foi obtido da Machery-
Nagel (Düren, Alemanha). 
 
 
4.3.2. Preparo de soluções. 
 
A solução de ácido clorídrico 6 mol/L foi preparada adicionando-se 248,6 mL de ácido 
clorídrico fumegante a um balão volumétrico e completando o volume até a marca de 
referência de 500 mL com água MilliQ. A solução foi armazenada em frasco de vidro 
âmbar à temperatura ambiente. 
 
A solução de hidróxido de potássio 5,0 mol/L foi preparada por dissolução de 140,25 g 
de hidróxido de potássio a um balão volumétrico e completando o volume até a marca 
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de referência de 500 mL com água MilliQ. A solução foi armazenada em frasco 
plástico à temperatura ambiente. 
 
A solução de cloreto de sódio saturada foi preparada por dissolução de cloreto de sódio 
em 250 mL de água MilliQ aferidos em um balão volumétrico até a observação do fim 
da dissolução do sólido e formação de precipitado. A solução foi armazenada em frasco 
de vidro âmbar à temperatura ambiente. 
 
O tampão cloreto de amônio/hidróxido de amônio 5,0 mol/L (pH 9,5) foi preparado por 
dissolução de 26,73 g de cloreto de amônio em 100 mL de água MilliQ e o pH foi 
ajustado gota a gota com pipeta para 9,5 com uma solução de hidróxido de amônio 
concentrado dispensada com pipeta. A solução foi armazenada em frasco de vidro 
âmbar à temperatura ambiente. 
 
O tampão carbonato de sódio/hidrogenocarbonato de sódio (1:3, p/p) foi preparado 
misturando 50 g de carbonato de sódio com 150 g de hidrogenocarbonato de sódio, que 
foram inicialmente homogeneizados em cadinho de porcelana com um pistilo. A seguir, 
a mistura sólida foi transferida para um frasco plástico e homogeneizada novamente em 
agitador orbital a 40 r.p.m. durante 30 minutos. A mistura foi armazenada neste frasco 
plástico à temperatura ambiente. 
 
A mistura de derivatização com N-metil-N-trimetilsililheptafluorobutiramida 
(MSHFBA):N-trimetilsililimidazol (TMSIm) (100:2, v/v) foi preparada no momento de 
derivatizar misturando 1000 µL de MSHFBA e 20 µL de TMSIm em um frasco de 
vidro de 2,0 mL para injeção de amostras em cromatografia. O frasco de vidro foi 
lacrado e o seu conteúdo agitado em agitador do tipo vórtex. As paredes externas do 
frasco de vidro foram recobertas em seguida com folha de papel alumínio. A solução 
preparada ficou armazenada nessas condições à temperatura ambiente até o momento 
de seu uso. 
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4.3.3. Compostos de referência. 
 
O padrão de mesocarbo foi fornecido por doação pelo Doping Control Laboratory, 
United Laboratories Ltd., Helsinki, Finlândia. 
 
O composto utilizado como padrão interno em todos os procedimentos de extração 
descritos neste capítulo para a análise de mesocarbo em urina foi a 7-propilteofilina 
(concentração da solução de trabalho = 100 µg/mL). Este composto foi sintetizado no 
Laboratório de Controle de Dopagem do Instituto de Química da Universidade Federal 
do Rio de Janeiro a partir de um padrão de teofilina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 
Missouri, EUA). A 7-propilteofilina pode ser sintetizada mediante a reação da teofilina 
com o iodeto de n-propila (Merck, Darmstadt, Alemanha) em meio alcalino (Figura 
4.3.3.1.), segundo metodologia do Laboratório de Controle de Dopagem de Barcelona, 
Unitat de Farmacologia do Institut Municipal d’Investigació Mèdica (IMIM), 
Barcelona, Espanha. 
 
 
 
 
 
 
  Figura 4.3.3.1. Reação de síntese de 7-propilteofilina a partir da teofilina. 
 
 
4.3.4. Soluções de referência. 
 
A solução-mãe do padrão de mesocarbo (1000 µg/mL, como base livre) foi preparada 
dissolvendo 10 mg da substância em metanol utilizando balão volumétrico aferido de 
10 mL. A solução-mãe do padrão de 7-propilteofilina (100 µg/mL, como base livre) 
(solução de trabalho, usada como padrão interno) foi preparada dissolvendo 1 mg do 
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composto purificado (por recristalização) em metanol, utilizando balão volumétrico 
aferido de 10 mL. 
 
As outras soluções de trabalho de mesocarbo (100 µg/mL, 10 µg/mL) foram preparadas 
através de diluição 1:10 e 1:100, respectivamente, da solução-mãe com metanol, 
utilizando pipeta aferida de 1 mL e balão volumétrico de 10 mL. 
 
Após o seu preparo, todas as soluções foram armazenadas no escuro a -20ºC. 
 
 
4.3.5. Equipamentos. 
 
Para a pesagem das substâncias padrão, foi utilizada balança Ainsworth AA-200DS com 
precisão de ±0,0001g, fornecido pelo fabricante Denver Instruments (Denver, Colorado, 
EUA). As medidas de pH foram efetuadas em pHmetro modelo 215, também fornecido 
pelo fabricante Denver Instruments (Denver, Colorado, EUA). As homogeneizações do 
conteúdo de cada tubo foram feitas em agitador do tipo Vórtex modelo Max Mix II, do 
fabricante Barnstead International (Dubuque, Iowa, EUA). A extração líquido-líquido 
foi efetuada em agitador basculante, modelo RD4512, do fabricante Glas-Col (Terre 
Haute, Indiana, EUA). Os procedimentos de evaporação das frações orgânicas com 
fluxo de nitrogênio foram efetuados em evaporador temporizado com banho de água 
termostatizado Reacti-Therm III, fornecido pelo fabricante Pierce (Rockford, Illinois, 
EUA). Para operações de centrifugação, foi utilizada centrífuga Rotina 46, modelo 
4605, do fabricante Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Alemanha). O procedimento de 
secagem dos extratos orgânicos foi efetuado em dessecador mantido à temperatura 
ambiente, contendo hidróxido de potássio e pentóxido de fósforo como agentes 
dessecantes. As operações de incubação durante o procedimento de derivatização foram 
realizadas em banhos secos termostatizados, marca Dry Bath Incubator, fornecidos pelo 
fabricante Fisher Scientific (Pittsburgh, Pennsylvania, EUA). Os procedimentos de 
hidrólise foram efetuados em banho de água termostatizado modelo 316/8D, do 
fabricante Nova Ética (Vargem Grande Paulista, São Paulo, Brasil). 
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4.3.6. Limpeza do material de vidro. 
 
O procedimento de lavagem de todo material de vidro consistiu das seguintes etapas: 
 
•  Imersão do material em banho de detergente durante 15 minutos, seguido de 
lavagem exaustiva com auxílio de escovas. Para os tubos de ensaio, a etapa de 
imersão teve duração de 2 horas. 
•  Lavagem do material em água corrente, seguido de enxágüe com água deionizada 
contida em 2 recipientes distintos, trocados pelo menos uma vez ao dia. 
•  Enxágüe do material através de imersão em dois recipientes contendo etanol 96%. 
O primeiro recipiente contendo etanol era trocado ao final de cada dia, sendo que o 
segundo então passava a ser o primeiro recipiente de lavagem do dia seguinte. 
•  A secagem do material foi realizada em estufa mantida à temperatura de 40ºC. 
 
Os balões volumétricos de 10 mL, os frascos com as tampas que continham as soluções 
padrão, e os recipientes de lavagem do injetor automático, após sofrerem o 
procedimento de lavagem convencional, eram imersos em bécher contendo metanol e 
mantidos em ultra-som durante cerca de 10 minutos, antes de serem submetidos ao 
procedimento de secagem. 
 
 
4.3.7. Estudo de excreção. 
 
O estudo de excreção envolveu a administração de mesocarbo sob a forma farmacêutica 
de um comprimido de 10 mg (nome fantasia Sydnocarb
®
, doado pelo Doping Control 
Laboratory, United Laboratories Ltd, Helsinki, Finlândia) a um voluntário sadio, em 
dose única por via oral, seguida de coleta de sua urina. O protocolo foi aprovado pelo 
Comitê de Ética da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As amostras de urina 
foram coletadas antes da administração do fármaco (pré-dose) e em até 72 horas após a 
sua administração, em diferentes períodos de coleta: 0-2 horas, 2-4 horas, 4-6 horas, 6-8 
horas, 8-12 horas, 12-18 horas, 18-24 horas, 24-36 horas, 36-48 horas e 48-72 horas 
após a sua ingestão. O tempo 0 correspondeu às 8 horas da manhã. 
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4.3.8. Procedimentos de preparação de amostra de urina. 
 
Três procedimentos de extração de amostra de urina distintos foram avaliados neste 
trabalho para observância daquele que se aplicava melhor à análise de mesocarbo: 
 
MÉTODO I: Procedimento de triagem para diuréticos. 
 
Em aliquotas de 2,5 mL de branco de urina (de voluntário único e isento de substâncias 
proibidas no controle de dopagem) fortificadas com 125 µL de solução padrão de 
mesocarbo 10 µg/mL (concentração nominal final de mesocarbo na urina: 0,5 µg/mL), 
foram adicionados 100 µL de solução de padrão interno (7-propilteofilina, 1000 
µg/mL). O meio então foi ajustado a pH 9,5 com tampão cloreto de amônio/hidróxido 
de amônio 5,0 mol/L (pH 9,5). A seguir, foram adicionados 2,0 mL de solução saturada 
de cloreto de sódio e 7,0 mL de acetato de etila em cada tubo de ensaio. Os tubos foram 
fechados com tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
, agitados em agitador tipo 
vórtex por 10 segundos e colocados em agitador orbital a 40 r.p.m. durante 20 minutos. 
Os tubos com as amostras foram então centrifugados a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. 
Os extratos orgânicos de cada tubo foram depois transferidos para um novo tubo de 
ensaio limpo e evaporados à secura sob fluxo de nitrogênio a 40ºC. Os resíduos foram 
colocados em dessecador contendo pentóxido de fósforo e lentilhas de hidróxido de 
potássio, ficando mantidos sob vácuo por pelo menos 60 minutos.
 
 
MÉTODO II: Procedimento de triagem para diuréticos com hidrólise ácida. 
 
Em aliquotas de 2,5 mL de branco de urina (de voluntário único e isento de substâncias 
proibidas no controle de dopagem) fortificadas com 125 µL de solução padrão de 
mesocarbo 10 µg/mL (concentração nominal final de mesocarbo na urina: 0,5 µg/mL), 
foram adicionados 100 µL de solução de padrão interno (7-propilteofilina, 1000µg/mL). 
As urinas foram acidificadas com 500 µL de solução de ácido clorídrico 6 mol/L, 
agitadas em agitador tipo vórtex e aquecidas a 80ºC durante 1 hora em banho-maria de 
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água, sendo posteriormente resfriadas à temperatura ambiente. Após a hidrólise 
ácida, o pH foi elevado para 7 com hidróxido de potássio 5,0 mol/L e logo após ajustado 
a pH 9,5 com tampão cloreto de amônio/hidróxido de amônio 5,0 mol/L (pH 9,5). A 
seguir, foram adicionados 2,0 mL de solução saturada de cloreto de sódio e 7,0 mL de 
acetato de etila em cada tubo de ensaio. Os tubos foram fechados com tampa plástica de 
rosca revestida com Teflon
®
, agitados em vórtex por 10 segundos e colocados em 
agitador orbital a 40 r.p.m. durante 20 minutos. Os tubos com as amostras foram então 
centrifugados a 3000 r.p.m durante 10 minutos. Os extratos orgânicos de cada tubo 
foram depois transferidos para um novo tubo de ensaio limpo e evaporados à secura sob 
fluxo de nitrogênio a 40ºC. Os resíduos foram colocados em dessecador contendo 
pentóxido de fósforo e lentilhas de hidróxido de potássio, ficando mantidos sob vácuo 
por pelo menos 60 minutos. 
 
MÉTODO III: Procedimento de triagem para esteróides anabolizantes (fração livre). 
 
Em aliquotas de 5,0 mL de branco de urina (de voluntário único e isento de substâncias 
proibidas no controle de dopagem) fortificadas com 250 µL de solução padrão de 
mesocarbo 10 µg/mL (concentração nominal final de mesocarbo na urina: 0,5 µg/mL), 
foram adicionados 100 µL de solução de padrão interno (7-propilteofilina, 1000 
µg/mL). O meio então foi ajustado a pH 9,5 com 1 g de tampão carbonato de 
sódio/hidrogenocarbonato de sódio (1:3) (pH 9,5) e a seguir foram adicionados 0,5 g de 
sulfato de sódio e 5,0 mL de terc-butilmetiléter em cada tubo de ensaio. Os tubos foram 
fechados com tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
, agitados em agitador tipo 
vórtex por 10 segundos e colocados em agitador orbital a 40 r.p.m. durante 20 minutos. 
Os tubos com as amostras foram então centrifugados a 3000 r.p.m. durante 5 minutos. 
Os extratos orgânicos de cada tubo foram depois transferidos para um novo tubo de 
ensaio limpo e evaporados à secura sob fluxo de nitrogênio a 40ºC. Os resíduos foram 
colocados em dessecador contendo pentóxido de fósforo e lentilhas de hidróxido de 
potássio, ficando mantidos sob vácuo por pelo menos 60 minutos. 
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4.3.9. Procedimentos de derivatização. 
 
Dois procedimentos de derivatização distintos foram avaliados, levando em 
consideração o efeito da elevação de temperatura sobre a formação do derivado: 
 
•  Derivatização I: Incubação com aquecimento 
40  µL de mistura de N-metil-N-trimetilsililheptafluorobutiramida (MSHFBA) / N-
trimetilsililimidazol (TMSIm) (100:2, v/v), preparada momentos antes de seu uso, 
foram adicionados aos resíduos secos de cada tubo a ser derivatizado. Estes foram então 
agitados em agitador tipo vórtex por 10 segundos e incubados a 80ºC durante 5 minutos 
em banho seco termostatizado. Ao final deste tempo, 10 µL de N-metil-bis-
heptafluorobutiramida (MBHFBA) foram adicionados aos tubos de ensaio que foram 
novamente agitados em agitador tipo vórtex por 10 segundos e incubados a 80ºC 
durante 20 minutos em banho seco termostatizado. Os extratos derivatizados foram 
transferidos com auxílio de pipetas Pasteur para frascos de 2 mL contendo adaptadores 
para 100 µL e analisados por CGAR-EM. 
 
•  Derivatização II: Sem incubação 
As mesmas condições da Derivatização I foram utilizadas, mas sem as duas incubações 
com aquecimento a 80ºC em banho seco termostatizado. Os agentes derivatizantes 
descritos no procedimento de Derivatização I foram adicionados em igual seqüência e 
volume, e os tubos agitados em agitador tipo vórtex por 10 segundos. Os extratos 
derivatizados foram então transferidos com auxílio de pipetas Pasteur para frascos de 
2mL contendo adaptadores para 100 µL e analisados por CGAR-EM. 
 
 
4.3.10. Limpeza e derivatização dos tubos de transferência (“liners”) do injetor 
cromatográfico. 
 
O procedimento de limpeza dos “liners” usados consistiu das seguintes etapas: 
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•  Retirada da lã de vidro e sujeiras com arame ou escova própria para este fim. 
•  Imersão dos “liners” em mistura sulfocrômica durante 30 minutos a 50ºC. 
•  Lavagem exaustiva em água corrente, seguida de lavagem com água destilada. 
•  Imersão dos “liners” em água MilliQ, mantendo-os em banho de ultra-som durante 
5 minutos, repetindo esta etapa por duas vezes. 
•  Imersão dos “liners” em metanol e acetona, duas vezes em cada solvente, 
respectivamente, mantendo-os em banho de ultra-som durante 5 minutos. 
•  Secagem em estufa a 200ºC durante 1 hora. 
•  Remoção da atividade residual na estrutura de vidro dos “liners” por silanização 
efetuada com a imersão dos “liners” em mistura de tolueno/dimetilclorosilano 
(DMCS) (98:2, v/v), e aquecimento a 40ºC durante uma hora. Transcorrido este 
período, os “liners” foram removidos e colocados em solução de tolueno/acetona 
(9:1, v/v), e mantidos em banho de ultra-som durante 5 minutos. 
•  Secagem em estufa a 200ºC durante 1 hora após remoção da solução. 
•  Ao final deste tempo, os “liners” limpos e derivatizados foram guardados em local 
protegido da luz e da umidade até a sua utilização. 
 
 
4.3.11. Análise instrumental. 
 
As análises por CGAR-EM foram realizadas em cromatógrafo gasoso Hewlett-Packard 
modelo 5890 series II, equipado com coluna capilar de sílica fundida HP-5 (Hewlett-
Packard, Palo Alto, Califórnia, EUA) de fase estacionária contendo (5% fenil)-
metilpolisiloxano (15 m de comprimento, 0,20 mm de diâmetro interno, 0,33 µm de 
espessura de filme), acoplado a um detector seletivo de massas HP 5972 (Hewlett-
Packard, Palo Alto, Califórnia, EUA). As injeções foram feitas no modo sem divisão de 
fluxo (“splitless”, com tempo de fechamento de válvula de “split” de 1 minuto), 
utilizando hélio como gás carreador (1,0 mL/min., medido à temperatura do forno de 
100ºC). A temperatura do injetor foi fixada em 280ºC e da interface em 300ºC. As 
temperaturas do forno foram programadas nas seguintes condições: temperatura inicial 
de 100ºC mantida por 1 minuto, taxa de programação de 25ºC/min. até 310ºC, mantida 
por 5 minutos. O volume de injeção de amostra foi de 2 µL. As análises foram 
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realizadas no modo de impacto de elétrons (IE), sendo a energia de ionização de 70 
eV. As análises das amostras foram feitas utilizando modo de aquisição com varredura 
total de íons (“FULL SCAN”), monitorando massas no intervalo de 50-600 Da. 
 
 
4.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.4.1. Determinação do espectro de massas do derivado heptafluoroacilado. 
 
Antes da avaliação dos protocolos de extração (item 4.3.8.) e derivatização (item 4.3.9.). 
propostos neste trabalho para a análise do mesocarbo, foi inicialmente tentada a 
formação do seu derivado heptafluoroacilado a partir de uma solução metanólica do 
padrão de referência deste composto. A intenção primordial era verificar a existência de 
formação, com a sua conseqüente detecção por CGAR-EM, do derivado nas condições 
de análise propostas no trabalho (item 4.3.11.). Assim, tanto o tempo de retenção 
relativo (TRR) deste composto quanto o espectro de massas associado à ele, seriam 
monitorados e serviriam de referência futura para os demais experimentos a serem 
realizados. 
 
Assim sendo, 125 µL de solução de trabalho de mesocarbo 10 µg/mL foram 
adicionados em tubo de ensaio limpo juntamente com 100 µL de solução de padrão 
interno (7-propilteofilina, 1000 µg/mL). A seguir, o volume depositado no tubo foi 
evaporado à secura sob fluxo de nitrogênio a 40ºC. O tubo de ensaio com o resíduo foi 
colocado em dessecador contendo pentóxido de fósforo e lentilhas de hidróxido de 
potássio, ficando mantido sob vácuo por pelo menos 60 minutos. O resíduo foi 
derivatizado de acordo com o procedimento I (Incubação com aquecimento) descrito no 
item 4.3.9..  
 
Ao final desta análise, a formação do derivado heptafluoroacilado se mostrou eficaz 
para o padrão de mesocarbo. Durante toda a análise cromatográfica, houve somente o 
registro de um pico cromatográfico. O espectro de massas obtido a partir deste pico é 
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apresentado na Figura (Figura 4.4.1.1.). Após análise de seu padrão de 
fragmentação, a estrutura sugerida foi a de um derivado N-heptafluorobutirila de um 
resíduo estrutural da molécula decomposta do mesocarbo. Seu espectro de massas 
forneceu importantes íons diagnóstico, como m/z 91 (pico base), m/z 119, m/z 169, m/z 
230 e m/z 399 (íon molecular). Embora os íons m/z 91 (íon tropílio) e m/z 169 (íon 
heptafluoropropila, proveniente do agente derivatizante) possam ser comuns a outras 
substâncias contidas em uma matriz complexa, como é o caso do material urinário, o 
íon  m/z 230 é fortemente diagnóstico por incorporar o anel sidnonimina em sua 
estrutura, indicando que o derivado N-heptafluorobutirila não se decompõe após ser 
formado (pelo menos não em porcentagens significativas para ter a sua detecção 
comprometida no sistema CGAR-EM, na ordem de grandeza esperada para análises de 
controle de dopagem). Outro ponto positivo característico da estrutura é a presença do 
íon de valor m/z 399 (íon molecular) no espectro de massas. Embora com abundância 
relativa bem reduzida, o aparecimento de um íon molecular no espectro de massas de 
um derivado do mesocarbo utilizando a técnica de impacto de elétrons é inédita, 
aumentando assim as chances de diagnose do composto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4.1.1. Espectro de massas e principais fragmentações propostas para o derivado 
N-heptafluorobutirila da molécula decomposta do padrão de mesocarbo. 
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Quando o espectro de massas para o derivado N-heptafluorobutirila é comparado com o 
espectro de massas do composto N-nitroso-N-cianometilanfetamina, produto final de 
pirólise da molécula de mesocarbo quando esta é injetada no cromatógrafo gasoso sob a 
forma não-derivatizada, sililada com MSTFA ou trifluoroacetilada com MBTFA 
(Figura 4.2.3.3.), as potencialidades da derivatização com MSHFBA/TMSIm e 
MBHFBA mostram-se ainda mais evidentes (Figura 4.4.1.2.). Além da diminuição na 
abundância relativa e na qualidade de seus íons diagnóstico significativos, o espectro de 
massas do composto N-nitroso-N-cianometilanfetamina não mostra seu íon molecular 
(m/z 203). Embora o último íon visualizado no espectro (m/z 173) seja referente a uma 
perda de NO (m/z 30) a partir da molécula intacta, sua razão massa/carga é 
relativamente baixa, aumentando a probabilidade de sofrer uma interferência de outros 
compostos da matriz se ela for monitorada (Figura 4.4.1.2.). 
 
Ainda na Figura 4.4.1.2, os espectros de massas apresentados dos dois compostos 
foram obtidos após injeções simultâneas de igual quantidade de massa do padrão no 
cromatógrafo gasoso, variando apenas a sua condição de derivatização (não-
derivatizada, (A), e heptafluoroacilada, (B)). Observa-se que as abundâncias obtidas 
diferem significativamente entre os espectros. A menor contagem para o espectro da N-
nitroso-N-cianometilanfetamina evidencia claramente os problemas cromatográficos da 
molécula relacionados à sua polaridade estrutural. Ao ser gerado no bloco de injeção 
quando o mesocarbo é injetado, pouca quantidade em massa do artefato alcança o 
sistema de detecção, permanecendo este retido em sua maior parte na câmara de injeção 
e ao longo da coluna cromatográfica, possivelmente devido não somente aos possíveis 
sítios ativos dispersos nesses setores, mas também a menor volatilidade intrínseca da 
estrutura gerada. 
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Figura 4.4.1.2. Comparações de espectros de massas e principais fragmentações entre o 
composto  N-nitroso-N-cianometilanfetamina (A) e o derivado N-
heptafluorobutirila (B). 
 
 
4.4.2. Derivatização. 
 
Os dois procedimentos de derivatização distintos descritos no item 4.3.9. foram 
avaliados com o objetivo de diagnosticar a influência da elevação de temperatura sobre 
a formação do derivado. Assim sendo, 125 µL de solução padrão de mesocarbo 10 
µg/mL foram adicionados a seis tubos de ensaio limpos juntamente com 100 µL de 
solução de padrão interno (7-propilteofilina, 1000 µg/mL). A seguir, o volume 
depositado em cada tubo foi evaporado à secura sob fluxo de nitrogênio a 40ºC. A 
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massa de mesocarbo teórica calculada depositada no fundo de cada tubo, 
remanescente após a evaporação do solvente, foi de 1,25 µg. Os tubos com os resíduos 
foram então colocados em dessecador contendo pentóxido de fósforo e lentilhas de 
hidróxido de potássio, ficando mantidos sob vácuo por pelo menos 60 minutos. 
 
Ao final deste tempo, três tubos foram derivatizados de acordo com o procedimento I 
(incubação com aquecimento), enquanto que os outros três tubos que restaram foram 
derivatizados de acordo com o procedimento II (sem incubação), ambos descritos no 
item 4.3.9.. Posteriormente, os resultados de cada triplicata foram comparados entre si e 
com os resultados dos outros procedimentos. 
 
Os resultados obtidos mostraram que o processo de incubação (dupla etapa de 
aquecimento a 80ºC por um período de 5 e 20 minutos, respectivamente) não afetou 
quantitativamente a formação do derivado N-fluoroacilado, já que as áreas obtidas dos 
picos cromatográficos dos padrões derivatizados pelo procedimento I foram 
semelhantes às obtidas quando os extratos foram injetados sem incubação prévia 
(procedimento II). Esses resultados demonstram que a formação do derivado N-
fluoroacilado pode ser explicada por três hipóteses: 
 
1- A formação do derivado já ocorre à temperatura ambiente, no momento 
imediato da adição dos agentes derivatizantes; 
 
2-  A formação do derivado ocorre somente no momento da injeção; 
 
3-  A formação do derivado é fruto da combinação das hipóteses 1 e 2: parte da 
formação do derivado ocorre à temperatura ambiente e é finalizada no injetor. 
 
 
Embora não sofra reação de derivarização em sua estrutura com os reagentes de 
derivatização utilizados, o padrão interno 7-propilteofilina também foi detectado após 
ambos procedimentos de derivatização. 
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4.4.3. Comparação dos procedimentos de extração. 
 
A concentração nominal final de 0,5 µg/mL de mesocarbo no branco de urina 
fortificado, escolhida para o trabalho de comparação dos procedimentos de extração 
descritos no item do item 4.3.8., corresponde ao atual limite mínimo de concentração 
que a Agência Mundial Antidopagem (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008c) 
exige que seja detectado para um método de análise de estimulantes no controle de 
dopagem. Se o estimulante é detectado nesta concentração, o método possui 
potencialidade para se tornar funcional para este tipo de análise. 
 
A derivatização realizada em todos os procedimentos de extração comparados neste 
experimento (Métodos I, II, e III, do item 4.3.8.) foi idêntica à descrita no Procedimento 
II do item 4.3.9., após a comprovação de que os resultados dos dois procedimentos de 
derivatização testados neste item eram equivalentes (item 4.4.2.). O Procedimento II foi 
o escolhido por derivatizar os extratos obtidos mais rapidamente. 
 
Ao final da análise instrumental, a comparação realizada entre os diferentes 
procedimentos de extração mostrou que o procedimento de triagem para diuréticos 
baseado na extração com acetato de etila em meio básico (pH 9,5) sem hidrólise prévia 
(Método I, do item 4.3.8.) forneceu inicialmente os melhores resultados para o 
composto sob investigação, do ponto de vista de recuperação do analito. 
 
Entretanto, como o padrão de mesocarbo extraído nos três procedimentos se encontrava 
na forma livre, a inclusão da etapa de hidrólise não pôde ser adequadamente avaliada 
por este experimento. Até o momento, não existe a disponibilidade no mercado de um 
padrão de mesocarbo conjugado, ou de padrões dos metabólitos do mesocarbo nas 
formas livre ou conjugada. Assim, de modo a reproduzir uma situação real de análise, 
os três métodos sob investigação do item 4.3.8. (e com a derivatização sem incubação) 
foram novamente comparados entre si, sendo que para este ensaio foram usadas 
alíquotas de todas as frações do estudo de excreção do mesocarbo (item 4.3.7.) como 
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amostras a serem processadas, ao invés de um branco de urina isento de mesocarbo 
e fortificado com o padrão deste. 
 
Novamente, ao final da análise instrumental, a comparação realizada entre os diferentes 
procedimentos de extração mostrou que o procedimento de triagem para diuréticos 
baseado na extração com acetato de etila em meio básico (pH 9,5) sem hidrólise prévia 
(Método I, do item 4.3.8.) apresentou os melhores resultados cromatográficos para o 
derivado  N-fluoroacilado (Figura 4.4.3.1., letra A). Conforme será discutido no item 
4.4.4., em uma amostra real de urina gerada pelo uso de mesocarbo, a detecção do 
derivado N-fluoroacilado está associada a uma derivatização simultânea das moléculas 
de mesocarbo e de p-hidroximesocarbo, que estão presentes e são extraídas ao mesmo 
tempo da urina, gerando este composto derivado de forma idêntica. 
 
A inclusão de uma etapa de hidrólise ácida neste procedimento (Método II, do item 
4.3.8.) resultou na obtenção de extratos muito sujos, apesar de não ter havido uma 
diferença significativa na recuperação do mesocarbo e de seu metabólito p-hidroxilado 
(Figura 4.4.3.1., letra B), visualizada nas abundâncias bem semelhantes do derivado N-
fluoroacilado obtidas nos dois métodos (Figura 4.4.3.1., letras A e B). VENTURA et al. 
(1993a) mostraram que o conjugado sulfato do p-hidroximesocarbo é o maior 
metabólito do mesocarbo presente em urina, sendo também excretado na forma não-
conjugada (livre). Segundo estes autores, o conjugado sulfato é, contudo, instável sob 
as condições ácidas de hidrólise, resultando em recuperações pobres de analito. Anos 
mais tarde, APPOLONOVA et al. (2004), complementaram a afirmação de VENTURA 
et al. (1993a), afirmando que, embora seja bastante excretado ao longo de vários dias, o 
p-hidroximesocarbo só se constitui como maior metabólito durante os dois primeiros 
dias de excreção. No experimento realizado neste capítulo, os resultados obtidos 
mostraram que a etapa de hidrólise ácida antes da extração líquido-líquido não 
influenciou significativamente na resposta do derivado N-fluoroacilado formado, o que 
leva à suposição de que, aparentemente, somente os metabólitos excretados como não-
conjugados do mesocarbo e do p-hidroximesocarbo são convertidos ao derivado N-
fluoroacilado, embasando o argumento de VENTURA et al. (1993a) de que o 
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conjugado sulfato do p-hidroximesocarbo se decompõe após hidrólise ácida e é 
pobremente recuperado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4.3.1. Cromatograma de massas do íon m/z 119, característicos do derivado N-
heptafluorobutirila, obtidos após a análise da urina coletada antes da 
administração do fármaco (pré-dose) (esquerda), e da análise de uma 
fração (6-8 horas após a administração do fármaco) coletada no estudo 
de excreção de mesocarbo (direita). A - Procedimento de triagem para 
diuréticos; B - Procedimento de triagem para diuréticos com hidrólise 
ácida; C - Procedimento de triagem para esteróides anabolizantes 
(fração livre). 
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A extração do mesocarbo e do p-hidroximesocarbo usando o procedimento de 
triagem para esteróides anabolizantes (Método III, do item 4.3.8.) não foi satisfatória, 
apresentando baixa recuperação dos analitos, o que possivelmente está associado ao 
alto grau de polaridade das moléculas, provável causa de uma diminuição das 
respectivas solubilidades no solvente de extração deste método, terc-butilmetiléter, um 
solvente orgânico mais apolar que o acetato de etila usado nos Métodos I e II (Figura 
4.4.3.1., letra C). 
 
 
4.4.4. Estudo de excreção. 
 
Cada fração gerada no estudo de excreção foi novamente extraída em duplicata pelo 
procedimento de extração otimizado (extração líquido-líquido sem hidrólise com 
acetato de etila em pH 9,5 e derivatização sem incubação do resíduo formando 
derivados heptafluoroacilados). O derivado N-fluoroacilado proveniente da 
derivatização de uma parte da molécula do mesocarbo foi detectado em todos os 
intervalos coletados do estudo de excreção. Apesar de apenas um voluntário ter sido 
estudado, a quantidade máxima obtida do derivado na urina foi encontrada no intervalo 
de 6-8 horas após a administração do fármaco (Figura 4.4.4.1.). 
 
Segundo APPOLONOVA et al. (2004), em urina humana, além do próprio mesocarbo, 
somente o p-hidroximesocarbo, dentre os varios metabólitos estruturalmente 
relacionados a este composto (Figura 4.2.2.2.) recuperados em fração orgânica sem 
hidrólise (Fração Livre, Tabela 4.2.2.1.), não apresenta a presença de grupo hidroxila na 
ramificação ligada ao átomo de nitrogênio do anel heterocíclico (Figura 4.2.2.2.). 
Conseqüentemente, somente estes dois compostos podem dar origem ao derivado N-
heptafluoroacilado identificado na análise da urina do estudo de excreção. Quaisquer 
outros metabólitos do mesocarbo, identificados como monoidroxilados, diidroxilados 
ou triidroxilados, apresentam uma hidroxila nesta região, embora a posição exata deste 
grupamento na ramificação ainda não tenha sido identificada (Figura 4.2.2.2.). Assim, o 
gráfico da Figura 4.4.4.1. corresponde resumidamente a uma cinética de excreção 
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composta, associada às quantidades somadas de mesocarbo e p-hidroximesocarbo 
excretados nas frações coletadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4.4.1. Gráfico da razão de área do derivado N-heptafluoroacilado / área do 
padrão interno (7-propilteofilina) no cromatograma de íons totais 
(“TIC”), obtido após análise das frações geradas no estudo de excreção 
de mesocarbo utilizando o método otimizado para a análise de 
mesocarbo e seus metabólitos estruturalmente assemelhados. Os 
valores de razão de área utilizados na construção do gráfico 
representam a média aritimética das razões obtidas em cada duplicata 
analizada por fração. 
 
 
4.5. CONCLUSÃO 
 
Devido às dificuldades analíticas na detecção do mesocarbo, foi proposto um estudo 
comparativo de distintas metodologias utilizando extração líquido-líquido (ELL) em 
meio básico. A necessidade de inclusão de uma etapa de hidrólise também foi avaliada. 
Ao final da otimização da análise de mesocarbo, as melhores condições de extração, que 
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geraram recuperações de analito mais altas e cromatogramas mais limpos, 
conferindo assim uma melhor resposta cromatográfica para o composto em questão, 
foram obtidos usando o procedimento de triagem para diuréticos com extração líquido-
líquido com acetato de etila em pH básico, e posterior derivatização do extrato com a 
formação de derivados heptafluoroacilados pela reação com MSHFBA/TMSIm e 
MSHFBA sem ser necessária a etapa de incubação. 
 
Um estudo de excreção do mesocarbo em urina também foi realizado envolvendo a 
administração de um comprimido do composto (10 mg) a voluntário sadio. Usando a 
metodologia otimizada, foi possível detectar o mesocarbo e um dos seus principais 
metabólitos, o p-hidroximesocarbo, em até 72 horas após a administração do fármaco-
mãe, usando a técnica de detecção hifenada de cromatografia gasosa de alta resolução 
acoplada à espectrometria de massas. A maior concentração da soma urinária destes 
compostos foi obtida após 8 horas do início da sua administração. 
 
O procedimento de detecção otimizado de mesocarbo e de seu metabólito p-
hidroximesocarbo apresentado neste trabalho foi utilizado como método de triagem 
pelo Laboratório de Controle de Dopagem (LAB DOP) do Laboratório de Apoio ao 
Desenvolvimento Tecnológico (LADETEC) do Instituto de Química da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro até o ano de 2007. Com novos investimentos na técnica de 
CLAE-EM-EM efetuados pelo laboratório e o aprimoramento de seu domínio, o 
rastreamento deste composto proibido foi remanejado para as novas triagens que foram 
desenvolvidas para os XV Jogos Panamericanos do Rio de Janeiro neste tipo de 
instrumentação. Desde então, o método de detecção por CGAR-EM otimizado 
apresentado neste capítulo passou a ser o de escolha para a análise de confirmação de 
suspeitas de resultado analítico adverso deste composto, após a análise urinária inicial 
de triagem por CLAE-EM-EM. 
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CAPÍTULO 5 
 
AVALIAÇÃO DE ENERGÉTICOS E DE SUPLEMENTO 
NUTRICIONAL VENDIDOS NO MERCADO NACIONAL E A 
POSSIBILIDADE DE OCORRÊNCIA DE RESULTADOS 
ANALÍTICOS ADVERSOS APÓS SEU CONSUMO.
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5.1. INTRODUÇÃO 
 
Nos últimos anos, o consumo de suplementos nutricionais, bebidas enérgicas e 
sementes de Guaraná em pó da Amazônia, não somente por brasileiros, mas também 
por pessoas do mundo inteiro, majoritariamente as mais jovens que freqüentam as 
academias de ginástica e boates, tem aumentado substancialmente. O objetivo de tal 
procedimento é a redução da fatiga e o aumento do estado de alerta (WEMPLE et al., 
1997; BELL et al., 1998; GRAHAM et al., 1998), proporcionando uma maior sensação 
de bem-estar e disposição pessoal. Os freqüentadores regulares de academias de 
ginástica buscam um complemento às suas atividades físicas através dos suplementos 
alimentares e nutricionais, enquanto que os freqüentadores de boates objetivam um 
maior prolongamento e intensidade de excitação em sua diversão através da ingestão de 
bebidas energéticas. 
 
O uso regular de sementes de Guaraná em pó também tem aumentado 
exponencialmente no país devido às suas propriedades estimulantes, que combatem 
sabidamente o estresse físico, especialmente quando associado a sucos de frutas 
características do norte e do nordeste brasileiro. O uso destes energéticos naturais e 
suplementos, em associação à ingestão habitual de cafeína, que está presente 
intrinsecamente em bebidas como café, chá, refrigerantes e chocolate, tem também 
aumentado consideravelmente entre a população. Este fato poderia se tornar um sério 
problema aos atletas durante a realização de eventos esportivos, onde o controle de 
dopagem se encontra presente. 
 
Mesmo com as alterações ocorridas para os fármacos da cafeína, pseudoefedrina e 
norefedrina efetuadas pelo regulamento da Agência Mundial Antidopagem (AMA) 
(WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2004), quando estas foram removidas da lista de 
substâncias proibidas com limite de concentração urinária e alocadas em um programa 
especial de monitoramento, a vigilância dos laboratórios sobre o uso abusivo destas 
substâncias pelos atletas ainda persiste. O controle de dopagem mundial é muito 
dinâmico, e o seu regulamento é freqüentemente atualizado. Acredita-se que se for 
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constatado um aumento na freqüência de detecção e na concentração desses 
compostos nas análises de urina ao longo dos próximos anos, será possível que essas 
substâncias voltem a ser controladas. Uma investigação, portanto, da excreção destes 
compostos, após serem ingeridos em insumos alimentícios e medicamentosos, se 
mostra ainda atual e necessária. 
 
Assim, neste estudo, foram administrados separadamente a voluntários sadios, um 
suplemento nutricional contendo extratos de Ma Huang (erva com considerável teor em 
efedrinas) e Guaraná, uma bebida energética contendo cafeína, e sementes de Guaraná 
em pó, de acordo com o consumo habitual destes produtos. Após coleta das frações de 
urina em cada estudo, foram realizadas as quantificações destes compostos, objetivando 
uma correlação do consumo destes insumos com a possibilidade de obtenção de 
resultados analíticos adversos no controle de dopagem. 
 
As quantificações para a cafeína foram realizadas por cromatografia líquida de alta 
eficiência com detecção por detector de ultravioleta / visível com arranjo de fotodiodos 
(CLAE-DAD), enquanto que, para as efedrinas, utilizou-se a cromatografia gasosa de 
alta resolução com detector seletivo para nitrogênio e fósforo (CGAR-NPD). 
 
 
5.2. RESUMO DA LITERATURA 
 
5.2.1. Particularidades e principais princípios ativos do guaraná. 
 
O guaraná (Paullinia cupana H.B.K. variedade sorbilis) foi, há muitas centenas de 
anos, domesticado e cultivado pelos índios na Amazônia. O guaraná é um cipó lenhoso 
que, em área de floresta ou capoeira, cresce sobre as árvores atingindo até 10 metros de 
altura. Quando cultivado em áreas abertas, tem porte de arbusto em forma de moita, 
crescendo no máximo a até 2 ou 3 metros de altura. O guaraná comercial é produzido 
apenas a partir das suas sementes, sendo que as outras partes do fruto são descartadas. 
A colheita é manual, retirando-se os frutos maduros (abertos) ou os cachos. Após a 
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colheita, os frutos devem ser amontoados em um galpão por dois a três dias, para 
uma leve fermentação. Em seguida, eles são despolpados manualmente ou por meio de 
removedores de polpa automatizados, e secados ao ar livre ou com auxílio de secador 
solar. Os grãos maiores são então separados dos menores, utilizando-se para isso 
peneiras, que visam uniformizar a torração. A torração é processada, em seguida, 
preferencialmente em fornos de barro submetidos a fogo brando por quatro a cinco 
horas até atingir um valor de umidade de 9%, aproximadamente. O grão de guaraná 
torrado é também conhecido como guaraná em rama (EMBRAPA AMAZÔNIA 
OCIDENTAL, 2001). 
 
O guaraná normalmente é comercializado em 4 diferentes formas: 
•  Guaraná em rama. Com o grão torrado, é a forma mais utilizada pelos 
agricultores para a venda às cooperativas, indústrias ou intermediários. 
•  Guaraná em bastão. Após ser torrado, o grão é triturado, pilado e misturado 
com água, formando uma pasta, que é posteriormente moldada em forma de 
bastão. Ocorre, então, um processo de panificação por defumação, que 
consolidará o formato comercial. Os bastões podem ser ralados posteriormente 
com grosa ou língua óssea de peixe, virando guaraná em pó. 
•  Guaraná em pó. O grão torrado, ao ser moído, fornece o guaraná em pó. Esta 
forma é pouco usada pelos agricultores, porém é uma das mais correntes no 
comércio varejista. O pó gerado por este processo pode ser misturado à água, 
sucos, bebidas alcoólicas ou energéticos. 
•  Forma de xaropes e essências. Geralmente usado na fabricação de refrigerantes 
e em indústrias de considerável tecnologia e nível de capitalização. 
 
 
O guaraná possui, dentre as suas propriedades medicinais, atividade antitérmica, 
antineurálgica, antidiarréica, estimulante, analgésica e antigripal. Os alcalóides teofilina, 
teobromina e cafeína, componentes ativos presentes na semente do guaraná, atuam 
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sobre o sistema cardiovascular, sistema nervoso central, musculatura lisa e 
esquelética, e rins. Embora efeitos afrodisíacos sejam sugeridos por algumas correntes, 
até o momento não existem evidências científicas que comprovem tal particularidade 
em relação a este insumo (EMBRAPA AMAZÔNIA OCIDENTAL, 2001). 
 
 
5.2.2. Estrutura química e ação biológica da cafeína. 
 
Cafeína é a denominação comum para o composto químico 3,7-diidro-1,3,7-trimetil-1H-
purina-2,6-diona, farmacologicamente classificado como possuidor de atividade 
estimulante do Sistema Nervoso Central (MOFFAT et al., 1986; THE INDEX MERCK, 
1996; MOFFAT et al., 2004). A Figura 5.2.2.1. mostra a estrutura química da cafeína. 
 
 
 
 
 
 
    Figura 5.2.2.1. Estrutura química da cafeína. 
 
 
Pertencente ao grupo químico das metilxantinas, e farmacológico dos estimulantes do 
sistema nervoso central (SNC), a cafeína é um princípio ativo natural derivado de várias 
fontes naturais vegetais como o café (Coffea arabica e Coffea robusta), guaraná 
(Paullinia cupana), erva-mate (Ilex paraguayensis) e cacau (Theobroma cacao). Este 
composto também é encontrado em produtos alimentícios derivados destas fontes, como 
refrigerantes e chocolates. Além disto, pode ser encontrada em preparações energéticas 
variadas ou como componente de suplementos alimentares (Tabela 5.2.2.1.). Sendo a 
cafeína uma substância muito comum na dieta humana, existe a dificuldade em se evitar 
totalmente a sua ingestão (ARNAUD, 1993; RANG et al., 2001). 
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Tabela 5.2.2.1.
a
 Massa de cafeína estimada, em miligramas, presente em alguns alimentos 
da dieta. 
INSUMO 
Café
b
 Chá Chocolate Energético
f
 Refrigerante
g
 
De máquina 
110 a 
150 
Instantâneo
b
  12 a 28
A partir de 
mistura 
6 
Flash 
Power 
80 Coca-Cola  46 
De coador 
64 a 
124 
Gelado
c
  22 a 36 Ao leite
e
 6 
Flying 
Horse 
80 
Coca-Cola 
Diet 
46 
Instantâneo 
40 a 
108 
Infusão de 1 
minuto
b,d
 
9 a 33 
De 
confeiteiro
e
35 Dynamite 80 Pepsi Cola 38,4
Descafeinado  2 a 5 
Infusão de 3 
minutos
b,d
 
20 a 46 ******  **  Red Bull  80  Pepsi Diet  36 
Instantâneo 
descafeinado 
2 
Infusão de 5 
minutos
b,d
 
20 a 50 ******  **  On Line  80  Pepsi Light  36 
a
 Adaptação de SLAVIN & JOENSEN (1995) apud ALTIMARI et al. (2004); 
b
 Xícara de 150 mL; 
c
 Xícara de 350 
mL; 
d
 Sachê; 
e
 28 gramas; 
f
 250 mL; 
g
 350 mL. 
 
 
A cafeína também pode ser ingerida em preparações farmacêuticas variadas, embora a 
metilxantina mais comum utilizada em medicina clínica seja a teofilina (1,3-
dimetilxantina), utilizada sob a forma teofilina-etileno-diamina e conhecida na 
terapêutica como aminofilina. As metilxantinas são usadas há muito tempo como 
broncodilatadores e estimulantes respiratórios, sendo a teofilina a de uso mais recorrente 
dentro da classe para esta finalidade, embora ela seja bem menos eficaz que os agonistas 
dos receptores β
2
–adrenérgicos. As metilxantinas exercem efeito estimulante sobre o 
SNC, produzindo um estado maior de alerta. Podem, por isso, causar tremor e 
nervosismo, interferindo também no sono. Elas estimulam o coração, exercendo ações 
cronotrópicas e ionotrópicas positivas. Causam dilatação na maioria dos vasos 
sanguíneos, embora algumas possam provocar constrição em determinados leitos 
vasculares, particularmente nos vasos sanguíneos cerebrais. As metilxantinas possuem 
efeito diurético fraco, envolvendo aumento na taxa de filtração glomerular, bem como 
redução da reabsorção nos túbulos renais (RANG et al., 2001). Existe um consenso 
geral pelos investigadores da ciência desportiva de que a cafeína, sob alguns aspectos, é 
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ergogênica. Entretanto, doses elevadas podem gerar, além dos efeitos colaterais já 
citados, inquietação, ansiedade, confusão mental, palpitações, vertigem, cefaléia, 
transtornos visuais e auditivos (GUERRA et al., 1999). A faixa da concentração 
plasmática para se obter um efeito terapêutico ótimo é de 30-100 µmol/L, sendo 
provável o aparecimento de efeitos adversos com concentrações superiores a 110 
µmol/L. Podem ocorrer graves efeitos cardiovasculares e do SNC quando as 
concentrações plasmáticas ultrapassam a 110 µmol/L. O efeito cardiovascular mais 
grave consiste em arritmias, que podem ser fatais (RANG et al., 2001). 
 
O mecanismo de ação pelo qual a cafeína produz os seus efeitos não está bem 
conhecido. O efeito relaxante sobre a musculatura lisa tem sido atribuído à inibição da 
fosfodiesterase, com conseqüente aumento de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) 
Há também algumas evidências de que o relaxamento do músculo liso pode estar 
relacionado a um efeito sobre uma fosfodiesterase da guanina monofosfato cíclico 
(GMPc) (RANG et al., 2001). 
 
Por suas ações ergogênicas estimulantes sobre o SNC, a cafeína foi uma das primeiras 
substâncias a receber especial atenção das autoridades médicas internacionais, desde o 
início da década de 60, quando então começavam a serem estabelecidos programas de 
controles analíticos para coibir o crescente abuso de substâncias xenobióticas no 
esporte. Assim sendo, o uso de cafeína no esporte começou a ser controlado em 1984 
pelo Comitê Olímpico Internacional (COI) durante os XX Jogos Olímpicos, em Los 
Angeles. Entretanto, a detecção deste composto em urina, que poderia significar ou não 
uma mera ingestão de cafeína na dieta, devido ao grande e variado consumo de chás, 
cafés, refrigerantes, chocolates e outros insumos por grande parte da população 
mundial, levou o COI a estabelecer, na ocasião, uma concentração limite permitida de 
até 15 µg/mL de cafeína na urina de atletas, separando desta forma o hábito social e a 
sua ingestão normal na dieta do seu uso abusivo como fármaco estimulante. Anos mais 
tarde, este limite foi reduzido para 12 µg/mL (SCHÄNZER & GOTZMANN, 1998; 
INTERNATIONAL OLYMPIC COMITEEE, 2000) até o ano de 2004, quando a 
Agência Mundial Antidopagem (AMA) retirou a cafeína da lista de substâncias 
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proibidas, incluindo esta em um programa especial de monitoramento (WORLD 
ANTI-DOPING AGENCY, 2004). O programa consistia no acompanhamento da 
incidência de detecção do uso abusivo da cafeína pelos atletas ao longo do ano pelos 
laboratórios, sem que um eventual resultado de sua quantificação em urina igual ou 
superior a 12 µg/mL fosse considerado como um resultado analítico adverso. Tal 
programa de monitoramento da cafeína mantêm-se em vigor até o presente momento no 
regulamento da AMA (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008b) (Figura 5.2.2.2.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2.2.2. Lista de compostos participantes do programa de monitoramento de 
2008, com a citação da cafeína assinalada. Adaptação de WORLD 
ANTI-DOPING AGENCY, 2008b. 
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5.2.3. Farmacocinética da cafeína. 
 
A cafeína é rapidamente absorvida após administração oral, sendo amplamente 
distribuída pelo corpo, atravessando a placenta e a barreira hemato-encefálica. Além da 
urina, ela pode ser encontrada na saliva e no leite materno (MOFFAT et al., 2004). A 
principal via de metabolismo da cafeína é através de sua biotransformação no fígado à 
dimetilxantinas (como a teofilina, a teobromina e a paraxantina), metilxantinas, dimetil 
e monometil ácidos úricos, entre outros (ARNAUD, 1993). Reações metabólicas 
incluem  N-desmetilação, acetilação e oxidação a derivados do ácido úrico. Cerca de 
85% da dose é excretada na urina em 48 horas, sendo que, deste total, 40% como ácido 
1-metilúrico, 10 a 15% como 1-metilxantina, e mais de 35% como 5-acetilamino-6-
formilamino-3-metiluracil e 5-acetilamino-6-amino-3-metiluracil. Somente 1% é 
excretada em urina como fármaco inalterado (MOFFAT et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2.3.1. Rotas metabólicas da cafeína no organismo humano. 
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Mesmo bastante metabolizado no organismo, o fármaco não-modificado é o alvo 
escolhido para sofrer o rastreamento analítico durante as análises de rotina nos 
laboratórios de controle de dopagem. A Figura 5.2.3.1. mostra algumas das rotas 
metabólicas da cafeína no organismo humano. 
 
 
5.2.4. Detecção da cafeína. 
 
Em geral, o método de identificação da cafeína em urina no controle de dopagem é feito 
através de uma extração líquido-líquido com solvente orgânico em pH fortemente 
alcalino, que é utilizada como uma forma rápida de remoção de compostos nitrogenados 
não conjugados voláteis desta matriz biológica. A análise do extrato orgânico é feita por 
cromatografia gasosa de alta resolução com detector seletivo para nitrogênio e fósforo 
(CGAR-NPD). Por ser um procedimento relativamente simples e de grande 
abrangência, outras classes de compostos considerados “doping”, principalmente os 
estimulantes, sejam estes derivados da anfetamina ou não, são rastreadas por esse 
processo. Por isso, utiliza-se freqüentemente um padrão interno de estrutura e 
comportamento cromatográfico semelhante às anfetaminas, a difenilamina, como uma 
maneira de se acompanhar todo o processo de extração, e, posteriormente, toda análise 
instrumental, garantindo, assim, a excelência e a confiabilidade do resultado final. 
 
Entretanto, do ponto de vista quantitativo, por não ser uma substância padrão que se 
comporte química e cromatograficamente de maneira semelhante ao grupo químico das 
xantinas, a utilização da difenilamina como padrão interno na quantificação de cafeína 
em uma análise quantitativa por CGAR-NPD é considerada inviável, não sendo 
realizada na prática. Assim, a quantificação desta substância é realizada por 
cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por detector de ultravioleta/visível 
com arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) utilizando um padrão interno de maior 
similaridade estrutural, a 7-etilteofilina, que ajuda a fornecer um resultado de 
quantificação mais exato e preciso. 
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5.2.5. Estrutura química e ação biológica das efedrinas. 
 
As efedrinas são alcalóides com propriedades simpaticomiméticas (produzindo efeitos 
semelhantes aos impulsos transmitidos pelas fibras pós-ganglionares do sistema nervoso 
simpático), criando um comportamento similar à adrenalina, com seus subseqüentes 
efeitos fisiológicos. Além da forma sintética, estes alcalóides são encontrados em 
diversas espécies vegetais denominadas de Efedras, e suas muitas formas – como a erva 
Chinesa Ma Hung – têm sido usadas por séculos no Extremo Oriente. As efedrinas 
foram usadas mais recentemente no tratamento da asma, bronquite e congestão nasal, 
mas o seu uso na terapêutica tem sido reduzido gradativamente devido à introdução de 
medicamentos mais seguros e efetivos (DULOO, 1994). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2.5.1. Estrutura genérica das efedrinas e comparação com as moléculas dos 
hormônios adrenérgicos adrenalina e noradrenalina. 
 
 
As efedrinas pertencem ao grupo das fenil β-propanolaminas, possuindo diferentes 
substituintes no átomo de nitrogênio da amina. As efedrinas são exemplos de aminas 
simpaticomiméticas de ação indireta, que estão estruturalmente relacionadas à 
noradrenalina (norepinefrina) e adrenalina (epinefrina) (RANG et al., 2001). A Figura 
5.2.5.1. ilustra a estrutura geral das efedrinas, onde os diferentes substituintes são 
( - CH
3
 )
N
CH
3
OH H
H

O
H

O
ADRENA
L

INA
N
H
OH H
HO
HO
NORADRENA
L

INA
N
R
2
CH
3
OH R
1
ESTRUTURA GENÉRICA DAS EFEDRINAS




 
125
representados pela letra R, e a compara com as estruturas destes hormônios 
adrenérgicos. 
 
As efedrinas possuem ações fracas diretas sobre os receptores adrenérgicos, porém 
assemelham-se o suficiente com a noradrenalina para serem transportadas nas 
terminações nervosas para o interior do terminal pré-sináptico, através da proteína 
transportadora de monoamina vesicular (PTMV), quando esta se encontra na membrana 
do terminal. Uma vez dentro da terminação do neuronal, elas entram nas vesículas 
sinápticas captadas pela mesma PTMV em troca de noradrenalina, que escapa para o 
citossol do neurônio pré-sináptico. Parte da noradrenalina citossólica é degradada pela 
enzima monoamina oxidase (MAO), enquanto que o restante escapa para a fenda 
sináptica, através da troca por mais moléculas da efedrina realizada pela PTMV 
intramembrana (PTMVi), atuando agora diretamente sobre os receptores pós-sinápticos. 
Este mecanismo de ação das efedrinas é resumido na Figura 5.2.5.2. A exocitose de 
noradrenalina não está envolvida neste processo de liberação, de modo que as ações das 
efedrinas não exigem a presença de íons Ca
2+
. As efedrinas não são, entretanto, 
totalmente específicas em seu mecanismo de ação e atuam, em parte, através de um 
efeito direto sobre os receptores adrenérgicos, parcialmente ao inibir a captação de 
noradrenalina pela proteína transportadora deste neurotransmissor (tendo conseqüente 
intensificação do efeito da noradrenalina liberada) e parcialmente ao inibir a MAO 
(RANG et al., 2001). 
 
No âmbito esportivo, surpreendentemente, as efedrinas parecem não ter propriedades 
ergogênicas, podendo de fato ser até mesmo ergolíticas, sendo atualmente consideradas 
por algumas correntes médicas como enfraquecedoras do desempenho esportivo, ao 
invés de estimuladoras. Contudo, diversos atletas, por desconhecimento ou não, 
costumam usá-la como ferramenta de melhora de sua atividade, sendo que atualmente o 
uso de algumas formas de efedrina é considerado uma violação às regras do controle de 
dopagem a partir de determinados níveis de concentração urinária, o que evidenciaria 
um uso não terapêutico do medicamento e uma atitude antiesportiva. 
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Figura 5.2.5.2. Resumo do mecanismo de ação das efedrinas. NA, noradrenalina; 
MAO, enzima monoamina oxidase; PTMV, proteína transportadora de 
monoamina vesicular; PTMVi, proteína transportadora de monoamina 
vesicular intramembrana. Adaptação de RANG et al., 2001. 
 
 
Tabela 5.2.5.1. Estruturas químicas das efedrinas de interesse no controle de dopagem. 
Composto Sinônimo R
1
 R
2
  Fórmula Molecular  Massa Molecular
 
N-metilefedrina 
 
******* -CH
3 
-CH
3
C
11
H
17
NO 179,26
 
 
Efedrina 
 
******* -CH
3
-H
 
C
10
H
15
NO 165,24 
 
Pseudoefedrina 
 
******* -CH
3
-H C
10
H
15
NO 165,24 
 
Norefedrina 
 
Fenilpropanolamina
-H -H  C
9
H
13
NO 151,21 
 
Norpseudoefedrina 
 
Catina
 
-H -H  C
9
H
13
NO 151,21 
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Atualmente, cincos compostos estruturalmente semelhantes são genericamente 
denominados de efedrinas, e possuem interesse no controle de dopagem: N-
metilefedrina, efedrina, pseudoefedrina, norefedrina e norpseudoefedrina (Tabela 
5.2.5.1.). Todos eles são farmacologicamente classificados como possuidores de 
atividade estimulante do sistema nervoso central. 
 
 
5.2.6. Farmacocinética e estereoquímica das efedrinas. 
 
N-metilefedrina é a denominação comum para os enantiômeros químicos (-)-(αR)-α-
[(1S)-1-(dimetilamino)etil]benzenometanol ((R,S)-(-)-metilefedrina) e (+)-(αS)-α-[(1R)-
1-(dimetilamino)etil]benzenometanol ((S,R)-(+)-metilefedrina) (Figura 5.2.6.1.) (THE 
INDEX MERCK, 1996). Ela é absorvida após administração oral. Cerca de 32% da 
dose é excretada na urina inalterada e 8% é excretada como o metabólito desmetilado 
efedrina. A sua taxa de excreção é dependente do pH urinário (MOFFAT et al., 2004). 
 
Efedrina é a denominação comum para os enantiômeros químicos (-)-(αR)-α-[(1S)-1-
(metilamino)etil]benzenometanol ((R,S)-(-)-efedrina) e (+)-(αS)-α-[(1R)-1-
(metilamino)etil]benzenometanol ((S,R)-(+)-efedrina) (Figura 5.2.6.1.) (THE INDEX 
MERCK, 1996). Ela é rapidamente absorvida após administração oral ou percutânea, 
sendo metabolizada por N-desmetilação à norefedrina, e por deaminação oxidativa 
seguida de conjugação. Ela se acumula no fígado, pulmões, rins, baço e cérebro. Cerca 
de 90% da dose é excretada em urina em 24 horas, com 55 a 75% sob a forma não-
modificada, 8 a 20% como norefedrina, e de 4 a 13% como metabólitos deaminados, 
como ácido benzóico, ácido hipúrico, e 1-fenilpropano-1,2-diol. Na urina ácida, a 
excreção do fármaco aumenta levemente, enquanto que, na urina alcalina, cerca de 20 a 
35% da dose é excretada não-modificada, com a proporção de norefedrina aumentada. 
Seu tempo de meia-vida plasmática é de 3 a 6 horas. A efedrina é um dos metabólitos 
da N-metilefedrina (MOFFAT et al., 2004). 
 
Norefedrina é a denominação comum para os enantiômetros químicos (-)-(αR)-α-(1S)-
(1-aminoetil)benzenometanol ((R,S)-(-)-norefedrina) e (+)-(αS)-α-(1R)-(1-
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aminoetil)benzenometanol ((S,R)-(+)-norefedrina) (Figura 5.2.6.1.) (THE INDEX 
MERCK, 1996). Fenilpropanolamina é a sua outra denominação comum. Ela é 
absorvida após administração oral, sendo que mais de 90% da dose é excretada na urina 
como fármaco inalterado em 24 horas, junto com pequena quantidade de ácido hipúrico. 
Seu tempo de meia-vida plasmática é de aproximadamente 4 horas. Norefedrina é um 
metabólito ativo da anfetamina, dietilpropiona (anfepramona) e efedrina. 
 
Pseudoefedrina é a denominação comum para os enantiômetros químicos (-)-(αR)-α-
[(1R)-1-(metilamino)etil]benzenometanol ((R,R)-(-)-pseudoefedrina) e (+)-(αS)-α-[(1S)-
1-(metilamino)etil]benzenometanol ((S,S)-(+)-pseudoefedrina) (Figura 5.2.6.1.) (THE 
INDEX MERCK, 1996). Ela é rapidamente absorvida após administração oral, sendo 
que mais de 90% da dose é excretada inalterada em 24 horas, com menos de 1% como 
norpseudoefedrina (porcentagens dependentes do pH da urina). Seu tempo de meia-vida 
plasmática é de 5 a 8 horas, mas pode ser aumentado quando a urina é alcalina e 
diminuído quando esta se encontra ácida (MOFFAT et al., 2004). 
 
Norpseudoefedrina é a denominação comum para os enantiômetros químicos (-)-(αR)-
α-(1R)-(1-aminoetil)benzenometanol ((R,R)-(-)-norpseudoefedrina) e (+)-(αS)-α-(1S)-
(1-aminoetil)benzenometanol ((S,S)-(+)-norpseudoefedrina) (Figura 5.2.6.1.) (THE 
INDEX MERCK, 1996). Catina é a sua outra denominação comum. Este nome provém 
do arbusto Catha edulis, de onde este alcalóide pode ser extraído a partir das folhas do 
vegetal. Cerca de 40% da dose ingerida é excretada inalterada na urina em 6 horas. Seu 
tempo de meia-vida plasmática é de aproximadamente 3 horas. A norpseudoefedrina é 
o metabólito ativo principal da pseudoefedrina (MOFFAT et al., 2004). 
 
Tanto a efedrina quanto a pseudoefedrina possuem estrutura química não-espacial 
idêntica (Estrutura I, Figura 5.2.6.2.), podendo somente ser diferenciadas entre si 
quando as suas estruturas são descritas levando em consideração a configuração 
espacial de suas ligações (Figura 5.2.6.1.). Mesmo raciocínio pode ser aplicado para os 
seus respectivos metabólitos norefedrina e norpseudoefedrina (Estrutura II, Figura 
5.2.6.2.). Essas estruturas são moléculas com carbonos quirais e, portanto, são 
assimétricas, possuindo atividade ótica (Figura 5.2.6.2.) (SOLOMONS, 1996). 
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Figura 5.2.6.1. Estereoquímica do metabolismo das efedrinas. ( I ) (R,S)-(-)-metilefedrina; ( II ) 
(S,R)-(+)-metilefedrina; ( III ) (R,S)-(-)-efedrina; ( IV ) (S,R)-(+)-efedrina; ( V ) 
(R,S)-(-)-norefedrina; ( VI ) (S,R)-(+)-norefedrina; ( VII ) (R,R)-(-)-
pseudoefedrina; ( VIII ) (S,S)-(+)-pseudoefedrina; ( IX ) (R,R)-(-)-
norpseudoefedrina; ( X ) (S,S)-(+)-norpseudoefedrina.
 
 
 
Cada estrutura química apresentada em configuração não-espacial na Figura 5.2.6.2. 
possui dois carbonos assimétricos e, conseqüentemente, será previsto um total de 4 
isômeros oticamente ativos por estrutura (SOLOMONS, 1996). Portanto, são possíveis 
quatro isômeros oticamente ativos para o par efedrina / pseudoefedrina, e também 
quatro isômeros oticamente ativos para o par norefedrina / norpseudoefedrina. 
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Figura 5.2.6.2. Estrutura química de configuração não-espacial das efedrinas, com os 
respectivos centros assimétricos assinalados com asterisco. ( I ) 
efedrina e pseudoefedrina; ( II ) norefedrina e norpseudoefedrina. 
 
 
As moléculas de efedrina (Estruturas III e IV, Figura 5.2.6.1.) não são objeto e imagem 
de um espelho plano das moléculas de pseudoefedrina (Estruturas VII e VIII, Figura 
5.2.6.1.), sendo, portanto, consideradas diasteroisômeros quando estes compostos são 
correlacionados. Entretanto, quando são comparadas somente entre si, as Estruturas III 
e IV da Figura 5.2.6.1. são imagens especulares uma da outra, não-sobreponíveis, sendo 
assim consideradas formas enantioméricas da efedrina. Já as Estruturas VII e VIII da 
Figura 5.2.6.1. são formas enantioméricas da pseudoefedrina (SOLOMONS, 1996). 
 
Como, ao serem metabolizadas, as ligações dos estereocentros de cada estrutura não se 
rompem para gerar os seus metabólitos ativos, as moléculas de norefedrina e 
norpseudoefedrina são geradas com retenção de configuração. Assim sendo, as 
moléculas de norefedrina (Estruturas V e VI, Figura 5.2.6.1.) não são objeto e imagem 
de um espelho plano das moléculas de norpseudoefedrina (Estruturas IX e X, Figura 
5.2.6.1.), sendo, portanto, também consideradas diasteroisômeras quando o par 
norededrina / norpseudoefedrina é correlacionado. Quando são comparadas somente 
entre si, as Estruturas V e VI da Figura 5.2.6.1. são imagens especulares uma da outra, 
não-sobreponíveis, sendo assim consideradas formas enantioméricas da norefedrina. Já 
as estruturas IX e X da Figura 5.2.6.1 são consideradas formas enantioméricas da 
norpseudoefedrina (SOLOMONS, 1996). 
 
 
 
N
H
CH
3
O
H

C
H

3
( I )
N
H
CH
3
O
H

H

( II )




 
131
5.2.7. Detecção de efedrinas. 
 
Todas as efedrinas anteriormente descritas já foram produzidas sinteticamente pela 
indústria farmacêutica mundial e vendidas como medicamentos. Algumas delas, como a 
pseudoefedrina e norefedrina (fenilpropanolamina), durante muitos anos foram usadas 
em variadas preparações farmacêuticas no Brasil, devido à sua propriedade 
broncodilatadora e de estimulante respiratório. Atualmente, somente a pseudoefedrina e 
a efedrina são comercializadas como medicamentos no território nacional (EDITORA 
DE PUBLICAÇÕES CIENTÍFICAS LTDA, 2007). A norefedrina era utilizada há até 
poucos anos como princípio ativo de descongestionantes nasais e antigripais. Com um 
estudo realizado pelo United States Food and Drug Administration (FDA), que 
evidenciava possíveis danos cardíacos como efeito colateral de seu uso terapêutico 
crônico, o fármaco teve o seu uso proibido nos Estados Unidos (FOOD AND DRUG 
ADMINISTRATION, 2005) e foi posteriormente proscrito no Brasil (AGÊNCIA 
NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2007), sendo substituído por outros 
princípios ativos mais seguros nas formulações em que era componente. 
 
No controle de dopagem, todas as efedrinas tiveram inicialmente os seus níveis 
máximos permitidos estabelecidos a partir de 1972, pelo Comitê Olímpico Internacional 
e por outras federações internacionais, com a intenção de proteger a saúde do atleta dos 
nocivos efeitos colaterais de uma dosagem excessiva, que poderia resultar em uma 
acentuada estimulação cardíaca, alterações no humor e psique, tremores, irritabilidade, 
ansiedade, insônia, dores de cabeça, hipertensão, palpitações, hipoglicemia, hipotermia 
e, nos casos mais graves, até mesmo a morte (RANG et al., 2001). 
 
Ao longo dos anos, os níveis máximos permitidos das efedrinas em urina sofreram 
constantes alterações. Em setembro de 2001, com a lista de substâncias proibidas ainda 
sendo fornecida pelo COI (INTERNATIONAL OLYMPIC COMMITTEE, 2001), mas 
com o controle de dopagem mundial já entrando em uma etapa de transição de 
coordenação para a Agência Mundial Antidopagem (AMA), os valores permitidos em 
urina eram: efedrina, 10 µg/mL; pseudoefedrina, 25 µg/mL; norefedrina 25 µg/mL; 
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norpseudoefedrina 5 µg/mL e N-metilefedrina, 10 µg/mL. As diferenças de valores 
no limite de concentração permitido para um mesmo par diasteroisomérico 
(efedrina/pseudoefedrina ou norefedrina/norpseudoefedrina) possivelmente estão 
relacionadas a diferenças intrínsecas que são visualizadas em variáveis farmacológicas 
como potência, distribuição, metabolização, meia-vida, excreção, entre outras, que 
ocorrem entre os diasterisômeros e que levam a um perfil farmacocinético e 
farmacodinâmico dependente da estereoquímica da molécula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2.7.1. Lista de compostos participantes do programa de monitoramento de 
2008, com as citações da pseudoefedrina e norefedrina assinaladas.  
Adaptação de WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008b. 
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No final de 2003, a Agência Mundial Antidopagem (AMA) retirou a pseudoefedrina e a 
norefedrina da lista de substâncias proibidas, e, assim como fez para a cafeína, incluiu 
ambas no programa especial de monitoramento (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 
2004) para acompanhar a incidência do uso abusivo dessas efedrinas pelos atletas ao 
longo do tempo pelos laboratórios, sem que um eventual resultado de sua quantificação 
fosse considerado como um resultado analítico adverso. 
 
O programa de monitoramento destas efedrinas mantêm-se em vigor até o presente 
momento no regulamento da Agência Mundial Antidopagem (WORLD ANTI-DOPING 
AGENCY, 2008b) (Figura 5.2.7.1.). Em relação às demais efedrinas, os limites hoje 
permanecem os mesmos: efedrina, 10 µg/mL; norpseudoefedrina 5 µg/mL; e N-
metilefedrina, 10 µg/mL (Figura 5.2.7.2.). 
 
Em geral, o método analítico de rotina para detecção de efedrinas em urina nos 
laboratórios de controle de dopagem é feito, assim como para a cafeína, através de uma 
extração líquido-líquido com solvente orgânico em pH fortemente alcalino. A análise 
inicial do extrato orgânico é feita por cromatografia gasosa de alta resolução com 
detector seletivo para nitrogênio e fósforo (CGAR-NPD). Uma vez suspeitada, a 
presença da efedrina é confirmada através da injeção do mesmo extrato em um sistema 
de cromatografia gasosa de alta resolução acoplada à espectrometria de massas (CGAR-
EM). 
 
Confirmada a suspeita, pode ser que seja necessária nova análise por CGAR-NPD para 
identificar qual (ou quais) efedrina (s) está (ão) presente (s) na amostra. Isto porque, nas 
condições normais da análise, cada par de diasteroisômeros não é cromatograficamente 
bem resolvido, com a efedrina suspeita não podendo ser, desta forma, categoricamente 
identificada. Na análise por CGAR-EM, tanto os tempos de retenção relativos quanto os 
espectros de massas gerados são idênticos para cada diasteroisômero. Um novo ensaio 
por CGAR-NPD se mostra então imperativo, a ser realizado em uma nova programação 
de análise, com uma taxa de aumento de temperatura do forno mais gradual de modo a 
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conseguir efetivamente separar o par diasteroisomérico e, assim, identificar o 
composto contido na amostra. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2.7.2. Lista de estimulantes de uso proibido, com as citações das efedrinas sob 
monitoramento assinaladas e seus respectivos valores de concentração 
limite. Adaptação de WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008b. 
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Uma vez identificada a efedrina, torna-se necessário realizar a sua quantificação 
também por CGAR-NPD, de modo a saber se o limite permitido foi ultrapassado e se 
um resultado analítico adverso foi configurado. Mesmo que a efedrina identificada se 
encontre no programa de monitoramento, uma curva de calibração deve ser construída e 
a quantificação realizada, pois todos os resultados com detecção de pseudoefedrina e/ou 
norefedrina devem ser reportados periodicamente à AMA para confrontamento 
estatístico entre os laboratórios credenciados. Ao contrário do que ocorre com a cafeína, 
as quantificações de efedrinas por CGAR-NPD fornecem resultados reprodutíveis e 
confiáveis, sendo a resposta do detector bem linear dentro de uma ampla faixa de 
concentração de trabalho. 
 
Além desta análise descrita, geralmente as efedrinas também podem ser detectadas em 
rotina nos laboratórios de controle de dopagem através do procedimento de detecção de 
compostos nitrogenados excretados conjugados em urina. O método inicialmente 
consiste em uma etapa de hidrólise enzimática da urina com a enzima β–glicuronidase 
contendo significativa atividade arilsulfatase de Helix pomatia tipo HP-2 (Sigma 
Chemicals, Saint Louis, Missouri, EUA) em pH ácido, seguida de extração por fase 
sólida com cartucho Bond Elut Certify
®
 (Varian Inc. Corporate, Palo Alto, Califórnia, 
EUA) em pH alcalino e derivatização do resíduo recuperado com N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) e N-metil-bis-trifluoroacetamida (MBTFA). A 
análise do extrato derivatizado é feita por cromatografia gasosa de alta resolução 
acoplada à espectrometria de massas (CGAR-EM) (SOLANS, 1995). Apesar de ser um 
procedimento mais demorado do que a extração líquido-líquido com solvente orgânico 
em meio fortemente alcalino, este procedimento por fase sólida apresenta maior 
sensibilidade de detecção e espectros de massas com íons diagnósticos mais específicos 
para as efedrinas. Cabe ressaltar que esses compostos também são produtos metabólicos 
de outros estimulantes proibidos que não possuem valores limites de concentração para 
se tornarem um resultado analítico adverso, como é o caso da anfetamina e da 
dietilpropiona (anfepramona). A detecção de uma efedrina, nesse caso, mesmo em uma 
baixa concentração, pode servir de indício para um eventual uso de algum precursor 
proibido (SOLANS, 1995). 
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A identificação do diasteroisômero encontrado pelo método acima citado, e a sua 
correspondente quantificação, geralmente ainda permanece sendo efetuada por extração 
líquido-líquido com solvente orgânico em pH fortemente alcalino (nova extração da 
amostra) seguida de análise por CGAR-NPD, devido não somente às características de 
reprodutibilidade e linearidade já mencionadas anteriormente, mas, principalmente, à 
rapidez da análise para construção da curva de calibração. 
 
 
5.3. EXPERIMENTAL 
 
5.3.1. Solventes e reagentes. 
 
A acetonitrila (grau HPLC) foi comprada da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil). O 
clorofórmio e o isopropanol, em grau HPLC, e o sulfato de sódio anidro e o carbonato 
de sódio, ambos em grau analítico, foram comprados da Merck (Darmstadt, Alemanha). 
A água tipo MilliQ foi obtida através de produção em sistema MilliQ de purificação 
(Billerica, Massachusetts, EUA). Os demais reagentes utilizados neste capítulo já foram 
descritos no item 4.3.1. 
 
 
5.3.2. Preparo de soluções. 
 
A mistura de carbonato de sódio com hidrogenocarbonato de sódio (2:1, p/p) foi 
preparada misturando homogeneamente 20 g de carbonato de sódio e 10 g de 
hidrogenocarbonato de sódio em um bécher. A mistura foi armazenada em frasco de 
plástico à temperatura ambiente. 
 
A mistura de clorofórmio com isopropanol (9:1, v/v) foi preparada misturando 900 mL 
de clorofórmio e 100 mL de isopropanol em uma proveta de 1000 mL. A solução foi 
armazenada em frasco de vidro âmbar à temperatura ambiente. 
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A mistura de fase móvel água MilliQ / acetonitrila (90:10, v/v) foi preparada 
misturando 900 mL de água MilliQ e 100 mL de acetonitrila em uma proveta de 1000 
mL. Esta mistura foi preparada diversas vezes, sempre sendo armazenada em frasco de 
vidro âmbar à temperatura ambiente até o momento de seu uso. A mistura também foi 
sempre degaseificada em ultra-som por alguns minutos antes de ser encaminhada à 
CLAE-DAD. 
 
O preparo da solução de hidróxido de potássio 5 mol/L utilizada neste capítulo já foi 
descrito no item 4.3.2.. 
 
 
5.3.3. Compostos de referência. 
 
O padrão de cafeína anidra e o padrão de difenilamina (utilizada como padrão interno 
no procedimento de quantificação de efedrinas) foram comprados junto à Sigma-
Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA). O padrão de 7-etilteofilina (utilizado como 
padrão interno no procedimento de quantificação da cafeína) foi obtido por doação 
junto ao Laboratório de Controle de Dopagem de Barcelona, Unitat de Farmacologia do 
Institut Municipal d’Investigació Mèdica (IMIM), Barcelona, Espanha. 
 
As soluções metanólicas padrão de efedrina e norefedrina foram obtidas do fabricante 
Cerilliant Corporation (Round Rock, Texas, EUA), na concentração de 1000 µg/mL. 
 
 
5.3.4. Soluções de referência. 
 
As soluções-mãe do padrão de cafeína, de difenilamina (solução de trabalho) e de 7-
etilteofilina, todas em concentração de 1000 µg/mL como base livre, foram preparadas 
dissolvendo 10 mg da substância em metanol, utilizando balão volumétrico aferido de 
10 mL. 
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As outras soluções de trabalho de cafeína e 7-etilteofilina, todas na concentração de 
100 µg/mL foram preparadas através de diluição 1:10 das respectivas soluções-mãe em 
metanol, utilizando pipeta aferida de 1 mL e balão volumétrico de 10 mL. As outras 
soluções de trabalho de efedrina e norefedrina, todas na concentração de 100 µg/mL 
como base livre, foram preparadas através de diluição 1:10 das respectivas soluções 
metanólicas padrão, adquiridas de fornecedor externo, utilizando pipeta aferida de 1 mL 
e balão volumétrico de 10 mL. A solução de trabalho de difenilamina foi a própria 
solução preparada de 1000 µg/mL como base livre. 
 
A concentração real de cada solução de trabalho de cafeína, efedrina e norefedrina foi 
medida por espectrofotometria no ultravioleta e visível utilizando um espectrofotômetro 
Shimadzu, modelo UV-1601PC, “software” UVPC Personal Spectroscopy, Versão 
3.9.1., Copyright 1995, da Shimadzu Scientific Instruments, Inc. A concentração foi 
calculada levando em consideração a lei de Lambert-Beer e os valores de absortividade 
de referência de cada substância descritos na literatura para os máximos de absorção. 
 
Após o seu preparo, todas as soluções foram armazenadas no escuro a -20ºC. 
 
 
5.3.5. Equipamentos. 
 
Todos os equipamentos utilizados neste capítulo já foram descritos no item 4.3.5.. 
 
 
5.3.6. Limpeza do material de vidro. 
 
O procedimento de limpeza do material de vidro já foi descrito no item 4.3.6.. 
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5.3.7. Estudo de excreção. 
 
Todos os voluntários fizeram dieta prévia de ingestão de cafeína e de efedrinas nas duas 
semanas anteriores à administração dos produtos, permanecendo em dieta destes 
compostos durante todo o estudo, evitando assim o consumo de bebidas, alimentos e 
medicamentos que poderiam conter tais substâncias. Dessa forma, antes de ingestão do 
produto de cada estudo, a urina de cada voluntário foi analisada para que fosse 
comprovada total ausência das substâncias investigadas na matriz. 
 
5.3.7.1. Suplemento nutricional. 
 
O estudo de excreção envolveu a administração diária por via oral de 3 cápsulas do 
produto, contendo cada uma 5 mg de alcalóides de Ephedra sp. e 227,5 mg de extrato 
de guaraná (segundo formulação impressa no rótulo fornecida pelo fabricante) duas 
vezes ao dia (administração às 8 horas da manhã e às 8 horas da noite) (posologia 
recomendada pelo fabricante no rótulo do produto) a dois voluntários sadios (ambos do 
sexo masculino), durante 6 dias corridos. As amostras de urina foram coletadas antes da 
primeira administração das cápsulas (pré-dose), durante o primeiro dia (DIA 1) e no 
sexto dia (DIA 6) após a primeira administração do produto, totalizando um período de 
144 horas de estudo. Os diferentes períodos de coleta foram: DIA 1: 0-2 horas, 2-4 
horas, 4-8 horas; DIA 6: 0-2 horas, 2-4 horas, 4-8 horas, 8-12 horas, 12-24 horas, 24-
36 horas e 36-48 horas. O tempo 0 correspondeu às 8 horas da manhã. 
 
5.3.7.2. Bebida energética. 
 
O estudo de excreção envolveu uma única administração por via oral de 1 lata com 250 
mL do produto, contendo 80 mg de cafeína (segundo formulação impressa no produto 
fornecida pelo fabricante), a três voluntários sadios (dois do sexo masculino e um do 
sexo feminino). As amostras de urina foram coletadas antes da administração do 
conteúdo do produto (pré-dose) e em até 48 horas após a sua administração, em 
diferentes períodos de coleta: 0-2 horas, 2-4 horas, 4-8 horas, 8-12 horas, 12-24 horas, 
24-36 horas e 36-48 horas. O tempo 0 correspondeu às 8 horas da manhã. 




 
140
 
5.3.7.3. Sementes de guaraná em pó. 
 
O estudo de excreção envolveu a administração diária por via oral de 1,5 g de sementes 
de guaraná em pó (quantidade média habitualmente ingerida, equivalente à uma colher 
cheia de café, que é dispersa em um copo com água potável para facilitar a ingestão) 
duas vezes ao dia (administração às 8 horas da manhã e às 8 horas da noite) a dois 
voluntários sadios (ambos do sexo masculino), durante 6 dias corridos. As amostras de 
urina foram coletadas antes da primeira administração das cápsulas (pré-dose), durante 
o primeiro dia (DIA 1) e no sexto dia (Dia 6) após a primeira administração do produto, 
totalizando um período de 144 horas de estudo. Os diferentes períodos de coleta foram: 
DIA 1: 0-2 horas, 2-4 horas, 4-8 horas; DIA 6: 0-2 horas, 2-4 horas, 4-8 horas, 8-12 
horas, 12-24 horas, 24-36 horas e 36-48 horas. O tempo 0 correspondeu às 8 horas da 
manhã. 
 
 
5.3.8. Procedimentos de preparação de amostra de urina. 
 
5.3.8.1. Procedimento de extração de efedrinas. 
 
Para a identificação e quantificação de possíveis efedrinas excretadas em urina após a 
administração do suplemento nutricional, foi realizado um procedimento analítico 
desenvolvido para extração de compostos nitrogenados voláteis excretados como bases 
livres em urina, que consiste em uma extração líquido-líquido com solvente orgânico 
em pH fortemente alcalino. 
 
Em aliquotas de 5,0 mL de urina correspondentes a cada fração proveniente do estudo 
de excreção de cada voluntário, foram adicionados 25 µL de solução de padrão interno 
(difenilamina, 1000 µg/mL). A seguir, foram adicionados 500 µL de solução de 
hidróxido de potássio 5 mol/L e 3 g de sulfato de sódio anidro em cada tubo. Os tubos 
foram então fechados com tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
 e agitados em 
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agitador tipo vórtex por 10 segundos. Após agitação e remoção da tampa, 2,0 mL de 
terc-butilmetiléter foram adicionados em cada tubo. Os tubos foram novamente 
fechados com a mesma tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
, agitados em 
agitador tipo vórtex por mais 10 segundos e colocados em agitador orbital a 40 r.p.m. 
durante 20 minutos. Os tubos com as amostras foram então centrifugados a 2500 r.p.m. 
durante 5 minutos. Parte da fase orgânica de cada tubo foi a seguir transferida para 
frasco de vidro de 2,0 mL, próprio para uso em cromatografia. Após serem lacrados, os 
frascos de cada extrato foram encaminhados para análise por cromatografia gasosa de 
alta resolução com detector seletivo de nitrogênio e fósforo (CGAR-NPD). 
 
5.3.8.2. Procedimento de extração de cafeína. 
 
Para a identificação e quantificação da possível cafeína excretada em urina após a 
administração de cada produto (suplemento nutricional, bebida energética e semente de 
Guaraná em pó), foi realizado um procedimento analítico desenvolvido para extração 
de cafeína como base livre em urina, que consistia em uma extração líquido-líquido 
com solvente orgânico em pH moderadamente básico. 
 
Em aliquotas de 1,0 mL de urina correspondentes a cada fração proveniente do estudo 
de excreção de cada voluntário, foram adicionados 30 µL de solução de padrão interno 
(7-etilteofilina, 100 µg/mL). A seguir, foram adicionados 100 mg de mistura de 
carbonato de sódio/hidrogenocarbonato de sódio (2:1, p/p). Os tubos foram então 
fechados com tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
 e agitados em agitador 
tipo vórtex por 10 segundos. Após agitação e remoção da tampa, 7,0 mL da mistura de 
clorofórmio/isopropanol (9:1, v/v) foram adicionados em cada tubo. Os tubos foram 
novamente fechados com a mesma tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
, 
agitados em agitador tipo vórtex por mais 10 segundos e colocados em agitador orbital 
a 40 r.p.m. durante 15 minutos. Os tubos com as amostras foram então centrifugados a 
5000 r.p.m. durante 5 minutos. Os extratos orgânicos de cada tubo foram depois 
transferidos para um novo tubo de ensaio limpo e evaporados à secura sob fluxo de 
nitrogênio a 40ºC. Após a secagem dos tubos, estes foram fechados com novas tampas 
plásticas de rosca revestida com Teflon
®
, permanecendo assim até a hora de serem 
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analisados por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por detector de 
ultravioleta/visível com arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD). Momentos antes da 
análise, foram adicionados 200 µL da fase móvel (água MilliQ/acetonitrila (90:10, v/v)) 
a cada tubo, e todo o conteúdo foi agitado em agitador tipo vórtex por 10 segundos. 
 
 
5.3.9. Curva de calibração. 
 
5.3.9.1. Efedrinas. 
 
Simultaneamente à extração das amostras correspondentes às frações do suplemento 
nutricional, foram também extraídos e injetados controles feitos a partir de brancos de 
urina isentos de efedrinas e fortificados independentemente com soluções metanólicas 
de efedrina e norefedrina, conforme descrito no item 5.3.8.1.. Tal procedimento foi 
necessário com o intuito de construir uma curva de calibração de cada uma dessas 
substâncias, de modo a possibilitar a sua quantificação e de seu respectivo 
diasteroisômero (pseudoefedrina e norpseudoefedrina, respectivamente). Como cada 
par diasteroisomérico apresenta o mesmo fator de resposta cromatográfico, não houve a 
necessidade de serem feitas curvas de calibração para todas as efedrinas. O resultado 
obtido com a curva de calibração da efedrina serviria para quantificar uma eventual 
presença da própria efedrina ou de pseudoefedrina nas frações, enquanto que os valores 
obtidos com a curva de norefedrina seriam utilizados para quantificar a norefedrina ou 
a norpseudoefedrina que porventura viessem a ser detectadas nas amostras do estudo de 
excreção. Com isso, além da economia de tempo e de material, o trabalho de 
fortificação, processamento de amostras e tratamento de dados também seria facilitado. 
 
Para cada nível de concentração da curva de calibração foram preparados controles em 
duplicata, sendo cada controle injetado uma única vez. Para cada ponto foi obtida a 
razão entre a área do analito e do padrão interno, e foi calculada a média da razão para 
cada concentração. Os pontos da curva, bem como as quantidades de solução 
metanólica de efedrina e norefedrina utilizadas nesta fortificação, são apresentados na 
Tabela 5.3.9.1.1.. 
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Em conjunto a estes controles, também foram extraídos e analisados um controle 
negativo de urina (tubo de ensaio contendo 5,0 mL da mesma matriz que serviu de 
branco de urina isento de efedrinas para a construção dos controles de cada nível da 
curva de calibração, denominado de branco de urina), e um controle negativo de 
reagente (tubo de ensaio contendo 5,0 mL de água MilliQ, denominado de branco de 
reagentes), em que são adicionados somente os reagentes do método descrito no item 
5.3.8.1.. 
 
Tabela 5.3.9.1.1. Valores nominais dos níveis de concentração da curva de calibração para as 
efedrinas e respectivos volumes de solução metanólica padrão adicionados 
em cada nível. 
EFEDRINA NOREFEDRINA DIFENILAMINA
a
 
Concentração
b
 
Solução 
Padrão
c
Volume
d
 Concentração
b
Solução 
Padrão
c
Volume
d
Concentração
b
 
Solução 
Padrão
c
 
Volume
d
1 100 50  1 100 50 10 1000 50 
10 1000 50  10 1000 50  10 1000 50 
20 1000 100  20 1000 100  10 1000 50 
a
 Padrão Interno; 
b
 Em µg/mL de urina; 
c
 Em µg/mL; 
d
 De solução padrão adicionada em 5,0 mL de branco de urina. 
 
 
5.3.9.2. Cafeína. 
 
Simultaneamente à extração das amostras correspondentes às frações de cada produto 
estudado, também foram extraídos (conforme descrito no item 5.3.8.2.) e injetados 
controles a partir de brancos de urina isentos de cafeína fortificados com soluções 
metanólicas deste composto. Tal procedimento foi necessário com o intuito de construir 
uma curva de calibração para a cafeína, de modo a possibilitar a sua quantificação. Para 
cada nível de concentração da curva de calibração foram preparados controles em 
duplicata, sendo cada controle injetado uma única vez. Para cada ponto foi obtida a 
razão entre a área do analito e do padrão interno, e calculada a média desta razão para 
cada concentração. Os pontos da curva, bem como as quantidades de solução 
metanólica de cafeína utilizadas nesta fortificação, são apresentados na Tabela 
5.3.9.2.1.. 
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Tabela 5.3.9.2.1. Valores nominais dos níveis de concentração da curva de calibração para 
a cafeína e respectivos volumes de solução metanólica padrão adicionados 
em cada ponto. 
CAFEÍNA 7-ETILTEOFILINA
a
 
Concentração
b
 
Solução 
Padrão
c
Volume
d
 Concentração
b
Solução 
Padrão
c
Volume
d
 
0,5 100 50  10 1000 50 
2 1000 50  10 1000 50 
5 1000 100  10 1000 50 
a
 Padrão Interno; 
b
 Em µg/mL de urina; 
c
 Em µg/mL; 
d
 De solução padrão adicionada 
em 5,0 mL de branco de urina. 
 
Em conjunto a estes controles, também foram extraídos e analisados um controle 
negativo de urina (tubo de ensaio contendo 1,0 mL da mesma matriz que serviu de 
branco de urina isento de cafeína para a construção dos controles de cada nível da 
curva de calibração, denominado branco de urina), e um controle negativo de reagente 
(tubo de ensaio contendo 1,0 mL de água MilliQ, denominado branco de reagentes), 
em que são adicionados somente os reagentes do método descrito no item 5.3.8.2.. 
 
 
5.3.10. Limpeza e derivatização dos tubos de transferência (“liners”) do injetor 
cromatográfico. 
 
O procedimento de limpeza e derivatização dos tubos de transferência (“liners”) do 
injetor cromatográfico já foi descrito no item 4.3.10. 
 
 
5.3.11. Análise instrumental. 
 
As urinas coletadas no estudo realizado com o suplemento nutricional foram 
submetidas ao procedimento de extração e quantificação de efedrinas usando detecção 
por cromatografia gasosa de alta resolução com detector seletivo para nitrogênio e 
fósforo (CGAR-NPD), e ao procedimento de extração e quantificação de cafeína por 
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cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por detector de 
ultravioleta/visível com arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD). Nos estudos com a bebida 
energética e com as sementes de guaraná em pó, somente foi realizado o procedimento 
de extração e quantificação de cafeína por CLAE-DAD. 
 
5.3.11.1. Cromatografia gasosa de alta resolução com detector seletivo para 
nitrogênio e fósforo (CGAR-NPD). 
 
As análises por CGAR-NPD foram realizadas em cromatógrafo gasoso Hewlett-
Packard modelo 5890, equipado com coluna capilar de sílica fundida HP-5 (Hewlett-
Packard, Palo Alto, Califórnia, EUA) de fase estacionária contendo (5% fenil)-
metilpolisiloxano (15 m de comprimento por 0,20 mm de diâmetro interno com 0,33 
µm de espessura de filme), tendo como sistema de detecção um detector seletivo para 
nitrogênio e fósforo. As injeções foram feitas no modo com divisão de fluxo (“split”) 
1:10 utilizando hélio como gás carreador (1,0 mL/min., medido à temperatura do forno 
de 100ºC). A temperatura do injetor foi fixada em 280ºC e, a do detector, em 280°C. As 
temperaturas do forno foram programadas nas seguintes condições: temperatura inicial 
de 60ºC mantida por 1 minuto, taxa de programação de 20ºC/min. até 280ºC, mantida 
por 6 minutos. O tempo total da análise foi de 18,0 minutos. O volume de injeção de 
amostra foi de 2 µL. O detector somente foi ligado após um tempo inicial de 3 minutos. 
 
5.3.11.2. Cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por detector de 
ultravioleta/visível com arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD). 
 
A análise para quantificação da cafeína foi realizada em cromatógrafo líquido Waters 
modelo 600E System Controller, equipado com coluna de fase reversa Waters 
Symmetry com fase estacionária de sílica C18 (l50 mm de comprimento por 4,6 mm de 
diâmetro interno com 3 µm de espessura de filme), tendo como sistema de detecção um 
detector de ultravioleta/visível com arranjo de fotodiodos. A leitura foi realizada em 
comprimento de onda de 273 nanômetros. As injeções foram feitas a 40°C, utilizando 
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fase móvel de água MilliQ/acetonitrila (90:10) em pH 3, sob um fluxo de 1,5 
mL/min. O volume de injeção por amostra foi de 5 µL. 
 
 
5.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.4.1. Características físico-químicas das frações coletadas. 
 
Após ser coletado, o volume de cada fração foi imediatamente aferido. No mesmo 
momento, o valor de pH foi determinado utilizando fita Uriscan
®
 do fabricante 
Yeongdong Pharmaceutical Corporation (Seul, Coréia do Sul) com faixa de pH 0 a 14,0 
e resolução de 0,5 unidades de pH. Os valores de densidade das frações também foram 
medidos com a mesma fita Uriscan
®
, com faixa de medição de 1,000 a 1,030. 
 
A Tabela 5.4.1.1. mostra os valores de volume, pH e densidade das frações coletadas no 
estudo de excreção da administração do suplemento nutricional, para cada voluntário. 
Foram coletados volumes de urina em todos os períodos de coleta. De um modo geral, 
os valores de pH das frações permaneceram estáveis para ambos voluntários, oscilando 
em apenas 0,5 unidade de pH, em relação ao pH da fração coletada antes do início do 
estudo (pré-dose). Quanto à densidade, houve uma tendência dos voluntários em 
manterem os mesmos valores de densidade do início do estudo ou então apresentando 
uma leve tendência de aumento da mesma ao longo do estudo, sem significativas 
alterações. 
 
Os valores de pH das frações mostraram uma certa tendência à diminuição da acidez ao 
longo do estudo, sendo esta característica mais visível no Voluntário 3. Uma discreta 
alcalinização da urina, visualizada quando se compara com os valores basais obtidos 
nas pré-doses, não necessariamente estando atrelada ao consumo da cafeína, pode ser 
atribuída aos outros componentes da fórmula do energético ou à própria dieta do 
voluntário ao longo do experimento, já que este não sofreu restrições alimentares, 
excluindo-se os insumos contendo cafeína em sua composição. O comportamento da 
densidade se mostrou estável, ou com discreta redução de seus valores (Tabela 5.4.1.2.). 
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Tabela 5.4.1.1. Volume, pH e densidade das frações coletadas no estudo de excreção da 
administração do suplemento nutricional. 
INTERVALO 
SUPLEMENTO NUTRICIONAL 
(em horas)  Voluntário 1  Voluntário 2 
 DIA 1 
 
Volume
a
 pH Densidade Volume
a
 pH Densidade 
Pré-dose 
349 6,0  1,025  35  5,0 1,030 
0 – 2 
195 6,0  1,020 128 5,5 1,030 
2 – 4 
111 5,5  1,030  61  5,5 1,030 
4 – 8 
450 5,5  1,025 317 5,0 1,030 
 DIA 6 
 
Volume
a
 pH Densidade Volume
a
 pH Densidade 
0 – 2 
194  6,0  1,020  128  5,0  1,030 
2 – 4 
269  6,5  1,015  88  5,0  1,030 
4 – 8 
191  6,0  1,030  138  5,5  1,030 
8 – 12 
219  6,0  1,030  159  5,5  1,030 
12 – 24 
505  6,0  1,030  383  5,5  >1,030 
24 – 36 
381  6,0  1,025  483  5,5  1,030 
36 – 48 
381  6,0  1,030  477  5,5  1,030 
a 
Em mililitros. 
 
 
Em relação ao estudo com as sementes de guaraná em pó, não houve a coleta de urina 
em uma fração (intervalo 0-2 horas do Dia 1 para o Voluntário 1), devido a uma 
ausência de estímulo para a micção durante o período. Este fato pode ser considerado 
normal, já que os voluntários receberam a orientação de não beberem líquido além do 
desejo fisiológico normal. Um aumento artificial do volume excretado de urina, devido 
a um consumo intencional de líquido, geraria um perfil anômalo de excreção que 
poderia trazer inconclusão ao trabalho. Os valores de pH das frações mostraram 
discreta tendência à alcalinização da urina, mas a justificativa pode estar relacionada à 
dieta realizada durante o período de coleta, como também foi explanado para o 
resultado da bebida energética. O comportamento da densidade se mostrou estável ou 
discretamente em ascensão (Tabela 5.4.1.3.). 
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Tabela 5.4.1.2. Volume, pH e densidade das frações coletadas no estudo de excreção 
da administração da bebida energética. 
INTERV.
a
 
BEBIDA ENERGÉTICA 
 
Voluntário 1  Voluntário 2  Voluntário 3 
 
DIA 1 
 Volume
b
 pH Dens.
c
 Volume
b
 pH Dens.
c
 Volume
b
 pH Dens.
c
 
Prédose  100  5,5  1,030  96  5,5  1,030  95  5,5  1,020 
0 – 2  102  6,0  1,030  448  6,0  1,015  349  6,0  1,010 
2 – 4  77  5,5  >1,030  144  6,0  1,025  329  6,0  1,015 
4 – 8  132  5,5  1,030  104  5,5  1,030  116  6,5  1,015 
8 – 12  211  5,5  1,030  296  6,0  1,030  540  7,0  1,015 
12 – 24  458  6,0  1,030  1138  6,5  1,020  695  6,0  1,020 
 DIA 2 
 Volume
b
 pH Dens.
c
 Volume
b
 pH Dens.
c
 Volume
b
 pH Dens.
c
 
24 – 36  361  5,5  1,030  587  6,0  1,025  1523  6,5  1,015 
36 – 48  688  6,0  1,025  937  6,0  1,020  548  6,0  1,020 
a 
Intervalo, em horas; 
b
 Em mililitros; 
c
 Densidade. 
 
 
Tabela 5.4.1.3. Volume, pH e densidade das frações coletadas no estudo de excreção da 
administração das sementes de guaraná em pó. 
INTERVALO 
SEMENTES DE GUARANÁ EM PÓ 
(em horas)  Voluntário 1  Voluntário 2 
 DIA 1 
 Volume
a
 pH  Densidade Volume
a
 pH  Densidade 
Pré-dose 169 5,5 1,025  88 5,5 1,025 
0 – 2  *  *  *  188  5,5  1,030 
2 – 4  31  5,5  1,030  529  6,0  1,020 
4 – 8  115  5,5  1,030  531  6,5  1,020 
 DIA 6 
 Volume
a
 pH  Densidade Volume
a
 pH  Densidade 
0 – 2  100  5,5  1,025  134  5,5  1,030 
2 – 4  290  6,5  1,010  57  5,5  >1,030 
4 – 8  218  5,5  1,025  79  6,0  1,030 
8 – 12  143  5,5  1,030  211  5,5  >1,030 
12 – 24  375  6,0  1,030  563  5,5  >1,030 
24 – 36  512  5,5  1,030  574  6,5  1,025 
36 – 48  653  6,5  1,025  746  6,0  1,030 
* Valor não determinado pela ausência de coleta de urina. 
a 
Em mililitros.   
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5.4.2. Curvas de calibração. 
 
Em ambas as técnicas utilizadas, CGAR-NPD e CLAE-DAD, as curvas de calibração 
construídas para quantificação dos analitos de interesse sob investigação foram 
consideradas estatisticamente válidas, apresentando coeficientes de determinação (r
2
) 
superiores a 0,998. A Tabela 5.4.2.1. apresenta as respectivas equações da reta obtidas 
com as soluções padrão de cada composto avaliado, bem como o respectivo coeficiente 
de determinação de cada uma. 
 
 
Tabela 5.4.2.1. Equações da reta e valores de coeficiente de determinação (r
2
) obtidos 
para as curvas de calibração construídas para efedrina, norefedrina e 
cafeína. 
Produto  Substância  Equação da Reta  r
2
 
Cafeína  y = 0,073x + 0,084  0,9979 
Efedrina  y = 0,129x + 0,005  0,9990 
Suplemento Nutricional 
Norefedrina  y = 0,090x – 0,040  0,9987 
Bebida Energética  Cafeína  y = 0,287x + 0,030  0,9997 
Sementes de Guaraná em Pó  Cafeína  y = 0,289x + 0,048  0,9992 
 
 
5.4.3. Análise dos produtos sob investigação. 
 
Embora tenha sido detectada em todos os estudos, a cafeína não foi encontrada em 
algumas frações dos estudos com a bebida energética e com as sementes de guaraná em 
pó. Além disso, na investigação do suplemento nutricional, somente foram encontradas, 
após identificação diasteroisomérica, a efedrina e o seu principal metabólito, 
norefedrina. Seus diasteroisômeros correlatos, pseudoefedrina e norpseudoefedrina, não 
foram encontrados em nenhuma fração avaliada neste estudo. 
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5.4.3.1. Suplemento nutricional. 
 
Os resultados da quantificação da cafeína no suplemento nutricional mostraram que a 
cafeína foi encontrada em todas as frações coletadas após a administração do 
suplemento nutricional, apesar de que as suas concentrações em urina não atingiram 
valores superiores a 4,5 µg/mL em ambos voluntários. Embora a excreção tenha sido 
um pouco distinta, os valores máximos encontrados para cada voluntário foram obtidos 
em intervalos de coleta adjacentes, durante o Dia 6 do estudo (Tabela 5.4.3.1.1.). 
 
Tabela 5.4.3.1.1. Concentração de cafeína em urina após a ingestão do suplemento 
nutricional. 
INTERVALO CAFEÍNA (µg/mL) 
(em horas)  Voluntário 1  Voluntário 2 
 DIA 1 
Pré-dose 
-* -* 
0 – 2  1,6  2,7 
2 – 4  1,9  2,9 
4 – 8  2,9  3,4 
 DIA 6 
0 – 2  2,6  3,2 
2 – 4  4,5  2,5 
4 – 8  3,4  3,9 
8 – 12  2,5  2,7 
12 – 24  1,1  1,6 
24 – 36  0,6  0,4 
36 – 48  1,0  0,2 
* Não detectada. 
 
 
 
As concentrações máximas de efedrina foram de 30,9 µg/mL e 37,7 µg/mL para os 
voluntários submetidos ao experimento (Tabela 5.4.3.1.2.), obtidos no mesmo intervalo 
de coleta (4-8 horas do Dia 6). A efedrina só não foi detectada na última fração coletada 
(36-48 horas) de um dos voluntários. Para o outro participante, as concentrações de 
efedrina foram quantificadas em todas as frações coletadas pós-administração. A 
norefedrina, entretanto, não foi observada nas últimas duas frações coletadas dos 
voluntários, obtidas nos períodos de 24-36 horas e 36-48 horas. As concentrações deste 
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composto não excederam 5,3 µg/mL, embora os valores máximos de concentração 
verificados nos dois voluntários tenham sido obtidos na mesma fração de intervalo de 
coleta de 4-8 horas do Dia 6 (Tabela 5.4.3.1.2.). 
 
Estes resultados demonstraram a potencialidade de serem gerados resultados analíticos 
adversos pela simples administração de suplementos nutricionais à venda no mercado, 
seguindo a posologia recomendada pelo fabricante. No estudo, das 20 frações 
analisadas após a administração, 60% delas apresentaram um valor maior que o atual 
limite permitido para a efedrina em urina, que é de 10 µg/mL. Se fossem amostras 
provenientes de atletas em competição em análises de controle de dopagem, elas seriam 
consideradas indiscutivelmente como resultados analíticos adversos para esta 
substância. Frações do primeiro dia, após duas horas de administração, já se mostraram 
acima deste limite, indicando rápida cinética de excreção da efedrina. Pode-se tentar 
aferir com esses resultados que, embora não tenham sido coletadas na prática, quaisquer 
frações de urina geradas no intervalo entre os Dias 2 e 5 do estudo apresentariam alta 
probabilidade de também mostrarem uma concentração de efedrina superior ao valor 
limite, visto que as administrações das cápsulas só terminaram no Dia 6. 
 
 
Tabela 5.4.3.1.2. Concentração de efedrina e norefedrina em urina após a ingestão do 
suplemento nutricional. 
INTERVALO  EFEDRINA (µg/mL)  NOREFEDRINA (µg/mL) 
(em horas)  Voluntário 1  Voluntário 2  Voluntário 1  Voluntário 2 
 DIA 1 
Pré-dose -* -* -*  -* 
0 – 2  2,6  0,5  0,5  0,5 
2 – 4  26,9  35,3  5,2  3,6 
4 – 8  18,4  17,6  2,7  2,4 
 DIA 6 
0 – 2  13,3  15,8  2,5  2,0 
2 – 4  6,4  23,2  3,5  1,1 
4 – 8  30,9  37,7  5,3  4,7 
8 – 12  22,4  25,5  3,7  3,5 
12 – 24  5,9  15,2  2,2  1,0 
24 – 36  1,1  1,6  -*  -* 
36 – 48  -*  0,6  -*  -* 
* Não detectada. 
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A geração de possíveis resultados analíticos adversos pelo uso de suplementos 
alimentares não idôneos, similares aos encontrados neste estudo, não são raros. Em 
outro estudo de excreção realizado com vários suplementos, direcionado para a análise 
de substâncias rastreadas no controle de dopagem, foram encontrados vários agentes 
anabolizantes proibidos nas frações de urina de voluntários do estudo (GEYER et al., 
2000). 
 
5.4.3.2. Bebida energética. 
 
Em relação à bebida energética, as concentrações urinárias de cafeína dosadas foram 
razoavelmente reduzidas para os 3 voluntários do experimento, com a concentração 
máxima geral de 2,0 µg/mL, obtida em uma urina coletada de 4 a 8 horas após a 
ingestão da bebida (Tabela 5.4.3.2.1.). Adicionalmente, a cafeína não foi encontrada 
em todas as frações coletadas após a administração da bebida energética, não tendo 
sido possível a sua quantificação principalmente nas últimas frações excretadas. Este 
resultado peculiar aparentemente pode ser justificado junto à literatura da 
farmacocinética do fármaco: a cafeína, rapidamente absorvida no trato gastrointestinal, 
é extensamente metabolizada no fígado, sendo que somente 1% do total excretado é 
inalterado (MOFFAT et al., 2004), virando alvo analítico de seu método de detecção. 
 
 
Tabela 5.4.3.2.1. Concentração de cafeína em urina após a ingestão da bebida 
energética. 
INTERVALO 
CAFEÍNA (µg/mL) 
(em horas) 
Voluntário 1
Voluntário 2 Voluntário 3 
 
DIA 1 
Pré-dose 
-* 
-* -* 
0 – 2  1,3  1,3  1,0 
2 – 4  1,5  1,9  0,4 
4 – 8  0,9  2,0  0,8 
8 – 12  0,4  0,9  0,4 
12 – 24  0,6  0,5  -* 
 
DIA 2 
24 – 36 
-* 
-* 0,5 
36 – 48 
-* 
0,4 -* 
* Não detectada. 
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Assim, os dados obtidos apontam para uma relativa “segurança” na ingestão desse 
tipo de produto, pelo menos sempre que ele for consumido em dose única. Embora 
mereça investigação adicional, a ingestão social de mais uma ou duas latas com o 
mesmo conteúdo de cafeína aparentemente também gerará um resultado cujo limite de 
12 µg/mL não será ultrapassado. 
 
5.4.3.3. Sementes de guaraná em pó. 
 
Para o estudo de excreção gerado após o consumo de sementes de guaraná em pó, as 
concentrações urinárias de cafeína dosadas em ambos voluntários também não 
chegaram a apresentar valores elevados, ficando as dosagens obtidas bem abaixo do 
valor de referência de 12 µg/mL. O valor máximo encontrado foi de 2,2 µg/mL, em 
uma fração de urina coletada no intervalo de 4-8 horas do Dia 6 (Tabela 5.4.3.3.1.). 
Assim, como aconteceu no estudo com a bebida energética (item 5.4.3.2.), não foi 
possível detectar a presença de cafeína em algumas frações deste estudo, 
preferencialmente naquelas geradas nos períodos finais de coleta. 
 
 
Tabela 5.4.3.3.1. Concentração de cafeína em urina após a ingestão das sementes de 
guaraná em pó. 
INTERVALO CAFEÍNA (µg/mL) 
(em horas)  Voluntário 1  Voluntário 2 
 DIA 1 
Pré-dose 
-*  -* 
0 – 2  n.c.  0,7 
2 – 4  1,3  0,8 
4 – 8  1,0  0,8 
 DIA 6 
0 – 2  0,8  0,7 
2 – 4 
-* 
1,1 
4 – 8  0,5  2,2 
8 – 12  0,9  0,8 
12 – 24 
-* 
0,3 
24 – 36  0,3  -* 
36 – 48 
-*  -* 
* Não detectada. 
 
n.c. Não coletada. 
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Embora mereça investigação adicional, em um estudo que avalie a influência da 
procedência geográfica e da variação sazonal no teor de cafeína das sementes de 
guaraná em pó que são vendidas em território nacional, é bem provável que a ingestão 
deste insumo não gere frações de urina com concentrações de cafeína superiores a 12 
µg/mL nas quantidades e freqüências normais de consumo diário difundidas como 
hábito entre a população. 
 
 
5.5. CONCLUSÃO 
 
Considerando o hábito alimentar e o consumo médio em que os produtos avaliados 
participam da dieta da população alvo estudada, bem como os atuais valores limite 
("cut-off') permitidos pela Agência Mundial Antidopagem, somente o suplemento 
nutricional investigado poderá gerar casos de resultados analíticos adversos no controle 
de dopagem, e, mesmo assim, especificamente para a efedrina, com valores de 
concentração maiores do que o atual limite de l0 µg/mL. 
 
Como a cafeína está presente em muitos produtos alimentícios consumidos diariamente, 
a ingestão simultânea destes em conjunto com os suplementos nutricionais de 
procedência duvidosa poderá aumentar consideravelmente as concentrações urinárias 
de cafeína para níveis próximos ao limite de 12 µg/mL, valor máximo anteriormente 
permitido. 
 
Tanto os atletas profissionais ou amadores, quanto o consumidor leigo devem se 
precaver sobre a procedência e a idoneidade de produtos vendidos no mercado como 
suplementos nutricionais, pois eles podem comprometer seriamente não apenas uma 
carreira desportiva, mas principalmente a saúde do indivíduo. 
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CAPÍTULO 6 
 
RELATO DE CASO CLÍNICO DE DELÍRIO PSICÓTICO 
DESENVOLVIDO APÓS O CONSUMO DE MACONHA 
PRESENTE EM DOCE DE CHOCOLATE. 
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6.1. INTRODUÇÃO 
 
Este trabalho tem como objetivo descrever o caso clínico de um paciente internado, 
suspeito de haver ingerido involuntariamente algum agente psicoativo, contido 
possivelmente em doce achocolatado do tipo “brigadeiro”, consumido durante uma 
festa. O indivíduo foi internado para controle de agitação secundária e grave quadro 
psicótico, sendo suspeitada intoxicação inadvertida por agente psicoativo, e tratado com 
doses terapêuticas de prometazina, haloperidol, e clorpromazina, com regressão gradual 
do quadro ao longo de duas semanas. Para fins de investigação a respeito do agente 
causador, foi coletada amostra de urina após melhora clínica relativa no quinto dia de 
internação. A amostra foi dividida em diferentes alíquotas, cada uma extraída por 
procedimentos distintos, possibilitando o monitoramento de diferentes classes de 
fármacos, utilizando a técnica de detecção de CGAR-EM. 
 
 
6.2. RESUMO DA LITERATURA 
 
6.2.1. Particularidades e principais princípios ativos da maconha. 
 
A maconha é o nome comum dado às folhas e às inflorescências secas da espécie 
vegetal Cannabis sativa L. preparadas como mistura para fumo, enquanto haxixe é a 
denominação de sua resina extraída. Durante séculos, esses componentes foram 
utilizados para vários fins medicinais e como preparações intoxicantes. A maconha, 
também denominada cânhamo, foi trazida à América do Norte por imigrantes, 
principalmente no século XIX. Ela começou a ser encarada como um problema social 
nos primeiros anos do século XX, sendo seu uso proibido na década de 1930. Na 
década de 60, seu consumo aumentou drasticamente, e estimativas recentes sugerem 
que cerca de 15% da população adulta dos Estados Unidos e da Europa Ocidental já 
utilizaram a maconha em alguma ocasião, com uma proporção muito maior (próxima 
dos 50%) entre adolescentes e adultos jovens (RANG et al., 2001). 
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Segundo dados das Nações Unidas, a maconha é a droga ilícita mais utilizada no 
mundo e, na América do Sul, o Brasil e a Colômbia são os seus principais produtores 
(NACIONES UNIDAS, 1997). Segundo dados da Polícia Federal Brasileira
 
(GAILEWITCH, 2000), cerca de 700 toneladas de maconha são consumidas todos os 
anos no país. A maconha, sob a forma de erva seca da Cannabis sativa, tem uma 
potência significativamente variável, que depende da fonte e da seleção do material 
usado da planta para a produção da droga (RUSTICHELLI et al., 1996). 
 
A Cannabis sativa tem sido cultivada há centenas de anos e cresce livremente em 
diferentes altitudes, tipos de solo, e condições climáticas (tropicais e temperadas). Os 
extratos da planta contêm numerosos compostos relacionados, denominados 
canabinóides, sendo que a maioria deles é insolúvel em água (RANG et al., 2001). Um 
destes compostos, o princípio ativo ∆
9
-tetraidrocanabinol (∆
9
-THC), presente na planta 
na ordem de 1 a 15% (l a 10% do peso nos extratos), é o principal responsável pelos 
efeitos psicoativos da Cannabis (LERCKER et al., 1992; RUSTICHELLI et al., 1996). 
Apesar de ter sido observado que as plantas fêmeas com sementes apresentam teor de 
canabinóides mais elevado do que as plantas fêmeas sem sementes e as plantas macho
 
(STAHL, 1975), também é conhecida uma forma de Cannabis derivada da planta fêmea 
despolinizada (sem semente) que contêm um elevado teor de ∆
9
-THC
 
(UNITED 
STATES DRUG ENFORCEMENT ADMINISTRATION, 2008b). A maioria dos 
especialistas concorda que existem pelo menos três espécies de Cannabis, e as 
principais diferenças entre elas se relacionam às sementes, ao talo, ao hábito de 
crescimento e, em menor extensão, ao conteúdo resinoso. As plantas com baixo teor do 
ingrediente psicoativo ∆
9
-THC têm seus talos empregados como fonte de fibras, 
enquanto que plantas com teores entre 1,4 a 4,8%, em geral, são utilizadas como droga. 
 
 
6.2.2. Estrutura química e ação biológica do ∆
9
-tetraidrocanabinol. 
 
∆
9
-Tetraidrocanabinol é a denominação comum para o composto químico tetraidro-6,6,9-
trimetil-3-pentil-6H-dibenzo[b,d]pirano-1-ol, farmacologicamente classificado como 
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possuidor de atividade depressora e psicomimética do Sistema Nervoso Central 
(MOFFAT  et al., 1986; THE INDEX MERCK, 1996; RANG et al., 2001; MOFFAT et 
al., 2004). A Figura 6.2.2.1. mostra a estrutura química do ∆
9
-tetraidrocanabinol. 
 
 
 
 
 
 
  Figura 6.2.2.1. Estrutura química do ∆
9
-tetraidrocanabinol. 
 
Os canabinóides presentes na maconha possuem tanto caráter ácido quanto neutro. 
Dentre os vários canabinóides neutros, além do ∆
9
-THC, estão o seu precursor canabinol 
(CBN), e o canabidiol (CBD), formado espontaneamente a partir do ∆
9
-THC. Estes 
compostos são denominados de “canabinóides principais”, por serem os mais 
abundantes nos extratos. Os canabinóides ácidos não possuem atividade farmacológica e 
durante o armazenamento ou aquecimento da planta podem ser facilmente 
descarboxilados, resultando em canabinóides neutros, especialmente tetraidrocanabinóis 
(STAHL, 1975; LERCKER et al. 1992; RANG et al., 2001) (Figura 6.2.2.2.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2.2.2. Estrutura química dos canabinóides: ∆
9
-tetraidrocanabinol (∆
9
-THC), canabinol 
(CBN) e canabidiol (CBD). 
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Os canabinóides podem ser sintetizados a partir de uma rota metabólica do metabolismo 
secundário vegetal que envolve a reação do derivado terpênico geranil pirofosfato 
(geranil-OPP) com uma molécula de olivetol. O canabinóide é formado após algumas 
etapas especificamente destinadas à ciclização do anel. A Figura 6.2.2.3. exemplifica a 
reação, representando parcialmente a rota de síntese do ∆
9
-tetraidrocanabinol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2.2.3. Rota parcial de síntese do ∆
9
-tetraidrocanabinol. 
 
 
O geranil-OPP é formado a partir de duas unidades isoprênicas isômeras, o isopentenil 
pirofosfosfato (IPP) e o dimetil-alil pirofosfato (DMAPP) (Figura 6.2.2.4.) que são 
estruturas básicas de 5 átomos de carbono usadas na formação de terpenos derivadas do 
isopreno (2-metil-1,3-butadieno) (Figura 6.2.2.5.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2.2.4. Biossíntese de geranil pirofosfato (geranil OPP) a partir do isopentenil 
pirofosfosfato (IPP) e do dimetil-alil pirofosfato (DMAPP). 
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Figura 6.2.2.5. Biossíntese das unidades isoprênicas isopentenil pirofosfosfato (IPP) e 
dimetil-alil pirofosfato (DMAPP). ATP, trifosfato de adenosina; 
NADPH, forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato. 
 
 
O  ∆
9
-THC é o componente mais abundante e também mais ativo do ponto de vista 
farmacológico na planta, atuando principalmente sobre o sistema nervoso central ao 
produzir uma mistura de efeitos psicotomiméticos e depressores, além de vários efeitos 
autônomos periféricos mediados centralmente (RANG et al., 2001). 
 
Os principais efeitos subjetivos no ser humano consistem em (RANG et al., 2001): 
 
• Sensação de relaxamento e bem-estar, semelhante ao efeito do etanol, porém sem 
agressão concomitante; 
• Sensação de aguçamento da percepção sensorial, em que sons e as visões 
parecem ser mais intensos e fantásticos. 
 
Esses efeitos são semelhantes àqueles produzidos por substâncias psicotomiméticas, 
como a dietilamida do ácido lisérgico (LSD, do alemão “lysergsäurediethylamid”), 
porém são geralmente menos exagerados. Os indivíduos relatam que o tempo transcorre 
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de modo extremamente lento. As sensações alarmantes e delírios paranóides que 
ocorrem freqüentemente com o LSD são raros após o uso da maconha. 
 
Os efeitos centrais, que podem ser diretamente medidos em estudos com o ser humano 
e com animais, incluem (RANG et al., 2001): 
 
•  Comprometimento da memória a curto prazo e de tarefas de aprendizagem 
simples - as sensações subjetivas de confiança e aumento da criatividade não 
são refletidas por um desempenho efetivo; 
•  Comprometimento da coordenação motora (por exemplo, no desempenho na 
direção de automóveis); 
•  Catalepsia - a retenção de posturas imóveis fixas; 
•  Analgesia; 
•  Ação antiemética; 
•  Aumento do apetite. 
 
Os principais efeitos periféricos da maconha são (RANG et al., 2001): 
 
•  Taquicardia; 
•  Vasodilatação, que é particularmente acentuada nos vasos da esclerótica e 
conjuntiva, produzindo um aspecto característico de olhos "injetados de sangue" 
dos fumantes de maconha; 
•  Redução da pressão intra-ocular; 
•  Broncodilatação. 
 
Os receptores canabinóides são membros típicos da família de receptores acoplados à 
proteína G, ligados à inibição da adenilato ciclase. Os receptores também estão 
acoplados à ativação de canais de potássio e inibição dos canais de cálcio e, portanto, 
exercem efeito inibitório sobre a liberação de transmissores. A distribuição dos 
receptores de canabinóides no cérebro corresponde aos efeitos farmacológicos 
principais. Ocorrem particularmente no hipocampo (comprometimento da memória), no 
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cerebelo e na substância negra (distúrbio motor) e nas vias dopaminérgicas 
mesolímbicas (recompensa), bem como no córtex (RANG et al., 2001). 
 
Os efeitos da maconha sobre a pressão intra-ocular, o músculo liso brônquico, a 
sensação de dor e o reflexo do vômito têm valor terapêutico potencial. Assim, nos 
últimos anos, foram desenvolvidos alguns derivados canabinóides como agentes 
terapêuticos. Entretanto, os efeitos centrais pronunciados produzidos por esses 
compostos, incluindo suas possíveis propriedades de dependência, limitaram sua 
utilidade (RANG et al., 2001).  
 
A tolerância à maconha e à dependência física só ocorrem em pequeno grau, 
principalmente nos usuários inveterados. Os sintomas de abstinência assemelham-se 
àqueles do etanol ou da abstinência a opiáceos, consistindo em náusea, agitação, 
irritabilidade, confusão, taquicardia e sudorese. Todavia, eles são relativamente leves e 
não resultam em urgência compulsiva de ingestão da droga. Não parece ocorrer 
dependência psicológica com a maconha e, de modo global, não se pode classificá-la 
como viciante (RANG et al., 2001). 
 
O ∆
9
-THC é relativamente seguro em elevadas dosagens, produzindo sonolência e 
confusão, mas sem efeitos respiratórios ou cardiovasculares que ameacem à vida. Nesse 
aspecto, é mais seguro do que a maioria das outras substâncias de abuso, 
particularmente os opiáceos e o etanol. Mesmo em doses baixas, o ∆
9
-THC produz 
euforia e sonolência, algumas vezes acompanhadas de distorção sensorial e 
alucinações. Esses efeitos, juntamente com as restrições legais ao uso do ∆
9
-THC, 
impedem o uso terapêutico disseminado dos canabinóides (RANG et al., 2001). 
 
Estudos epidemiológicos não demonstraram qualquer aumento no risco de 
malformações fetais ou de câncer entre usuários da maconha. Por outro lado, ocorrem 
certos efeitos endócrinos no ser humano, notoriamente uma redução nos níveis 
plasmáticos de testosterona e diminuição da contagem de espermatozóides. Evidências 
de que o uso da maconha produz alterações psicológicas a longo prazo são difíceis de 
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serem avaliadas. Existem sugestões de que maconha pode causar esquizofrenia, 
resultando no desenvolvimento gradual de um estado de apatia e improdutividade 
(RANG et al., 2001). 
 
O argumento de longa data sobre a legalização da maconha concentra-se 
principalmente na gravidade dos efeitos adversos. Os oponentes da legalização 
argumentam que não seria sensato mudar a lei em favor do uso, pelo público em geral, 
de uma substância capaz de produzir graves efeitos tóxicos. Aqueles que propõem 
alteração da lei argumentam que a legislação é claramente ineficaz e encoraja a 
criminalidade, sendo a maconha, sem dúvida alguma, mais segura do que o etanol ou o 
tabaco (RANG et al., 2001). 
 
 
6.2.3. Farmacocinética do ∆
9
-tetraidrocanabinol. 
 
Os efeitos do ∆
9
-tetraidrocanabinol, quando fumado ou injetado por via intravenosa, 
levam cerca de uma hora para desenvolver-se plenamente, durando cerca de 2 a 3 horas. 
Este composto é absorvido pelo trato gastrointestinal, mas sua absorção é lenta e 
irregular, possuindo biodisponibilidade oral de 6 a 20%. Contudo, o ∆
9
-THC pode ser 
medido no plasma segundos após a inalação de uma primeira baforada da fumaça de 
maconha (biodisponibilidade de 18 a 50%). Uma pequena fração é convertida em 11-
hidroxi-∆
9
-tetraidrocanabinol (11-hidroxi-∆
9
-THC), que é um matabólito mais ativo que 
o próprio ∆
9
-THC, contribuindo adicionalmente para o efeito farmacológico da 
maconha. Além do 11-hidroxi-∆
9
-THC, um outro metabólito ativo, o 8β-hidroxi-∆
9
-
tetraidrocanabinol (8β-hidroxi-∆
9
-THC), também é gerado pela oxidação do ∆
9
-THC no 
hepatócito pelo complexo enzimático citocromo P-450 (RANG et al., 2001; MOFFAT 
et al., 2004). 
 
Por outro lado, a maior parte do ∆
9
-THC é convertida principalmente em metabólitos 
inativos, como as substâncias 8α-hidroxi-∆
9
-tetraidrocanabinol (8α-hidroxi-∆
9
-THC) e 
8α,11-diidroxi-∆
9
-tetraidrocanabinol (8α,11-diidroxi-∆
9
-THC). O 11-hidroxi-∆
9
-THC é 
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posteriormente oxidado ao ácido carboxílico 11-nor-9-carboxi-∆
9
-
tetraidrocanabinol (11-nor-9-carboxi-∆
9
-THC) e a outros ácidos mono e dicarboxílicos 
de elevada polaridade. Tanto o ∆
9
-THC quanto os seus metabólitos são conjugados com 
ácido glicurônico em extensão variável, e eles também podem sofrer recirculação 
entero-hepática. Para usuários freqüentes, a meia-vida plasmática do ∆
9
-THC é de 
aproximadamente 2 horas, enquanto que para o seu metabólito 11-nor-9-carboxi-∆
9
-
THC ela é de 120 horas. Já para usuários esporádicos, a meia-vida plasmática do ∆
9
-
THC e deste seu metabólito é de 90 minutos e 144 horas, respectivamente. A ligação à 
proteínas plasmáticas para ambos compostos é variável, oscilando de 94 a 99%. Por 
serem altamente lipofílicos, tanto o ∆
9
-THC quanto os seus metabólitos são 
amplamente distribuídos pelo corpo e ficam retidos na gordura corporal. Cerca de 25% 
da dose é excretada em urina em 3 dias, principalmente como 11-nor-9-carboxi-∆
9
-
THC conjugado como glicuronídeo, junto a outros ácidos carboxílicos nas formas livre 
e conjugada. Suas excreções continuam por vários dias após administração de ∆
9
-THC, 
sendo que os seus metabólitos têm sido detectados em urina por até 12 dias após dose 
única oral da substância (RANG et al., 2001; MOFFAT et al., 2004). 
 
 
6.2.4. Detecção do ∆
9
-tetraidrocanabinol. 
 
Especificamente no caso de detecção da Cannabis sativa, a informação relacionada à 
origem de determinada amostra tem sido obtida através da comparação dos perfis de 
distribuição dos canabinóides presentes na amostra problema com perfis pré-definidos 
de amostras de origem conhecida, utilizando as técnicas de cromatografia de camada 
delgada
 
(STAHL, 1975), cromatografia gasosa de alta resolução
 
(NOVOTNY  et al., 
1976; BRENNEISEN & ELSOHLY, 1988) e cromatografia líquida de alta eficiência 
(RUSTICHELLI  et al., 1996; RUSTICHELLI et al., 1998). Entretanto, estudos 
recentes têm mostrado que a contaminação durante o período de armazenamento e 
distribuição, além da própria decomposição da droga, dificultam a sua diferenciação, 
quando a identificação de componentes minoritários
 
é utilizada como ferramenta para 
determinação da origem (RUSTICHELLI et al., 1996). Além disto, é sabido que 
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variações cíclicas do teor de canabidiol e ∆
9
-THC ocorrem durante o crescimento 
da planta (NOVOTNY et al., 1976; RUSTICHELLI et al., 1998), fato este que também 
dificulta a identificação da origem da planta quando se utiliza alguma das técnicas 
acima mencionadas. Embora seja ainda um recurso insipiente, o mapeamento dos 
canabinóides pelo uso da técnica hifenada de cromatografia gasosa de alta resolução 
acoplada à espectrometria de massas por razão isotópica (CGAR-C-EMRI) pode ser 
uma alternativa analítica para esses problemas, mostrando potencialidade para fornecer 
informações importantes referentes à origem e, conseqüentemente, às rotas de tráfico da 
maconha apreendida no Brasil e no exterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2.4.1. Lista de substâncias de uso proibido de 2008, com a citação para canabinóides 
assinalada. Adaptação de
 WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008b. 
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No âmbito do controle de dopagem no esporte, mais do que defender a ética e o mérito 
esportivo da competição com igualdades de condições entre os atletas, o monitoramento 
do abuso de maconha (e de suas outras denominações e preparações) (Figura 6.2.4.1.) 
pode ser justificado principalmente pela intenção de se preservar a saúde do atleta e 
manter a associação entre esporte e saúde, conceitos estes a que uma droga social como 
a Cannabis não está adequada. 
 
De um modo geral, nos laboratórios de controle de dopagem, o alvo analítico para a 
detecção do consumo de ∆
9
-tetraidrocanabinol pelo uso de maconha é o seu metabólito 
11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol (Figura 6.2.4.2.), por este ser excretado durante 
maior tempo e quantidade na urina. O método de identificação do 11-nor-9-carboxi-∆
9
-
tetraidrocanabinol é feito através de uma extração líquido-líquido da amostra de urina 
com solvente orgânico em pH fortemente alcalino após receber tratamento de 
desconjugação enzimática, geralmente utilizando a enzima β–glicuronidase de 
Escherichia coli. O resíduo obtido geralmente é derivatizado para formar o derivado 
sililado. Este procedimento é de grande abrangência, não sendo exclusivo para a 
detecção de canabinóides. O mesmo também é utilizado para a detecção de esteróides 
anabolizantes excretados conjugados em urina, além de outras moléculas de compostos 
proibidos de estrutura semelhante (por exemplo, a classe de compostos com atividade 
anti-estrogênica) (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008b). 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2.4.2. Estrutura química do 11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol. 
 
A análise do extrato orgânico derivatizado é feita geralmente por cromatografia gasosa 
de alta resolução acoplada à espectrometria de massas (CGAR-EM). Porém, devido aos 
O
COOH
OH
H
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limites de detecção mais baixos exigidos pela Agência Mundial Antidopagem para 
estas classes de compostos, técnicas de maior sensibilidade, como a técnica de 
cromatografia gasosa de alta resolução acoplada à espectrometria de massas em tandem 
(CGAR-EM-EM), são também de uso recorrente para as análises de triagem e 
confirmação destas substâncias. 
 
A simples detecção do 11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol por si só não implica em 
um resultado analítico adverso, devendo este composto ser quantificado após sua 
identificação. Isto porque, a fim de se distinguir o fumante ativo do fumante passivo, 
que é conceitualmente considerado aquele que não faz o uso direto da droga mas que 
pode estar em um ambiente fechado inalando a fumaça de um cigarro de maconha de 
terceiros, a Agência Mundial Antidopagem estabeleceu uma concentração limite 
máxima permitida de até 15 ng/mL de 11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol em urina 
de atletas, separando desta forma a inalação involuntária do uso recreacional da droga 
por um esportista (WORLD ANTI-DOPING AGENCY, 2008c). 
 
 
6.3. CASO CLÍNICO 
 
6.3.1. História clínica relatada por equipe médica. 
 
No dia 2 de janeiro de 2003, a irmã de M. (codificação do paciente), procurou a equipe 
médica de uma clínica de reabilitação muito angustiada com o comportamento de seu 
irmão de 26 anos, que até então jamais exibira qualquer perturbação psiquiátrica 
aparente. M. estivera ausente de sua casa desde a noite do “reveillon” para comemorar a 
passagem de Ano Novo, e só retornara à mesma às duas horas da madrugada do dia 2.  
 
M. chegou em seu domicílio muito confuso, falando coisas sem nexo e, em meio a seu 
discurso, dizia ter feito “uma besteira”. Parecia não reconhecer seus familiares e dirigia-
se para a varanda de seu apartamento com o olhar fixo, dizendo ver uma porta. 
Recusava-se a sair da varanda, apesar dos apelos do pai e dos irmãos, que, temerosos, 
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acabaram por convencê-lo, a muito custo, a voltar para a sala, de onde tentaram sem 
sucesso obter detalhes dos acontecimentos. 
 
Após contacto telefônico com um primo, com quem M. passara o Ano Novo, este a 
princípio negou que houvesse ocorrido qualquer tipo problema com M.. Pressionado, 
entretanto, confessou que M. e outros jovens haviam ingerido “umas três colheradas de 
um brigadeiro de maconha”. Relatou que M., após consumir o doce, encontrava-se 
muito alegre, dançando e sorrindo por bastante tempo. Após algumas horas, M. passou 
a mostrar-se repentinamente apático, vindo a ter uma convulsão, e daí permanecendo 
em sono profundo por todo o dia seguinte. Apesar de banho que lhe deram, não 
respondia a nenhum estímulo. Com o passar da noite, seu primo ficou mais preocupado 
e então conseguiu levá-lo para a sua casa. 
 
Durante a madrugada do dia 2, M. foi-se mostrando progressivamente mais agitado, 
irritado e inquieto, não aceitando alimentação, sendo então hospitalizado em uma 
Policlínica na cidade do Rio de Janeiro, onde recebeu hidratação venosa. Nos minutos 
seguintes ao início do processo de hidratação, ele desenvolveu grave agitação, 
arrancando o equipamento de soro, e necessitou de vigorosa contenção mecânica 
efetuada por 5 pessoas. Recebeu ali então haloperidol intramuscular (neuroléptico) em 
doses repetidas de 5 mg, num total de 30 mg, 25 mg de clorpromazina (anti-psicótico 
tranqüilizante) e 75 mg de prometazina (anti-histamínico H
1
 e hipnótico), até a chegada, 
transferido, a um Núcleo Integrado de Psiquiatria (NIP) de uma clínica de reabilitação 
especializada. 
 
O exame de internação no NIP revelava paciente de olhos fechados (após recuperação 
alegou que tinha visões à sua volta, e que a aparência das pessoas lhe era assustadora), 
irritadiço (“não toque em mim, agora não falo mais com você”) e retraído, sem 
comunicar-se com o médico. Desconfiando dos enfermeiros, recusava de modo 
inconsistente a medicação oral. Após 3 dias, aceitou melhor a medicação – haloperidol 
gotas (10 mg/dia), clorpromazina (50 mg/dia) e prometazina (50 mg/dia). Obteve rápida 
melhora a partir do quarto dia, ficando mais acessível aos familiares. Recebeu alta no 
quinto dia, havendo desde então uma melhora gradual do quadro paranóide, com 
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retirada progressiva de medicação (haloperidol 2,5 mg, a cada 4 dias). Em 23 de 
janeiro, assintomático, sua medicação foi totalmente suspensa. 
 
 
6.3.2. História psiquiátrica prévia. 
 
A história psiquiátrica do paciente era inexpressiva, pois este jamais necessitou de 
atendimento psiquiátrico, apresentando um desenvolvimento psíquico considerado 
normal. Relatos comprovaram que ele trabalhava muito, com criatividade e em equipe. 
Não usava bebidas alcoólicas e se referia ao episódio que resultou na sua internação 
como sendo a sua primeira experiência com drogas. 
 
 
6.3.3. Sumário do exame psiquiátrico de internação. 
 
O paciente apresentava as seguintes características no momento do exame psiquiátrico 
de internação: 
 
•  Aparência: descuidada; 
•  Atitude: preponderantemente paranóide com negativismo ativo; 
•  Fala: clara, em alto tom, quando utilizada; 
•  Pensamento: afrouxamento dos nexos associativos, ideação deliróide de cunho 
persecutório; 
•  Consciência: estreitamento. Parcialmente orientado no tempo e espaço; 
•  Consciência do Eu: prejuízo na atividade e oposição; 
•  Sensopercepção: pseudo-alucinações visuais; 
•  Memória: de evocação e retenção, comprometida secundariamente; 
•  Inteligência: comprometida secundariamente; 
•  Humor: irritável; 
•  Afetividade: preservada; 
•  Vontade e pragmatismo: hipobúlico, hipopragmático; 
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•  Psicomotricidade: agitação psicomotora; 
•  Planos futuros: incapaz de formular. 
 
Diagnóstico sindrômico: síndrome de intoxicação por uso de substâncias psicoativas. 
 
 
6.4. EXPERIMENTAL 
 
6.4.1. Solventes e reagentes. 
 
O diclorometano (grau pesticida) foi comprado da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil). O 
ácido acético glacial, o acetato de sódio, o hidrogenofosfato de di-sódio anidro, o 
diidrogenofosfato de sódio monoidratado, o iodeto de amônio e o 2-mercaptoetanol 
(todos em grau analítico) foram comprados da Merck (Darmstadt, Alemanha). A água 
tipo MilliQ foi obtida através do sistema MilliQ de purificação (Billerica, 
Massachusetts, EUA). 
 
As enzimas β–glicuronidase de Helix pomatia (HP-2) e β-glicuronidase de E. coli K12, 
compradas da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA), foram utilizadas nas etapas 
de hidrólise enzimática. As colunas de extração por fase sólida (EFS) Bond Elut 
Certify
TM
 foram compradas da Varian Inc. Corporate (Palo Alto, Califórnia, EUA). Os 
agentes derivatizantes N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) e N-metil-
bis-trifluoroacetamida  (MBTFA), ambos em grau cromatográfico, foram obtidos da 
Chem. Fabrik Karl Bucher (Waldstetten, Alemanha). O agente derivatizante iodeto de 
metila (grau analítico) foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha). 
 
Os demais reagentes utilizados neste capítulo já foram descritos nos itens 4.3.1. e 5.3.1. 
 
 
6.4.2. Preparo de soluções. 
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A solução de ácido clorídrico 0,1 mol/L foi preparada adicionando-se 4,15 mL de 
ácido clorídrico fumegante a um balão volumétrico e completando o volume até a 
marca de referência de 500 mL com água MilliQ. A solução foi armazenada em frasco 
de vidro âmbar à temperatura ambiente. 
 
A solução de hidróxido de potássio 0,1 mol/L foi preparada por dissolução de 2,805 g 
de hidróxido de potássio a um balão volumétrico e completando o volume até a marca 
de referência de 500 mL com água MilliQ. A solução foi armazenada em frasco 
plástico à temperatura ambiente. 
 
O tampão acetato de potássio 0,1 mol/L (pH 4,0) foi preparado adicionando-se 570 µL 
de ácido acético glacial e 1,6 mL de solução de hidróxido de potássio 1,0 mol/L a 80 
mL de água MilliQ. Quando necessário, o pH foi ajustado para 4,0 com solução de 
hidróxido de potássio 1,0 mol/L. A solução foi transferida para um balão volumétrico 
de 100 mL e o volume ajustado ao traço de referência com água MilliQ. A solução foi 
armazenada em frasco de vidro âmbar à temperatura ambiente. 
 
O tampão acetato de sódio 1,82 mol/L (pH 5,2) foi preparado por dissolução de 14,95 g 
de acetato de sódio e 2,2 mL de ácido acético glacial em 100 mL de água MilliQ. O pH 
foi ajustado para 5,2 adicionando ácido acético glacial gota a gota com pipeta. A 
solução foi armazenada em frasco de vidro âmbar em geladeira a 4°C até o momento de 
seu uso. 
 
O tampão carbonato de sódio/hidrogenocarbonato de sódio 25% p/p (pH 10,0) foi 
preparado misturando 40 g de carbonato de sódio com 40 g de hidrogenocarbonato de 
sódio a 320 mL de água MilliQ. A solução foi armazenada em frasco de vidro âmbar à 
temperatura ambiente. 
 
O tampão fosfato de potássio 0,1 mol/L (pH 6,0) foi preparado por dissolução de 6,80 g 
de diidrogenofosfato de potássio em 500 mL de água MilliQ. O pH foi ajustado para 6,0 
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adicionando hidróxido de potássio gota a gota com pipeta. A solução foi 
armazenada em frasco de vidro âmbar em geladeira a 4°C até o momento de seu uso. 
 
O tampão fosfato de sódio 0,8 mol/L (pH 7,0) foi preparado adicionando-se 17,30 g de 
hidrogenofosfato de di-sódio e 8,80 g de diidrogenofosfato de sódio a 230 mL de água 
MilliQ. A solução foi armazenada em frasco de vidro âmbar à temperatura ambiente. 
 
A mistura de derivatização com N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida 
(MSTFA):iodeto de amônio (NH
4
I):2-mercaptoetanol (100:2:6, v/p/v) foi preparada no 
momento de derivatizar adicionando-se 20 mg de NH
4
I e 60 µl de 2-mercaptoetanol a 1 
mL de MSTFA contido em um frasco de vidro de 2,0 mL para injeção de amostras em 
cromatografia. O frasco de vidro foi lacrado e o seu conteúdo agitado em agitador do 
tipo vórtex. As paredes externas do frasco de vidro foram recobertas em seguida com 
folha de papel alumínio. A solução preparada ficou armazenada nessas condições à 
temperatura ambiente até o momento de seu uso. 
 
O preparo da solução de cloreto de sódio saturada, da solução de hidróxido de potássio 
5 mol/L e da solução tampão de cloreto de amônio/hidróxido de amônio 5,0 mol/L (pH 
9,5), utilizadas neste capítulo, já foram descritas no item 4.3.2.. 
 
 
6.4.3. Compostos de referência. 
 
O padrão de codeína (utilizado como padrão interno nos métodos de detecção de 
narcóticos e de cocaína) foi comprado junto à Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, 
EUA). O padrão de 17-metiltestosterona (usado como padrão interno no método de 
detecção de esteróides anabolizantes e de Cannabis) foi comprado junto à Steraloids 
Inc. (Newport, Rhode Island, EUA). A solução metanólica padrão (solução-mãe) de 11-
nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol foi obtida do fabricante Cerilliant Corporation 
(Round Rock, Texas, EUA), na concentração de 1000 µg/mL. 
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A procedência do padrão de 7-propilteofilina (usado como padrão interno no 
método de detecção de diuréticos) já foi listada no item 4.3.3., e a procedência do 
padrão de difenilamina (usada como padrão interno no método de detecção de 
estimulantes ) já foi listada no item 5.3.3.. 
 
 
6.4.4. Soluções de referência. 
 
A solução-mãe do padrão de codeína (1000 µg/mL como base livre) (usada como 
padrão interno), foi preparada dissolvendo 10 mg da substância em metanol utilizando 
balão volumétrico aferido de 10 mL. A solução-mãe do padrão de 17-metiltestosterona 
(5 µg/mL como base livre) (usada como padrão interno), foi preparada dissolvendo 50 
µg da substância em metanol utilizando balão volumétrico aferido de 10 mL. 
 
As soluções de trabalho de codeína e 11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol, ambas na 
concentração de 100 µg/mL, e de 17-metiltestosterona, na concentração de 500 ng/mL, 
foram preparadas através de diluição 1:10 das respectivas soluções-mãe com metanol, 
utilizando pipeta aferida de 1 mL e balão volumétrico de 10 mL. 
 
O preparo da solução de trabalho de 7-propilteofilina já foi listado no item 4.3.4., e o 
preparo da solução de trabalho de difenilamina já foi listado no item 5.3.4.. 
 
Após o seu preparo, todas as soluções foram armazenadas no escuro a -20ºC. 
 
 
6.4.5. Equipamentos. 
 
Os procedimentos de extração por fase sólida foram efetuados em processador com 
sistema de vácuo da marca Visiprep 24™ do fabricante Supelco Analytical (Bellefonte, 
Pennsylvania, EUA). 
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O restante dos equipamentos utilizados neste capítulo já foram descritos no item 4.3.5.. 
 
 
6.4.6. Limpeza do material de vidro. 
 
O procedimento de limpeza do material de vidro já foi descrito no item 4.3.6. 
 
 
6.4.7. Coleta da amostra. 
 
A amostra de urina do paciente foi recolhida a partir do quinto dia após a sua admissão 
no Núcleo Integrado de Psiquiatria (sétimo dia após o aparecimento dos sintomas) e 
enviada refrigerada ao Laboratório de Controle de Dopagem do Instituto de Química da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro para identificação de possíveis substâncias 
xenobióticas causadoras do referido distúrbio. 
 
 
6.4.8. Procedimentos de preparação de amostra de urina. 
 
Ao chegar ao laboratório, a amostra foi dividida em cinco alíquotas de volume variado, 
e cada uma delas foi submetida a um procedimento analítico diferente, específico para 
uma determinada classe de compostos. Estes procedimentos diferiram entre si no tipo 
de extração (partição líquido-líquido ou extração por fase sólida), no solvente orgânico 
utilizado, no pH da extração, e na realização ou não de uma etapa de hidrólise 
enzimática, necessária para transformar os compostos excretados em urina como 
conjugados (por exemplo, ligados ao ácido glicurônico ou sulfato), em suas respectivas 
formas livres (não-conjugadas) (DONIKE, 1993; SOLANS et al., 1995; SMITH-
KIELLAND et al., 1999) (Tabela 6.4.8.1.). 
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Tabela 6.4.8.1. Procedimentos de extração usados no monitoramento das diferentes classes 
de compostos. 
MONITORAMENTO DA AMOSTRA DE URINA 
Procedimento  Tipo de Extração  Solvente Orgânico  pH  Hidrólise Classe Investigada 
I Líquido-Líquido terc-Butilmetiléter 12,0 Não  Estimulantes 
II Fase Sólida Clorofórmio/ipOH
a,b
 9,0  Sim
c
 Narcóticos 
III  Líquido-Líquido  Acetato de etila  9,5  Não  Diuréticos 
IV Líquido-Líquido terc-Butilmetiléter 9,5 Sim
d
  Esteróides e Cannabis
e
 
V Fase Sólida Diclorometano/ipOH
a,b
 9,0  Não  Cocaína 
a
 Isopropanol; 
b
 Proporção: 80:20 v/v, contendo 2% de hidróxido de amônio; 
c
 Com β–glicuronidase contendo 
significativa atividade arilsulfatase de Helix pomatia tipo HP-2; 
d
 Com β–glicuronidase de Escherichia coli; 
e
 Rastreado 
pelo composto alvo 11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol bis-O-trimetilsilila.  
 
Os cinco procedimentos de extração da amostra de urina realizados foram: 
 
Procedimento I: Procedimento de detecção de estimulantes. 
 
Em um tubo de ensaio contendo uma aliquota de 5,0 mL da amostra de urina fornecida 
pelo paciente foram adicionados 25 µL de solução de padrão interno (difenilamina, 
1000 µg/mL). A seguir, foram adicionados 500 µL de solução de hidróxido de potássio 
5 mol/L e 3 g de sulfato de sódio anidro no tubo. O tubo foi então fechado com tampa 
plástica de rosca revestida com Teflon
®
 e agitado em agitador tipo vórtex por 10 
segundos. Após agitação e remoção da tampa, 2,0 mL de terc-butilmetiléter foram 
adicionados no tubo. O tubo foi novamente fechado com a mesma tampa plástica de 
rosca revestida com Teflon
®
, agitado em agitador tipo vórtex por mais 10 segundos e 
colocado em agitador orbital a 40 r.p.m. durante 20 minutos. O tubo com a amostra foi 
posteriormente centrifugado a 2500 r.p.m. durante 5 minutos. A seguir, parte do extrato 
orgânico foi transferido com o auxílio de pipetas Pasteur para frascos de 2,0 mL 
contendo adaptadores para 200 µL e analisados por CGAR-NPD. O restante da fase 
orgânica foi transferido para um novo tubo de ensaio limpo e evaporado à secura sob 
fluxo de nitrogênio a 40ºC. Ao final, o resíduo do tubo foi redissolvido em 100 µL de 
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metanol grau HPLC. O tubo foi novamente fechado com tampa plástica de rosca 
revestida com Teflon
®
 e agitado em agitador tipo vórtex por 10 segundos. O resíduo 
redissolvido foi transferido com o auxílio de pipetas Pasteur para frascos de 2,0 mL 
contendo adaptadores para 200 µL e analisados por CGAR-EM. 
 
Procedimento II: Procedimento de detecção de narcóticos. 
 
Em um tubo de ensaio contendo uma aliquota de 5,0 mL da amostra de urina fornecida 
pelo paciente foram adicionados 25 µL de solução de padrão interno (codeína, 100 
µg/mL). A urina foi ajustada a pH 5,2 com 1,0 mL de tampão acetato 1,82 mol/L (pH 
5,2) sendo a seguir adicionados 50 µL de enzima β–glicuronidase de Helix pomatia 
(HP-2). O tubo foi fechado com tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
, agitado 
em agitador tipo vórtex por 10 segundos e colocado em banho de água aquecido a 55ºC 
durante 2 horas, sendo posteriormente resfriado à temperatura ambiente. A seguir, o pH 
foi ajustado com hidróxido de potássio 0,1 mol/L até atingir o valor de 9,5. Após 
agitação em agitador tipo vórtex por 10 segundos, o tubo de ensaio com a amostra foi 
então centrifugado a 2500 r.p.m. durante 5 minutos. A coluna de extração Bond Elut 
Certify
TM
 foi a seguir condicionada através de lavagem com 2,0 mL de metanol e 2,0 
mL de água MilliQ. Cuidados foram tomados para evitar a secagem das colunas antes 
da aplicação da amostra. A urina hidrolizada foi aplicada à coluna de extração pré-
condicionada e, em seguida, a coluna foi lavada consecutivamente com 2,0 mL de água 
MilliQ, 1,0 mL de tampão acetato 0,1 mol/L (pH 4,0) e mais 2,0 mL de metanol. Após 
secagem por 2 minutos, foi efetuada uma eluição com 2,0 mL uma mistura de 
clorofórmio-isopropanol (80:20, v/v) contendo 2% de hidróxido de amônio, que foi 
coletada em um novo tubo de ensaio limpo. O extrato do tubo foi evaporado à secura 
sob fluxo de nitrogênio a 40ºC. O tubo com o resíduo foi colocado em dessecador 
contendo pentóxido de fósforo e lentilhas de hidróxido de potássio, ficando mantido 
sob vácuo por pelo menos 60 minutos. Após este tempo, 100 µL de N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) foram adicionados ao tubo de ensaio com o 
resíduo seco a ser derivatizado. O tubo foi fechado com tampa plástica de rosca 
revestida com Teflon
®
, agitado em agitador tipo vórtex por 10 segundos e incubado a 
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60ºC durante 5 minutos em banho seco termostatizado. Ao final deste tempo, a 
tampa foi removida e 20 µL de N-metil-bis-trifluoroacetamida (MBTFA) foram 
adicionados ao tubo de ensaio, que foi a seguir novamente fechado com tampa plástica 
de rosca revestida com Teflon
®
, agitado em agitador tipo vórtex por 10 segundos e 
incubado a 60ºC durante 10 minutos em banho seco termostatizado. Os extratos 
derivatizados foram transferidos com auxílio de pipetas Pasteur para frascos de 2,0 mL 
contendo adaptadores para 200 µL e analisados por CGAR-EM. 
 
Procedimento III: Procedimento de detecção de diuréticos. 
 
Em um tubo de ensaio contendo uma aliquota de 2,5 mL da amostra de urina fornecida 
pelo paciente foram adicionados 15 µL de solução de padrão interno (7-propilteofilina, 
100  µg/mL). O meio então foi ajustado a pH 9,5 com tampão cloreto de 
amônio/hidróxido de amônio 5,0 mol/L (pH 9,5). A seguir, foram adicionados 2,0 mL 
de solução saturada de cloreto de sódio e 7,0 mL de acetato de etila no tubo de ensaio. 
O tubo foi fechado com tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
, agitado em 
agitador tipo vórtex por 10 segundos e colocado em agitador orbital a 40 r.p.m. durante 
20 minutos. O tubo com a amostra foi posteriormente centrifugado a 3000 r.p.m. 
durante 10 minutos. O extrato orgânico do tubo foi depois transferido para um novo 
tubo de ensaio limpo e evaporado à secura sob fluxo de nitrogênio a 40ºC. O tubo com 
o resíduo foi colocado em dessecador contendo pentóxido de fósforo e lentilhas de 
hidróxido de potássio, ficando mantido sob vácuo por pelo menos 60 minutos. Após 
este tempo, 150 µL de acetona grau pesticida foram adicionados ao tubo de ensaio com 
o resíduo seco a ser derivatizado. O tubo foi então tampado com a tampa plástica de 
rosca revestida com Teflon
®
 e agitado em agitador tipo vórtex até a dissolução do 
resíduo. A seguir, a tampa foi removida e foram adicionados 50 mg de carbonato de 
potássio e 50 µL de iodeto de metila no tubo. O tubo foi fechado novamente com a 
tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
, agitado em agitador tipo vórtex por 10 
segundos e incubado a 60ºC durante 3 horas em banho seco termostatizado. Os extratos 
derivatizados foram transferidos com auxílio de pipetas Pasteur para frascos de 2,0 mL 
contendo adaptadores para 200 µL e analisados por CGAR-EM. 
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Procedimento IV: Procedimento para esteróides anabolizantes e Cannabis (fração 
total). 
 
Em um tubo de ensaio contendo uma aliquota de 4,0 mL da amostra de urina fornecida 
pelo paciente foram adicionados 100 µL de solução de padrão interno (17-
metiltestosterona, 500 ng/mL). O meio então foi ajustado a pH 7,0 com 750 µL de 
tampão fosfato 0,8 mol/L (pH 7,0) sendo a seguir adicionados 50 µL de enzima β–
glicuronidase de Escherichia coli. O tubo foi fechado com tampa plástica de rosca 
revestida com Teflon
®
, agitado em agitador tipo vórtex por 10 segundos e colocado em 
banho de água aquecido a 50ºC durante 1 hora, sendo posteriormente resfriado à 
temperatura ambiente. A seguir, o pH foi ajustado com 500 µL de tampão carbonato 
25% (pH 10,0) até atingir um valor entre 9,0-10,0. Então, foram adicionados 5,0 mL de 
terc-butilmetiléter no tubo de ensaio. O tubo foi fechado com tampa plástica de rosca 
revestida com Teflon
®
, agitado em agitador tipo vórtex por 10 segundos e colocado em 
agitador orbital a 40 r.p.m. durante 5 minutos. O tubo com a amostra foi posteriormente 
centrifugado a 3000 r.p.m. durante 5 minutos. O extrato orgânico do tubo foi depois 
transferido para um novo tubo de ensaio limpo e evaporado à secura sob fluxo de 
nitrogênio a 40ºC. Após este tempo, 100 µL de mistura N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) / iodeto de amônio / 2-mercaptoetanol 
(100:2:6, v/p/v), preparada extemporâneamente momentos antes de seu uso, foram 
adicionados ao resíduo seco do tubo a ser derivatizado. Este foi então agitado em 
agitador tipo vórtex por 10 segundos e incubado a 60ºC durante 20 minutos em banho 
seco termostatizado. Os extratos derivatizados foram transferidos com auxílio de 
pipetas Pasteur para frascos de 2,0 mL contendo adaptadores para 200 µL e analisados 
por CGAR-EM. 
 
Procedimento V: Procedimento de detecção de cocaína. 
 
Em um tubo de ensaio contendo uma aliquota de 5,0 mL da amostra de urina fornecida 
pelo paciente foram adicionados 25 µL de solução de padrão interno (codeína, 100 
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µg/mL). A urina foi ajustada a pH 6,0 com 2,0 mL de tampão fosfato 0,1 mol/L (pH 
6,0). O tubo foi fechado com tampa plástica de rosca revestida com Teflon
®
, agitado 
em agitador tipo vórtex por 10 segundos e então centrifugado a 2500 r.p.m. durante 10 
minutos. A coluna de extração Bond Elut Certify™ foi a seguir condicionada através de 
lavagem com 2,0 mL de metanol e 2,0 mL de tampão fosfato 0,1 mol/L (pH 6,0). 
Cuidados foram tomados para evitar a secagem das colunas antes da aplicação da 
amostra. A urina hidrolizada foi aplicada à coluna de extração pré-condicionada e, em 
seguida, a coluna foi lavada consecutivamente com 6,0 mL de água MilliQ e 3,0 mL de 
solução de ácido clorídrico 0,1 mol/L, sendo depois seca sob vácuo por 5 minutos e 
lavada com mais 9,0 mL de metanol. Após secagem por 2 minutos, foi efetuada uma 
eluição com 2,0 mL de uma mistura de diclorometano-isopropanol (80:20, v/v) 
contendo 2% de hidróxido de amônio, que foi coletada em um novo tubo de ensaio 
limpo. O extrato do tubo foi evaporado à secura sob fluxo de nitrogênio a 40ºC, 
redissolvido em 500 µL de diclorometano e evaporado à secura novamente sob fluxo de 
nitrogênio a 40ºC. O tubo com o resíduo foi colocado em dessecador contendo 
pentóxido de fósforo e lentilhas de hidróxido de potássio, ficando mantido sob vácuo 
por pelo menos 60 minutos. Após este tempo, 50 µL de N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) foram adicionados ao tubo de ensaio com o 
resíduo seco a ser derivatizado. O tubo foi fechado com tampa plástica de rosca 
revestida com Teflon
®
, agitado em agitador tipo vórtex por 10 segundos e incubado a 
60ºC durante 15 minutos em banho seco termostatizado. Ao final deste tempo, os 
extratos derivatizados foram transferidos com auxílio de pipetas Pasteur para frascos de 
2,0 mL contendo adaptadores para 100 µL e analisados por CGAR-EM. 
 
 
6.4.9. Limpeza e derivatização dos tubos de transferência (“liners”) do injetor 
cromatográfico. 
 
O procedimento de limpeza e derivatização dos tubos de transferência (“liners”) do 
injetor cromatográfico já foi descrito no item 4.3.10. 
 




 
179
6.4.10. Análise instrumental. 
 
A análise instrumental do procedimento I por CGAR-NPD foi realizada conforme 
descrito no item 5.3.11.1. 
 
A análise instrumental do procedimento I por CGAR-EM foi realizada em 
cromatógrafo gasoso Hewlett-Packard modelo 5890 series II acoplado a um detector 
seletivo de massas HP 5972 (Hewlett-Packard, Palo Alto, Califórnia, EUA). A análise 
foi efetuada no modo de impacto de elétrons (IE), sendo a energia de ionização de 70 
eV. Foi utilizado o modo de aquisição com varredura total de íons (“FULL SCAN”), 
monitorando massas no intervalo de 40-400 Da. Tanto a coluna capilar utilizada quanto 
o restante das condições da análise instrumental do procedimento I por CGAR-EM 
foram idênticas às condições descritas para o procedimento I por CGAR-NPD (item 
5.3.11.1). 
 
A análise instrumental do procedimento II por CGAR-EM foi realizada no mesmo tipo 
de instrumentação e de coluna capilar utilizados no procedimento I por CGAR-EM, 
descrito anteriormente. A injeção foi feita no modo sem divisão de fluxo (“splitless”, 
com tempo de fechamento de válvula de “split” de 1 minuto), utilizando hélio como gás 
carreador (1,0 mL/min., medido à temperatura do forno de 100ºC). A temperatura do 
injetor foi fixada em 280ºC e da interface em 290ºC. As temperaturas do forno foram 
programadas nas seguintes condições: temperatura inicial de 100ºC mantida por 1 
minuto, taxa de programação de 20ºC/min até 290ºC, mantida por 5 minutos. O tempo 
total da análise foi de 15,5 minutos. O volume de injeção de amostra foi de 2 µL. As 
análises foram realizadas no modo de impacto de elétrons (IE), sendo a energia de 
ionização de 70 eV. As análises das amostras foram realizadas utilizando modo de 
aquisição com varredura total de íons (“FULL SCAN”), monitorando massas no 
intervalo de 50-650 Da. 
 
A análise instrumental do procedimento III por CGAR-EM foi realizada em 
cromatógrafo gasoso Hewlett-Packard modelo 6890, equipado com o mesmo tipo de 
coluna descrito no item 5.3.11.1, acoplado a um detector seletivo de massas HP 5973 
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(Hewlett-Packard, Palo Alto, Califórnia, EUA). As injeções foram feitas no modo 
com divisão de fluxo (“split”) 1:10 utilizando hélio como gás carreador (1,0 mL/min., 
medido à temperatura do forno de 160ºC). As temperaturas do injetor e da interface 
foram fixadas em 280ºC. As temperaturas do forno foram programadas nas seguintes 
condições: temperatura inicial de 160ºC, taxa de programação de 20ºC/min. até 300ºC, 
mantida por 5 minutos. O tempo total da análise foi de 12,0 minutos. O volume de 
injeção de amostra foi de 1 µL. As análises foram realizadas no modo de impacto de 
elétrons (IE), sendo a energia de ionização de 70 eV. Essas condições analíticas foram 
utilizadas tanto para análises com varredura total de íons (“FULL SCAN”) quanto para 
monitoramento seletivo de íons (SIM). Na análise da amostra por “FULL SCAN”, 
foram monitoradas massas no intervalo de 50-650 Da. No monitoramento seletivo de 
íons (SIM), foram monitorados três íons diagnósticos de cada composto (“dwell time”: 
20 milisegundos). 
 
A análise instrumental do procedimento IV por CGAR-EM foi realizada no mesmo tipo 
de instrumentação do procedimento III por CGAR-EM, descrito anteriormente, 
equipado com coluna capilar de sílica fundida HP-1 (Hewlett-Packard, Palo Alto, 
Califórnia, EUA), de fase estacionária contendo dimetilpolisiloxano (17,0 m de 
comprimento, 0,20 mm de diâmetro interno, 0,11 µm de espessura de filme). As 
injeções foram feitas no modo com divisão de fluxo (“split”) 1:10 utilizando hélio como 
gás carreador (0,9 mL/min., medido à temperatura do forno de 140ºC). As temperaturas 
do injetor e da interface foram fixadas em 280ºC. As temperaturas do forno foram 
programadas nas seguintes condições: temperatura inicial de 140ºC, taxa de 
programação de 40ºC/min. até 180ºC, seguida de taxa de 3ºC/min. até 240ºC, seguida de 
taxa de 40ºC/min. até 300ºC, mantida por 3 minutos. O tempo total da análise foi de 
25,5 minutos. O volume de injeção de amostra foi de 3 µL. As análises foram realizadas 
no modo de impacto de elétrons (IE), sendo a energia de ionização de 70 eV. Essas 
condições analíticas foram utilizadas tanto para análises com varredura total de íons 
(“FULL SCAN”) quanto para monitoramento seletivo de íons (SIM). Na análise da 
amostra por “FULL SCAN”, foram monitoradas massas no intervalo de 50-750 Da. No 
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monitoramento seletivo de íons (SIM), foram monitorados três íons diagnósticos de 
cada composto (“dwell time”: 20 milisegundos). 
 
A análise instrumental do procedimento V por CGAR-EM foi semelhante à descrita 
para o procedimento II, excetuando o monitoramento das massas que ocorreu no 
intervalo de 50-400 Da. 
 
 
6.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
6.5.1. Resultados das análises de triagem da amostra de urina. 
 
Após a análise da amostra de urina fornecida pelo paciente com surto psicótico em 
todos os procedimentos de extração descritos na Tabela 6.4.8.1., os resultados obtidos 
se mostraram negativos para todas as substâncias rastreadas por estes métodos, à 
exceção do procedimento de extração para esteróides anabolizantes e derivados da 
Cannabis (fração total) (Procedimento 4 da Tabela 6.4.8.1.). A análise por este método 
revelou elevada concentração urinária (estimada em 672 ng/mL) do metabólito inativo 
11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol (11-nor-9-carboxi-∆
9
-THC) (Figura 6.2.4.2) 
(HUESTIS & CONE, 1998; SMITH-KIELLAND et al., 1999) gerado pela oxidação do 
∆
9
-tetraidrocanabinol (∆
9
-THC) (Figura 6.2.2.1.), principal princípio ativo da maconha. 
 
O cromatograma de íons totais (TIC) obtido para a amostra submetida ao procedimento 
4 após a análise por CGAR-EM revelou um sinal no tempo de retenção (TR) 
característico (4,25 minutos) para o derivado bis-O-trimetilsililado do composto 11-
nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol (11-nor-9-carboxi-∆
9
-THC), indicando uma 
possível presença desta substância. O cromatograma de massas dos íons característicos 
deste composto, com rastreamento em m/z 371, m/z 473 e m/z 488, também corroborou 
ainda mais para aumentar a suspeita de uma possível presença deste derivado na urina 
do paciente, com um aparecimento de um pico suspeito no mesmo tempo de retenção 
(Figura 6.5.1.1.). 
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Figura 6.5.1.1. Cromatograma de íons totais (TIC) e cromatogramas de massas dos íons 
m/z 301, m/z 356 e m/z 446, característicos da metiltestosterona 
(padrão interno), e dos íons m/z 371, m/z 473 e m/z 488, característicos 
do derivado bis-O-trimetilsililado do composto 11-nor-9-carboxi-∆
9
-
tetraidrocanabinol (11-nor-9-carboxi-∆
9
-THC), metabólito do ∆
9
-
tetraidrocanabinol (∆
9
-THC), princípio ativo da Cannabis sativa, 
obtidos após a análise da amostra de urina fornecida pelo paciente com 
surto psicótico pelo procedimento de extração para esteróides 
anabolizantes (fração total) (Procedimento 4 da Tabela 6.4.8.1.). As 
setas no TIC e nos cromatogramas de massas indicam a posição do 
sinal sob suspeita que pode estar relacionado à presença do derivado 
bis-O-trimetilsililado do 11-nor-9-carboxi-∆
9
-THC na amostra. 
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A análise de padrão de fragmentação do espectro de massas pico suspeito revelou que o 
composto 11-nor-9-carboxi-∆
9
-THC estava presente na amostra. O íon molecular do 
seu derivado 11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol bis-O-trimetilsilila é bem 
visualizado, em m/z 488, com boa proporção no espectro, e o íon de razão m/z 473 
também obtido corresponde à perda de um grupamento metila pelo íon molecular. Já o 
pico base do espectro, em m/z 371, corresponde à perda, também a partir do íon 
molecular, da carboxila derivatizada com um grupamento trimetilsilila (Figura 6.5.1.2.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.5.1.2. Espectro de massas normalizado obtido para o sinal suspeito em 4,25 
minutos encontrado no cromatograma de massas referente ao composto 
monitorado 11-nor-9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol bis-O-trimetilsilila, 
obtido após a análise da urina coletada do paciente com surto psicótico 
pelo procedimento de extração para esteróides anabolizantes (fração 
total) (Procedimento 4 da Tabela 6.4.8.1.). Tanto o padrão de 
fragmentação quanto a intensidade dos íons formados são idênticos ao 
que é obtido em um espectro de massas do seu padrão de referência 
usando as mesmas condições de análise. São também mostradas as 
principais propostas de fragmentação para este derivado. 
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Nenhuma outra substância, que pudesse justificar o comportamento apresentado pelo 
paciente, como anfetamínicos (por exemplo, a metilenodioximetanfetamina (MDMA), 
também denominada êxtase (“ecstasy”)), efedrinas, morfina e seus derivados (por 
exemplo, heroína) ou cocaína, foi encontrada em qualquer uma das outras metodologias 
investigadas. No total, mais de 300 substâncias, entre fármacos e metabólitos, incluindo 
também a classe dos esteróides anabolizantes, foram rastreadas sem sucesso, sendo 
somente encontrado o metabólito do ∆
9
-THC. 
 
 
6.5.2. Correlação entre os dados clínicos e os resultados analíticos. 
 
A diagnose do delírio relacionado à ingestão oral de maconha foi feita, então, com base 
no quadro clínico, no histórico do paciente e na análise urinária que atestava uma 
exposição única a esta droga ilícita. A elevada concentração do metabólito do ∆
9
-THC 
na urina, após uma semana do início dos sintomas, sugeriu uma exposição intensa ao 
produto, sem que o paciente tivesse aparentemente ciência deste fato. Nenhum outro 
teste complementar de diagnóstico que pudesse ser útil, como uma ressonância 
magnética do cérebro ou um eletroencefalograma, foi realizado no paciente, uma vez 
que a equipe médica chegou a um parecer de que seria muito pouco provável que 
qualquer lesão cerebral aguda, como, por exemplo, um acidente vascular cerebral 
(ZACHARIAH, 1991) ou uma epilepsia complexa parcial (GORDON & DEVISKY, 
2001), pudessem ser os responsáveis pelo distúrbio psiquiátrico apresentado. 
 
A complexa relação entre o uso de maconha e a psicose aguda ou crônica é objeto de 
intensa pesquisa médica (DEGENHARDT et al., 2003). O consumo de Cannabis parece 
aumentar o risco de desenvolvimento de psicose em indivíduos normalmente isentos 
desse comportamento (VAN OS et al., 2002). Reações psiquiátricas agudas e severas, 
incluindo ansiedade e agitação, confusão, paranóia, desilusões ou transtornos do humor 
duradouros, persistindo por horas ou dias, foram reportados e parecem ser muito mais 
comuns em indivíduos sem experiência recreacional com a droga, após uma ingestão 
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oral de doces e biscoitos, do que simplesmente aqueles que optam por fumar a 
droga (IMADE & EBIE, 1991). Este risco aumentado após a ingestão pode ser 
aparentemente explicado pelas elevadas concentrações plasmáticas dos princípios ativos 
da Cannabis que são obtidas durante longos períodos ao se usar esse método de 
administração (THACORE & SHUKLA, 1976), se comparadas às concentrações que são 
conseguidas ao se inalar simplesmente a fumaça no ato de fumar a maconha. Como neste 
presente caso relatado, a recuperação é usualmente completa após uma abstinência 
prolongada (PALSSON et al., 1982). Pacientes que persistem no uso da droga, contudo, 
podem ter um risco aumentado de terem uma enfermidade prolongada (GRECH et al., 
2005). 
 
 
6.6. CONCLUSÃO 
 
Neste trabalho, após a realização de um procedimento que consiste em hidrólise 
enzimática da urina com E. coli, extração líquido-líquido do hidrolisado com terc-
butilmetiléter em meio alcalino (pH 9-10) e formação de derivado trimetilsililado, foi 
possível diagnosticar elevadas concentrações do composto inativo da Cannabis, 11-nor-
9-carboxi-∆
9
-tetraidrocanabinol, metabólito do ∆
9
-tetraidrocanabinol, princípio ativo da 
Cannabis sativa, em uma amostra de urina fornecida por paciente jovem do sexo 
masculino que se encontrava internado com transtornos mentais e comportamentais em 
uma clínica de recuperação sob tratamento psiquiátrico. O resultado confirmou a 
suspeita médica de que o referido paciente sofria alucinações e alteração 
comportamental devido ao uso de substância psicoativa, mais precisamente pela 
ingestão involuntária de maconha adicionada como ingrediente na receita de um doce 
popular do tipo “brigadeiro”, ingerido por ele em uma festa, levando à conclusão de que 
intoxicação grave e surto psicótico podem se seguir à ingestão oral de Cannabis quando 
adicionada a doces caseiros. 
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