DETECGAO DE EFEDRINA EM URINA HUMANA ATRAVES DA
ESPECTROSCOPIA RAMAN
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Resumo - Atualmente, deter a utilizacdo de drogas no meio esportiva € um desafio. Tais substancias
ganham destaque na medida em que conseguem mascarar o resultado dos testes, ocultando a sua
utilizagdo. O exame classico, que é a analise no cromatrégrafo, apresenta relativa dificuldade para certas
substancias, além de levar cerca de duas horas para apresentar o resultado., Existe uma grande
necessidade, no controle do doping, para o desenvolvimento de novas técnicas justificando nosso
interesse. Utilizando um sistema Raman de bancada com laser de Ti:Safira, sintonizado em 785 nm, foi
analisada uma amostra de urina com concentragao de 75mg/ml de Efedrina. O sinal foi coletado em um
espectrometro Kaiser f/1.8 e um detetor CCD refrigerado e os espectros processados permitem identificar
a presenca de Efedrina através dos picos situados em 618, 753, 834, 1002, 1025, 1209, 1465 e 1600
cm™. Futuramente, o processamento deve fornecer a quantificagdo das concentragdes e, o
melhoramento tecnolégico € uma expectativa promissora para aplicagdo desta ferramenta no controle do

doping.

Introdugao

Nos desportos, a busca por melhores
resultados € uma constante preocupacgédo e tem
levado alguns atletas a utilizagdo de recursos
ilegais a fim de se obter vantagens sobre os
adversarios. As acbes repugnadas pelas
entidades dirigentes do desporto sao
classificadas como "doping" que é definido como
qualquer manobra que altere artificialmente o

desempenho fisioldgico aumentando a
performance fisica [1].
Entre as principais substancias

condenadas pelo Comité Olimpico Internacional
(COl), encontram-se a Efedrina, Eritropoietina
(EPO), Testosterona, Stanozolol, Nandrolona,
Furosemida e DHEA ativos [1-4]. Destas, uma
classe de grande destaque é a das substancias
estimulantes, como a Efedrina, a Cafeina e
similares, que visam diminuir a sensacao de
fadiga, proporcionando o] aumento da
performance de resisténcia. Geralmente, sao
utilizadas por praticantes de esportes coletivos,
como basquete, vélei e futebol e também servem
para atletas de provas de longa duragdo, como a
maratona e a marcha [5-7]

A Efedrina € um principio ativo comum
para tratamento de faringite, resfriados entre
outros disturbios respiratérios e, por esse motivo,
o COIl proibiu a utilizagado de medicamentos que
contenham Codeina, Efedrina e Propanolamina
(Bisolvon compositum), pois somado ao efeito
ergogénico, o uso crbnico apresenta efeitos

colaterais como  hipertensao,
parandia psicética e depressao [2-4].

Atualmente, o exame classico & a andlise
no cromatrografo associado a um espectrémetro
de massa, porém além de apresentar relativa
dificuldade para determinadas substancias leva
cerca de duas horas para apresentar o resultado
[8]. O objetivo deste trabalho ¢ verificar a
utilizagdo da Espectroscopia Raman (ER) como
uma nova ferramenta para esta analise, devido a
sua comprovada eficiéncia em diversos estudos
biolégicos e a grande vantagem de diagnédstico
em tempo real [9-11].

taquicardia,

Materiais e Método

Foi utilizado um Laser de Ti:Safira
bombeado por um Laser de Argbnio (Figura 1).
Para este experimento o Laser de Ti:Safira foi
sintonizado em 785 nm. O sinal Raman foi
coletado por um espectrografo e analisado em um
detetor CCD (CSMA) controlado por PC. O ruido
presente com o sinal foi atenuado pela
refrigeracdo do detetor com Nitrogénio liquido
(N2) e o uso de filtros 6pticos. As amostras foram
analisadas em cubeta de quartzo de 1cm x 1cm,
com poténcia de excitagdo de 70 mW e a
abertura da fenda do espectrégrafo foi ajustada

em 10 um.
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Figura 1 - Diagrama Esquematico do Sistema
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Raman de Bancada.

A Efedrina na forma de Cloridrato foi
elaborada em um laboratério comercial. A urina
humana obtida por micgao foi utilizada para as
medidas espectrais dentro do tempo de uma hora
sem nenhum pré-tratamento em volume de 2 ml.
A Efedrina foi adicionada a urina humana,
obtendo-se a concentragdgo de 75 mg/ml. O
processamento dos espectros obtidos foi
realizado através do programa matematico Origin,
versao 6.0, onde foi subtraido o fundo de
fluorescéncia. Para calibragdo do deslocamento
Raman, utilizou-se a solugéo de indino com ajuste
de polinbmio de ordem 3 [10].

Resultados

Na Figura 2 tem-se o espectro Raman da
Efedrina comercial em estado solido obtido com 5
acumulagdes sendo cada uma destas com tempo
de aquisigado de 20 segundos. Pode-se observar
picos Raman bem definidos nas freqléncias de
618, 753, 834, 1002, 1025, 1175, 1208,
1334, 1390, 1462 e 1603 cm '
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Figura 2 - Espectro Raman da Efedrina.
A Figura 3 apresenta o Espectro da urina

sem adicdo de nenhum componente. Este
espectro foi obtido mediante 10 acumulagdes

sendo que cada uma destas com tempo de
aquisi¢ao de 10 segundos.
Figura 3 - Espectro Raman da Urina Humana.
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Na Figura 4 temos o espectro Raman
obtido de uma solugdo de Efedrina em Urina, a
uma concentragdo de 75 mg/ml. Para esta
amostra, o numero de acumulagbes foi
aumentado para 10 acumulagdes, sendo cada
uma destas com tempo de aquisicdo de 20,
devido a baixa intensidade do sinal e a menor
relagdo sinal-ruido, devido a presenga da urina
(Figura 3).
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Figura 4 — Droga adicionada a urina.

Para andlise dos resultados, ferramentas
matematicas sdo utilizadas para auxiliar na
interpretacdo dos espectros Raman conforme
mostra a Figura 5.
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Figura 5 — Espectro Raman da Efedrina (A),
Espectro Raman da Urina (B) e a composigao
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espectral (C).

A comparagdo entre a composicao
espectral e os resultados praticos é detalhada na
Figura 6.

4000 1 1
Dado Experimental

3500 - Composigéo Espectral
= .
s 3000
= .
© 2500
£ .
©
oZ 2000 -
K .
© 1500 -
=4 .
»
€ 1000 -
I
o <4
=
= 500

04
950 1000 1050 1100
Deslocamento Raman (cm ")

Figura 6 — Aplicacdo matematica para analise
Raman.

Na Figura 7, apresenta o espectro com a
sub;(rag:éo matematica, o pico na regido de 1002
cm’, permitindo visualizar a recuperagdo das
informacgdes espectrais da droga.

Figura 7 — Espectro da concentragdo analisada
de efedrina subtraido os componentes Raman da
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Figura 8 - Comparagao dos espectros
experimentais e o processamento matematico.

A manipulagdo matematica pode ser
aplicada em diferentes regides espectrais (Figura
8) e confirmada através da comparagédo com os
dados experimentais (Figura 9).
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Figura 9 - Espectro de Efedrina obtido

experimentalmente.
Discussao

Na Figura 3, pode-se identificar o pico
tipico da Uréia localizado em 1005 cm' e duas
bandas expressivas (picos mais alargados) em
torno de 600 cm™ e 16000m'1, que aparecem em
virtude  da presenca de agua, que é um dos
principais constituintes da urina [12].
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A analise qualitativa confirma a
deteccdo da presenga da Efedrina através da
repeticdo dos picos da droga na amostra
analisada (Figura 4). Na Figura 5, temos uma
tentativa de recompor matematicamente, através
da composicao dos espectros isolados da urina e
da efedrina em po6, o espectro da solugao destes
componentes. O espectro da urina na regido de
1005 cm-1 foi considerado o mesmo daquele
obtido na Figura 3, entretanto o espectroda
efedrina obtido na Figura 1, na regido de 1002
cm-1 foi ajustado considerando a intensidade do
pico em 1603 cm’”’ que aparece superposto a
banda de emissdo da urina nesta mesma regiao
(Figura 4).

Embora o pico mais intenso da droga em
1002 cm-1 (Figura 2) sobreponha o pico da urina
na regiao de 1005 cm-1 (Figura 3) pode-se
confirmar a presenga deste componente
subtraindo os componentes espectrais obtidos na
amostra isolada de urina do espectro da solugao
analisada. Esta manobra é uma alternativa para
contornar esta situagdo, uma vez que a menor
largura de faixa permitida pelo sistema seja de 6
cm'. Na figura 7 o espectro com a subtragdo
matematica permite visualizar o pico na regido de
1002 cm'1, recuperando as informagdes
espectrais da droga.

Outra regides espectrais também podem
ser exploradas, como o pico Raman da Efedrina
situado em 1603 cm” que destaca-se pelo fato
de ndo estar localizado em uma regido comum a
Urina. Do mesma modo, a manipulagao
matematica proposta anteriormente pode ser
aplicada neste caso (Figura 8).

Conclusao

O Sistema Raman diferenciou os
espectros da urina normal com o da solugao
contendo a concentragdo de 75mg/ml de Efedrina
através dos picos localizados em 618, 753, 834,
1002, 1025, 1209, 1465 e 1600 cm™', que n&o
sdo comuns na Urina em sua forma natural,
podendo por esta razéo ser atribuidos a presenca
da droga analisada.

Embora o COI considere como Doping
concentragbes a partir de 10ug/ml [1], este
primeiro estudo extrapolou este valor com
objetivo de obter uma melhor resolugdo do
espectro Raman. Uma vez demonstrado que o
sistema Raman pode identificar esta substancia,
melhorias técnicas na parte instrumental devem
ser ajustadas afim de aumentar a sensibilidade e,
melhorar sua eficiéncia para concentragcbes de
ordem pratica.

Como trabalhos futuros, a analise da
Efedrina em Urina deve voltar-se para o
processamento quantitativo e a via metabdlica.

Estudos desta natureza, possibilitam
testar as substancias de interesse no sistema de
bancada, viabilizando o desenvolvimento de um
sistema compacto que pode contar com rotinas
de processamento para oferecer o resultado em
tempo real [12]. Tais fatores, somados a
possibilidade de diagndstico transcuténeo, que é
uma grande promessa [11], certamente, fardo a
ER ser considerada como uma grande esperanca
para o controle do doping, revolucionando os
procedimentos atuais.
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