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O uso indevido de anfetaminas tem preocupado as autoridades
sanitarias em todo o mundo. No Brasil, destacam-se os
anorexigenos anfetaminicos como o femproporex, que, no
organismo, se biotransforma em anfetamina. Apesar de ser
controlado por legislagdo especifica, este farmaco tem sido
amplamente utilizado em nosso pais. Nas analises toxicologicas
para verificagdo do uso de farmacos e drogas de abuso, tém-se
empregado diferentes amostras biologicas. Mais recentemente a
utilizagdo do cabelo tem sido preconizada principalmente por
informar sobre um uso a longo prazo da substincia. A técnica
para identificagdo de anfetaminas em cabelo é a cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A
partir de um método descrito na literatura foram desenvolvidos
estudos para avaliagdo da imunofluorescéncia polarizada como
técnica de triagem na identificagao de anfetamina em cabelo de
usudrios de anfetaminicos. Os resultados obtidos indicam que o
método otimizado pode ser utilizado como triagem na identifica¢do
de anfetamina em cabelo.
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INTRODUCAO

A anfetamina e seus derivados sdo fArmacos estimu-
lantes do sistema nervoso central causadores de
farmacodependéncia. No Brasil, ¢ grande o uso indevido
de anorexigenos anfetaminicos (Bell et al. 2001;
INCB,1998; Nappo,1992), destacando-se o femproporex
ou cianoetilanfetamina (Moffat ez al., 1986). Varios traba-
lhos demonstram que até 70% de uma dose de
femproporex pode se biotransformar no organismo, em
anfetamina livre (Cody, 2002; Kraemer, Maurer, 2002;
Musshoff, 2000; Cody, Valtier, 1999; Cody, Valtier, 1996;

Sznelwar, 1975). Apesar disso e de ser controlado por le-
gislacdo especifica (Brasil, 1997), varios trabalhos de-
monstram que este farmaco tem sido amplamente utiliza-
do, ndo somente como inibidor do apetite (Halpern,
Mancini, 2003; Rodrigues et al., 2002), mas também
como estimulante da vigilia (INCB, 1998; Silva et al.,
1998; Lopes et al., 1997; Nappo, Oliveira, Morosini,
1994; Nappo, 1992).

A aplica¢do de métodos analiticos para identificacao
de psicofarmacos em amostras bioldgicas tem se constitu-
ido importante instrumento colaborador no controle do
uso de tais substancias. A amostra de elei¢do para verifi-
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cacdo do uso recente ¢ a urina, sendo que algumas técni-
cas sdo citadas na literatura para identifica¢ao de fempro-
porex e seu produto de biotransformagao (anfetamina)
neste espécime bioldgico (Kraemer et al. 2000, Marson et
al., 2000, Cody, Valtier, 1999, Cody, Valtier, 1996;
Sznelwar, 1975).

Nos ultimos anos, o cabelo tem sido estudado e utili-
zado como amostra na pesquisa de psicoativos, com propo-
sitos distintos, pelo fato de fornecer informagdes sobre o uso
da substancia a longo prazo (Spinelli, 1999; Huestis, Cone,
1998; Sachs, Kintz, 1998; Cairns, Kippenberger, Gordorn,
1997; Sachs, 1997; Society of Hair Testing, 1997;).

A anfetamina e o femproporex se incorporam ao
cabelo, embora em menor intensidade que outros
anfetaminicos (Nakahara, Kikura, 1996; Luri, Nakahara,
1993). A identificac@o de anfetaminas em cabelo pode ser
efetuada mediante varias técnicas de acordo com a finali-
dade da analise. Entre as técnicas de triagem, destacam-se
os imunoensaios como a imunofluorescéncia polarizada
(IFP). Entre as técnicas de confirmacgdo, os resultados
obtidos com a cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) sao inquestionaveis
(Nakahara, 1995).

O emprego da imunofluorescéncia polarizada como
técnica de triagem na identificacdo do uso de psicoativos
em amostras bioldgicas tem crescido em fung¢ao de carac-
teristicas como: baixo custo, simplicidade e rapidez de
execucdo. Apesar de alguns poucos trabalhos terem sido
apresentados para identifica¢@o de anfetamina em cabelo
(Kintz, Ludes, Mangin, 1992), até o momento, nenhum foi
encontrado relatando a identificagcdo de femproporex e/ou
anfetamina em cabelo de usuarios de femproporex.

O presente estudo mostra os resultados obtidos na
otimizag@o de um método para identificagdo de anfeta-
mina em cabelo por IFP, a partir do originalmente propos-
to por Kintz, Ludes, Mangin (1992), bem como sua apli-
cagdo em amostras de cabelo de usuarios de anfetaminas
e de femproporex.

MATERIAL E METODOS
Solucdes-padrao

Solugdes de femproporex e de sulfato de anfeta-
mina, a 0,01% em metanol P.A. (Merck).

Solugdes-padrao de femproporex a 500 ng/mL e
1000 ng/mL em tampao pH 7,5 (TDx FLx — ABBOTT)

Solugdo-padrio de anfetamina, preparada em tam-
pao pH 7,5, a partir de controles (500, 1 500 ¢ 4 000 ng/
mL) e calibradores (1 000, 3 000 ¢ 8 000 ng/mL) do kit
reagente (TDx FLx — ABBOTT).
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Amostras

Duas amostras de cabelo provenientes de usudrios
de femproporex, sexo feminino, com idade de 30 e 28
anos, respectivamente.

Duas amostras de cabelo provenientes de usuarios
de anfetaminas.

Pool de amostras de cabelo de ndo, usuarios de
anfetaminicos.

Otimizacao da IFP para pesquisa de anfetamina em
cabelo

Para avaliar a possibilidade de o femproporex inter-
ferir na pesquisa de anfetamina por IFP (TDxFLx-
ABBOTT) foram analisados 100 mL de solugdes de
femproporex em tampao nas concentragdes de 500 ng/mL
e 1 000 ng/mL. Como referéncia negativa foram utilizados
100 ml do tampao.

Foram feitas modificagdes ao método originalmente
proposto por Kintz, Ludes, Mangin (1992) para identifi-
cacdo de anfetamina em cabelo por imunofluorescéncia
polarizada, tais como: a mudanga na temperatura e tempo
de digestao da amostra de cabelo para 40 °C/18 h e o uso
de uma solucao-padrao de anfetamina, preparada a partir
de controles e calibradores do equipamento (TDxFLx-
ABBOTT).

Foi preparado um pool/ de cabelo cortando-se amos-
tras de cabelo de ndo usuarios de anfetaminicos, em peda-
¢os de menor tamanho possivel com posterior homoge-
neizacao.

Foi construida uma curva de calibracdo com adici-
onados de anfetamina em cabelo (pool) nas concentragdes
de 2,96; 5,93; 8,90 e 11,87 ng/mg.

Alguns parametros de confianga do método foram
avaliados a partir de resultados obtidos com adicionados
de anfetamina em cabelo preparados de modo semelhan-
te a curva de calibragdo. A exatidao foi avaliada de manei-
ra aproximada, considerando-se a indisponibilidade de
padrdes secundarios ou controles certificados de
anfetamina em cabelo. Este pardmetro foi obtido pelo
calculo do percentual de inexatiddo aproximada. A
repetitividade foi obtida a partir do calculo do coeficien-
te de variacdo (percentual) entre os resultados (em
quintuplicata) de cada concentracdo em uma mesma cor-
rida analitica. A reprodutibilidade foi avaliada calculando-
se o coeficiente de variagdo (percentual) entre as médias
aritiméticas dos resultados (em triplicata) de cada concen-
tragdo adicionada em corridas analiticas diferentes
(Inmetro, 1995).



Identificacdo de anfetamina em amostras de cabelo por imunofluorescéncia polarizada 57

Aplicacao da metodologia otimizada em amostras de
cabelo de usuarios de femproporex e de anfetaminas

Ap0s o registro de informagdes sobre o periodo de
uso do farmaco, as amostras provenientes de usuarios de
femproporex (amostras “1” e “2”) foram coletadas o mais
proximo possivel do couro cabeludo, da parte posterior da
cabega. Os fios foram agrupados, sendo identificada a
ponta correspondente a raiz. As amostras foram segmen-
tadas considerando-se uma razao de crescimento capilar
de 1,5 cm ao més e cada segmento devidamente identifi-
cado em fungédo do periodo de uso de femproporex relata-
do por individuo. Os segmentos foram cortados com te-
soura em pedacos de menor tamanho possivel das quais se
tomou uma aliquota de 100 mg para analise.

As amostras provenientes de usuarios de anfeta-
minas (amostras “3” e “4”) foram cortadas com tesoura
em pedagos de menor tamanho possivel, de das quais se
tomou, para analise, uma aliquota inferior a 100 mg, em
funcdo da disponibilidade.

Como referéncias negativas foram utilizadas
aliquotas de 100 mg do poo! de cabelo. Como referéncias
positivas foi adicionou-se anfetamina em aliquotas de 100
mg do pool de cabelo nas concentragdes de 4 ¢ 10 ng/mg.

A identificacdo de anfetamina por imunofluores-
céncia polarizada em cada aliquota foi feita conforme ilus-
trado no fluxograma (Figura 1). A concentragao de 2 ng/mg
foi utilizada como valor de corte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacao da IFP para pesquisa de anfetamina em
cabelo

O resultado negativo para a pesquisa de anfetamina
por imunofluorescéncia polarizada em solugdes de
femproporex (500 ng/mL e 1 000 ng/mL) evidenciou que,
nas condic¢des estudadas, este farmaco nao produziu rea-
¢do cruzada na analise, sendo assim, a anfetamina, en-
quanto produto de biotransformagao do femproporex, foi
considerada como Unico analito a ser pesquisado para
identificacdo deste farmaco por IFP.

Em relacdo ao método originalmente proposto por
Kintz, Ludes, Mangin, (1992) a mudanga na temperatura
e tempo de digestdo da amostra de cabelo para 40 °C/18 h
apresentou resultados positivos na identificacdo de
anfetamina por [FP em aliquotas de pool de cabelo adici-
onados com solugdo-padrido de anfetamina. Consideran-
do que, em tentativas anteriores de reproduzir o método
original, foram obtidos resultados negativos para pesquisa

AMOSTRA
(100 mg de cabelo)

+ 5 mL de etanol
(37 °C/15 min.)

AMOSTRA
L

+1,5mL NaOH 1 M
(40 °C/18 h)

ETANOL
(Descartar)

AMOSTRA EM
SUSPENSAO

+0,5mLHCL3N
Homogeneizar
Centrifugar
(300g/5 min.)

| SOBRENADANTE |

| (100uL)

IFP (TDXFLx)

FIGURA 1 - Fluxograma do método de Kintz, Ludes,
Mangin (1992) modificado, para pesquisa de anfetamina
em cabelo por imunofluorescéncia polarizada.

de anfetamina em amostras adicionadas com este farmaco,
tornou-se possivel observar que a temperatura de 100 °C
para digestdo da amostra promovia perdas do analito su-
ficientes para prejudicar sua identificagao.

A solucdo-padrio de anfetamina, utilizada para pre-
paro de adicionados em cabelo e preparada a partir de
controles e calibradores do Kit reagente, apresentou con-
centracdo média de 2.374 ng/mL com cv% = 6,28, valor
dentro do limite estabelecido pelo fabricante do equipa-
mento (Abbott Laboratories, 1996).

Os valores médios de cada ponto (em triplicata) da
curva de calibragdo estdo apresentados na Tabela I. A Fi-
gura 2 mostra que a intensidade da polarizacao € inversa-
mente proporcional a concentragao adicionada, produzin-
do uma curva tipica da imunofluorescéncia polarizada.

Quanto aos parametros de confianga do método,
inicialmente a Tabela II mostra que o método apresentou
resultados de exatiddo aproximada satisfatorios. Apenas
a concentracao de 2,96 ng/mg apresentou resultados de
inexatiddo aproximada superiores a 20%, maximo preco-
nizado para a técnica. Fato compreensivel, pois a concen-
tracdo adicionada neste ponto, se considerada em ng/mL,
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¢ de 118,4 ng/mL, valor muito préximo ao limite de sen-  reprodutibilidade (Tabelas III e IV, respectivamente) apre-

sibilidade da técnica, que ¢ de 100 ng/mL (Abbott sentaram resultados dentro do aceitavel para a pesquisa de

Laboratories, 1996). anfetamina por imunofluorescéncia polarizada (Abbott
Tanto os estudos de repetitividade quanto os de  Laboratories, 1996).

230 H
220 -
210 -
200 -
190 -
180 -
170 . . . . .
0 2,96 5,93 8,9 11,87
Concentracao de anfetamina adicionada em cabelo (ng/mg)

Milipolarizagéo

FIGURA 2 - Curva de calibragdo com adicionados de anfetamina em cabelo.

TABELA | - Valores (em milipolarizacdo e ng/mg) dos TABELA 11l - Repetitividade (expressa em cv%) da
adicionados de anfetamina em cabelo para preparo da  metodologia para identificagdo de anfetamina em cabelo
curva de calibracao

Concentragio Resultado Coeficiente de
Concentragio Resultado Adicionada (ng/mg) variagao (%)
Adicionada Milipolarizagao ng/mg (ng/mg)
(ng/mg) (n=3) 2,96 2,26 5.3
2,96 207,22 2,24 2,28
5,93 199,51 5,24 2,45
2,11
8,90 191,71 7,96 229
11,87 188,94 11,25
Referéncia Negativa 221,81 Negativo 2,93 ?Zé 3.8
5,04
5,08
. . . 4,81
TABELA Il - Inexatidao aproximada da metodologia para
identificagdo de anfetamina em cabelo 8,90 8,03 8,7
8,02
Concentragao Resultado 8,01
. . . 8,16
Adicionada ng/mg Inexatiddo aproximada 219
(ng/mg) (n=3) % :
2,96 2,28 23 11,87 1(1)(9); >1
5,93 5,25 11,5 11,14
8,90 8,13 8,7 11,03

11,87 11,27 5,1 11,16
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TABELA 1V - Reprodutibilidade (expressa em cv%) da
metodologia para identificagdo de anfetamina em cabelo

(ng/mg)
Concentragao Média dos Coeficiente de
Adicionada resultados variacao (%)
(ng/mg) (de cada ensaio)
2,96 2,28 0,65
2,23
2,25
5,93 4,97 2,73
5,24
5,05
8,90 8,12 3,78
7,96
8,56
11,87 11,05 0,78
11,25
11,00

Aplicacao da metodologia otimizada em amostras de
cabelo de usuarios de femproporex e de anfetaminas

A pesquisa de anfetamina por imunofluorescéncia
polarizada nas amostras de cabelo de usuarios de
femproporex apresentou resultados positivos em apenas
um dos segmentos analisados de cada amostra, conside-
rando-se um valor de corte de 2 ng/mg (Society of hair
testing, 1997). A amostra “1” apresentou concentracao de
2,3 ng/mg no segmento correspondente ao periodo de uso
relatado e resultado negativo nos demais segmentos. Na
amostra “2”, do mesmo modo, 0 segmento correspondente
ao periodo no qual o uso foi relatado apresentou concen-
tracdo de anfetamina de 2,07 ng/mg.

Esses resultados, apesar de muito proximos do va-
lor de corte, sdo significativos considerando-se que:

- A anfetamina, entre os anfetaminicos, possui uma das
menores razdo de incorporacdo ao cabelo (Nakahara,
Kikura, 1996; Luri, Nakahara, 1993).

- Este farmaco estava presente nas amostras como pro-
duto de biotransformac¢ao do femproporex, ou seja,
cerca de 56 a 70% da dose do farmaco precursor (
Cody, Valtier, 1996; Sznelwar, 1975).

- O farmaco foi usado pelos pacientes em dose terapéu-
tica e por curto periodo de tempo (um més).

A pesquisa de anfetamina por imunofluorescéncia
polarizada nas amostras de cabelo de usuarios de
anfetaminas apresentou resultados positivos, mesmo uti-
lizando-se quantidades de amostra menores que 100 mg e

procedendo-se a analise sem segmentacao em funcao da
falta de informagao sobre o padrao de uso. As concentra-
¢oes de anfetamina obtidas foram: amostra “3” (83,84 mg)
= 2,78 ng/mg e amostra “4” (98,28 mg) = 2,57 ng/mg.

Em cada andlise, as referéncias positivas e negativas
apresentaram resultados de acordo com o esperado.

Diante dos resultados obtidos, cremos ser possivel
afirmar que o método padronizado ¢ eficiente como pro-
cedimento de triagem para identificagdo de anfetamina
por imunofluorescéncia polarizada em amostras de cabelo
de usuarios de femproporex e/ou anfetaminas.

CONCLUSOES

Os estudos de otimizagdo demonstraram que as
modificagdes no método proposto por Kintz, Ludes,
Mangin (1992), para identificacdo de anfetamina em ca-
belo por imunofluorescéncia polarizada, apresentaram
resultados satisfatorios

O método otimizado, ao ser aplicado para pesquisa
de anfetamina em amostras de cabelo de usuarios de
femproporex, apresentou resultados positivos nos seg-
mentos correspondentes ao periodo no qual o uso foi re-
latado. Ao analisar-se amostras de cabelo de usuarios de
anfetaminas o resultado foi positivo mesmo utilizando-se
uma quantidade de amostra inferior a padronizada
(100 mg).

ABSTRACT
Amphetamine detection in hair samples by FPIA

The amphetamine abuse is a preoccupation of public
health authorities all over the world. In Brazil, anoretic
drugs like fenproporex have been much used.
Fenproporex is metabolically dealkylated to amphetamine
in the human body. In spite of its legal control, it has been
abused in the country. Different samples have been used
to identify the drug in toxicological analyses. Hair
samples have been proposed recently to identify and study
the long-term use of the drug. CG-MG is the technique
used to identify amphetamines in hair samples. Following
a method proposed in specific literature, some studies
have been developed to evaluate the application of the
Sfluorescence polarization imunoassay (FPIA) to identify
amphetamine in hair samples of fenproporex users. The
results show that the standard method may be used as
screening in the identification of amphetamine by FPIA in
hair samples of fenproporex users.

UNITERMS Amphetamines. Hair analysis. FPIA.
Fenproporex
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