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RESUMO



Atualmente, o controle de doping para uso de efedrina € realizado via coleta de urina e
analisada em um cromatrégafo associado a um espectrometro de massa. Este procedimento
apresenta como principais desvantagens a necessidade de coleta de material, além de néo
apresentar um resultado de imediato. Este trabalho visa o desenvolvimento de uma técnica
gue permitira ndo somente a avaliacdo da concentracdo da substancia de modo ndo invasivo,
como também permitira se obter um diagndstico em tempo real. Entretanto, nesta primeira
etapa 0 objetivo foi demonstrar a aplicacdo da Espectroscopia Raman como uma nova
alternativa, em igualdade de condigbes com o exame rotineiro. Foi utilizado um sistema
Raman composto por um laser de Ti:Safira bombeado por um laser de Argénio. A radiacéo do
laser de Ti:Safira foi sintonizada para o comprimento de onda de 785 nm e a poténcia obtida
na amostra foi de 70mW. Foi analisada uma amostra de urina de rato Wistar que recebeu
administragdo subcuténea de 0,5 ml de efedrina na concentragdo de 5mg/ml. O sina foi
coletado em um espectrometro Kaiser f/1.8 e um detetor CCD refrigerado e, 0s espectros
permitem identificar, a presenca de Efedrina, através dos picos situados em 1002 e
1603 cmit, e o valor quantificado foi de 0,56mg/mll.

Palavras-Chave: Espectroscopia Raman, Doping, Efedrina, Laser, Diagnostico ndo invasivo.



ABSTRACT

Actualy, the doping control for ephedrine uses the urindysis by the gas
chromatography/mass spectrometry. This procedure presents as main disadvantages,
the necessity of collecting material and the long time to obtain test results. This work
ams to develop a technique that will allow to evaluate the concentration of the
substance using a noninvasive tool, as well as a diagnosisin real time. Nevertheless, at
this first stage, the objective is to demonstrate the viability of the Raman Spectroscopy
as a new alternative, that can be so efficient as the routine examination. A Raman
system composed by a Ti:Saphira laser pumped for an Argon laser was used. The
excitation wavelength was 785 nm and laser power at the sample position was 70 m\W.
An urine sample of Wistar rat was analyzed after subcutaneous administration of 0,5 ml
of ephedrine at the concentration of 5mg/ml. The signal was collected by a Kaiser
spectrometer /1.8 and a cooled CCD detector. Shifts of the Raman peaks at 1002 and
1603 cmi' were studied, looking for the identification of ephedrine. It was found that
Raman Spectroscopy allows a clear identification of ephedrine when this is present at a

concentration of 0,56mg/ml.

K ey-Words: Raman Spectroscopy, Doping, Ephedrine, Laser, Noninvasive diagnosis.
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1. Introducéo

Um dos pontos de grande interesse da espectroscopia Raman (ER) é sua aplicacéo
na andlise transcuténea. Trata-se da andlise de parametros bioldgicos através da pele,
permitindo um diagnostico ndo invasivo (NI), obtido pela interacdo da luz com o tecido
biologico (BERGER; WANG; FELD, 1996; KHALIL, 1999; KUNST, 1995; PILOTTO et
a., 2001; TARR; TARR, 1993).

Na &rea da educacdo fisica, temse especia interesse pela avaliacdo do esforco
fisco através da medida da concentracdo do lactato sangliineo (ALLEN et a., 1985;
COSTILL, 1976; FARRELL et. a., 1979; FOXDAL et a., 1994; KINDERMANN;
SIMON; KEUL, 1979; LEHMANN et a., 1983; MADER, 1991; NAGLE et d., 1970;
RUNDELL, 1995; SJODIN; JACOBS, 1981). Uma dternativa proposta para este fim éa
utilizagdo da ER (PILOTTO et a., 2001), possibilitando medir as concentrages de &cido
l&ctico de modo NI, uma vez que o método atua traz o inconveniente desconforto de
submeter o atleta a constantes coletas de sangue (BARON et a., 2003; BISHOP, 2004).

Outra aplicacdo, também discutida para a ER, € o teste de glicemia em diabéticos
gue sofrem com as constantes monitoragdes a partir de amostras de sangue (BORCHERT;
STORRIE-LOMBARDI; LAMBERT, 1999; CAMERON et a., 1999; HAZEN, 1995;
HEISE et. a., 1994; HEISE, 1996; JAGEMANN et a., 1995; KHALIL, 1999; KUNST,
1995; MALIN et a., 1999; MARBACH et al., 1999; ROBINSON et al.,1999; STEFFES,
1999; TARR; TARR, 1993).

O grande interesse pela andlise NI, tem reunido diversas &reas a fim de que a ER
venha a funcionar de forma rotineira, substituindo técnicas como a biopsia e outros
procedimentos invasivos (SILVEIRA JR et al., 2003).

O procedimento ideal, esperado para o futuro, € que a avaliacdo sgja direta, ndo
invasiva e, que fornega o resultado em tempo real. Neste caso poderia haver situagdes - em
uma prova olimpica, por exemplo - onde todos os participantes seriam avaliados antes
mesmo de realizar a prova, confirmando sua qualificagdo ou desqualificagéo.

O esforgo continuo do Comité Olimpico Internacional (COIl) busca aprimorar 0s
procedimentos e técnicas utilizados a medida em que novas formas de doping séo
descobertas. Entretanto, algumas ocorréncias no histérico do doping esportivo, trazem
duvidas até entdo ndo respondidas, como o caso Florence Griffith Joyner. Enquanto esta
atleta consagrava-se na Olimpiada de Seul, 1988, o atleta canadense, Ben Johnson,

também com o corpo nitidamente diferenciado em relacdo aos outros competidores, €



flagrado nos 100 metros rasos. A grande repercussao gerada, principalmente por tratar-se
da primeira quebra de tempo, abaixo de dez segundos, estigmatizou este atleta que, aos
poucos desapareceu do meio competitivo. Por outro lado, é impressionante o fato de que a
atleta americana ainda detenha os recordes Mundiais e Olimpicos para os 100 e 200
metros rasos, mas tenha morrido misteriosamente, com apenas 38 anos. (AQUINO NETO,
2001).

A técnica proposta, principalmente sob o aspecto da andlise transcuténea, tem uma
grande vantagem que € dispensar a coleta de qualquer espécie de material, eliminando o
rigoroso procedimento que é utilizado para controle de fraude.

Desses pontos, pode-se aquilatar a vasta gama de possibilidades que surgem e com
as quais este trabaho pode colaborar. Como vantagem imediata, a aplicacdo da técnica
NIRS (abreviacdo de espectroscopia Raman no Infravermelho Préximo, na lingua inglesa:
Near Infrared Raman Spectroscopy), permite o desenvolvimento de um sistema compacto,
oferecendo o diagndstico em tempo real (DOU et a., 1997).

Considerando a interdisciplinaridade deste tema, é importante esclarecer conceitos
basicos, terminologias, a funcdo dos equipamentos utilizados, ou ainda, principios opticos,
como o conceito de espahamento da luz pelo qual a técnica se fundamenta, antes de se

abordar diretamente o assunto principal.



1.1 Espalhamento deluz

O termo comprimento de onda é a distancia na qual a fase se repete em uma onda,
usuamente designado pela letra grega lambda (I ). Numa onda sinusoidal, 0 comprimento
de onda pode ser medido pela distancia entre dois picos consecutivos do campo elétrico da
onda (Figura 1).

/AR VAR AR

Figural- Representacdo do comportamento ondulatério daluz. Onde o eixox fornece a medida

(em metros) de um padrdo de comportamento (1) que se repete periodicamente.

O fendmeno éptico de espalhamento da luz, ocorre quando um feixe de luz (onda
eletromagnética) atinge um obstaculo e é disperso devido a colisdo com particulas
menores. Quando, estes feixes ou fotons, ndo ateram seu comprimento de onda durante
estas colisdes, temse 0 espalhamento elastico, ou também como € conhecido,
espalhamento Rayleigh em reconhecimento aos estudos pioneiros deste pesguisador
(BALL, 2001).

Na Figura 2, parte da luz incidente (), € refletida (i;) na superficie do obstéculo.
Seguindo a diagramacdo exposta por Pacheco(1999), um raio de luz somente é dito
refletido em uma superficie quando o angulo do feixe incidente é exatamente igua ao

angulo do feixe que retorna.

Figura2 - Esquema representativo datrajetoria de um feixe de luz interagindo com um obstécul o.



Durante atrajetoria através do meio (Figura 2), parte do sinal incidente € absorvido
(i) e outra fragdo consegue transpor o material, resultando no sinal transmitido (y).
Durante este percurso, a colisdo com particulas espalhadoras, desviara parte da luz,
produzindo o espalhamento (i¢). O espalhamento € um mecanismo que reduz a quantidade
de energia contida no feixe direto, e exprime o desvio de parte da energia luminosa guiada
em vérias diregdes. O coeficiente de espalhamento € definido como sendo o livre caminho
médio que um féton percorre antes de colidir novamente, sendo expresso em crmit
(JACQUES, 1992; MCKENZIE, 1990).

Um espa hamento de interesse particular € o espalhamento Raman, no qual a onda

espal hada apresenta um comprimento de orda diferente ao da onda incidente.

1.2 Espalhamento Raman

O primeiro passo para desvendar a origem da espectroscopia Raman ocorreu no
primeiro quarto do século 20, através da descoberta do espahamento da radiacdo
monocromética com mudanca de freqiéncia que foi predito teoricamente pelo fisico
australiano A. Smeka (SMEKAL, 1923).

O fendmeno de espalhamento tinha sido estudado vastamente, durante muito tempo
por muitos investigadores, entre os quais destacamse Rayleigh em 1871, e Einstein em
1910. Entretarto, este tipo de espalhamento inelastico, foi observado experimentalmente
em 1928, por Raman e Krishnan (RAMAN, KRISHNAN, 1928) e quase simultaneamente
por Landsberg e Mandelstam (LANDSBERG, MANDELSTAM, 1928). Dois anos mais
tarde, Raman recebeu o prémio de Nobel de fisica pela a descoberta que carrega seu nome
desde entéo.

Como muitas outras areas relacionadas a quimica analitica, o desenvolvimento da
espectroscopia Raman, dependeu em sua maior parte da disponibilidade de ferramentas
apropriadas, e os avagos significativos seguiram invariavelmente dependentes de novos

ou med hores instrumentos.



1.3Descricao do processo deinteracdo inelastico

Para ocorrer o espalhamento Raman, é necessario que a radiacdo eletromagnética
intergja com a matéria através de seu campo elétrico, levando-a até um estado virtual. Ao
contrério do processo elastico descrito anteriormente, o fisico Raman demonstrou que uma
fracdo menor da luz espalhada apresentava alteracdo no comprimento de onda em relacdo
ao féton incidente. Esta situacdo foi verificada através do deslocamento de frequéncia,
resultando em fotons de menor ou maior energia (Figura @ 3)
(FARIA;SANTOS;GONCALVES, 1997; LONG, 1977; SALA, 1996) .

. anti -Stokes

Stokes

Energia [eV]

Figura 3—Intensidade do sinal de espalhamento nas regifes Stokes e anti -Stokes.

Considere as moléculas em dois niveis vibracionais de energia o estado
fundamental e o estado excitado. O espahamento Raman pode decorrer de 02 (dois)
processos distintos, gokes e anti-stokes. Na regido gokes (Figura 4 b), o féton incidente
colide com uma molécula em nivel fundamental e a interacdo do féton, faz a molécula
ganhar energia atingindo o estado excitado. Para isso o foton incidente cede energia,
tornando-se um féton espalhado de menor energia que o incidente (COTE, 2001;
FARIA;SANTOS,GONCALVES, 1997; LONG, 1977).

Naregido anti-stokes (Figura 4 c), o féton incidente interage com uma molécula
vibracionalmente excitada, e devido a instabilidade do estado excitado, estimula a
molécula a voltar para o estado fundamental, liberando energia. Como resultado, temse
um féton com maior energia (freqiiéncia mais elevada que o féton incidente) - Este foton
é chamado de radiac&o anti-stokes (COTE, 2001; FARIA;SANTOS;GONCALVES, 1997;
LONG,1977).



A maioria dos estudos utiliza a regido stokes de espalhamento ineléstico, devido ao
fato de haver uma maior probabilidade de encontrar em condigdes ambientais normais, um
maior numero de moléculas em estado vibracional fundamental. Portanto, a energia total
coletada na regidio gokes serd mais intensa (COTE, 2001; LONG,1977).

Pode-se concluir que em ambos os casos de processo inelastico, apresentados nas
Figuras 4b e 4c, a diferenca de energia entre o féton incidente e o espalhado, corresponde
exatamente a energia necessaria para interagir nestes niveis vibracionais. Tal diferenca de
freqléncia est4 associada com as transicOes entre 0s nivels rotacionais, vibracionais e
eletrénicos, em fungdo da conformacdo molecular, da distribuicdo dos elétrons nas
ligacBes quimicas, e da estrutura molecular (SALA, 1996). A interpretacéo do espectro
Raman permite determinar a composi¢do quimica das moléculas, porque reline os picos
caracteristicos das diversas emissdes Raman da substéncia, como se fosse a “impresséo
digital” das moléculas (CAREY, 1982; CAREY, 1999; COTE, 2001; EDSALL, 1936;
FARIA; SANTOS; GONCALVES, 1997).

E 1 h A y
n; Ng¢ n; Ng¢ i N
\ 4
Eo N E— —_—
Espalhamento Espalhamento Espalhamento
Elastico Stokes anti-Stokes
(@) (b) (©

Figura4 — Esguema representativo para diferenciar os tipos de espalhamento, sendo E, o estado
fundamental, E1, o estado virtual excitado, e afreqiénciainicia do féton incidente (n;)
efregiiénciafinal do féton espalhado (ny).



1.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia € 0 estudo do espectro obtido pela interacdo da radiacéo
eletromagnética com a matéria. Sendo um dos seus principais objetivos, a determinacdo
dos niveis de energia de &omos ou moléculas. Esta técnica de andlise, utiliza a radiacéo
eletromagnética para testar 0 comportamento vibracional de moléculas, observando-se a
absorcéo ou espal hamento dessa radiacéo (SALA,1996).

Segundo Cot&2001), a ER pode ser considerada como complementar a
espectroscopia de absorcdo, porque nenhuma técnica sozinha pode resolver todos os
estados da energia de uma molécula. De fato, para determinadas moléculas, alguns niveis
de energia ndo podem ser resolvidos por uma ou outra técnica. Assim, a ER compreende a
familia das medidas feitas em meio molecular, com base no espahamento inelastico da
radiacdo el etromagnética monocromatica por uma molécula ou grupo molecular.

A diferenca entre a energia do féton incidente e do foton espalhado é determinada
por uma mudanca rotacional e vibraciona da molécula. Esta mudanca no estado de
energia vibracional aparece no espectro Raman como um pico, ou banda, de emissdo do
foton espalhado, com intensidade em unidades arbitrérias (eixo y). O conjunto de
informagdes, relacionados aos deslocamentos de frequiéncia (eixo x) € utilizado para
identificar o grupo molecular responsavel por tal espalhamento COTE, 1997; COTE;
CAMERON, 1997; FARIA, SANTOS, GONCALVES, 1997, LASERNA, 2001; SALA,
1996).

Certamente, a espectroscopia Raman tem um significado especial no campo da
guimica analitica, nd0 somente por causa do proprio impacto da técnica, mas também
porque seu desenvolvimento revolucionou os procedimentos até entdo utilizados, pela
insercdo de métodos fisicos poderosos em uma disciplina que era puramente quimica
(LASERNA, 2001).

1.5 Instrumentacéo naespectroscopia Raman

O desenvolvimento da ER ocorreu lentamente durante o periodo de 1930 a 1950,
pois imediatamente apds a sua descoberta, muitos trabalhos foram voltados apenas para
estudos fundamentais. A introducdo do laser foi um fator fundamental para o avanco da
espectroscopia e, a Uutilizagdo de computadores ocorreu relativamente tarde em

comparagdo a outras técnicas. Como resultado, obteve-se o desenvolvimento comercial de



espectrémetros controlados por computadores, capazes de realizar aguisicoes rapidas com
gualidade elevada (LASERNA, 2001).

O sucesso da aplicacdo da espectroscopia Raman para andise de processos
biol 6gicos € um resultado direto dos avancos na instrumentacdo Raman. A melhora obtida
no desenvolvimento de filtros, detectores, espectrdmetros, fontes e sistemas 6ticos,
encurtaram o tempo de andlise e melhoraram a relacdo sinal-ruido, sendo que os
instrumentos de grande porte, estdo sendo substituidos por sistemas menores e mais
eficientes (DOU et al., 1997). Apenas com a melhora da técnica na aquisicdo dos sinais
tornou-se possivel distinguir tipos de tecidos e quantificar produtos quimicos do sangue
em tempo real. (COTE 1997).

Desta forma, aER estad comegando a cumprir seu potencia de contribuir para a
bioquimica estrutural, porque trés principais fatores que impediram sua aplicacdo aos
sistemas biol 6gicos foram melhorados (KHALIL, 1999):

a) baixa sensibilidade dos detectores;
b) interferénciado fundo de fluorescéncia;

C) problemas com o tratamento e ainterpretacéo dos dados.

1.6 Aquisicao do sinal

Para resolver os problemas indicados no item anterior, foram implementados
recursos opticos e melhorias tecnoldgicas, em fungdo da baixa intensidade do sind
Raman. Como pode ser observado, (Figura 5) a interagdo luz- matéria produz fotons de
espalhamento ER) em todas as direcdes (360°), mas sO € possivel coletar aqueles que

atingirem a abertura do espectrémetro (S).
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Figura5— Representacdo esquematica do conjunto éptico para aquisicdo do sinal Raman, onde: Ee:
Espalhamento elastico; L1,L,,L3: lentes; m4: espelho; r: reflexdo; t: transmissao; a: absorgéo.

O Charge-Coupled Device (CCD) foi inventado em 1970 por Boyle e Smith
(BOYLE; SMITH, 1970) porém, seu uso como um detetor para a espectroscopia Raman
foi relatado apenas dezessete anos mais tarde (DIERKER et a., 1987). Este dispositivo
eletrbnico converte as intensidades de luz que incidem sobre ele em valores digitais
armazenavels.

O advento de filtros hologréficos (filtro notch) aumentou a sensibilidade diversas
ordens de magnitude (KIM, OWEN, CAREY, 1993). O uso conjunto com as cameras
CCD resultou no desenvolvimento de espectrometros rgpidos, permitindo a aquisicao do
espectro sobre uma larga faixa de comprimentos de onda, em tempo médio menor ou igua
a 30 segundos (KHALIL, 1999).

Os filtros Opticos obstruem uma faixa espectra estreita, tal como a luz
monocromatica de um laser ao transmitir outros comprimentos de onda. S8o0 chamados
também de filtros rgjeita faixa ou rejeita banda e permitem obstruir mais de 99,9% da luz
em uma largura de faixa de 15 a 40nm. (OWEN, 2002; TEDESCO et al., 1993).

A inclusdo destes recursos contribuiu imensamente para a aquisicdo do sind
Raman, pois a baixa intensidade desta radiacdo exige realizar o experimento com a
minima quantidade possivel de luz presente, tal como uma sala totalmente escura (FARIA;
SANTOS;, GONCALVES, 1997). Entretanto, ainda era observada uma grande
contribuicdo do ruido térmico. Assim, para reduzir este problema, recorreuse a
refrigeragdo, diminuindo a interferéncia vibraciona das moléculas do proprio
equipamento, reduzindo o ruido térmico. O sistema Raman aperfeicoouse através da

utilizagdo de CCD com sistema de refrigeracéo a Ny, que € um dispositivo multi-canal,



com excepcional sensibilidade e ruido intrinseco muito baixo, melhorando a relacdo sinal-
ruido e a velocidade de aquisicdo de dados. O sistema Raman do IP&D esté gjustado para
operar em — 95 °© C, podendo atuar nafaixade 80°a- 140° C.

A Figura 6 mostra a integracéo de equipamentos que realizam a aguisicéo do sina
Raman. O filtro holografico que ndo aparece nesta representacdo (Figura 6) compde este

conjunto, sendo posicionado exatamente a frente da ferda do espectrometro (item 4).

e LR

Figura6— Representacdo esquematica do instrumental de aquisicdo, onde: 1. EspectrOmetro;
2. Detetor CCD; 3. Cilindro pararefrigeracéo aN,. 4. Fenda ou entrada do espectrometro.

Somente com 0s avangos no instrumental e nos métodos de andlise dos dados
tornorse possivel medir o sinad Raman com um limite mais baixo da deteccdo
compardvel a outras técnicas de espectroscopia. (BELL; BARRON; HECH, 1994;
BERGER; WANG; FELD, 1996; BERGER et. a, 1996; DOU; UENOYAMA, 1996;
DOU et. a, 1996; ERKENS et. a, 1994; GOETZ et. a, 1995; KUNST, 1995; TANAKA
et. a, 1996; TARR; TARR, 1993; WICKSTED et. a, 1995; XU et. a, 1997; YANG et d.,
1993).

1.7 Utilizacdo do laser na ER

Uma grande evolugdo na melhoria da qualidade dos espectros Raman, veio com
invencdo do laser em 1960 em funcdo de sua caracteristica monocromatica (MAIMAN,
1960). O termo Laser € um acrénimo do termo em inglés “Light Amplification by

Stimulated of Radiation”, ou sgja, a amplificagdo da luz por emissdo estimulada de

radiacéo.



Inicialmente, os espectros Raman foram obtidos utilizando-se uma fonte n&o
coerente, como a propria radiacdo solar (FARIA;SANTOS,GONCALVES, 1997).
Entretanto, sdo diversas as vantagens quando se utiliza um laser. Nd0 somente temse a
possibilidade de focalizar uma grande quantidade de energia em uma amostra muito
pequena, permitindo assim espectros excelentes, como também pode-se ter grandes
vantagens utilizando um feixe com largura de linha extremamente estreita e com
possibilidade de variag&o do seu comprimento de onda central de excitagéo.

Quantidade de amostra da ordem de microgramas, passou a ser suficiente em
comparacao as quantidades utilizadas anteriormente, que eram superiores, em torno de 104
a 106 vezes (LASERNA, 2001). Passou-se também a se utilizar mais freqlentemente as
janelas opticas dos meios bioldgicos que estdo definidas fundamentalmente pela &gua e
hemoglobina, contidas nos organismos. Desta maneira, utiliza-se a faixa entre 600-
1100 nm do espectro, obtendo-se a penetracdo mais profunda da radiagéo laser no tecido,
0 que permite uma medida espectral ou um procedimento terapéutico mais eficiente
(CHEONG; PRAHL; WELCH, 1990; KHALIL, 1999; SAIDI; JACQUES; TITTEL,
1995; VAN GEMERT et a., 1989; WILSON; JACQUES, 1990).

A excitacdo na regido NIR oferece também comprimentos de onda mais longos,
gue passam através das amostras de tecidos com absor¢cdo mais baixa e fluorescéncia
reduzida em relagdo a outras regides espectrais, tais como, o visivel ou o ultravioleta
(KHALIL, 1999). Outro aspecto importante é o advento de detectores com elevada
eficiéncia nesta regido (DONG; DINAKARPANDIAN; CAREY, 1998).

1.8 Influéncia da fluor escéncia na espectr oscopia Raman

A fluorescéncia que ocorre juntamente com o efeito Raman, é caracteristica em
tecidos atamente vascularizados, devido a elevada concentragdo de proteinas e de outros
componentes fluorescentes, sobrepondo as informagdes espectrais de interesse (BERGER
et a., 1996; GOETZ et a., 1995; KHALIL, 1999; LAMBERT; STORRIE-LOMBARDI;
BORCHERT, 1998; TARR, 1991; WANG et al., 1993; WICKSTED et a., 1994). A
excitacdo com comprimento de onda na regido do NIR, foi proposta para amenizar este
problema porgque o componente de fluorescéncia cai com o aumento do comprimento de
onda. Entretanto, além da fluorescéncia que diminui com o comprimento de onda, o sina
Raman também decai. Assm, h4 um limite entre a fluorescéncia minimizada e a
necessidade de manter o sinal Raman (KHALIL, 1999).



A utilizacdo de laseres sintonizaveis, permite deslocar o comprimento de onda de
excitagdo para a regido infravermelho préximo (regido NIR), uma vez que o comprimento
de onda de excitagdo é fundamental para melhorar a relacéo sinal Raman e fluorescéncia
(BERGER et a., 1996; GOETZ et al., 1995; KHALIL, 1999; LAMBERT,; STORRIE-
LOMBARDI; BORCHERT, 1998; TARR, 1991; WANG €t d., 1993; WICKSTED et 4d.,
1994).

1.9 Processamento dos espectros Raman

Uma das maiores dificuldades na obtencdo dos espectros Raman ¢é a fluorescéncia
do tecido bioldgico. A subtragdo computaciona deste fundo de fluorescéncia foi facilitada
com a disponibilidade de programas "amigaveis' e do poder computaciona sempre
crescente (KHALIL, 1999). O sistema Raman é gerenciado pelo programa Winview ©
gue é fornecido pelo fabricante do equipamento. Além de possuir algumas funcbes
especificas para o tratamento dos espectros, este programa permite exportar os dados em
formato universal (arquivo texto), de modo que o processamento pode ser realizado em
gualquer outro aplicativo, de preferéncia do usuario. Neste caso, poderdo ser utilizados
desde os programas mais simples, como a conhecida planilha Excel © da Microsoft, até as
sofisticadas rotinas mateméticas em ambiente MatLab ©, que podem ser desenvolvidas

pararealizar operagdes especificas.

1.10 Efedrina

A efedra é uma planta bastante utilizada na medicina tradicional chinesa, que a
conhece por volta de 2737 a.C., sendo considerada a mais antiga de todas as substancias
medicinais. Além da Efedrina (que representa cerca de 30-90% do total de alcalbides) e da
pseudoefedrina, a efedra contém compostos quimicos relacionados com o tanino
(GOODMAN; GILMAN; 1996; MARTINDALE, 1977; PAGNANI; OLIVEIRA;
SANTONUJA, 2002).

A Efedrina € encontrada na forma de grénulos ou cristais brancos, que se
decompdem na presenca de luz, devendo ser armazenada em frascos opacos. E soltvel em
agua, acool, cloroférmio e éter. Possui atividade a e b-agonista com capacidade de
aumentar a liberagdo de noradrendina dos neurdnios simpéticos. E uma droga que

estimula o aumento da frequiéncia cardiaca e o débito cardiaco, e invariavelmente aumenta



a resisténcia periférica, podendo dessa forma, elevar a pressdo arterial (GOODMAN;
GILMAN, 1996; MARTINDALE, 1977).

A ativacdo de receptores b-adrenérgicos (inclusive bs) nos pulmdes, promove
broncodilatacéo e estimulagdo ndo seletiva do sistema nervoso simpético, gerando um
aumento da termogénese (LIU et. al, 1995). E um potente estimulante do sistema nervoso
central (SNC), sendo que apds sua administracdo oral, seus efeitos podem persistir por
vérias horas (GOODMAN; GILMAN, 1996; MARTINDALE, 1977).

E diminada na urina em sua forma integra, tendo uma mea vida de
aproximadamente 3 a 6 horas (GOODMAN; GILMAN, 1996; MARTINDALE, 1977).

A efedrina, quimicamente, pertence ao grupo das fenilproparolaminas. E um
acaldide, tendo como base um ane benzénico monosubstituido, ligado a uma cadeia
carbonada, contendo um hidréxilo e uma amina secundaria como principais grupos
substituintes. Algumas modificagcbes em sua estrutura, acarretam um aumento de Sua agao
periférica a0 mesmo tempo em que reduzem a acdo central sobre receptores adrenérgicos.
Isso fez com que a efedrina demonstrasse potencia para tratamento da asma, e de fato,
durante muitos anos, efedrina isoladamente ou a combinacdo de efedrina e teofilina, foram
tratamentos de primeira escolha para essa doenga. (LIU et. al, 1995)

A associagdo de efedrina com metilxantinas (como cafeina, teofilina e aminofilina)
ou aspirina, promove um aumento da duracéo da atividade da noradrenalina. A atividade
da noradrenalina € diminuida pela adenosina e pelas prostaglandinas, que por sua vez
sofrem inibicdo pela cafeina e pela aspirina. A inibicdo da fosfodiesterase pela cafeina,
parece ser o efeito mais importante, uma vez que essa enzima € responsavel pela
metabolizacdo do AMP ciclico, e sua inibicdo aumenta ainda mais a atividade da
noradrenalina (DULLOO, SEYDOUX; GIRARDIER, 1992; HALPERN; MANCINI,
1996) .

O fato daefedrina ser uma das principais substancias utilizadas no meio desportivo
e a facilidade de acesso para esta substancia que hoje esta disponivel em suplementos
alimentares e remédios para emagrecimento, foram determinantes para sua escolha neste
estudo (MANCINI; HALPERN, 2002; PASQUALI et. al, 1987; TSENG et. a, 2003).



1.11 Doping esportivo

Nos desportos, a busca por melhores resultados € uma constante preocupacéo e tem
levado alguns atletas a utilizagdo de recursos ilegais a fim de se obter vantagens sobre os
adversarios. As acdes repugnadas pelas entidades dirigentes do desporto sdo classificadas
como "doping", que € definido como:

“a utilizagdo de substncias ou métodos capazes de aumentar artificialmente o

desempenho esportivo, sejam eles potencialmente prejudiciais a salde do atleta ou

ade seus adversérios, ou contra o espirito do jogo” (DE ROSE et. a, 2004).
Quando qual quer destas condicdes esta presente, caracteriza-se o doping, de acordo com o
Caodigo da Agéncia Mundia Antidoping. (DE ROSE et. a, 2004).

Entre as principais substancias condenadas pelo COI, encontramse a efedrina,
eritropoietina (EPO), testosterona, stanozolol, nandrolona, furosemida e DHEA ativos (DE
ROSE et. a, 2004; DIRIX; KNUTTGEN; TITELL, 1988; MOTTRAM, 1988; YESALIS;
COWART, 1988)

Destas, uma classe de grande destague é a das substancias estimulantes, como a
efedring, a cafeina e similares, que visam diminuir a sensacdo de fadiga, proporcionando o
aumento da performance de resisténcia. Geralmente, séo utilizadas por praticantes de
esportes coletivos, como basquete, volel e futebol, também servem para atletas de provas
de longa duragdo, como a maratona e a marcha (DE ROSE et. al, 2004; GOLDING, 1972;
JACOBS; PASTERNAK; BELL, 2003; LOMBARDO, 1986) .

Uma taxa elevada de incidéncia para 0 emprego de efedrina também foi detectada
em fisiculturistas. E provavel que a incidéncia elevada de violagBes do doping para
substancias relacionadas a efedrina, esteve associado ao emprego inadequado, devido a
sua disponibilidade em medicamentos de fécil acesso (para tratamento de gripe e asma),
em alguns suplementos alimentares para gnho de massa muscular e, en medicamentos
para emagrecimento (GURLEY; GARDNER; HUBBARD, 2000; GREEN; CATLIN;
STARCEVIC, 2001; MANCINI; HALPERN, 2002; PASQUALI et. al, 1987; TSENG et.
al, 2003).

A andlise da quantidade de efedra em 20 suplementos dietéticos a base de ervas
encontrou muitas discrepancias com relagdo ao contelido divulgado pelo fabricante. A
metade dos produtos apresentou variacdo maior que 20% na quantidade descrita no rétulo
e um produto ndo continha nenhum ingrediente ativo. Cinco produtos apresentaram

quantidades significativas de nor-pseudo-efedrina, substancia controlada pela Drug



Enforcement Agency - DEA (Orgéo de Combate ao Narcotrafico) dos Estados Unidos. Os
pesquisadores também encontraram uma variagdo significativa nos lotes dos mesmos
fabricantes, indicando um controle de qualidade deficiente. Relataram também, que as
indicaces do rotulo ndo eram explicitas quanto a quantidade de efedra presente, que
variou de 0 a 150 por cento da quantidade indicada na etiqueta (GURLEY; GARDNER;
HUBBARD, 2000).

O teste de aguns suplementos alimentares, revelou a existéncia (ndo informada no
rétulo do produto) de pequenas quantidades de substancias como a nandrolona,
testosterona, cafeina, efedrina e outras que podem resultar em teste antidoping positivo
(GREEN; CATLIN; STARCEVIC, 2001).

A efedrina tem recebido recentemente grande atencdo devido ao largo uso por
atletas, ignorando seus potenciais efeitos colaterais. Algumas drogas de prescricao comum
(como por exemplo, metilfenidato e bupropiona), levantam as consideractes complexas a
respeito de seu uso terapéutica apropriado no meio desportivo (BOHN; KHODAEE;
SCHWENK, 2003).

Drogas estimulantes, algumas ilicitas (por exemplo, a cocaina), geralmente sdo
usadas por atletas e causam uma escala larga de efeitos potencialmente ergogénicos. De
modo geral, estas drogas sdo importantes devido ao uso freqglente, a freqiiéncia com que
s80 mencionadas nos meios, e seu potencial para causar efeitos adversos significativos
(BOHN; KHODAEE; SCHWENK, 2003).

A efedrina € um principio ativo comum para tratamento de faringite, resfriados
entre outros disturbios respiratérios e, por esse motivo, o COI divulga, anualmente, um
relatorio intitulado: “Informacfes sobre 0 uso de Medicamentos no Esporte” onde estéo
relacionados alguns medicamentos que contém codeina, efedrina e propanolamina
(Bisolvon compositum). O objetivo é prevenir a ocorréncia de exames positivos devido a
utilizacdo destes medicamentos e alertar quanto aos perigos potenciais, uma vez que
somado a0 efeito ergogénico, 0 uso cronico apresenta efeitos colaterais como hipertensio,
taquicardia, parandia psicética e depressdo (DIRIX; KNUTTGEN; TITELL, 1988;
MOTTRAM, 1988; YESALIS, COWART, 1988).

Alcalides de efedrina, como a efedrinag, a pseudoefedrina, a fenilpropanolamina e
a metilefedrina s8o encontrados comumente em medicamentos comerciais, sendo que
alguns destes produtos ja estéo catalogados na lista de medicamentos proibidos pelo COI.

De 91 medicamentos, analisados por um estudo, 80% apresentaram efedrina em sua



composicao, sendo que a metilefedrina (52%) foi o principio ativo mais comum (TSENG
et. a, 2003).

Compostos de efedrina foram detectados nos testes de doping em urina durante as
competicdes nacionais em Taiwan, no periodo de 1999 a 2001. 1803 amostras de urina de
atletas foram analisados por cromatografia e espectrometria de massa. Do tota de
amostras, obteve-se aproximadamente 2,8% de positivos para estimulantes, sendo 28%
para uso de efedrina (DE ROSE et al., 2004; 10C, 2003; TSENG et. a, 2003). Ja nos
Jogos Panamericanos de 2003, em Santo Domingo, 8 casos positivos para estimulantes
foram detectados (DE ROSE et. al, 2004).

1.12 Dificuldades e problemas de deteccdo de efedrina pelo método
tradicional

Atualmente, as amostras de urina sdo analisadas por duas técnicas associadas. a
cromatografia e a espectrometria de massa (AQUINO NETO, 2001; HAWKS; CHIANG,
1986; HENDERSON et. al, 1996; 10C, 2003).

Existem algumas vantagens para a utilizacdo da urina como material de andlise. O
principal motivo € que a urina contém moléculas representativas de todas as substéncias
presentes no organismo, sejam elas enddgenas ou exdgenas, além de detectar a excrecéo
de metabdlitos com relativa vantagem frente a outras fontes como o sangue, a sdiva, ou 0
cabelo. Em comparacéo ao sangue, a grande vantagem da urina € que a concentracéo de
drogas e metabdlitos, no sangue cai a niveis baixos num intervalo de algumas horas apds o
altimo uso, enquanto que na urina, existe um periodo de aproximadamente um a trés dias
para viabilizar a deteccdo (AQUINO NETO, 2001; HAWKS; CHIANG, 1986;
HENDERSON et. al, 1996; |0C, 2003).

A andlise de cabelo tem sido proposta por outros autores. Este processo utiliza a
mesma tecnologia empregada no exame em urina oferecendo um periodo viadvel para
andise, de cerca de 90 dias (HENDERSON et. al, 1996). Por outro lado, no cabelo a
contaminacdo externa por drogas no ambiente (cosméticos quimicos ou tabagismo
passivo) é uma ocorréncia provavel. Neste sentido, falsos positivos precisam ser evitados
com um grau elevado de certeza. Entretanto, o interior do cabelo ao contrério do pulméo e
do trato gastrointestinal, € altamente resistente a penetracdo por drogas exogenas,
permitindo a utilizagdo desta via (BAUMGARTNER; HILL, 1992; BAUMGARTNER;
HILL, 1993).



Como principais dificuldades no método atual estéo: a seguranca na coleta e no
transporte do material; a manutencéo e a retencdo de amostras positivas para a possivel
contra-prova; e, o tempo de andlise previsto em 24 horas. (DUPONT, 1990; DUPONT,
1991)

Outro aspecto relevante estd na caréncia em instalagces credenciadas. Somente em
2002, o Lab Dop-Ladetec/lUFRJ (Laboratdrio do Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro) foi certificado pelo COI (Comité Olimpico Internaciona) como
0 Unico laboratorio da América Latina, credenciado para realizar exames antidoping em
competicdes internacionais. O COI exige que o laboratério possua 0 credenciamento
prévio pela norma 1SO-17.025, que certifica os requisitos gerais para a competéncia de
laboratorios de ensaio e calibracdo, sendo que, existem apenas 28 laboratorios
credenciados pelo COI, dentre os quais somente dois pertencem ainstitui ¢cbes privadas.

“O sistema de controle deve contar ainda com uma equipe de coleta treinada para

essa finalidade. Para garantir a qualidade da coleta e coibir fraudes, em geral essas

equipes sdo formadas por médicos com especiaizacdo em medicina do esporte,
farmacéuticos, bioguimicos, etc. A sofisticacdo das fraudes na coleta e transporte

das amostras para o laboratério fez com que o COI desenvolvesse um sistema a

prova de fraudes. A comecar pela coleta, que é feita pelo atleta urinando na

presenca do observador responsavel por ela, com corante azul na dgua do vaso
sanitario. O proprio atleta transfere a urina para dois frascos (prova e contraprova),

que sdo por ele selados com tampas dotadas de lacre que se rompe ao abrir. O

material de coleta e os frascos sdo escolhidos pelo atleta dentre varios disponiveis.

Cada par de frascos tem numerac&o Unica, com o frasco da prova sendo o0 “A” e 0

da contraprova sendo o “B”. Dependendo da sofisticagdo da Federacdo, selos

podem ser adicionados aos frascos, os mesmos podem ser embalados em bolsas
lacradas e estas ser acondicionadas em sacolas lacradas. Toda essa cadeia de
identificagdo e lacres numerados é conferida quando a amostra é recebida no
laboratério, ou aberta. O laboratorio so identifica a amostra pelo seu nimero de
cddigo, ndo tendo nenhuma informagédo sobre a identidade do atleta. A chave para

identificacdo fica retida em envelope lacrado e selado, guardado com o

responsavel pelo controle de dopagem junto a Federagdo solicitante. O nimero de

codigo da Federacdo é lancado em caderno de registro do laboratério e, a partir dai,

a amostra recebe um numero de codigo do laboratério, com o qual passa por todos



os procedimentos necessarios a caracterizagcdo dos analitos’ OE ROSE et. 4,
2004).

1.13 AplicacOes da espectroscopia Raman

Nas duas Ultimas décadas, autores como Berger; Itzkan; Feld (1997), Edwards €. al
(1993); Goetz et. a (1995), Lambert; Storrie-Lombardi; Borchert (1998), Tarr (1991),
Wang et al. (1993) e Wicksted et a. (1994) aplicaram métodos estatisticos para estimar as
concentragdes bioguimicas dos espectros Raman.

A técnica NIRS transformouse em uma poderosa ferramenta para estudar uma
variedade de moléculas biologicas, incluindo proteinas, enzimas e imunoglobulinas,
acidos nucléicos, nucleoproteinas, lipideos, membranas bioldgicas, e os hidratos de
carbono. Por causa de sua aplicabilidade aos problemas bioldgicos, especificamente a
identificagdo biogquimica, esta técnica estd sendo estudada agora como um recurso de
monitoracdo ndo invasivo para andlise qualitativa e quantitativa (CAREY, 1982).

Shaw et al. (1999), descrevem gque h& ainda uma necessidade cortinua para
métodos diagndsticos em tempo rea (on-line), para a caracterizacdo de processos
biolégicos, em cujas expectativas estdo voltadas para a velocidade de processamento a
possibilidade de acesso NI, ndo reagente, alta precisdo diagndstica e, ainda o baixo custo
de implementacdo. Porém, com excecdo da técnica NIRS, quase nenhum método foi
definido.

O laboratério Raman do IP&D tém desenvolvido trabalhos com a técnica NIRS,
dentre os quais destacam-se 0 estudo de Duarte et a. (2002), que realizou diferenciacdo de
SOro positivo e negativo para toxoplasmose pela caracterizagéo de anticorpos 1gG e IgM
em gatos domésticos através da espectroscopia Raman, associada a andlise estatistica
multivariada; e o trabalho de Pilotto et al. (2001) que defendeu uma nova técnica de
diagndstico transcuténeo para componentes sangiiineos.

Durante os Ultimos anos, houve um grande interesse pela instrumentagdo Raman
como método apropriado para a analise de sistemas biol 6gicos, gracas ao desenvolvimento
de detectores mais sensiveis - CCD. Aliando-se a isto 0 desenvolvimento de programas e
filtros notch, abriu-se uma nova alternativa para resolver o problema da fluorescéncia de
fundo tipico em amostras biolégicas (ADAR; GEIGER; NOONAN, 1997,
HIRSCHFELD; CHASE, 1986).



Estes e outros avancos técnicos fazem a espectroscopia Raman ser definida como
uma ferramenta muito promissora para a anaise rapida, ndo-invasiva, de multiparametros
em sistemas biolégicos. Temse considerado, por muito tempo, a potencialidade de
aplicacdo da ER para andlise quantitativa de varios compostos. A espectroscopia Raman
caminha para no futuro proximo se tornar uma prética rotineira como uma técnica
guantitativa universal, (DOU et al. 1997; LOMBARDI et d., 1994; VICKERS; MANN,
1991).

Considerando as imensas vantagens gque se destacam com esta técnica, este trabalho
propde a utilizagcdo da técnica NIRS como uma ferramenta aternativa para o controle de
doping, sendo que, nesse primeiro momento o interesse foi demonstrar esta aplicabilidade
em andlises qualitaiva e quantitativa de efedrina em urina.

Como a efedrina é eliminada na urina em sua forma integra, (GOODMAN,;
GILMAN, 1996; MARTINDALE, 1977), aandlise in vitro adicionando-se a substancia de
estudo diretamente na urina humana, permitiu avaliar as possibilidades préticas, evitando a
utilizacdo inadequada de animais. Assm, andisando a interacdo das informactes
espectrais da droga e da urina foi possivel verificar as regifes espectrais mais apropriadas

paraa avaliagdo da amostra.



2. Objetivos

O objetivo deste trabaho, visa avaliar a deteccdo qualitativa e quantitativa de

efedrina em urina.



3. Material e Métodos

Em termos instrumentais, avaliorse o sistema Raman existente no laboratério
Raman do IP&D/UniVap, determinando a resolucdo para identificar os picos mais

importantes da substancia estudada. Paraisto, foram planejadas as seguintes etapas.

(a) Avaliacdo da diferenca espectral entre os picos da urina animal e humana e da

substancia estudada para se verificar a capacidade instrumental de resolvé-|las.

(b) Comparacéo e subtracéo dos espectros, no sentido de comprovar a existéncia da

substéncia quando misturada com a urina animal ou humana.

(c) Determinar a melhor relagdo sinal/ruido do experimento, de maneira a se

determinar 0 menor tempo possivel para captacdo do sina e identificacdo de substancias.

(d) Levantamento de uma curva de calibrac&o que permita obter a concentracao da
substancia quando detectada no meio urina.

(e) Avaliacdo e deteccdo da substancia in vivo e in vitro. Isto é, a obtencdo dos
espectros com a substancia dissolvida diretamente na urina, e a obtencdo do espectro
diretamente da urina com a substancia sendo administrado via subcutanea em animal de

raca Winstar.

3.1. Laser

Foi utilizado um laser de Ti:Safira bombeado por um Laser de Argbnio. Para este
experimento o laser de Argonio foi sintonizado em 488 nm, com poténciade 5 W e o laser

de Ti:Safira em 785 nm, com poténcia de saida de 100 mW .



3.2 Optica

Coletores, espelhos e lentes de quartzo foram utilizados para direcionamento do
feixe laser a célula de andlise. O feixe gerado pelo espalhamento Raman na amostra é
emitido em todas as direcBes, quase que isotropicamente, de maneira que € importante
projetar uma 6tica de espelhos e lentes que permita a colimagédo da méxima quantidade de
energia na abertura do espectrémetro.

3.3 Célula

As amostras de urina foram analisadas em cubeta de quartzo de 1 cm x 1 cm. Neste

experimento, a poténcia de excitacdo obtida na célula de andlise foi de 70 mWw.

3.4 Sistemadeaquisicéo

O sinal Raman foi coletado por um espectrografo Chromex, modelo 250IS e
analisado em um detetor (CSMA) Princeton Instruments, modelo LN/CCD - 1024 x 1024
pixels - EHR/1, refrigerado a - 95° C com nitrogénio liquido. Controlado por PC, a
abertura da fenda do espectrografo foi gjustada em 10 nm, e a aguisi¢do do sina foi

configurada para realizar dez acumulagdes com tempo de exposicéo de dez segundos cada

3.5 Filtro

Utilizou-se um filtro éptico notch, Kaiser Optical System, modelo 3570, centrado
em 785 nm.

3.6 Bancada oOptica

O experimento foi mortado, em sala de temperatura controlada de
aproximadamente 18° C, numa bancada optica da marca Newport, 2 x 3 m, modelo com

vibrastop, isolando o sistema de vibragdes do ambiente.
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Figura 7 — Diagrama esquematico do sistema Raman.

3.7 Procedimento com urina humana

Foram realizadas medidas em cinco amostras diferentes de urina humana, obtidas
por miccdo. Utilizouse a média das informacfes espectrais como sendo o espectro da
urina normal. Em seguida, adicionou-se, diretamente em uma das amostras, as seguintes
concentragcdes de efedrina: 4,8ng/ml, 12mg/ml, 48my/ml, 120ng/ml, 600my/ml, 3mg/ml,
15mg/ml e 75mg/ml. Todas as medidas espectrais foram obtidas dentro do periodo de seis

horas.

3.8 Procedimento com urina animal

Apbs estudar a inter-relacdo dos padrbes espectrais da urina e da efedrina, foi
analisada uma amostra de urina obtida em experimentacéo animal. Utilizou-se um rato
Winstar, macho, com peso aproximado de 200 g.

A coleta da urina foi redizada pela compressdo abdominal, decorrente da
contencdo manual. Foram readlizadas duas coletas, sendo uma antes da administracdo da
substancia e outra trés horas apds a administragdo de 0,5 ml de uma concentracdo de

5mg/ml de cloridrato de efedrina, por via subcutanea.



3.9 Processamento dos espectros

Os espectros obtidos passaram por diversas etapas de processamento gque incluem a
subtracdo da fluorescéncia do material bioldgico, reducéo do nivel de ruido e, calibracdo

em fregiéncia

3.10 Calibracéo em frequiéncia

Para esta operacdo utilizourse um polindmio de ordem 3, correlacionando as
posicoes de deslocamento Raman (cmit) de uma substancia com picos conhecidos na faixa
de 700 a 1600 cmi* , como o indino, aos valores experimentais que sdo fornecidos em
pixels. Seguitrse 0 método padronizado para 0 uso de espectrémetros baseados em
detectores CCD descrito por Wollman e Bohn (1993).
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Figura8-  Espectro dasubstanciaindino, apresentado em suaformaoriginal e apds a calibragdo do eixo
dasfregiiéncias.

Os novos valores convertidos em cmi, no eixo x, foram utilizados para todos os

espectros obtidos, no mesmo procedimento experimental.



3.11 Subtracéo do fundo de fluorescéncia

Utilizouse o programa matematico Origin 6.0 © (Data Analysis and Technical
Graphics), para a gerar uma linha de base, por polinbmio de ordem 3. Esta curva foi

subtraida do espectro original, evidenciando os picos Raman do espectro.

i espectro original

e linha de base
espectro subtraido

Intensidade (u.a.)

6(I)O | 8(I)O | 1OIOO | 12|OO | 14IOO | 16|OO :11800
Deslocamento Raman (cm ")

Figura 9- Espectros de fluorescéncia e Raman separados graficamente.

3.12 Calibracdo em intensidade.

A curvade calibracéo foi obtida por regresséo linear no gréfico das intensidades do
pico Raman em 1002 cm* (unidades arbitrérias) em funcéo das concentragdes analisadas.

Para calcular-se a intensidade Raman referente a concentracdo de efedrina,
considerouse a intensidade do pico Raman situado em 1002 cmit, obtido apds subtrair-se

0 espectro da urina humana padréo dos respectivos espectros analisados.

3.13 Normalizacao

Para gustar as intensidades de espectros obtidos em diferentes dias de
experimentacao, o espectro da urina normal do rato Winstar foi normalizado em funcéo do

espectro normal da urina humana. Para isto, igualaram-se as intensidades dos picos Raman



em 1005 cmi* dos espectros da urina do rato Winstar e urina humana. A intensidade do
pico Raman em 1002 cmi' do espectro da urina animal, apés a administracdo da solucéo
de efedring, foi gjustada usando o fator de correcéo obtido no processo de normalizacgo.
Esta intensidade corrigida em 1002 crmi® permite determinar a concentragdo de efedrina na

amostra de urina animal usando as curvas de concentracdo ja determinadas.



Resultados

4.1 Medidas com adicdo artificial de efedrina em urina humana.

Na Figura 10 temse 0 espectro Raman da efedrina comercia em estado sdlido
obtido com irradiacdo direta de 70 mW continuos no comprimento de onda de 785 nm.
Utilizaramse 10 acumulagdes com tempo de 10 segundos cada uma. Pode-se observar
picos Raman bem definidos nas regides de 618, 53, 834, 910, 1002, 1025, 1173, 1208,
1334, 1390, 1462 e 1603 cm 1. Este espectro foi normalizado pela intensidade do pico

Raman em 1002 cm* correspondente a concentragdo de 75 mg/ml de efedrina.
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Figura 10 - Espectro Raman da efedrina.

Na Figura 11, € apresentado o0 Espectro Raman da urina humana sem adicdo de

nenhum componente, obtido nas mesmas condig¢des do espectro da Figura 10. O espectro

apresentado € a média espectral obtida a partir de cinco amostras diferentes de urina onde

se destaca 0 pico Raman situado em 1005 crmi™.
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Figura 11 - Espectro Raman da Urina Humana.

Na Figura 12, temos 0 espectro Raman da solucéo de 75 mg/ml de efedrina em
urina humana, que foi a maior concentracdo analisada. Para obter-se esta solucéo,
diferentes concentragdes de efedrina foram adicionadas progressivamente na célula de
andlise contendo um mililitro de urina humana. Observa-se que surgem picos situados em
618, 752, 830, 1002, 1025, 1209, 1465 e 1603 cmi* caracteristicos da substancia em estudo
e 0 pico Raman da urina em 1005 cmi* é sobreposto.
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Figura 12 - Espectro para a concentragéo de 75mg/ml.

A andlise qualitativa foi realizada pelo estudo das informacOes espectrais, onde
detectouse a sushtancia de estudo no meio urina através da observacdo dos picos Raman
caracteristicos da efedrina.

Para quantificar as concentragdes em amostras desconhecidas, uma curva de
caibracdo foi gerada a partir das intensidades do pico 1002 cmi' no espectro Raman
Versus a respectiva concentracdo adicionada.

Os componentes espectrais da substancia de estudo, foram evidenciados pela
subtracéo das informagdes espectrais pertencentes a urina, obtendo-se novos espectros,

correspondentes as respectivas concentragoes (Figura 13).



3000 —t———

1
N
o
o
2500 —
—~
‘5.
S 20004
g
)
ge
S 15004
=
o
2 1000- N
o0} o
O — N O — N ™
= 5 ©g & 5 g
= 500 A 5 -
O_

600 800 1000 1200 1400 1600 1800
-1
Deslocamento Raman (cm ")

Figura 13— Espectro da efedrina subtraido do espectro padréo de urina.

A correlacdo entre as intensidades relativas ao pico Raman situado em 1002 cmi?,
obtidas por subtracdo espectral (unidades arbitrérias) e as diferentes concentragdes de
efedrina (mg/ml) que foram diretamente adicionadas, geraram a curva de calibragdo de

intensidade apresentada na Figura 14, que foi utilizada para andlise quantitativa.
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Figura 14 — Intensidade do pico Raman versus concentracéo de efedrina na urina humana.



165 ' ' ' ' ' ' ]
160 i
155
150-
145
140
135-
130-
125-
120
115- )}
0,00 002 004 006 008 010 0,12
Concentracéo (mg/ml)

Intensidade (u.a.)

Figura 15— Intensidade do pico Raman versus concentracao de efedrina na urina, para as quatro

menores concentragées.

O espectro na Figura 16 apresenta a intensidade do pico Raman situado em 1002
cm! para a concentracgo de 4,8 ng/ml que foi @ menor concentracgo anaisada. Pode-se

observar a boa relacéo sinal ruido, permitindo diferenciar claramente o pico Raman de

interesse.
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Figura 16 — Espectro da efedrina subtraida da solucéo com concentracdo de 4,8 ng/ml.



Apbs demonstrar plenas condicbes para identificar e quantificar diferentes
concentraces de efedrina em urina humana, analisou-se uma amostra de urina de rato

Winstar afim de comparar as informagdes espectrais entre os espectros humano e animal.

4.2 Medidas compar ativas em experimentacao animal

Devido a semelhanca das informacfes espectrais observadas na Figura 17, uma

nova amostra foi analisada ap6s a administracéo subcutanea da substancia de estudo.
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Figura 17 — Comparagéo entre o espectro Raman de urina humana e de urina de rato Winstar.

4.3 Medidas com a droga sendo administrada ao animal e coletada via
urina.

Observa-se na Figura 18, o surgimento dos picos Raman situados em 1002 crrit e 1603
cmt. Neste espectro, verifica-se 0 ganho em intensidade na regigo de 1000 cmit, onde é
verificado o pico Raman mais intenso da substancia de estudo. De forma similar aos

resultados prévios em urina humana, o pico Raman da urina em 1005 crri?, também é

sobreposto.
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Figura 18— Espectro Raman de urinaanimal apds aadministragdo de efedrina.

Utilizando a metodologia de processamento dos espectros, anteriormente
demonstrada, eta amostra contendo uma concentragdo desconhecida de efedrina, foi
quantificada a partir da intensidade do pico Raman situado em 1002 cri' obtido por
subtraccdo espectral entre os componentes Raman da amostra analisada e da urina normal.

A intensidade obtida para o pico Raman situado em 1002 cm? (Figura 19) foi
analisada através da curva de calibracdo obtida anteriormente, onde pode obter-se o valor

correspondente a 0,57 mg/ml para a concentracdo de efedrina, através da interpolacdo de

valores.
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4. Discussao.

Para demonstrar a aplicacdo da técnica proposta no trabaho, as etapas abaixo
relacionadas, estabelecem uma seqUéncia légica para execucdo e andise dos

procedimentos.

Algumas consideragbes ser8o apresentadas a seguir, permitindo detalhar

importantes aspectos sobre as fases concluidas neste trabal ho.

5.1 Selecdo do comprimento de onda de excitacao

O sistema Laser de Argbnio e Laser e Ti:Safira permite selecionar valores de
comprimento de onda de emissdo entre 650 nm e 1050 nm. O laser de Ti: Safira é um
laser continuo de meio ativo sdlido, de baixa poténcia (cerca de 200mW), chamado de
laser passivo, por ndo possuir uma fonte de alimentagdo para excitar 0 meio ativo, no
caso, um cristal de Safira dopado com Titanio. Para que isto ocorra, a excitacdo do cristal
de Ti:Safira é redizada pelo laser de Argbnio, denominado laser de bombeio, cujo
desempenho é de fundamental importancia paraa poténcia de saida do laser de Ti:
Sefira O laser de Argbnio utilizado € um laser continuo de meio ativo gasoso de ata
poténcia (cercade 5 W), com espectro eletromagnético naregido do visivel situado de 488
a514nm (azul- verde).

Uma limitagcdo deste sistema deve-se ao fato de que a intensidade do sinal Raman
pode mudar com a flutuacdo da poténcia do laser e/ou de pegquenas variacdes no sistema
optico que envolve a amostra, como por exemplo, possiveis perdas nos revestimentos de
espelho, perdas dos elementos de guste, pela poténcia de bombeio disponivel, e pela
qualidade do modo do bombeio (DOU et. a 1997). Pode ocorrer também, variacdo de
intensidade principalmente quando compara-se espectros obtidos em dias diferentes. Esta
situacd@o € contornada pela normalizacdo dos novos espectros analisados, em fungdo dos
valores obtidos para criagdo da curva de calibracéo.

Os comprimentos de onda nas extremidades desta faixa de selecdo apresentam
problemas devido a forte fluorescéncia produzida por tecidos biologicos (inicio dafaixa) e
limite de deteccdo espectral dos detectores de silicio do CCD (final da faixa).
Considerando estes fatores, foi sintonizado em 785 nm ADAR, GEIGER, NOONAN,
1997; HIRSCHFELD, CHASE, 1986; KHALIL, 1999).



5.2 Sistema de captacdo do sinal Raman

Os resultados sdo interpretados avaliando-se as intensidades e posi¢cdes dos picos
Raman no espectro da solugdo. A intensidade dos picos depende da eficiéncia da geracéo
do pico Raman em uma ligacéo quimica especifica, da quartidade de radiacéo do laser de
excitagdo (tempo de exposicdo e o numero e acumulagdes) e da abertura da fenda do
espectrometro. Este Ultimo parémetro atua também na resolugdo do equipamento, sendo
gue no presente experimento, foi necessario reduzir a abertura da fenda para 10 nm de
maneira que fosse possivel ao sistema resolver dois picos Raman extremamente préximos.
Mantendo- se todas as condi¢des acima inalteradas em todas as medidas, a intensidade de
cada pico Raman é proporcional a quantidade de moléculas que estdo sendo irradiadas
pelo laser de excitacdo, neste caso, a concentracéo da solucéo.

A obtencéo de uma melhor resolucéo através da reducdo da fenda do espectrografo
para 10 mm, foi necesséria devido a proximidade do pico Raman da efedrina em 1002 ci?
(Figura 10) e, do pico Raman da urinana mesma regido, 1005 cm® (Figura 11). Este
procedimento reduziu a relagdo sinal-ruido do espectro devido a menor quantidade de

radiacdo dentro do sistema.

5.3 Picos observados no espectro Raman da urina

Na Figura 11, pode-se identificar o pico da uréa localizado em 1005 cmi' e duas
bandas expressivas (picos mais alargados) em torno de 600 cmi' e 1600 cmit, que
aparecem em virtude da presenca de agua, que € um dos principais constituintes da urina
(DOU et. a, 1997).



5.4 Picos observados no espectro Raman da efedrina em urina humana

O modo vibraciona correspondente a vibragdo do anel aromético (ring breathing)
na regido de 1002 cm* e o modo vibracional correspondente a vibracdio de estiramento
de fenil - C duplo C (phenyl stretching C=C) naregi&o de 1600 cmi* foram relatados na
identificacdo de codeina em urina através de técnica SERS (Surface-enhanced Raman
scattering). Segundo este estudo, ceterminadas “familias’ de substancias tém um teste
padrdo caracteristico de faixa podendo, consequentemente, ser identificadas (TRACHTA
et. a, 2004).

Qualitativamente, os resultados confirmam a deteccdo da presenca da efedrina
através da repeticdo dos picos da droga (Figura 10) na amostra analisada (Figura 12). Para
andlise dos resultados, ferramentas matemdticas sdo utilizadas para auxiliar na
interpretacdo dos espectros. Na Figura 20, o espectro C € a composi¢ao dos espectros A e
B (obtidos nas Figuras 10 e 11) na regido de 950 a 1050 cm'. Pode-se observar um

alargamento do pico em 1002 crmit, em func&o do pico daurinaem 1005 cmit.
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Figura20- Espectro Raman daefedrina (A), Espectro Raman da urina (B) e composicéo espectral (C)
naregido de 950 a 1050 cni™.

A comparacdo da composicdo espectral das substancias isoladas (Figura 20) e do
espectro obtido experimentalmente em solucéo (Figura 12) é apresentada na Figura 21.
Evidenciase uma grande semelhanca entre estes espectros (Figuras 12 e Figura 20),
guando estas sd0 apresentadas em sobreposicdo, principa mente na posi¢éo, intensidade e

largura de faixa do pico que caracteriza a efedrina, em 1002 cmi,
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Figura21— Comparacdo entre processamento mateméatico e dados experimentais, naregido
de 950 21050 cri'.



O procedimento de composicao espectral, realizado pela soma dos espectros A e B
(Figuras 10 e 11), naregido de 1400 a 1800 crri, geraram o espectro C na Figura 22.
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Figura22- Espectro Raman daurina(A), Espectro Raman da efedrina (B) e composi¢do espectral (C)
naregigo de 1400 a 1800 cni’.

Da mesma forma como demonstrado anteriormente, a Figura 23, apresenta uma

grande semelhanga com o espectro da substancia em solucéo (Figura 12).
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Figura 23— Comparagdo entre processamento matematico e dados experimentais naregiéo 1400 a 1800 cm
1
O processamento apresentado (Figuras 20, 21, 22 e 23) demonstra que as

diferencas apresentadas entre as Figuras 11 e 12, ou sgja, as diferencas espectrais entre a



urina humana padréo e a solucéo contendo 75 mg/ml de efedrina em urina humana, séo
decorrentes da presenca da substancia de estudo. Este procedimento foi utilizado devido a
grande proximidade dos picos de interesse na regido em torno de 1000 cm! (pico em
1002 cmi?, caracteristico da efedrina e do pico Raman em 1005 cm®, caracteristico da
urind) e do limite minimo de resolucdo de 6 cm para se manter ainda uma relacéo

razoavel de sina-ruido.

E possivel contudo, que a andlise de outras substancias em interagdo com a urina
apresente picos de interesse em regides distintas, ndo repetindo situacdes deste tipo.
Entretanto, mesmo em condi¢bes mais complexas como a apresentada, foi possivel

demonstrar a utilizagdo da técnica NIRS para deteccéo da substancia de estudo.

5.5 Curva de concentracéo ver susintensidade de pico Raman

Para gerar a curva de calibragdo, as informagOes espectrais da efedrina so
separadas do espectro da solucéo analisada, subtraindo-se os componentes espectrais da
urina padréo a partir dos espectros das solugdes analisadas. Na Figura 13, o espectro da
efedrina obtido pela subtracdo espectral assemelha-se bastante com o espectro da efedrina
pura, indicado na Figura 10. Como pode ser observado a intensidade do pico Raman da

efedrina em 1002 cni' é recuperada de acordo com a Figura 10.

Embora a intensidade do sinal Raman no sistema tenha caido com a diminuicdo da
concentracdo analisada, é demonstrado, que a qualidade das medidas espectrais obtidas
para as quatro menores concentracfes (Figura 15), permite considerar valores de ordem
prética, uma vez que o indice de correlagdo linear diminuiu apenas de 0,998 (Figura 14)

para 0,972 nesta faixa de valores.

5.6 Limite de deteccao

A menor concentracdo detectada neste estudo em urinahumana, foi de 4,8
ngy/ml. Embora o sistema ainda evidenciasse uma relacéo sinal ruido boa, (10:1) sendo
possivel a observacdo de efedrina na urina em concentragdes ainda menores gque esta,
estimamse condi¢des para medir valores, em torno de 800ng/ml. Entretanto para este
trabalho, a minima concentragdo utilizada foi considerada satisfatéria por jé& se encontrar

abaixo dos valores preconizados pelo COI como doping, ou sgja, abaixo de 10 ng/ml.



5.7 Resultados do experimento com animal

A comparacdo dos espectros de urina humana e urina de rato Winstar (Figura 17)
demonstra a semelhanca das informagdes espectrais principalmente com relagcdo a regido
de 1005 cmit que foi utilizada para normalizar a intensidade dos espectros destas amostras.

O espectro na Figura 18 apresenta a medida realizada em uma amostra de urina de
rato, coletada ap6s a administracdo subcuténea de 5mg/ml de efedrina. Neste espectro
identifica-se o deslocamento Raman situado em 1002 cmi* que é caracteristico da efedrina
(Figura 10).

A curva de calibrac&o obtida pela adicéo de efedrina diretamente na urina, quando
plotou-se aintensidade do pico da efedrina em 1002 cmi* versus a concentragdo conhecida
da solucéo, foi utilizada quando da deteccéo da efedrina na urina do rato, administrada via
subcuténea para se determinar sua concentragdo, via interpolacdo dos resultados. A
intensidade do pico Raman em 1002 cm?, nesta amostra foi obtida pela subtracdo

espectral do componente da urina padré&o.

5.8 Trabalhosfuturos

Deve haver a comparacdo dos resultados obtidos neste sistema com exames
realizados em laboratorio autorizado pelo COI, obtendo-se a validacdo plena da técnica
Apds todos estes gjustes, 0 sistema deve testar outras substancias, buscando atingir a
totalidade da lista de substancias proibidas pelo COI.

Outra possibilidade que devera ser investigada futuramente, € o processo
transcuténeo, que devido a complexidade técnica envolvida em medidas in vivo, exige
considerar cuidadosamente parametros como: o espalhamento dos tecidos bioldgicos, o
local mais adequado para a redlizacdo da medida, a interferéncia do fundo de
fluorescéncia, os efeitos dermatol 6gicos da excitacéo do laser, métodos para calibracdo do
sina em freqiéncia e a intensidade da concentracdo dos parametros analisados (ERKENS
et. a, 1994; WICKSTED et. a, 1995).

Um monitoramento NI deve processar 0s sinais Opticos transmitidos através ou
refletidos pela cornea, camadas da derme e epiderme, de forma subcutanea, pelo liquido
intersticial, e por acesso vascular (sangue arterial e venoso), que representam

compartimentos independentes. Cada um destes compartimentos pode ter diferentes



propriedades dticas, de concentracdes de interferentes, e de metabolicos de interesse. E
preciso considerar que um valor determinado NI pode representar um valor médio de
concentragdes diferentes, e a correlacdo entre uma medida NI e uma medida do sangue
pode variar pelo local do corpo, dependendo das diferencas no tecido e em propriedades
vasculares de cada local (MENDEL SON, 1992).

O local da medida é um fator critico. Alguns estudos destinados a andlise NI de glicose
tém sugerido diferentes locais como a ponta do dedo (JAGEMANN et al.,1995;
ROBINSON et a., 1999), a parte interna do labio inferior (HEISE et. a, 1994; HEISE;
1996; MARBACH et. a, 1999), o antebraco (MALIN et a., 1999), o tecido entre o
polegar e o dedo indicador (HAZEN, 1995).

Outros autores tém sugerido o olho como um local para medidas da concentragéo
de glicose usando a espectroscopia Raman (BORCHERT, STORRIE-LOMBARDI;
LAMBERT, 1999; CAMERON et. a, 1999; STEFFES; 1999). A razdo para esta escolha,
deve-se a diminuicdo do elevado fundo de fluorescéncia, caracteristico em tecidos
atamente vascularizados (BERGER; WANG; FELD, 1996; BERGER et.a, 1996;
GOETZ €. 4d. 1995, KHALIL, 1999; LAMBERT; STORRIE-LOMBARDI;
BORCHERT, 1998; TARR, 1991; WANG et. al, 1993; WICKSTED et. a, 1994).
Existem, porém, agumas desvantagens na utilizacdo desta via, principalmente com
relacdo a poténcia de excitagdo do laser. Isto significa um limite critico, pois a poténcia
deve estar suficientemente baixa para impedir ferimento, mas este fato reduz
significativamente a relacéo sinal-ruido.

No caso especifico do controle antidoping, esta metodologia deve ser aplicada para
definir o local mais adequado para a redlizacdo da medida NI, permitindo detectar e
guantificar, convenientemente, a lista de substancias proibidas pelo COI.

Considerando que a excitacdo IR (infravermelho, abreviado da lingua inglesa) e
NIR é capaz de determinar quantitativamente baixas concentracfes de glicose, in vivo, um
outro aspecto que deve ser considerado € o processamento do sinal Raman. Neste caso
serd preciso separar as informagdes desgjadas dentre um conjunto total de informactes
espectrais, obtidas no tecido biolégico que fornece um sinal composto sobrepondo o
espectro Raman da substancia que esta sendo monitorada (COTE, 1997).

No presente estudo, 0 processamento computacional demonstrou plenas condigoes
de separar 0s principais componentes espectrais envolvidos. o espectro Raman da urina

normal, o espectro Raman da efedrina e o fundo de fluorescéncia.



Porém, em medidas mais complexas, como € 0 caso NI, € necessario assumir

critérios que evitem erros de gjustes ou perda de informagtes na eliminagdo de ruidos,

sem afetar a fidelidade da apresentacdo dos dados. Este método deve envolver as

seguintes etapas:

@

()

(©
(d)

medida de um sinal 6ptico do parémetro investigado em uma
matriz smples,

aumentos progressivos na complexidade da matriz para imitar
tecidos humanos;

demonstracdo da exatidéo e da preciséo em cada etapa; e
correlacéo dos dados com um modelo matemético para a

propagacdo clara no tecido.

Finamente, o sistema da detecgdo e o método da medida sdo aplicados as pecas

corporais. Sinais in vivo sdo correlacionados outra vez com os dados invasivos pelo uso de

técnicas convencionais. Esta aproximagdo passo-a-passo permite a identificacdo de

componentes de ruido, permitindo tracar estratégias a fim de minimizar sua contribuicdo
a0 sinal antes do uso de técnicas de medida (KHALIL, 1999).

A evolugdo prética para medidas NI exigird um sistema fechado, que ndo sga

afetado por fatores ambientais, algoritmos simplificados de calibragdo, com eletronica e

sistemas 6ticos compactos (KHALIL, 1999).

Diversas tecnologias tém o potencial para conduzir aos dispositivos de medicéo

vidvel, mas os dados sdo baseados mais sobre a experimentacdo in vitro. (KHALIL, 1999).

Uma aproximacao empirica, para medidas NI, deve envolver as seguintes etapas.

@
()

©

coleta de sinais NI do grupo controle e do grupo de estudo;
medida simultanea de concentracdes do parametro de estudo por
um método invasivo;

model os do cél culo baseados na correlacdo entre valores

laboratoriais e 0s sinais Opticos medidos NI.

Esta metodologia considera a presenca de outros metabdlicos, do ruido biolégico, a

variabilidade de aquisi¢do do sinal, gerada no acoplamento do cateter Gptico com o corpo,

tentando separa computaci onalmente os parametros de interesse. O nimero das variaveis e

a complexidade da analise de dados necessita 0 uso de técnicas multivariadas tais como a



analise de componentes principais ou os métodos artificiais de rede neurais (HAALAND,
1990; MARTENS, NAES, 1989)

Apos testar a deteccdo da substancia de interesse no sistema de bancada, é possivel
desenvolver um sistema compacto que pode contar com rotinas de processamento e
oferecer o resultado em tempo real (DOU et. al, 1997).

Certamente, a possibilidade de diagnostico transcutdneo, que é uma grande
promessa, fard a ER ser considerada como uma grande esperanca para o controle do
doping permitindo que os todos os aletas possam ser diagnosticados antes da realizacéo
da prova, bem como em procedimentos de controle fora de competi¢cdo, minimizando

consideravelmente os procedimentos para a coleta do material.

6 Conclusao

O Sistema Raman conseguiu diferenciar com sucesso 0s espectros da urina normal
com o da solucdo de 75mg/ml de efedrina através dos picos localizados em 618, 753, 834,
1002, 1025, 1209, 1465 e 1603 cmil, que ndo sd comuns na Urina em sua forma
natural. No processo metabdlico, os marcadores que apresentaram maior clareza com
relacso & presenca da efedrina na amostra de urina foram os picos situados em 1002 cm* e
1603 cmit,

A concentracdo detectada neste estudo foi 0,57 mg/ml e a minima concentracéo
medida para gerar a calibracdo de intensidade foi de 4,8 ng/ml, esta duas vezes abaixo do
limite caracterizado como positivo para a efedrina, demonstrando que a técnica NIRS
apresenta sensibilidade adequada para detectar esta droga em concentragdes de ordem
prética.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n.° L169/2004/CEP, sobre
“Utilizacdo de espectroscopia Raman (NIRS) para detecgdo e quantificagdo de
efedrina em urina”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcos Tadeu T.
Pacheco. esta de acordo com os Principios Eticos, seguindo as diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos, conforme
Resolugdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de Satde e os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal (COBEA/Junho de 1991) e segue as Normas Para a
Pratica Didatico-Cientifica da Vivissecgdo de Animais (Leir 6638 de
08/05/1979), sendo considerado aprevado por esta Comissao de Etica em
Pesquisa.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatorio das atividades

desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagéao.

Sao José dos Campos, 25 de novembro de 2004

PROF. DR. LANDULFO SILVEIRA JUNIOR

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da Univap



