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RESUMO

O uso da espectroscopia Raman no infravermelho pode
vir aconstituir umanovatécnica paraavaliacéo fisica, per-
mitindo medidas da concentragdo de &cido |actico em san-
gue e em muscul o esguel ético, por um método ndo invasivo.
A espectroscopia Raman é umatécnica que oferece grande
riqueza de detal hes provida pelavibracdo de moléculas em
diferentes niveis de energia. Em estudos prévios, foram
obtidos espectros Raman de &cido l&ctico em plasma hu-
mano e em sangue de rato, onde os picos caracteristicos
foram observados claramente namatriz biolégica. No pre-
sente estudo a espectroscopia Raman foi usada paraaiden-
tificagdo de é&cido lactico em musculo tibial de rato. Foi
usado um laser de Ti:safira sintonizado em 830nm, um
espectrometro Kaiser f/1.8 e um detector de ccD refrigera-
do. O espectro Raman do &cido |é&ctico apresenta oito pi-
cos bem distintos, entre 700 e 1.500cm?, correspondendo
aos diferentes modos de vibragdo da molécula do &cido
l&ctico. O pico principal em 830cm foi usado para carac-
terizar a presenca do acido lactico no musculo tibial de
rato. Foram analisados espectros Raman de musculos ti-
biaisinvivo ein vitro. Além disso, também foi monitorada
adifusdo do &cido l4ctico através do muscul o, in vitro. Pode-
se concluir, a partir dos resultados obtidos, que a espec-
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troscopia Raman noinfravermelho proximo apresentagran-
de potencia para, no futuro, com o aperfeicoamento da
técnica, ser utilizada em avaliagbes fisicas com o intuito
de permitir medicdes das concentracfes de acido l&ctico
no musculo esquel ético, através de metodologia ndo inva-
siva.

Palavras-chave: Acido l&ctico. Espectroscopia Raman. Musculo ti-
bial derato.

RESUMEN

Evaluacion de acido lactico intra-muscular a través de
espectroscopia Raman: novas perspectivas en medicina
del deporte

El uso de la espectroscopia Raman de infrarojo puede
constituir una nuevatécnica parala evaluacionfisica, per-
mitiendo medidas de la concentracion de &cido lactico en
sangre y en muscul o esguel ético, por un método no invasi-
vo. La espectroscopia Raman es una técnica que ofrece
una gran riqueza de detalles provista por la vibracion de
las moléculas en diferentes niveles de energia. En estudios
previos, se obtuvieron espectros Raman de &cido lactico
en plasma humano e en sangre de ratén, donde los picos
caracteristicos se observaron claramente en la matriz bio-
l6gica. En el presente el estudio de la espectroscopia Ra-
man ha sido usado para la identificacion de acido lactico
enel misculotibial del raton. Seutiliz6 unlaser deTi: Safiro
sintonizado en 830nm, un espectrometro Kaiser f/1.8 y un
detector de ccD refrigerado. El espectro Raman de acido
lactico presenta ocho picos bien distintos, entre 700 e
1.500cn?, correspondiendo a los diferentes modos de vi-
bracion de la molécula de acido lactico. El pico principal
en 830cnT! ha sido usado para caracterizar la presencia
de &cido |actico en el musculo tibial de ratén. Fueron ana-
lizados | os espectros Raman de misculos tibialesin vivo e
in vitro. Ademés de esto, también fué monitoreada la difu-
sion de &cido lactico a través del masculo, in vitro. Noso-
tros podemos concluir a partir de los resultados obteni-
dos, que la espectroscopia Raman de infrarojo proximo
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presenta un gran potencial para, en el futuro, con el per-
feccionamiento de la técnica a ser utilizada en avaluacio-
nes fisicas con la intencién de permitir mediciones de las
concentraciones de acido lactico en el misculo esquel éti-
co, a través de una metodol ogia no invasiva.

Palabras clave: Acido lactico. Espectroscopia Raman. Musculo
tibial deratén.

INTRODUCAO

Para que um individuo realize uma atividade fisica €
necessario que suas funcdes organicas estejam plenamen-
te gjustadas, resultando assim em maior tolerancia quanto
a solicitagdes muito intensas dos exerciciost. Através de
treinamento orientado € possivel a adaptacéo dos sistemas
fisiol6gicos solicitados durante esforco fisico.

Como a contracdo muscular voluntaria depende de va-
rios fatores, como o sistema nervoso central, 0 neurdnio
periférico, a juncdo neuromuscular e os musculos estria-
dos esquel éticos, é dificil de estabelecer uma definicdo es-
trita de fadiga muscular. Segundo Edwards?, a fadiga mus-
cular é a incapacidade de manter a forca requerida ou
esperada de contragdo muscular. A principio, qualquer um
desses fatores pode estar envolvido com o processo de fa-
diga muscular e, portanto, o fator fisioldgico significativo
para o desenvolvimento da fadiga pode ser de caréter me-
canico, metabdlico ou eletrofisiol6gico.

Apesar de a fadiga muscular se caracterizar como um
fendbmeno complexo atribuido a fatores mdltiplos, alguns
autores concordam que afadiga pode ser classificada como
de origem periférica ou central®4. O acimulo de metabdli-
tos como o &cido l4ctico ocorre durante atividade fisica
intensa, sendo acompanhado por uma queda de pH teci-
dual. Entretanto, existem evidéncias de que o proprio au-
mento da concentracdo de ions hidrogénio possa ter um
efeito inibitorio sobre os filamentos contréteis, incluindo a
reducdo na sensibilidade da troponina ao ion calcio®.

Varios estudos tém investigado os fatores biol égicos que
influenciam o condicionamento dos atletas, buscando pa-
rémetros de referéncia para prescri¢cdo dos treinamentos.
Outro aspecto importante visa caracterizar fisiologicamente
uma zona metabolica a partir da qual ocorre desequilibrio
entre a producéo e eliminacdo de metabdlitos, os quais
podem gerar fadiga muscular. Entre esses metabdlitos o
&cido lactico vem sendo citado como um excelente indica
dor do sistema energético que esta sendo utilizado pre-
dominantemente durante o exercicios. O &cido lactico é
produzido constantemente no organismo, tendo sua con-
centrac8o aumentada naregi&o muscular durante atividade
fisica de ata intensidade’.

Rev Bras Med Esporte — Vol. 9, N° 6 — Nov/Dez, 2003

Desde que Fletcher e Hopkins® demonstraram a forma-
¢do de é&cido lactico durante a contragdo muscular, muita
atencdo tem sido dada aos provavei s mecanismos que con-
trolam sua producdo e remogdo durante o exercicio. No
final dos anos 50 e inicio dos anos 60, Hollmann et al.®
introduziram o conceito de “inicio do metabolismo anae-
rébio para mensurar a performance cardiorrespiratéria’.
Em seus estudos, os autores observaram que durante o exer-
cicio com incremento de cargas a cada trés minutos, atin-
gia-se um ponto onde a ventilagcdo pulmonar (VP) aumen-
tava em maior grau do que o consumo de oxigénio (vo,).
Como asmudancas naVvp e no acido | &ctico sanguineo eram
coincidentes, Hollmann definiu esse momento do exerci-
cio como “ponto de 6tima eficiéncia ventilatoria”. Poste-
riormente, Wasserman e McLlory*?, baseados em um estu-
do utilizando individuos com patologias cardiovascul ares,
introduziram o termo “limiar anaerébio”, propondo que pa-
rémetros ventilatorios poderiam ser utilizados para estimar
o ponto de inflex&o da curva de &cido |actico sanguineo.

Tema central de inlmeras pesquisas realizadas nas Ulti-
mas décadas, 0 “limiar anaerébio” apresenta-se como um
dos assuntos mais polémicos e controvertidos dentro da
histéria recente da Fisiologia do Exercicio. Embora haja
discordanciaentre os pesquisadores sobre seus mecani smos
basicos', o limiar anaerébio (LAn) tem sido amplamente
utilizado por pesquisadores, fisiologistas, preparadores fi-
sicos e médicos. AplicacBes préticas da determinacéo do
LAn incluem a prescric¢éo daintensidade adequada de exer-
cicio®, predicdo de performance* e a avaliacéo dos efei-
tos do treinamento aerdbio, principalmente durante um
acompanhamento longitudinal®.

Apesar do grande nimero de terminologias e referén-
cias utilizadas para determinar os limiares, 0s mesmos po-
dem ser basicamente divididos em duas categorias. OPLA
(onset of plasma lactate accumulation) como sendo ain-
tensidade de exercicio anterior ao aumento exponencial do
acido lé&ctico no sangue. Embora alguns autores utilizem
basicamente o mesmo referencial do estudo anterior, eles
definem esta intensidade de exercicio como sendo o limiar
de lactato (LL)*. Outros autores porém, utilizando a mes-
materminologia(LL), apresentam outrareferénciaparasua
determinacdo e definiram o LL como sendo a intensidade
de exercicio que determina um aumento de 1mM no &cido
lactico sanguineo, acima dos valores da linha de base
(A1lmM). Coyle" justifica sua metodologia por encontrar
no LL, intensidades de exercicio que séo 5% maiores do
gue as encontradas no OPLA, sendo estas muito proximas
as velocidades selecionadas pelos atletas durante a prova
de maratona. Além disso, em ciclistas, 0 emprego dainten-
sidade correspondente ao LL resulta em frequiéncia muito
similar da glicogendlise muscular, resultando em tempo
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de fadiga, em funcdo da deplecdo de glicogénio, também
muito similar entre os sujeitos (trés horas)*e.

Varios estudos tém examinado a relacéo entre as concen-
tracdes de acido | 4ctico e de noradrenalina e adrenalina, su-
gerindo forte relac@o causal entre as mesmas'®. Mazzeo e
Marshall verificaram que o comportamento da curva das
catecolaminas durante o exercicio de cargas progressivas é
muito semelhante ao comportamento do &cido lactico, po-
dendo-se utilizar o ponto de inflexdo da concentragdo de
adrenalina (limiar de adrenalina), paraa predi¢éo do LL.

A avaliagdo direta da concentragdo de acido lactico du-
rante o exercicio reconhecidamente apresenta algumas di-
ficuldades e inconvenientes. A primeira distor¢do nos mé-
todos atual mente empregados deve-se ao fato de que o &cido
l&ctico mensurado encontra-se na circulagdo sistémica, e
ndo exatamente na musculatura predominantemente utili-
zada em determinada atividade fisica. Como o &cido lacti-
co durante o exercicio é produzido e liberado principal-
mente pela musculatura ativa, e pode ser removido pela
propria musculatura ativa, pelos musculos inativos, pelo
coracdo e figado, as concentracdes de acido lactico podem
ser diferentes para uma mesma intensidade de exercicio,
dependendo do local utilizado para a coleta de sangue.
Assim, a comparagdo dos resultados entre os diferentes
estudos deve ser realizada levando-se em consideragéo o
local de obtengdo da amostra de sangue, bem como do tra-
tamento (plasma ou sangue total) que se da a essas amos-
tras. Um segundo inconveniente deve-se ao fato de tratar-
se de métodos invasivos que, em menor ou maior grau,
embutem um risco de contaminacgao, tanto do atleta, quan-
to do avaliador. Um terceiro fator importante refere-se a
gue, normalmente, ndo € possivel arealizacdo das analises
durante a atividade fisica, em tempo real, s podendo ser
feitas antes ou apds a mesma. Tendo em vista esses fato-
res, torna-se deverasinteressante, do ponto devistadaava-
liagdo fisica, 0 estudo mais aprofundado de novas tecnolo-
gias que possibilitem a redugdo dos riscos e 0 aumento da
fidedignidade nas mensuragdes das concentracfes muscu-
lares de &cido léactico durante o esforco fisico.

Técnicas de espectroscopiatém sido utilizadas para ana-
lise de tecidos biol égicos, apresentando resultados bastan-
te confidveis, uma vez que se consiga adequar a técnica
espectroscopica as informagdes necessarias para uma ana
lise precisa da amostra®.

Quando a luz incide sobre uma substancia qual quer, ela
pode ser absorvida ou espal hada €l asticamente. Espectros-
copiadeinfraver melho (IR) mede afreqiéncianaqua uma
dada amostra absorve umaradiagdo IR e aintensidade des-
ta absorcdo. Assim, o espectro de infravermelho represen-
ta a identificagdo de uma amostra com picos de absor¢éo

390

correspondentes a frequiéncia de vibragcdo entre os aomos
constituintes do material. A determinagéo das frequiéncias
permite identificar os componentes quimicos da amostra,
visto que cada grupo quimico é conhecido por absorver
luz em uma dada freqliéncia. A intensidade de uma certa
absorcéo esta relacionada com a concentracdo de um res-
pectivo componente, fornecendo, assim, umaanalise quan-
titativa. Espectroscopia Raman com transformada de Fou-
rier usa radiacdo de laser com energia proxima a do
infravermelho para excitar umadada amostrae medir aluz
emitida pela mesma. Grande parte da luz espalhada pode
ter a mesma frequéncia que a luz incidente (espalhamento
Rayleigh — eléstico). Entretanto, uma pequena fragdo da
luz incidente (hv,) pode ter sua energia diminuida (h(v;-
V) Stokes) ou aumentada (h(v,+v ;) anti-stokes) (espalha-
mento Raman — inelastico) (figura 1). Visto que a energia
daluz é proporcional afreqiiéncia, a mudanca de freqién-
cia da luz espalhada inelasticamente € igual a freqiéncia
vibracional da molécula espalhada. Esse processo de troca
de energia entre molécula, luz espalhada e luz incidente é
conhecido como efeito Raman. Do ponto de vista energé-
tico, o processo de espalhamento Raman pode ser descrito
como atransi¢ao de uma molécula do estado fundamental
paraum estado vibracional excitado, acompanhadapor uma
absor¢do simultanea de um foéton incidente e emissdo de
um féton espalhado (Raman). A luz Raman espalhada pode
ser coletada por um espectrdmetro, onde sua intensidade é
mostrada em func¢éo de sua mudanga de freqiiéncia (deslo-
camento Raman). Visto que cada amostra molecular pos-
Sui seu proprio conjunto vibracional molecular, o espectro
Raman de uma amostra em particular consistira de uma
série de picos, cada um deslocado pela sua freqiéncia vi-
bracional caracteristica daguela molécula, fornecendo as-
sim aidentificacéo para a molécula que esta sendo estuda-
da. O deslocamento Raman é freqlientemente medido em
comprimento de onda (cm't), umaunidade conveniente para
relacionar a mudanca de freqiéncia da luz espalhada em
relacdo a freqiiéncia da luz incidente.

Niveis eletronicos
W, /

Fig. 1 — Esboco de transi¢des de elétrons para obtengéo de componen-
tes stokes e anti-stokes

Nivel Vibracional
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Células e tecidos sdo constituidos de proteinas, acidos
nucléicos, polissacarideos, lipidios, vitaminas e outros com-
ponentes, os quais formam o complexo molecular com uma
estrutura extremadamenteintricada. Todas as doengas, sem
excecdo, sao causadas por mudancas na biogquimica celu-
lar e/ou dostecidos. O corrente desafio damedicinamoder-
na é o de encontrar uma técnica analitica que investigue
essas alteracdes por métodos ndo-invasivos e ndo-destruti-
vos. Poucos métodos analiticos satisfazem esses requeri-
mentos e sdo sensiveis o suficiente pararevelar detalhes de
composicdo e de estrutura. As técnicas que tém mais se
destacado nesses estudos sdo as de espectroscopia NMR,
infravermelho (IR) e de Raman. Dentre elas, as técnicas de
espectroscopia Raman e de infravermel ho estdo atual men-
te emergindo como métodos poderosos para diagnostico
meédico, visto que alteragdes microscopicas podem ser de-
tectadas por espectroscopia Optica pelos sinais caracteris-
ticos da doenca, resultando em um diagndstico in vivo néo-
invasivo.

Espectroscopia Raman e de IR podem fornecer informa-
¢des bioguimicas detalhadas, as quais podem ser utiliza-
das para detectar doengas em seu estagio inicial de desen-
volvimento. Como atécnica de espectroscopia vibracional
pode ser utilizada através de fibras opticas, a remocéo de
amostra ndo é necessaria, 0 que representa uma grande
vantagem sobre as técnicas convencionais de bidpsia para
andlise histopatol6gica®*. Uma vez diagnosticado optica-
mente, 0 6rgao doente pode ser tratado efetivamente antes
de alcancar um estagio avancado. Técnicas de espectros-
copiavibracional, como Raman eIR, tém sido recentemente
utilizadas parainvestigacéo de cancer em peles humanas e
em de animais>%, assim como para diagndéstico de ateros-
clerose®*?5, Espectroscopia Raman tem também sido utili-
zada para estudar doengas inflamatérias de pele eavaliar o
efeito de drogas sobre a epiderme®. Dependendo da natu-
reza da vibracdo, a qual € determinada por simetria da
molécula, as vibragdes podem ser permitidas ou proibidas
em infravermelho ou Raman.

O objetivo do presente trabalho € o estudo da espectros-
copia Raman no infravermelho, como possivel metodologia
para a deteccdo do &cido lactico em musculo esquel ético.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ra-
tos Wistar machos pesando entre 250 e 350g provenientes
do Biotério do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
UNIVAP. Os animais foram mantidos sob temperatura mé-
dia de 25°C e ciclo claro/escuro de 12h, com &gua e ragéo
ad libitum até o momento da experimentagéo.
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Fig. 2 — Diagrama de blocos ilustrando o sistema de espectroscopia
Raman de bancada

No momento da experimentacéo, os animaisforam anes-
tesiados com pentobarbital sodico (40mg kgt i.v.) por via
intraperitoneal e fixados em mesa cirtrgica. O musculo ti-
bial anterior e 0 nervo tibial foram ent&o dissecados e iso-
lados. O animal foi posicionado no equipamento de espec-
troscopiaRaman (figura 2), paraas agquisi ¢des dos espectros
caracteristicos.

O sistema Raman

A espectroscopia Raman (ER) € uma técnica de espec-
troscopia vibracional usada para determinagéo de estrutura
molecular e para a identificacdo e quantificacdo de mate-
riais. As principais aplicacdes dessa técnica na érea quimi-
co-farmacéuticatém sido aandli se ndo-destrutivade produ-
tos acabados sdlidos, liquidos e gases, e arapidaidentificacdo
de amostras.

O diagrama em blocos do sistema Raman é mostrado na
figura 2. Resumidamente, um laser de argbnio de 5W é
usado para bombear um laser de estado sélido de Ti:safira.
O laser de argbnio foi instalado e alinhado de maneira a
fornecer améxima poténcia. O laser de Ti:safirafoi insta-
lado e alinhado de maneiraafornecer amaximaagéo laser
nos comprimentos de ondasintonizaveis entre 750 e 950nm.
O sinal Raman espalhado na amostra € coletado a 90 graus
utilizando-se filtros de rejei¢do do tipo notch e focalizados
na entrada da fenda do espectrografo. Os filtros notch eli-
minam aluz Rayleigh espalhada e transmitem o sinal Ra-
man para o espectrografo para dispersdo. A luz dispersada
pel o espectrografo é detectada por um ccD Deep Depletion
refrigerado por nitrogénio liquido. O comprimento de onda
de excitag8o do laser de Ti:safira passa por um filtro holo-
gréfico “passa-faixa’, eliminando a luz indesgjada, trans-
mitindo somente o comprimento de onda desejado. Entéo,
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Musculo sem &cido lactico injetado
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Fig. 3 — Espectro caracteristico do misculo tibial de rato sem acido
|4ctico injetado. O tragado é representativo de seis animais.

o laser de excitagdo é focalizado na amostra apos passar
pela éptica de dispersio.

Apbs a preparacdo de todo o sistema, foi realizada uma
aquisicao de 50 segundos para obter o espectro Raman do
musculo sem o &cido lactico (basal). Em seguida, foram
injetados 50l de acido lactico a 86%, em uma concentra-
¢ao de 9,4mol/I com uma seringa de 1ml naregido proxi-
mal da musculatura. Apés ainjecéo, foi esperado um tem-
po de trés minutos e logo em seguida a realizacdo das
aquisi¢es no sistema Raman, sendo cada aquisicdo reali-
zada com um tempo de 50 segundos.

Injecéo do &cido l4ctico e aquisi¢cdo dos espectros no

experimento in vitro

O masculo previamente preparado, como descrito ante-
riormente, foi fixado no porta-amostra, permitindo areali-
zacdo de aquisi¢des continuas de 200s, em intervalos de
guatro minutos.

Para verificar adifusdo do &cido na musculaturafoi rea-
lizada uma injecdo de 50ul de &cido lactico na concentra-
¢do de 9,4mol/l. Apbdsainjecdo foram aindarealizadas sete
aquisi¢Oes a intervalos de quatro minutos totalizando 11
aquisicoes.

Isso nos permitiu estabelecer um gréfico demonstrativo
da difusdo do &cido lactico namusculatura. A distanciado
ponto deinjecdo até o ponto deincidénciado laser no mus-
culofoi de 1,5cm, sendo adistanciamaximapermitidapelo
comprimento do musculo tibial de rato.

Tratamento dos espectros

Os espectros obtidos com as aquisi¢des no sistema Ra-
man foram filtrados por um filtro digital e implementados
com a utilizagéo do software Matlab. Os espectros tiveram
boa parte de seus ruidos excluidos para melhor observagéo
do pico desegjado e para que fosse possivel medir aintensi-
dade dos picos, para comparacéo da difusdo em diferentes
momentos apos a injegdo do &cido l&ctico.
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Fig. 4 — Espectro Raman do acido lactico a 86%. Podem ser observados
dois picos caracteristicos bem demarcados em 830 e 1.454cm*. O tra-
cado é representativo de seis animais utilizados.
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Fig. 5 — Espectro caracteristico do misculo tibial de rato com acido
lactico injetado. Podem ser observados os picos de &cido lactico de-
marcados em 830 e 1.454cmrt. O tracado é representativo de seis ani-
mais utilizados.

RESULTADOS

Espectro Raman do musculo tibial deratos

Foram realizados espectros Raman do musculo tibial de
ratos controle, isto &, sem injecdo de écido lé&ctico. Nafi-
gura 3 podemos observar um espectro caracteristico do
musculo tibial de ratos sem &cido lé&ctico injetado.

Espectro Raman do acido lactico em cubeta de quartzo

O espectro Raman do &cido lé&ctico apresentou diversas
linhas caracteristicas que podem ser bem resolvidas nafai-
xa de fregliéncias do nosso sistema, que vai até 1.500cm-.
Essas frequiéncias correspondem aos diferentes modos de
vibracdo da molécula do &cido lactico, tendo seus picos
principais caracteristicos em 830 e 1.457cm .

A figura 4 mostra um espectro do &acido |actico a 86%
(Sgma Chemical Co., St. Louis, EUA), evidenciando os
varios picos da amostra em cubeta de quartzo.

Espectro Raman do &cido lactico em musculo tibial

deratos apods a injecdo de acido lactico

A figura 5 demonstra o espectro Raman do musculo ti-
bial de ratos apds ainjecdo de &cido lactico. Podemos ob-
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servar claramente a presenca dos picos caracteristicos do
acido lactico nas posicles de 830 e 1.457cm™,

Difusdo do &cido lactico observada atr avés dos espec-
tros Raman

A tabelal mostraos val ores das aquisi coes seriadas para
avaliacdo da difusdo do &cido lactico no musculo tibial de
ratos. O resultado da andlise de regressdo linear fornece
uma correlacdo positiva de 0,95 entre os valores de tempo
da aguisicdo e intensidade do sinal Raman, demonstrados
na tabela.

TABELA 1
Valores das intensidades em unidades arbitrarias (u.a),
obtidas em relagédo ao tempo das aquisicdes apos
a injecdo do acido lactico. O resultado da anélise
de regressao linear fornece uma correlagéo positiva
de 0,95 entre os valores de tempo da aquisi¢cao
e intensidade do sinal Raman (p < 0,0001)

Aquisicdes Tempo (min.) Intensidade (u.a)
1 4 9.433
2 8 10.566
3 12 12.830
4 16 17.358
5 20 20.377
6 24 15.700
7 28 20.507
8 32 22.962
9 36 25.185
10 40 33.750
11 44 31.666
DISCUSSAO

As técnicas de espectroscopia Raman e de infraverme-
Iho estdo atualmente emergindo como métodos poderosos
para diagndstico médico, visto que alteracdes microscopi-
cas podem ser detectadas por espectroscopia ptica pelos
sinais caracteristicos da doenca, resultando em um diag-
nostico in vivo ndo-invasivo.

Como mencionado anteriormente, a espectroscopia Ra-
man e a de IR podem fornecer informacdes bioquimicas
detalhadas, as quais podem ser utilizadas para detectar
doencas em seu estagio inicial de desenvolvimento. Como
a técnica de espectroscopia vibracional pode ser utilizada
através de fibras Opticas, a remogéo de amostra néo é ne-
cessdria, 0 que representa uma grande vantagem sobre as
técnicas convencionais de biOpsia para analise histopatol 6-
gica. Dependendo da natureza da vibragdo, a qual € deter-
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minada por simetria da molécula, as vibragGes podem ser
permitidas ou proibidas em infravermelho ou Raman.

Em alguns materiais, o sinal Raman pode ser anulado
pelafluorescénciade impurezas se as amostras forem exci-
tadas com luz visivel. Entretanto, com o recente desenvol-
vimento de espectrdometro de IR e Raman com transforma-
dade Fourier operando proximo daregido do infravermelho
(NIR-FT-Raman), essa situagdo foi alterada completamen-
te. Foi demonstrado que a maioria de amostras organicas
pode ser excitadacom um laser deNd:YAG com A = 1.064nm.
Visto que muito dos componentes de material biolégico
nao possuem bandas de absor¢ao nesseinterval o, existe uma
probabilidade muita baixa de excitacdo de fluorescéncia.
A partir disso, atécnicade espectroscopia Raman tem sido
constantemente utilizadaem medicinaebiologiaparadiag-
nastico médico, estudo em plantas, assim como para andli-
se de poluentes no meio ambiente.

Neste trabalho avaliamos a utilizagdo da espectroscopia
Raman como possivel ferramenta para identificacéo de
metabdlitos como o &cido léctico, baseados no fato de que
cada componente bioquimico presente nos tecidos apre-
senta um espectro vibracional caracteristico, com bandas
estreitas e bem resolvidas. Como o interesse particul ar deste
trabalho foi aidentificagdo de acido l4ctico intramuscular,
demonstramos que a técnica apresentou significativa reso-
lugdo das bandas vibracionais, trazendo informagdes da
presenca desse metabdlito quando aumentada sua concen-
tracdo na musculatura observada.

Nos protocolosem quefoi realizadaaadministracéo exo-
gena de acido lactico através de injecdo intramuscular foi
possivel detectar claramente essa substancia e diferencié
la dos demais componentes muscul ares. Embora Pilotto et
al? em seu trabalho afirmem que o sistema Raman foi ca-
paz de detectar acido lactico em niveis fisiol gicos no san-
gue onde o sinal demonstrou maior intensidade e menor
ruido, o que facilitou no tratamento computacional do es-
pectro Raman obtido. No musculo, a relacéo sinal/ruido é
modificada, apresentando aumento significativo de ruido e
diminuicdo do sinal da substancia estudada, o que dificul-
ta a deteccéo fisiol6gica do &cido lactico.

No uso do sistema Raman para deteccéo de acido lacti-
co ficou clara a necessidade de protocolos mais especifi-
cos, em que ainstabilidade do sistema seja amenizada com
relacdo ao tipo de laser empregado e ao tipo de ainha-
mento do sistema antes de cada experimento. O tipo de
sistema empregado neste trabalho constitui, sem sombra
de duvida, uma poderosa ferramenta para a andlise quali-
tativa de amostras biol 6gicas. No entanto, sua altacomple-
xidade dificulta sua utilizagdo por profissionais da area de
Fisiologia do Esfor¢o, fora do laboratério de experimenta-
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¢a0. Trata-se ainda de umatecnol ogiaem desenvol vimento,
naqual se percebe anecessidade de um sistemamaisrobus-
to e fechado, que apresente maior especificidade e menor
custo, paraser utilizado napréticapor profissionaisdaarea.

Por outro lado, Pilotto et al? descreveram as dificulda-
des encontradas no uso do sistema Raman de fibra dptica,
principalmente no que diz respeito a intensidade de ruido
causado pelo forte sinal Raman emitido pela prépria fibra
Optica, interferindo diretamente no sinal do &cido lé&ctico.
Por esse motivo, para chegar a esses resultados foi utiliza-
do o sistema Raman de bancada.

Quanto ao deslocamento Raman dos picos, foi observa-
da pequena variabilidade experimental, o que Silveira?®
descreve como sendo a captacdo de sinal pelo espectrogra
fo podendo sofrer pequena variacéo de deslocamento pela
grade de corte posicionada para a busca do sinal desejado.

Com relacéo asintensidades dos picos encontrados, o Siste-
ma evidenciou um pico mais intenso proximo de 830cm-!
como foi citado por Pilotto et al.?* e um menos intenso
proximo de 1.456cm ™, sendo caracteristico da substancia.
Embora o segundo pico ndo tenha sido observado nos re-
sultados do protocolo in vitro em que o sinal estava preju-
dicado, exigindo um ndmero grande de acumulagdes duran-
te as aquisi¢Oes, esta discrepanciadeveu-se provavel mente,
segundo Silveira®, abaixa poténcia conseguida no alinha-
mento do laser de Ti:safira.

No protocolo in vitro foi relevante o aumento daintensi-
dade dos picos no decorrer da difusdo do acido lactico, ou
segja, foi possivel demonstrar a difusdo da substancia do
local da administracéo até o ponto onde se fez a colheita
do sinal, natentativa de monitorar adifusdo do &cido | acti-
co na musculatura esguel ética (tabela 1). Por outro lado,
em dois pontos ocorreu queda naintensidade do sinal Ra-
man, indo ao encontro do que cita Silveira®, que mesmo
durante um acuimulo e aquisi¢oes constantes podem ocor-
rer pequenas diferencas nas intensidades de colheitado si-
nal pelo espectrégrafo, ocasionado principalmente pela
instabilidade dapoténciado laser ou por problemas de geo-
metria na incidéncia da luz na amostra. Como a composi-
¢do diferenciada dos tecidos é responsavel pela diferenca
espectral observada, o diagnéstico do processo patol 6gico
ou aclassificacdo do tecido pode ser obtidapelaidentifica-
¢d0 dessas diferencas espectrais, utilizando todo o espec-
tro ou transi¢oes e vibracbes mais importantes®.

A técnica de espectroscopia Raman apresentagrandein-
teresse na érea médica pela sua especificidade molecular.
Porém, aintensidade do sinal Raman retroespalhado é ex-
tremamente fraca comparada com outros processos de de-
caimento radioativo, principalmente a fluorescéncia. De
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maneira geral, aintensidade do sinal Raman € 1.000 vezes
menosintensado que aemissdo fluorescente. Por isso, faz-
se necessériaautilizagdo de instrumentagdo adequada para
acolheitadessefraco sinal; entretanto, em algumas ocasi 6es
o sinal acaba prejudicando arealizacgo do experimento ea
andlise dos resultados por um fator de variacdo daintensi-
dade de sinal.

Um fator interessante e muito importante nas aplicactes
da espectroscopia Raman em amostras bioldgicas é a cor-
retaescolhado comprimento de ondade excitagdo. A maio-
ria das moléculas bioldgicas possui transi¢cdes dos niveis
eletrénicos em comprimentos de onda na regido do ultra-
violeta e visivel. Fazendo-se uso de laseres visiveis paraa
excitagdo Raman, como o laser deion de argbnio, por exem-
plo, afluorescénciadessas biomol écul as acaba predominan-
do sobre o sinal Raman. Como essas mol écul as ndo apresen-
tam transi¢Oes el etréni cas para excitagdo no infravermelho
préximo, afluorescénciaquase queinexiste, sendo aopgéo
por laseres com comprimento de onda entre 700 e 900nm
preferivel.

A técnica de espectroscopia Raman demonstrou grande
potencial para a deteccéo do acido lactico em masculo ti-
bial de ratos, embora sgja preciso melhor adequagdo dos
protocolos ao tipo de sistema empregado, paraque em tra-
bal hos futuros ndo haja problemas de instabilidade no equi-
pamento como o ocorrido neste. As dificul dades encontra-
das na padronizagdo dos experimentos sdo naturais, devido
a0 estagio de desenvolvimento de uma nova tecnologia,
demonstrando, obviamente, que ainda existem diversos
fatores que necessitam de maiores estudos para sua aplica-
¢ao profissional.

No entanto, os resultados iniciais obtidos neste trabal ho
demonstram claramente que o sistema € capaz de identifi-
car o &cido l&ctico presente na muscul atura esquel ética em
concentragdes semel hantes as fisiol égicas, pois o poder de
definicdo vibracional deste sistema permite alta resolucéo.
Além disso, o0 sistema foi capaz de avaliar a difusdo do
acido lactico em relagdo ao tempo, mesmo com a interfe-
réncia do baixo sinal Raman.

Por outro lado, sdo necessérias adaptactes desse sistema
paraque este possa ser utilizado em situagBesreais de esfor-
¢o fisico em humanos, em que sabidamente ocorre a adi-
¢ao de fatores complicadores como 0 movimento e a pre-
sencadapele humana, que constitui umabarreiraacaptacéo
do sinal.

Todos os autores declararam nao haver qualquer poten-
cial conflito de interesses referente a este artigo.
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