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troscopia Raman no infravermelho próximo apresenta gran-
de potencial para, no futuro, com o aperfeiçoamento da
técnica, ser utilizada em avaliações físicas com o intuito
de permitir medições das concentrações de ácido láctico
no músculo esquelético, através de metodologia não inva-
siva.

Palavras-chave: Ácido láctico. Espectroscopia Raman. Músculo ti-
bial de rato.

RESUMEN

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

El uso de la espectroscopia Raman de infrarojo puede
constituir una nueva técnica para la evaluación física, per-
mitiendo medidas de la concentración de ácido láctico en
sangre y en músculo esquelético, por un método no invasi-
vo. La espectroscopia Raman es una técnica que ofrece
una gran riqueza de detalles provista por la vibración de
las moléculas en diferentes niveles de energia. En estudios
previos, se obtuvieron espectros Raman de ácido láctico
en plasma humano e en sangre de ratón, donde los picos
característicos se observaron claramente en la matriz bio-
lógica. En el presente el estudio de la espectroscopia Ra-
man ha sido usado para la identificación de ácido láctico
en el músculo tibial del ratón. Se utilizó un laser de Ti:Safiro
sintonizado en 830nm, un espectrómetro Kaiser f/l.8 y un
detector de CCD refrigerado. El espectro Raman de ácido
láctico presenta ocho picos bien distintos, entre 700 e
1.500cm-1, correspondiendo a los diferentes modos de vi-
bración de la molécula de ácido láctico. El pico principal
en 830cm-1 ha sido usado para caracterizar la presencia
de ácido láctico en el músculo tibial de ratón. Fueron ana-
lizados los espectros Raman de músculos tibiales in vivo e
in vitro. Además de esto, también fué monitoreada la difu-
sión de ácido láctico a través del músculo, in vitro. Noso-
tros podemos concluir a partir de los resultados obteni-
dos, que la espectroscopia Raman de infrarojo próximo

RESUMO

O uso da espectroscopia Raman no infravermelho pode
vir a constituir uma nova técnica para avaliação física, per-
mitindo medidas da concentração de ácido láctico em san-
gue e em músculo esquelético, por um método não invasivo.
A espectroscopia Raman é uma técnica que oferece grande
riqueza de detalhes provida pela vibração de moléculas em
diferentes níveis de energia. Em estudos prévios, foram
obtidos espectros Raman de ácido láctico em plasma hu-
mano e em sangue de rato, onde os picos característicos
foram observados claramente na matriz biológica. No pre-
sente estudo a espectroscopia Raman foi usada para a iden-
tificação de ácido láctico em músculo tibial de rato. Foi
usado um laser de Ti:safira sintonizado em 830nm, um
espectrômetro Kaiser f/l.8 e um detector de CCD refrigera-
do. O espectro Raman do ácido láctico apresenta oito pi-
cos bem distintos, entre 700 e 1.500cm-1, correspondendo
aos diferentes modos de vibração da molécula do ácido
láctico. O pico principal em 830cm-1 foi usado para carac-
terizar a presença do ácido láctico no músculo tibial de
rato. Foram analisados espectros Raman de músculos ti-
biais in vivo e in vitro. Além disso, também foi monitorada
a difusão do ácido láctico através do músculo, in vitro. Pode-
se concluir, a partir dos resultados obtidos, que a espec-
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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 físicas con la intención de permitir mediciones de las
concentraciones de ácido láctico en el músculo esqueléti-
co, a través de una metodología no invasiva.

Palabras clave: Acido láctico. Espectroscopia Raman. Músculo
tibial de ratón.

INTRODUÇÃO

Para que um indivíduo realize uma atividade física é
necessário que suas funções orgânicas estejam plenamen-
te ajustadas, resultando assim em maior tolerância quanto
a solicitações muito intensas dos exercícios1. Através de
treinamento orientado é possível a adaptação dos sistemas
fisiológicos solicitados durante esforço físico1.

Como a contração muscular voluntária depende de vá-
rios fatores, como o sistema nervoso central, o neurônio
periférico, a junção neuromuscular e os músculos estria-
dos esqueléticos, é difícil de estabelecer uma definição es-
trita de fadiga muscular. Segundo Edwards2, a fadiga mus-
cular é a incapacidade de manter a força requerida ou
esperada de contração muscular. A princípio, qualquer um
desses fatores pode estar envolvido com o processo de fa-
diga muscular e, portanto, o fator fisiológico significativo
para o desenvolvimento da fadiga pode ser de caráter me-
cânico, metabólico ou eletrofisiológico.

Apesar de a fadiga muscular se caracterizar como um
fenômeno complexo atribuído a fatores múltiplos, alguns
autores concordam que a fadiga pode ser classificada como
de origem periférica ou central3,4. O acúmulo de metabóli-
tos como o ácido láctico ocorre durante atividade física
intensa, sendo acompanhado por uma queda de pH teci-
dual. Entretanto, existem evidências de que o próprio au-
mento da concentração de íons hidrogênio possa ter um
efeito inibitório sobre os filamentos contráteis, incluindo a
redução na sensibilidade da troponina ao íon cálcio5.

Vários estudos têm investigado os fatores biológicos que
influenciam o condicionamento dos atletas, buscando pa-
râmetros de referência para prescrição dos treinamentos.
Outro aspecto importante visa caracterizar fisiologicamente
uma zona metabólica a partir da qual ocorre desequilíbrio
entre a produção e eliminação de metabólitos, os quais
podem gerar fadiga muscular. Entre esses metabólitos o
ácido láctico vem sendo citado como um excelente indica-
dor do sistema energético que está sendo utilizado pre-
dominantemente durante o exercício1,6. O ácido láctico é
produzido constantemente no organismo, tendo sua con-
centração aumentada na região muscular durante atividade
física de alta intensidade7.

Desde que Fletcher e Hopkins8 demonstraram a forma-
ção de ácido láctico durante a contração muscular, muita
atenção tem sido dada aos prováveis mecanismos que con-
trolam sua produção e remoção durante o exercício. No
final dos anos 50 e início dos anos 60, Hollmann et al.9

introduziram o conceito de “início do metabolismo anae-
róbio para mensurar a performance cardiorrespiratória”.
Em seus estudos, os autores observaram que durante o exer-
cício com incremento de cargas a cada três minutos, atin-
gia-se um ponto onde a ventilação pulmonar (VP) aumen-
tava em maior grau do que o consumo de oxigênio (VO2).
Como as mudanças na VP e no ácido láctico sanguíneo eram
coincidentes, Hollmann definiu esse momento do exercí-
cio como “ponto de ótima eficiência ventilatória”. Poste-
riormente, Wasserman e McLlory10, baseados em um estu-
do utilizando indivíduos com patologias cardiovasculares,
introduziram o termo “limiar anaeróbio”, propondo que pa-
râmetros ventilatórios poderiam ser utilizados para estimar
o ponto de inflexão da curva de ácido láctico sanguíneo.

Tema central de inúmeras pesquisas realizadas nas últi-
mas décadas, o “limiar anaeróbio” apresenta-se como um
dos assuntos mais polêmicos e controvertidos dentro da
história recente da Fisiologia do Exercício. Embora haja
discordância entre os pesquisadores sobre seus mecanismos
básicos10, o limiar anaeróbio (LAn) tem sido amplamente
utilizado por pesquisadores, fisiologistas, preparadores fí-
sicos e médicos. Aplicações práticas da determinação do
LAn incluem a prescrição da intensidade adequada de exer-
cício13, predição de performance14 e a avaliação dos efei-
tos do treinamento aeróbio, principalmente durante um
acompanhamento longitudinal15.

Apesar do grande número de terminologias e referên-
cias utilizadas para determinar os limiares, os mesmos po-
dem ser basicamente divididos em duas categorias: OPLA

(onset of plasma lactate accumulation) como sendo a in-
tensidade de exercício anterior ao aumento exponencial do
ácido láctico no sangue. Embora alguns autores utilizem
basicamente o mesmo referencial do estudo anterior, eles
definem esta intensidade de exercício como sendo o limiar
de lactato (LL)16. Outros autores porém, utilizando a mes-
ma terminologia (LL), apresentam outra referência para sua
determinação e definiram o LL como sendo a intensidade
de exercício que determina um aumento de 1mM no ácido
láctico sanguíneo, acima dos valores da linha de base
(∆1mM). Coyle17 justifica sua metodologia por encontrar
no LL, intensidades de exercício que são 5% maiores do
que as encontradas no OPLA, sendo estas muito próximas
às velocidades selecionadas pelos atletas durante a prova
de maratona. Além disso, em ciclistas, o emprego da inten-
sidade correspondente ao LL resulta em freqüência muito
similar da glicogenólise muscular, resultando em tempo
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de fadiga, em função da depleção de glicogênio, também
muito similar entre os sujeitos (três horas)18.

Vários estudos têm examinado a relação entre as concen-
trações de ácido láctico e de noradrenalina e adrenalina, su-
gerindo forte relação causal entre as mesmas19. Mazzeo e
Marshall verificaram que o comportamento da curva das
catecolaminas durante o exercício de cargas progressivas é
muito semelhante ao comportamento do ácido láctico, po-
dendo-se utilizar o ponto de inflexão da concentração de
adrenalina (limiar de adrenalina), para a predição do LL.

A avaliação direta da concentração de ácido láctico du-
rante o exercício reconhecidamente apresenta algumas di-
ficuldades e inconvenientes. A primeira distorção nos mé-
todos atualmente empregados deve-se ao fato de que o ácido
láctico mensurado encontra-se na circulação sistêmica, e
não exatamente na musculatura predominantemente utili-
zada em determinada atividade física. Como o ácido lácti-
co durante o exercício é produzido e liberado principal-
mente pela musculatura ativa, e pode ser removido pela
própria musculatura ativa, pelos músculos inativos, pelo
coração e fígado, as concentrações de ácido láctico podem
ser diferentes para uma mesma intensidade de exercício,
dependendo do local utilizado para a coleta de sangue.
Assim, a comparação dos resultados entre os diferentes
estudos deve ser realizada levando-se em consideração o
local de obtenção da amostra de sangue, bem como do tra-
tamento (plasma ou sangue total) que se dá 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 contaminação, tanto do atleta, quan-
to do avaliador. Um terceiro fator importante refere-se a
que, normalmente, não é possível a realização das análises
durante a atividade física, em tempo real, só podendo ser
feitas antes ou após a mesma. Tendo em vista esses fato-
res, torna-se deveras interessante, do ponto de vista da ava-
liação física, o estudo mais aprofundado de novas tecnolo-
gias que possibilitem a redução dos riscos e o aumento da
fidedignidade nas mensurações das concentrações muscu-
lares de ácido láctico durante o esforço físico.

Técnicas de espectroscopia têm sido utilizadas para aná-
lise de tecidos biológicos, apresentando resultados bastan-
te confiáveis, uma vez que se consiga adequar a técnica
espectroscópica às informações necessárias para uma aná-
lise precisa da amostra20.

Quando a luz incide sobre uma substância qualquer, ela
pode ser absorvida ou espalhada elasticamente. Espectros-
copia de infravermelho (IR) mede a freqüência na qual uma
dada amostra absorve uma radiação IR e a intensidade des-
ta absorção. Assim, o espectro de infravermelho represen-
ta a identificação de uma amostra com picos de absorção

correspondentes à freqüência de vibração entre os átomos
constituintes do material. A determinação das freqüências
permite identificar os componentes químicos da amostra,
visto que cada grupo químico é conhecido por absorver
luz em uma dada freqüência. A intensidade de uma certa
absorção está relacionada com a concentração de um res-
pectivo componente, fornecendo, assim, uma análise quan-
titativa. Espectroscopia Raman com transformada de Fou-
rier usa radiação de laser com energia próxima à do
infravermelho para excitar uma dada amostra e medir a luz
emitida pela mesma. Grande parte da luz espalhada pode
ter a mesma freqüência que a luz incidente (espalhamento
Rayleigh – elástico). Entretanto, uma pequena fração da
luz incidente (hυi) pode ter sua energia diminuída (h(υi-
υR) stokes) ou aumentada (h(υi+υR) anti-stokes) (espalha-
mento Raman – inelástico) (figura 1). Visto que a energia
da luz é proporcional à freqüência, a mudança de freqüên-
cia da luz espalhada inelasticamente é igual à freqüência
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 a transição de uma molécula do estado fundamental
para um estado vibracional excitado, acompanhada por uma
absorção simultânea de um fóton incidente e emissão de
um fóton espalhado (Raman). A luz Raman espalhada pode
ser coletada por um espectrômetro, onde sua intensidade é
mostrada em função de sua mudança de freqüência (deslo-
camento Raman). Visto que cada amostra molecular pos-
sui seu próprio conjunto vibracional molecular, o espectro
Raman de uma amostra em particular consistirá de uma
série de picos, cada um deslocado pela sua freqüência vi-
bracional característica daquela molécula, fornecendo as-
sim a identificação para a molécula que está sendo estuda-
da. O deslocamento Raman é freqüentemente medido em
comprimento de onda (cm-1), uma unidade conveniente para
relacionar a mudança de freqüência da luz espalhada em
relação à freqüência da luz incidente.

Nível Vibracional

Níveis eletrônicos

Níveis Virtuais

W0

Ws

WR

W0

WAS

Fig. 1 – Esboço de transições de elétrons para obtenção de componen-
tes stokes e anti-stokes
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Células e tecidos são constituídos de proteínas, ácidos
nucléicos, polissacarídeos, lipídios, vitaminas e outros com-
ponentes, os quais formam o complexo molecular com uma
estrutura extremadamente intricada. Todas as doenças, sem
exceção, são causadas por mudanças na bioquímica celu-
lar e/ou dos tecidos. O corrente desafio da medicina moder-
na é o de encontrar uma técnica analítica que investigue
essas alterações por métodos não-invasivos e não-destruti-
vos. Poucos métodos analíticos satisfazem esses requeri-
mentos e são sensíveis o suficiente para revelar detalhes de
composição e de estrutura. As técnicas que têm mais se
destacado nesses estudos são as de espectroscopia NMR,
infravermelho (IR) e de Raman. Dentre elas, as técnicas de
espectroscopia Raman e de infravermelho estão atualmen-
te emergindo como métodos poderosos para diagnóstico
médico, visto que alterações microscópicas podem ser de-
tectadas por espectroscopia óptica pelos sinais caracterís-
ticos da doença, resultando em um diagnóstico in vivo não-
invasivo.

Espectroscopia Raman e de IR podem fornecer informa-
ções bioquímicas detalhadas, as quais podem ser utiliza-
das para detectar doenças em seu estágio inicial de desen-
volvimento. Como a técnica de espectroscopia vibracional
pode ser utilizada através de fibras ópticas, a remoção de
amostra não é necessária, o que representa uma grande
vantagem sobre as técnicas convencionais de biópsia para
análise histopatológica21. Uma vez diagnosticado optica-
mente, o órgão doente pode ser tratado efetivamente antes
de alcançar um estágio avançado. Técnicas de espectros-
copia vibracional, como Raman e IR, têm sido recentemente
utilizadas para investigação de câncer em peles humanas e
em de animais22,23, assim como para diagnóstico de ateros-
clerose24,25. Espectroscopia Raman tem também sido utili-
zada para estudar doenças inflamatórias de pele e avaliar o
efeito de drogas sobre a epiderme25. Dependendo da natu-
reza da vibração, a qual é determinada por simetria da
molécula, as vibrações podem ser permitidas ou proibidas
em infravermelho ou Raman.

O objetivo do presente trabalho é o estudo da espectros-
copia Raman no infravermelho, como possível metodologia
para a detecção do ácido láctico em músculo esquelético.

MATERIAL E MÉTODOS

Para a realização 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 25oC e ciclo claro/escuro de 12h, com água e ração
ad libitum até o momento da experimentação.

Fig. 2 – Diagrama de blocos ilustrando o sistema de espectroscopia
Raman de bancada

No momento da experimentação, os animais foram anes-
tesiados com pentobarbital sódico (40mg kg-1 i.v.) por via
intraperitoneal e fixados em mesa cirúrgica. O músculo ti-
bial anterior e o nervo tibial foram então dissecados e iso-
lados. O animal foi posicionado no equipamento de espec-
troscopia Raman (figura 2), para as aquisições dos espectros
característicos.

O sistema Raman

A espectroscopia Raman (ER) é uma técnica de espec-
troscopia vibracional usada para determinação de estrutura
molecular e para a identificação e quantificação de mate-
riais. As principais aplicações dessa técnica na área quími-
co-farmacêutica têm sido a análise não-destrutiva de produ-
tos acabados sólidos, líquidos e gases, e a rápida identificação
de amostras.

O diagrama em blocos do sistema Raman é mostrado na
figura 2. Resumidamente, um laser de argônio de 5W é
usado para bombear um laser de estado sólido de Ti:safira.
O laser de argônio foi instalado e alinhado de maneira a
fornecer a máxima potência. O laser de Ti:safira foi insta-
lado e alinhado de maneira a fornecer a máxima ação laser
nos comprimentos de onda sintonizáveis entre 750 e 950nm.
O sinal Raman espalhado na amostra é coletado a 90 graus
utilizando-se filtros de rejeição do tipo notch e focalizados
na entrada da fenda do espectrógrafo. Os filtros notch eli-
minam a luz Rayleigh espalhada e transmitem o sinal Ra-
man para o espectrógrafo para dispersão. A luz dispersada
pelo espectrógrafo é detectada por um CCD Deep Depletion
refrigerado por nitrogênio líquido. O comprimento de onda
de excitação do laser de Ti:safira passa por um filtro holo-
gráfico “passa-faixa”, eliminando a luz indesejada, trans-
mitindo somente o comprimento de onda desejado. Então,
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Fig. 3 – Espectro característico do músculo tibial de rato sem ácido
láctico injetado. O traçado é representativo de seis animais.
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Fig. 4 – Espectro Raman do ácido láctico a 86%. Podem ser observados
dois picos característicos bem demarcados em 830 e 1.454cm-1. O tra-
çado é representativo de seis animais utilizados.

o laser de excitação é focalizado na amostra após passar
pela óptica de dispersão.

Após a preparação de todo o sistema, foi realizada uma
aquisição de 50 segundos para obter o espectro Raman do
músculo sem o ácido láctico (basal). Em seguida, foram
injetados 50µl de ácido láctico a 86%, em uma concentra-
ção de 9,4mol/l com uma seringa de 1ml na região proxi-
mal da musculatura. Após a injeção, foi esperado um tem-
po de três minutos e logo em seguida a realização das
aquisições no sistema Raman, sendo cada aquisição reali-
zada com um tempo de 50 segundos.

Injeção do ácido láctico e aquisição dos espectros no
experimento in vitro

O músculo previamente preparado, como descrito ante-
riormente, foi fixado no porta-amostra, permitindo a reali-
zação de aquisições contínuas de 200s, em intervalos de
quatro minutos.

Para verificar a difusão do ácido na musculatura foi rea-
lizada uma injeção de 50µl de ácido láctico na concentra-
ção de 9,4mol/l. Após a injeção foram ainda realizadas sete
aquisições a intervalos de quatro minutos totalizando 11
aquisições.

Isso nos permitiu estabelecer um gráfico demonstrativo
da difusão do ácido láctico na musculatura. A distância do
ponto de injeção até o ponto de incidência do laser no mús-
culo foi de 1,5cm, sendo a distância máxima permitida pelo
comprimento do músculo tibial de rato.

Tratamento dos espectros

Os espectros obtidos com as aquisições no sistema Ra-
man foram filtrados por um filtro digital e implementados
com a utilização do software Matlab. Os espectros tiveram
boa parte de seus ruídos excluídos para melhor observação
do pico desejado e para que fosse possível medir a intensi-
dade dos picos, para comparação da difusão em diferentes
momentos após a injeção do ácido láctico.

RESULTADOS

Espectro Raman do músculo tibial de ratos
Foram realizados espectros Raman do músculo tibial de

ratos controle, isto é, sem injeção de ácido láctico. Na fi-
gura 3 podemos observar um espectro característico do
músculo tibial de ratos sem ácido láctico injetado.

Espectro Raman do ácido láctico em cubeta de quartzo
O espectro Raman do ácido láctico apresentou diversas

linhas características que podem ser bem resolvidas na fai-
xa de freqüências do nosso sistema, que vai até 1.500cm-1.
Essas freqüências correspondem aos diferentes modos de
vibração da molécula do ácido láctico, tendo seus picos
principais característicos em 830 e 1.457cm-1.

A figura 4 mostra um espectro do ácido láctico a 86%
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), evidenciando os
vários picos da amostra em cubeta de quartzo.

Espectro Raman do ácido láctico em músculo tibial
de ratos após a injeção de ácido láctico

A figura 5 demonstra o espectro Raman do músculo ti-
bial de ratos após a injeção de ácido láctico. Podemos ob-
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Fig. 5 – Espectro característico do músculo tibial de rato com ácido
láctico injetado. Podem ser observados os picos de ácido láctico de-
marcados em 830 e 1.454cm-1. O traçado é representativo de seis ani-
mais utilizados.
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servar claramente a presença dos picos característicos do
ácido láctico nas posições de 830 e 1.457cm-1.

Difusão do ácido láctico observada através dos espec-
tros Raman

A tabela 1 mostra os valores das aquisições seriadas para
avaliação da difusão do ácido láctico no músculo tibial de
ratos. O resultado da análise de regressão linear fornece
uma correlação positiva de 0,95 entre os valores de tempo
da aquisição e intensidade do sinal Raman, demonstrados
na tabela.

minada por simetria da molécula, as vibrações podem ser
permitidas ou proibidas em infravermelho ou Raman.

Em alguns materiais, o sinal Raman pode ser anulado
pela fluorescência de impurezas se as amostras forem exci-
tadas com luz visível. Entretanto, com o recente desenvol-
vimento de espectrômetro de IR e Raman com transforma-
da de Fourier operando próximo da região do infravermelho
(NIR-FT-Raman), essa situação foi alterada completamen-
te. Foi demonstrado que a maioria de amostras orgânicas
pode ser excitada com um laser de Nd:YAG com λ = 1.064nm.
Visto que muito dos componentes de material biológico
não possuem bandas de absorção nesse intervalo, existe uma
probabilidade muita baixa de excitação de fluorescência.
A partir disso, a técnica de espectroscopia Raman tem sido
constantemente utilizada em medicina e biologia para diag-
nóstico médico, estudo em plantas, assim como para análi-
se de poluentes no meio ambiente.

Neste trabalho avaliamos a utilização da espectroscopia
Raman como possível ferramenta para identificação de
metabólitos como o ácido láctico, baseados no fato de que
cada componente bioquímico presente nos tecidos apre-
senta um espectro vibracional característico, com bandas
estreitas e bem resolvidas. Como o interesse particular deste
trabalho foi a identificação de ácido láctico intramuscular,
demonstramos que a técnica apresentou significativa reso-
lução das bandas vibracionais, trazendo informações da
presença desse metabólito quando aumentada sua concen-
tração na musculatura observada.

Nos protocolos em que foi realizada a administração exó-
gena de ácido láctico através de injeção intramuscular foi
possível detectar claramente essa substância e diferenciá-
la dos demais componentes musculares. Embora Pilotto et
al26 em seu trabalho afirmem que o sistema Raman foi ca-
paz de detectar ácido láctico em níveis fisiológicos no san-
gue onde o sinal demonstrou maior intensidade e menor
ruído, o que facilitou no tratamento computacional do es-
pectro Raman obtido. No músculo, a relação sinal/ruído é
modificada, apresentando aumento significativo de ruído e
diminuição do sinal da substância estudada, o que dificul-
ta a detecção fisiológica do ácido láctico.

No uso do sistema Raman para detecção de ácido lácti-
co ficou clara a necessidade de protocolos mais específi-
cos, em que a instabilidade do sistema seja amenizada com
relação ao tipo de laser empregado e ao tipo de alinha-
mento do sistema antes de cada experimento. O tipo de
sistema empregado neste trabalho constitui, sem sombra
de dúvida, uma poderosa ferramenta para a análise quali-
tativa de amostras biológicas. No entanto, sua alta comple-
xidade dificulta sua utilização por profissionais da área de
Fisiologia do Esforço, fora do laboratório de experimenta-

TABELA 1

Valores das intensidades em unidades arbitrárias (u.a),

obtidas em relação ao tempo das aquisições após

a injeção do ácido láctico. O resultado da análise

de regressão linear fornece uma correlação positiva

de 0,95 entre os valores de tempo da aquisição

e intensidade do sinal Raman (p < 0,0001)

Aquisições Tempo (min.) Intensidade (u.a)

01 04 09.433
02 08 10.566
03 12 12.830
04 16 17.358
05 20 20.377
06 24 15.700
07 28 20.507
08 32 22.962
09 36 25.185
10 40 33.750
11 44 31.666

DISCUSSÃO

As técnicas de espectroscopia Raman e de infraverme-
lho estão atualmente emergindo como métodos poderosos
para diagnóstico médico, visto que alterações microscópi-
cas podem ser detectadas por espectroscopia óptica pelos
sinais característicos da doença, resultando em um diag-
nóstico in vivo não-invasivo.

Como mencionado anteriormente, a espectroscopia Ra-
man e a de IR podem fornecer informações bioquímicas
detalhadas, as quais podem ser utilizadas para detectar
doenças em seu estágio inicial de desenvolvimento. Como
a técnica de espectroscopia vibracional pode ser utilizada
através de fibras ópticas, a remoção de amostra não é ne-
cessária, o que representa uma grande vantagem sobre as
técnicas convencionais de biópsia para análise histopatoló-
gica. Dependendo da natureza da vibração, a qual é deter-
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ção. Trata-se ainda de uma tecnologia em desenvolvimento,
na qual se percebe a necessidade de um sistema mais robus-
to e fechado, que apresente maior especificidade e menor
custo, para ser utilizado na prática por profissionais da área.

Por outro lado, Pilotto et al21 descreveram as dificulda-
des encontradas no uso do sistema Raman de fibra óptica,
principalmente no que diz respeito à intensidade de ruído
causado pelo forte sinal Raman emitido pela própria fibra
óptica, interferindo diretamente no sinal do ácido láctico.
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 Silveira20

descreve como sendo a captação de sinal pelo espectrógra-
fo podendo sofrer pequena variação de deslocamento pela
grade de corte posicionada para a busca do sinal desejado.

Com relação às intensidades dos picos encontrados, o siste-
ma evidenciou um pico mais intenso próximo de 830cm-1

como foi citado por Pilotto et al.21 e um menos intenso
próximo de 1.456cm-1, sendo característico da substância.
Embora o segundo pico não tenha sido observado nos re-
sultados do protocolo in vitro em que o sinal estava preju-
dicado, exigindo um número grande de acumulações duran-
te as aquisições, esta discrepância deveu-se provavelmente,
segundo Silveira20, à baixa potência conseguida no alinha-
mento do laser de Ti:safira.

No protocolo in vitro foi relevante o aumento da intensi-
dade dos picos no decorrer da difusão do ácido láctico, ou
seja, foi possível demonstrar a difusão da substância do
local da administração até o ponto onde se fez a colheita
do sinal, na tentativa de monitorar a difusão do ácido lácti-
co na musculatura esquelética (tabela 1). Por outro lado,
em dois pontos ocorreu queda na intensidade do sinal Ra-
man, indo ao encontro do que cita Silveira20, que mesmo
durante um acúmulo e aquisições constantes podem ocor-
rer pequenas diferenças nas intensidades de colheita do si-
nal pelo espectrógrafo, ocasionado principalmente pela
instabilidade da potência do laser ou por problemas de geo-
metria na incidência da luz na amostra. Como a composi-
ção diferenciada dos tecidos é responsável pela diferença
espectral observada, o diagnóstico do processo patológico
ou a classificação do tecido pode ser obtida pela identifica-
ção dessas diferenças espectrais, utilizando todo o espec-
tro ou transições e vibrações mais importantes20.

A técnica de espectroscopia Raman apresenta grande in-
teresse na área médica pela sua especificidade molecular.
Porém, a intensidade do sinal Raman retroespalhado é ex-
tremamente fraca comparada com outros processos de de-
caimento radioativo, principalmente a fluorescência. De

maneira geral, a intensidade do sinal Raman é 1.000 vezes
menos intensa do que a emissão fluorescente. Por isso, faz-
se necessária a utilização de instrumentação adequada para
a colheita desse fraco sinal; entretanto, em algumas ocasiões
o sinal acaba prejudicando a realização do experimento e a
análise dos resultados por um fator de variação da intensi-
dade de sinal.

Um fator interessante e muito importante nas aplicações
da espectroscopia Raman em amostras biológicas é a cor-
reta escolha do comprimento de onda de excitação. A maio-
ria das moléculas biológicas possui transições dos níveis
eletrônicos em comprimentos de onda na região do ultra-
violeta e visível. Fazendo-se uso de laseres visíveis para a
excitação Raman, como o laser de íon de argônio, por exem-
plo, a fluorescência dessas biomoléculas acaba predominan-
do sobre o sinal Raman. Como essas moléculas não apresen-
tam transições eletrônicas para excitação no infravermelho
próximo, a fluorescência quase que inexiste, sendo a opção
por laseres com comprimento de onda entre 700 e 900nm
preferível.

A técnica de espectroscopia Raman demonstrou grande
potencial para a detecção do ácido láctico em músculo ti-
bial de ratos, embora seja preciso melhor adequação dos
protocolos ao tipo de sistema empregado, para que em tra-
balhos futuros não haja problemas de instabilidade no equi-
pamento como o ocorrido neste. As dificuldades encontra-
das na padronização dos experimentos são naturais, devido
ao estágio de desenvolvimento de uma nova tecnologia,
demonstrando, obviamente, que ainda existem diversos
fatores que necessitam de maiores estudos para sua aplica-
ção profissional.

No entanto, os resultados iniciais obtidos neste trabalho
demonstram claramente que o sistema é capaz de identifi-
car o ácido láctico presente na musculatura esquelética em
concentrações semelhantes às fisiológicas, pois o poder de
definição vibracional deste sistema permite alta resolução.
Além disso, o sistema foi capaz de avaliar a difusão do
ácido láctico em relação ao tempo, mesmo com a interfe-
rência do baixo sinal Raman.

Por outro lado, são necessárias adaptações desse sistema
para que este possa ser utilizado em situações reais de esfor-
ço físico em humanos, em que sabidamente ocorre a adi-
ção de fatores complicadores como o movimento e a pre-
sença da pele humana, que constitui uma barreira à captação
do sinal.

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