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RESUMO 
  
  
LEMOS,  M.M. 
Estudo  experimental  sobre  o  efeito  da  tendinite  induzida  no  músculo 
gastrocnêmio:  Histopatologia  e  Espectroscopia  Raman.  2006. 
D
issertação  (Mestrado  em 
Promoção de Saúde) - Universidade de Franca.
 
 
 
 
A compreensão dos mecanismos fisiopatológicos das tendinites é importante 
para orientar as condutas terapêuticas a serem adotadas para com o paciente, 
e os procedimentos de  prevenção e vigilância em saúde de esportistas e 
trabalhadores  expostos  ao  risco  de  adoecer.  O  presente  estudo  buscou 
identificar os possíveis efeitos morfológicos e bioquímicos no ventre muscular 
do  gastrocnêmico,  após  indução  da  tendinite  pela  colagenase,  em  ratos 
Wistar,  através  da  Histopatologia  e  da  Espectroscopia  Raman,  com 
espectrômetros  de  baixa  resolução  (785  nm),  e  métodos  quimiométricos. 
Foram  utilizados  48  ratos  machos,  espécie  Rattus  norvegicus,  variedade 
Wistar, peso de 180g (+ ou – 40g), divididos em seis grupos, sendo um grupo 
controle.  Cada  animal  recebeu  injeções  intratendíneas,  sendo  uma  de 
colagenase (30µl)  no  tendão  calcâneo direito e  outra  de  solução salina  de 
fosfato, tamponada  e  estéril (30µl)  no tendão  calcâneo  esquerdo. Os  animais 
foram  sacrificados  no 1º, 3º,  7º, 14º  e  28º  dia do  experimento;  o  músculo  foi 
excisado  e  posicionado  no  equipamento  de  Espectroscopia  Raman,  para 
aquisição  dos espectros. Posteriormente, os  animais  foram dissecados, e  os 
gastrocemios  foram  tratados  e  preparados  com  coloração  de  hematoxilina-
eosina  para  análise  histológica.  A  mensuração  das células  não apresentou 
resultados estatisticamente significantes, no entanto, a análise histopatológica 
dos  músculos  após o  3º  e 7º  dia do  procedimento, apresentou  uma  série de 
células  inflamatórias,  com  alargamento  de  interfibras,  características  de 
edema. A espectroscopia Raman, aliada aos métodos quimiométricos, permitiu 
acompanhar as alterações ocorridas no ventre muscular durante os diferentes 
tempos  do  experimento,  demonstrando  a  importância  técnica  como  um 
método eficaz e de grande potencial para o estudo de tendinites na fase aguda. 
  
  
  
Palavras-chave: Espectroscopia Raman; Histopatologia; Músculo Esquelético; 
Tendinite 
 
 




ABSTRACT 
 
 
 
 Experimental  study  of  induced  tendinitis  in  gastrocnemy  muscle: 
histopathology and Raman spectroscopy   
 
 
Understanding  tendinitis  physiopathological  mechanisms is important for the 
improvement of therapeutics conducts, prevention and vigilance in health for 
vulnerable workers and sportists. The aim of present study was to find out the 
morphological  and  biochemistry  alterations  in  a  collagenase-induced 
gastrocnemy  muscle  rat  model,  using  histopathological  analysis,  Raman 
spectroscopy of low resolution spectra (785nm) and chemometrics. Forty-eight 
Wistar male rats, from Universidade de Franca biotery, with an average weight 
of 180g, were randomly divided into six groups of eight animals each. In five 
groups, tendinitis was induced by injecting 30 µl of collagenase into the right 
calcaneous tendon and 30 µl of phosphate-buffered saline solution into the left 
calcaneous  tendon.  In  the  control  group,  30  µl  of  phosphate-buffered  saline 
solution was injected and in the other into the left tendon and the right tendon 
was preserved. Each group of animals was sacrified on the 1
th
, 3
th
, 7
th
, 14
th
 and 
28
th
  after  the  induced  tendinitis;  gastrocnemy  muscles  were removed and 
submitted  to  Raman  spectroscopy.  Afterwards  muscles  were  prepared  for 
histopathological analysis, stained with hematoxiline-eosin. The results shown 
no statistic significance of the muscle fibers size, however histopathology 3
th
 
and  7
th
,  revealed  the  presence  of  inflammatory  cells  and  enlargement  of  the 
interstitial compartment, compatible with edema. Raman Spectra patterns and 
chemometrics along the time of the experiment allowed concluding that those 
techniques  are  efficient  to  detect  biochemical  alteration  during  the 
inflammatory  process,  with  potential  application  for  studies  of  critical  phase 
tendinitis. 
 
 
 
 
Keywords: Tendinitis, Raman spectroscopy; histopathology; skeletal muscle 
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1. INTRODUÇÃO    
 

 
 
1.1 TENDINITE NO CONTEXTO DA PROMOÇÃO DE SAÚDE 
 
 
A  cada ano,  os  profissionais  da área de saúde,  percebem  um aumento 
considerável  de  pacientes  que  procuram  tratamento  relatando  dor  intensa, 
alterações  sensitivas,  parestesias,  limitação  da  amplitude  de  movimentos,  edema, 
sinais flogísticos, hipotrofia muscular e diminuição de força muscular com dificuldade 
de atividades de vida diária. 
  O diagnóstico da tendinite é eminentemente clínico  e  muitas vezes difícil, 
sendo  necessário  uma  boa  anamnese  e  alguns  casos  necessitam  de  exames  com 
imagens de alta resolução tais como: ultra-sonografia, tomografia computadorizada e 
ressonância magnética. 
Quando há uma evolução desta tendinite para a lesão por esforço repetitivo 
(LER),  o  paciente  encontra  muitas  vezes,  um  serviço  de  saúde  público  que  não 
consegue percebê-lo em toda a sua dimensão bio-psico-social. 
A  compreensão  dos  mecanismos  fisiopatológicos  da  tendinite  é  importante 
para orientar as condutas terapêuticas a serem adotadas para com o paciente e os 
procedimentos de prevenção  e vigilância em saúde dos trabalhadores e atletas 
expostos ao risco de adoecer. 
Lesões  tendinosas  são  comuns  na  prática  esportiva;  estima-se  que 
correspondam de 30 a 50% do total destas lesões (SALATE, 2002). Estimativas do 
Bureau of Labor Statistics – USA - indicam que lesões tais como tendinites somam 
48% das doenças ocupacionais relatadas (SALATE, 2002). 
Os números na medicina esportiva são similarmente impressionantes. Estima-
se que lesões por overuse correspondam de 30 a 50% do total de lesões esportivas 
(ALMEKINDERS; TEMPLE, 1998). 
As tendinites também fazem parte das lesões por esforços repetitivos - LER - 
que se tem constituído em um grande e atual problema da saúde pública nos países 
industrializados, mas segundo Lopes (2006), na realidade é mais uma constatação 
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contemporânea de  um  fenônemo antigo,  precipitada  nos  tempos modernos  pela 
incorporação à força de trabalho de uma mão de obra recente. 
A  rigor,  não se  trata  de  uma  doença  “nova”,  Benardino  Ramazzini  desde 
1700, correlacionava doenças com a ocupação das pessoas e as relacionava com 
instrumentos de trabalho mal construídos e com movimentação anormal das mãos 
com alta incidência de sintomas (LOPES, 2006). 
Com o advento da Revolução Industrial, os quadros clínicos decorrentes de 
sobrecarga  estática  e  dinâmica  do  sistema  osteomuscular,  tornaram-se  mais 
numerosos. 
No entanto, apenas a partir da segunda metade do século XX, esses quadros 
osteomusculares  adquiriram  expressão  em  número  e  relevância  social,  devido  à 
racionalização e inovação técnica na indústria (BRASIL, 2006). 
No  Brasil, as  relações  entre trabalho  e saúde  do trabalhador  formam  um 
mosaico,  coexistindo  múltiplas  situações  de  trabalho  caracterizadas  por  diferentes 
estágios  de  incorporação  tecnológica,  diferentes  formas  de  organização  e  gestão, 
relações e forma de contrato de trabalho, que se refletem sobre o viver, o adoecer e 
o morrer dos trabalhadores (BRASIL, 2001). 
A  incidência  de  doenças  profissionais,  medida  a  partir  da  concessão  os 
benefícios previdenciários,  manteve-se  praticamente  inalterada entre 1970 e 1985: 
em  torno  de  dois  casos  para  cada  dez  mil  trabalhadores.  No  período  de  1985  a 
1992,  esse  índice  alcançou  a  faixa  de  quatro  casos  por  dez  mil  trabalhadores.  A 
partir  de  1993,  observa-se  um  crescimento  com  padrão  epidêmico,  registrando-se 
um coeficiente de incidência próxima de quatorze casos por dez mil trabalhadores. 
 A relação horas trabalhadas por ano, pode determinar incidência mais alta em 
alguns setores, como por exemplo, em atividades que exigem do trabalhador uso de 
força  e  de  repetição.  Esse  aumento  acentuado  de  doenças  profissionais  deve-se 
principalmente, ao grupo de doenças denominadas lesões por esforços repetitivos – 
LER  –,  ou  distúrbios  osteomuscular  relacionados  ao  trabalho  –  DORT  –, 
responsáveis por cerca de 80 a 90 % dos casos registrados, nos últimos anos, no 
Ministério  da  Previdência  e  Assistência  Social  (MPAS).  Considera-se  que  esse 
aumento  absoluto  e  relativo  da  notificação  das  doenças  profissionais  ao  Instituto 
Nacional  de  Seguridade  Social  (INSS),  por  meio  da  comunicação  de  acidente  do 
trabalho (CAT), é um dos frutos das ações desenvolvidas nos projetos e programas 
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de  saúde  do  trabalhador,  implantados  na  rede  de  serviço  de  saúde,  a  partir  da 
década de 80 (BRASIL, 2001). 
Não se reconhece o custo real para o país, da decorrência de acidentes e das 
doenças relacionados ao trabalho. Uma estimativa recente avaliou em R$ 12,5 
bilhões de reais anuais, o custo para as empresas e em mais de R$ 20 bilhões de 
reais anuais para os contribuintes. Esse exercício, embora incompleto permite, uma 
avaliação  preliminar  do  impacto  dos  agravos  relacionados  ao  trabalho  para  o 
conjunto da sociedade (PASTORE, 1999). 
Um levantamento estatístico dos auxílios-doença concedidos pela Previdência 
Social demonstra que mais de cento e trinta mil trabalhadores por ano, em média, 
são  afastados  do  trabalho,  devido  às  doenças  ocupacionais.  É  um  número 
expressivo que reflete apenas a força  de trabalho  de quem  tem carteira assinada. 
Os trabalhadores do mercado informal, que respondem a mais de 50% da população 
economicamente  ativa  e  os  servidores  públicos,  não  entram  nas  contas  da 
Previdência.  Este  mesmo  levantamento  mostra  que,  em  média,  cinco  mil 
trabalhadores ficam inválidos por ano (UNB, 2006). 
Somente nos últimos cinco anos foram abertos 532.434 CATs (Comunicação 
de Acidente de Trabalho) geradas pelas LER/DORT. A cada cem trabalhadores da 
região Sudeste do Brasil, um é portador de LER/DORT (AMERICANO, 2001). 
Em  um estudo realizado  pela Cassi  (Caixa de Assistência  aos  Funcionários 
do  Banco  do Brasil)  no  ano  de 2000, 26,2 % dos  funcionários do Banco  do Brasil 
apresentaram algum sintoma que está relacionado à LER/DORT (AMERICANO, 
2001). 
Estudiosos  do  Núcleo de  Saúde  do  Trabalhador, observando  o  aumento  da 
LER/DORT,  vêm  tentando  explicar  sua  gênese  por  meio  de  várias  teorias.  Mas, 
parece  estar  se  formando  um  consenso  de  que  a  LER/DORT  resulta  do 
entrelaçamento de três conjuntos de fatores envolvidos na dor músculo-esquelética: 
•  Fatores biomecânicos presentes na atividade. 
•  Fatores psicossociais relacionados à organização do trabalho. 
•  Fatores  ligados  à  psicodinâmica  do  trabalho  ou  aos  desequilíbrios 
psíquicos  gerados  em  certas  situações  especiais  de  trabalho  na 
gênese do processo de adoecimento (BRASIL, 2001). 
De acordo com a Ordem de Serviço 606, publicada no Diário Oficial da União 
em 19 de agosto de 1998, as LER são: “... patologias, manifestações ou síndromes 
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patológicas que se instalam insidiosamente em determinados segmentos do corpo, 
em conseqüência de trabalho realizado de forma inadequada”. 
O  aumento  da  ocorrência  das  LER  em  grande  número  de  pessoas  e,  em 
diferentes países,  deve-se a  organizações que se caracterizam por privilegiar o 
paradigma  da  alta  produtividade  e  qualidade  do  produto,  em  detrimento  da 
preservação da saúde do trabalhador. Principalmente devido à inflexibilidade e à alta 
intensidade  do  ritmo,  grande  quantidade  e  alta  velocidade  de  movimentos 
repetitivos, falta de autocontrole sobre o modo e ritmo do trabalho, equipamentos e 
mobiliários ergonomicamente inadequados (BRASIL, 2006). 
Os  numerosos  estudos  realizados  nos  últimos  cem  anos  apontam  as 
tendinites  como  a  maior  causa  de  sofrimento  dos  trabalhadores  com  atividade 
manual, bem como de indenizações trabalhistas (LOPES, 2006). 
Atitudes  extremas  de  negar  ou  abraçar  acriticamente  a  existência  do 
problema,  contribuem  pouco  para  entender  esse  fenômeno  e  principalmente  para 
ajudar os trabalhadores e os serviços de saúde ocupacional. 
 Extrapolando as próprias questões metodológicas, as lacunas existentes no 
conhecimento cientifico até o momento, limitam a avaliação clara das inter-relações 
entre  os  possíveis  componentes  envolvidos  na  gênese  desses  sintomas  e 
síndromes  abrigados  na  LER.  Na  construção  desse  saber,  vislumbra-se,  no 
momento, a necessidade de investigações especifica e interdisciplinares que tratem 
com  um  rigor  metodológico  os  desafios  apontados  para  o  estudo  das  LER 
(SERAFIM FILHO; BARRETO, 1998). 
Lima et  al  (1998)  alertam  que  a Previdência Social, juntamente com órgãos 
responsáveis pela  saúde,  segurança  no trabalho  e  a sociedade como  um todo, 
precisam tomar medidas preventivas urgentes e sérias, pois um contingente enorme 
de  trabalhadores  jovens  e  produtivos  está  sendo  atingindo  e  lesado  em  sua 
capacidade  laborativa  e  funcional,  ficando  muitas  vezes  afastado  por  longos 
períodos e até incapacitado para o trabalho, gerando ônus insuportável para a 
sociedade.  Os  autores  citados  anteriormente  afirmam  que  as  abordagens 
ergonômicas  e  psicossociológica  colocam  em  evidência  os  determinantes 
organizacionais da patologia, sendo, portanto inútil estabelecer medidas técnicas de 
prevenção  e  controle,  isoladas  das  mudanças  organizacionais.  Portanto,  torna-se 
essencial uma efetiva reapropriação  pelos trabalhadores dos processos globais do 
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trabalho,  além de  uma  auto-regulação  individual  e  coletiva,  relativa  aos  ritmos,  as 
pausas e cadências. 
O  episódio  inicial  de uma  tendinite  consiste em  uma reação  inflamatória  do 
tendão e das  sinóvias que  o  envolvem. Se o  episódio não  receber tratamento 
adequado,  que  requer além de medicação,  repouso  do  segmento  afetado com 
imobilização, a reparação celular que sempre proporciona uma reserva funcional nos 
tendões  para  responder  a  eventuais  sobrecargas,  não  acontecerá  e  as  estruturas 
miotendíneas  sofrerão  desgaste.  Se  um  episódio  inflamatório  é  seguido  de  outro, 
forma-se  um  ciclo  vicioso  que  leva  a  casos  crônicos,  caracterizados  por  um 
espessamento irreversível  de tendões  e sinóvias com  incapacitação  permanente 
(LOPES, 2006). 
Segundo  Couto  (1991),  as  lesões  mais  freqüentes  são  no  punho; 
tenossinovite de flexores do punho e dedos,
 
tenossinovite dos extensores do carpo 
e  dedos,  doença  de  De-Quervain  e  síndrome  do  túnel  do  carpo.  No  cotovelo  as 
epicondilites medial e lateral, no ombro a tendinite do supra-espinhoso, no joelho a 
tendinite patelar e nos membros inferiores as mais freqüentes são a tendinite patelar 
e tendinite do tendão de Aquiles. 
 
 
1.2 SISTEMA MUSCULAR 
 
 
O sistema muscular pelo menos sob o ponto de vista quantitativo, é vasto, em 
qualquer  um  dos  seus  campos  de  estudo,  pois  o  tecido  muscular constitui  de  um 
terço  à  metade  do  volume  de  um  vertebrado.  Funcionalmente,  a  musculatura 
também é da mais alta importância. A atividade do sistema nervoso não tem outro 
modo  de  expressão,  a não  ser  o  da  contração  das  fibras  musculares.  Desde  a 
locomoção  à  circulação  sangüínea,  as  principais  funções  do  organismo  são 
proporcionadas  ou  associadas  à  atividade  muscular.  Embora  o  movimento  do 
tronco, membros, mandíbula, ou  de um  órgão ou  parte do  órgão, seja o  resultado 
principal  da  atividade  muscular,  deve-se  ainda  mais  ter  em  mente,  suas  funções 
subsidiárias. O trabalho muscular é com freqüência, empregado de modo negativo 
na manutenção da estabilidade do corpo ou de suas partes, e a atividade muscular é 




[image: alt]13 
de  importância  fundamental  na  produção  do  calor  corporal  (ROMER;  PARSONS, 
1985). 
O sistema muscular  humano  possui três tipos diferentes de  músculos: o 
músculo  liso,  o  músculo  cardíaco  e  o  músculo  estriado  esquelético.  Eles  são 
classificados  segundo  a  morfologia  e  a  funcionalidade  (JUNQUEIRA;  CARNEIRO, 
2004). 
O  músculo  liso,  em  sua  maior  parte,  se  origina  do  mesênquima;  pela 
diferenciação  de  células  mesenquimais  em  fibras  musculares  lisas  (JUNQUEIRA; 
CARNEIRO, 2004). Tipicamente a fibra muscular lisa é fina, fusiforme. O núcleo é 
localizado em posição central, o citoplasma é homogêneo, e pode ser visualizado no 
sentido  longitudinal  das  células  delicadas  fibrilas,  algumas  vezes  dispersas,  mas 
sem bandas transversais (ROMER; PARSONS, 1985). 
 
 
 
Figura 1 – Estrutura dos três tipos de tecidos muscular. À esquerda, o aspecto desses
 
tecidos vistos em corte longitudinais e, à direita, em cortes transversais
.
 
 Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, Histologia básica, 2004, pág 184.
 
 
 
 
A funcionalidade principal do músculo liso é dotar as vísceras de movimento 
ou manutenção do tono, de acordo com suas necessidades, apesar dele ser usado 
em  contrações  ativas,  como  ocorre  na  parede  do  intestino  (JUNQUEIRA; 
CARNEIRO, 2004). 
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A musculatura lisa, forma as estruturas viscerais como os vasos sanguíneos, 
útero, bexiga, o trato gastrintestinal. Ele está sobre o controle autônomo inerente e o 
controle hormonal, sendo descrito como músculo  involuntário (YOUNG;  HEATH, 
2000). 
O  músculo  cardíaco  possui  características  estruturais  e  funcionais 
intermediárias  entre  o  músculo esquelético e  o  músculo liso. Esta musculatura 
fornece ao coração a contratilidade rítmica e continua (YOUNG; HEATH, 2000). 
 
 
1.2.1 MÚSCULO ESQUELÉTICO 
 
 
O  músculo  esquelético  é  composto  por  milhares  de  células  cilíndricas 
denominadas  fibras.  Essas  fibras  são  longas  finas  e  multinucleadas  estando 
paralelamente  uma  as  outras,  com  a  força  de  contração  direcionada  ao  longo  do 
eixo longitudinal da fibra (MCARDLE, W. D.; KATCH, F. I.; KATCH, V. L., 2003) .A 
célula  muscular  estriada  é  altamente  especializada  na  capacidade  de  transformar 
energia química em energia mecânica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 
 
 
   
 
Figura  2  –  Músculo  estriado  esquelético.  Os  núcleos  localizam  na  periferia  da  célula.  Corado  por 
Hematoxilina-eosina, aumento médio. 
Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, Histologia básica, 2004, pág 187. 
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As  fibras  do  músculo  estriado  esquelético  são  cobertas  por  uma  fina 
membrana chamada de sarcolema. O sarcolema é formado pela fibra muscular onde 
permanece aderido  firmemente  ao  lado  da  fibra. As  fibras musculares  estriadas 
possuem  estrias  transversais  em  todo  seu  cumprimento.  Com  o  aumento  destas 
fibras,  mostra-se  que  elas  são  constituídas  de  miofibrilas  dispostas 
longitudinalmente  uma do  lado  das  outras. Entre  as  miofibrilas há  uma substância 
denominada    sarcoplasma,  que  contem  organóides  citoplasmáticos  como 
mitocôndrias e reticulo endoplasmático (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 
 
 
   
 
 Figura 3 – a) Fibra muscular esquelética. b) Micrografia de luz das fibras musculares 
 esqueléticas. 
 Fonte: VAN DE GRAAFF, Anatomia Humana, 2003, pág 241. 
 
 
A função muscular é realizada através do encurtamento das fibras, resultando 
em  tração  sobre  os  ossos  ou  outros  elementos  nas  quais  as  duas  extremidades 
estão inseridas. Durante a contração as fibras são encurtadas e o músculo torna-se 
mais espesso como um todo (ROMER; PARSONS, 1965). 
No músculo as fibras estão organizadas em grupos de feixes envolvidas em 
uma  camada  de  tecido  conjuntivo,  o  epimísio.  Dele parte  septos  muito  finos  de 
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tecido  conjuntivo,  que  se  direcionam  ao  interior  do  músculo,  separando  os  feixes. 
Estes  septos  são  chamados  de  perimísio  e  envolve  cada  feixe  de  fibra  muscular. 
Cada fibra muscular é envolvida por uma camada muito fina constituída pela lâmina 
basal  da  fibra  muscular  e  por  fibras  reticulares  de  endomísio  (JUNQUEIRA; 
CARNEIRO, 2004). 
 
 
 
 
 Figura 4 – Desenho esquemático ilustrando a organização do músculo estriado esquelético
.
 
 Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, Histologia básica, 2004, pág 185. 
 
 
Correndo  longitudinalmente  a  fibra  muscular  e  preenchendo  quase 
completamente o seu interior existem as miofibrilas, que tem o aspecto cilíndrico. Ao 
microscópio óptico aparecem as estriações transversais, pela alternância de faixas 
claras  e  escuras.  A  faixa  escura  é  anisotrópica  e  recebeu  o  nome  de  banda  A, 
enquanto a faixa clara é isotrópica e tem o nome de banda I, entretanto no centro da 
banda I aparece uma linha transversal escura, a linha Z. A estriação da miofibrila é 
devido  à  repetição  de  unidades  iguais  de  sarcômeros.  Os  sarcômeros  compõem 
basicamente  de  dois  filamentos  um  fino  e  o  outro  é  grosso  (JUNQUEIRA; 
CARNEIRO, 2004). 
As  miofibrilas  do  músculo  estriado  contêm  quatro  proteínas  principais: 
miosina,  actina,  tropomiosina  e  troponina.  A  miosina  e  actina  juntas  representam 
55% do total das proteínas do músculo estriado. 
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O filamento fino se insere na estria Z com a participação da proteína α-actina, 
dirigindo-se  medialmente,  mas  sem  atingir  o  centro  do  sarcômero.  Este  filamento 
fino é composto por monômeros globosos de uma proteína chamada actina. Estes 
monômeros se polimerizam em cadeias  que se enrolam em dupla-hélice ,as quais 
se associam  as proteínas tropomiosina e troponina.  Os filamentos grossos são 
constituídos  por  feixes  de  moléculas  protéicas  fibrilares  de  miosina  que  estão  no 
centro  do  sarcômero,  mas  sem  atingir  lateralmente  as  estrias  Z. As  moléculas  de 
miosina  são  constituídas  por  dois  longos  polipeptídios  enrolados  que  assumem  a 
forma de bastão longo com duas cabeças globulares em uma de suas extremidades 
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 
 
 
 
 
Figura 5 – Desenho esquemático da estrutura da miofibrila.
 
Fonte: VAN DE GRAAFF, Anatomia Humana, 2003, pág 243. 
 
 
Quando o músculo está em repouso, a tropomiosina está em íntimo contato 
com  a  actina,  cobrindo  esta  molécula  e  impedindo  o  contato  entre  a  actina  e 
miosina.  Em  controvérsia  quando  o  músculo  é  estimulado,  o  aumento  da 
permeabilidade induzido pelo estimulo na membrana celular se transmite ao reticulo 
endoplasmático liso, que libera no citosol íons de cálcio no seu interior. Os íons na 
troponina  promovem  sua  deformação  molecular  resultando  na  separação  entre 
tropomiosina e actina. Este movimento molecular expõe os agrupamentos de actina 
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que reagem com as cabeças de miosina, estabelecendo pontes de contato entre os 
dois  filamentos.  Assim  o  encurtamento  da  cabeça  globular  da  miosina,  consome 
energia  do  ATP,  desloca  o  filamento  de  actina,  encurtando  o  sarcômero  e 
conseqüentemente  encurtamento  da  fibra  muscular  estriada,  resultando  na 
contração (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1998). 
 
 
   
 
 Figura 6 – Contração muscular se inicia pela combinação de Ca com a troponina. 
 Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, Histologia básica, 2004, pág 193, reproduzido de 
 Ganong. WF: Review of Medical Physiology, 20th ed. McGraw-Hill,2001. 
 
 
A  corrente  circulatória  no  músculo  traz  substâncias  nutritivas  e  oxigênio  as 
células  musculares,  que  através da  energia  química  os  transforma em energia 
cinética e calor, resultando na contração, além de dissipar os resíduos metabólicos 
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1998). A  extensa ramificação dos  vasos sangüíneos 
garante  suprimento  sangüíneo  a  cada  fibra  muscular,  seja  na  necessidade  de 
sangue oxigenado, ou na remoção de dióxido de carbono na circulação venosa. As 
artérias e veias estão paralelamente às fibras musculares. Estes vasos se dividem 
em arteríola, capilares e vênulas formando uma extensa rede dentro e ao redor do 
endomísio (MCARDLE et al, 2003). 
Os nervos são envolvidos por tecido conjuntivo denso que faz parte da fibra. 
As  fibras  nervosas  e  musculares  juntamente inervados é  o  que  chamamos  de 
unidade motora. A unidade motora é a unidade funcional do movimento, consistindo 
anatomicamente  na  junção do  neurônio motor anterior  e  as fibras musculares que 
inerva  (MCARDLE,  2003).  A  quantidade  de  fibra  muscular  inervada  por  uma  fibra 
nervosa é variável (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 
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A  composição  química  do  músculo  esquelético  estriado  é  de  75% de  água, 
20% de proteínas e os 5% restantes de sais e outras substâncias como fosfatos de 
alta  energia,  uréia  e  lactato.  Dentro  da  composição  protéica  a  miosina  representa 
60%, a actina e a tropomiosina são proteínas bastante abundantes. Alem disso em 
100g  de  tecido  muscular,  a  mioglobina  esta  presente  com  cerca  de  700mg 
(MCARDLE, 2003). 
O tecido conjuntivo no músculo desempenha um papel de conduzir os vasos 
sangüíneos,  penetrando  e  estendendo,  conduzindo  nervos  que  inervam  as  fibras 
musculares. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1998). O tecido conjuntivo é caracterizado 
morfologicamente  por  apresentar  células  especializadas  imersas  em  abundante 
quantidade de matéria intercelular: substância intercelular amorfa, fibras colágenas, 
elásticas  e reticulares.  O  seu papel principal é  proporcionar suporte  mecânico aos 
órgãos  e  manter  a  integridade  estrutural  das  varias  unidades  anatômicas  e 
funcionais do ser (MOREIRA; CARVALHO, 1996). 
O músculo  esquelético  pode ser  classificado  como  músculo de  contração 
rápida ou de contração lenta. Assim o músculo sóleo é classificado como músculo 
de contração lenta, e o músculo reto lateral como um músculo de contração rápida. 
O músculo gastrocnêmio contém uma mistura de fibras de contração rápida e lenta. 
As  fibras  rápidas  e  lentas  podem  ser  distinguidas  pelas  atividades  das 
enzimas nas vias metabólicas oxidativas e glicolíticas. Na maioria das fibras rápidas 
as  atividades  das  enzimas  glicolíticas  são  elevadas  e  as  atividades  das  enzimas 
oxidativas  são  baixas.  Essas  características  se  correlacionam  com  o  número  de 
mitocôndrias presentes na fibra (BERNE et al, 2004). 
Como as fibras rápidas dependem do metabolismo glicolítico, elas entram em 
fadiga  rapidamente.  Em  contraste,  as  fibras  lentas  satisfazem  as  demandas 
metabólicas  com  a  fosforilação  oxidativa.  Conseqüentemente,  esses  músculos 
entram em fadiga mais lentamente e, por isso, são usados mais para atividades de 
sustentação. 
Algumas  fibras  rápidas  têm  tanto  a  capacidade  glicolítica  como  a  oxidativa 
elevadas, mas são incomuns em humanos (BERNE et al, 2004). 
O  músculo  esquelético  exibe  considerável  plasticidade  fenotípica.  O 
crescimento normal está associado à hipertrofia celular causada pela adição de mais 
miofibrilas e mais sarcômeros nas extremidades da célula para igualar o crescimento 
do esqueleto. 
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Treinamento  de  força induz  à  hipertrofia  celular, enquanto  o treinamento de 
resistência  aumenta  a  capacidade  oxidativa  de  todas  as  unidades  motoras 
envolvidas. Os regimes de treinamento não são capazes de alterar o tipo de fibra ou 
a expressão das isoformas de miosina (BERNE et al, 2004). 
Dentre os músculos do corpo humano temos os músculos caudais da perna. 
Este grupo compreende o gastrocnêmio de massas gêmeas, o sóleo e os flexores 
superficiais  dos  dedos.  O  músculo  gastrocnêmio  é  suprido  pelo  nervo  tibial, 
juntamente  com  o  sóleo  é  conhecido  coletivamente  como  tríceps  sural.  As  duas 
cabeças  do  gastrocnêmio  têm  origem  da  face  caudal  do  fêmur  proximal  aos 
côndilos, onde dois ossos sesamóides estão incluídos na origem. As cabeças deste 
músculo  unem-se  na  parte  superior  da  perna  e  dando  origem  a  um  único  tendão 
sólido que se insere na ponta do jarrete. O seu papel é enigmático, mas hipóteses 
indicam que sua função seja opor-se a curvatura da tíbia, assegurando que a tensão 
seja sempre dirigida ao longo do eixo longitudinal (DYCE; SACK; WENSING, 1997). 
 
 
1.2.2 TENDÃO 
 
 
No  músculo  estriado  esquelético,  existe  a  porção  média  e  as  duas 
extremidades.  A  porção  média  é  o  ventre  muscular  e  as  extremidades  são 
cilindróides  ou  tem  forma  de  fita,  chamada  de  tendões,  quando  laminares  tem  a 
denominação de aponeuroses (DANGELO; FATTINI, 2002). 
Os  tendões  agem  sob  o  ponto  de  vista  anatômico  e  funcional  como  ponte 
entre os músculos e os ossos. Eles são constituídos de feixes longitudinais de fibras 
de colágeno tipo I, interligadas com uma delicada rede de fibras de colágeno tipo III, 
linfócitos  e fibroblastos. Os  tendões  subdividem  em  várias  inserções  menores, em 
diferentes áreas e ossos, transmitindo força de contração a vários ossos (MOREIRA 
et al, 1996). 
Os tendões apresentam estruturas cilíndricas alongadas ligando os músculos 
esqueléticos  aos  ossos.  Devido  a  sua  riqueza  de  colágeno,  os  mesmos  possuem 
aspecto branco e são inextensíveis. A sua formação consta de feixes paralelos de 
fibras  colágenas  entre  as  quais  existe  uma  pequena  quantidade  de  substancia 




21 
fundamental  amorfa  e  fibroblastos  com  núcleos  alongados  paralelo  as  fibras  e 
citoplasma delgado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 
A  composição  química  do  colágeno  é  de  35%  em  glicina,  11%  em  alanina, 
21%  em  prolina  e hidroxiprolina.  A cadeia polipeptídica  do  colágeno  tem  estrutura 
simples.  A  hélice  é  única,  orientada  para  esquerda  e  tem  três  resíduos  de 
aminoácidos por volta. A seqüência de aminoácidos no colágeno geralmente é uma 
unidade tripeptídica:  glicina-X-prolina ou  glicina-X-hidroxiprolina onde o X pode ser 
substituído por um dos vinte aminoácidos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002). 
O tendão é um tipo de tecido conjuntivo denso modelado. Este tipo de tecido 
oferece  proteção  e  resistência  máxima  às  forças  que  atuam  num  determinado 
tecido.  Externamente  o  tendão  é  envolvido  por  uma  bainha  de  tecido  conjuntivo 
denso.  Alguns  tendões  apresentam  esta  bainha  dividida  em  duas  camadas:  uma 
presa ao tendão e a outra ligada a estruturas vizinhas. Deste modo forma-se uma 
cavidade revestida por células achatadas e de origem mesenquimatosa, que encerra 
um  liquido  lubrificante  facilitando  o  deslizamento  do  tendão  dentro  da  bainha 
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 
As  junções  musculotendinosas  devem  transmitir  eficientemente  a  força  da 
contração  muscular  ao  tendão.  A  inserção  ocorre  por  meio  da  continuidade  das 
fibrilas de colágeno das camadas de tecido fibroso do músculo (epimísio, perimísio e 
endomísio)  nas fibrilas  de  colágeno  do tendão,  e  por  meio  de uma  elaborada 
interdigitação da  membrana  da célula  muscular, com as  fibrilas  de  colágeno  do 
tendão (WEINSTEIN; BUCKWALTER, 2000). 
Moléstias  ou  lesões  que  afetam  os  tendões  podem  desestabilizar 
articulações,  ou levar á  perda  da função muscular.  Contraturas  com  encurtamento 
desses tecidos limitam os movimentos musculares e articulares, e contribuem para a 
instalação de deformidade esquelética (WEINSTEIN; BUCKWALTER, 2000). 
 
 
1.2.3. ASPECTOS ANATÔMICOS E FISIOLÓGICOS DA TENDINITE 
 
 
Tendinite  é  uma  condição  na  qual  o  tendão  agredido  exibe  uma  resposta 
inflamatória (HYMAN; RODEO, 2000; KHAN et al., 1995). Deve-se levar em conta, 
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porém, que os todos os casos de lesões tendíneas a inflamação é a parte inicial do 
processo de reparação tecidual (SALATE, 2002). 
Sua  fisiopatologia  ainda  não  é  completamente  compreendida,  mas  os 
esforços  físicos  excessivos  e  repetitivos  provocam  micro-traumas  nos  tecidos, 
levando  assim,  a rupturas  tendíneas  espontâneas,  principalmente  nas  atividades 
esportivas;  sobrecargas  mecânicas;  hipertemia  local;  isquemia  ou  hipoxemia  são 
fatores  apontados  como  as  causas  mais  comuns  das  lesões  tendíneas 
(MCLAUCHLAN; HANDOLL 2003; DAHLGREN et al., 2002; SALATE, 2002; WOO et 
al., 2000; ALMEKINDERS; TEMPLE, 1998). 
Essas  lesões  são  também  chamadas  de  síndromes  por  sobrecarga, 
resultando  na  inabilidade  do  tendão  em  suportar  qualquer  tensão  adicional,  ponto 
onde os elastômeros biológicos apresentam ruptura (no nível molecular), as ligações 
colágenas começam a se quebrar ou uma situação bioquímica local (por exemplo, 
acúmulo  de  radicais  ácidos)  é  criada  impossibilitando  a  continuidade  do  processo 
funcional  (ALMEKINDERS,  TEMPLE,  1998;  SALATE,  2002;  MCLAUCHLAN, 
HANDOLL, 2003). 
Se  a  lesão  causada  pelo  movimento  repetitivo  continua  até  exceder  a 
capacidade de reparação do tendão, uma lesão tendínea sintomática ou tendinite irá 
se desenvolver. Dessa forma, a estrutura do tendão pode romper-se, resultando em 
inflamação  (ALMEKINDERS,  TEMPLE,  1998;  SALATE,  2002;  MCLAUCHLAN, 
HANDOLL, 2003). 
Os tendões estão sujeitos ao estresse tensional pelos músculos e ao estresse 
compressivo dos ossos e ligamentos adjacentes. Eles respondem mecanicamente a 
esses  estresses  com  deformidades  nas  ligações  moleculares  entre  suas  matrizes 
tissulares,  ocorrendo  assim,  alterações  fisiológicas,  metabólicas  e  circulatórias, 
provavelmente por oclusão do fluxo sanguíneo e privação de nutrientes. Essas 
alterações  dependem  da  intensidade  da  duração e freqüência da  exigência  do 
tendão (LECH, 1998; HELFENSTEIN, 1998). 
Alterações  da  microvasculatura  e  da  estrutura física dos  tendões  podem 
receber  influências  hormonais,  imunológicas,  além  das  influências  mecânicas.  As 
lesões degenerativas podem surgir na população em geral a partir dos trinta e cinco 
anos  de idade,  quando  a velocidade  e a  qualidade de reposição tecidual é  menor 
(LECH, 1998; HELFENSTEIN, 1998). 
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O avanço da  idade provoca alterações biomecânicas importantes no tendão 
como degeneração colagenosa. A renovação do colágeno é diminuída retardando o 
processo de reparo (KANNUS; JOZSA, 1991 apud KOEKE, 2003, p.26). 
 Quando  ocorre  uma  lesão  ou  corte,  os  fibroblastos da  bainha  tendinosa 
interna  ou  do  tecido  conjuntivo  envolvente  proliferam.  Primeiramente  há  um  bom 
suprimento  capilar, produção de quantidades  adequadas de colágeno e  deposição 
de feixes dispostos de acordo com o eixo maior do tendão. As células que proliferam 
pela extremidade do corte do tendão começam a estabelecer conexão entre o novo 
colágeno em formação e o outro já existente. Assim os capilares vão diminuindo à 
medida que quantidades de colágenos vão sendo depositadas entre os fibroblastos, 
deixando  o  local  de  cicatrização  praticamente  sem  cartilagem  (JUNGUEIRA; 
CARNEIRO, 1998). 
A  cicatrização  no  tendão  é  lenta,  sendo  necessário  um  tempo  para  que  a 
pessoa fique imobilizada (média de oito semanas), para a produção e remodelagem 
do colágeno (TAVARES, 2002). 
“Porém, os problemas desta imobilização incluem: atrofia muscular, atrofia e 
lesão da  cartilagem  articular, osteoartrite,  necrose da  pele, infecção, aderências 
tenocutâneas,  rupturas  e  tromboflebites”  (ENUWEMEKA, 1992 apud  TAVARES, 
2002, p. 4). 
Uma resposta vascular é iniciada quando se tem uma lesão. Primeiramente, 
uma vasoconstrição e posteriormente uma vasodilatação. Células inflamatórias são 
atraídas para o local. A histamina altera a permeabilidade  vascular, resultando  em 
edema local. Estes são os processos acontecem dentro da inflamação aguda, que 
perdura por cerca de um a três dias e caminha para a cura  com o tecido de 
granulação, ou inflamação crônica (BAXTER, 1994 apud TAVARES, 2002, p. 3). 
      O  tecido  de granulação  consiste em  tecido  conjuntivo  altamente  vascular, 
contendo novos capilares, fibroblastos em proliferação e número variável de células 
inflamatórias (ROBBINS; COTRAN; COLLINS, 2001). 
Segundo Douglas (1994), o processo de reparação e construção dos tecidos 
consiste em três fases consecutivas: 
•  Migração  das  células  que  constituem  o  tecido  de  granulação  como 
fibroblastos, macrófagos, células musculares lisas e endoteliais. 
•  Mitogenese e angiosenese: é a proliferação celular intensa e formação de 
novos vasos sanguíneos. 
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•  Formação e remodelação de colágeno e reepitelialização: os fibroblastos 
produzem  intensamente  o  colágeno,  seu  depósito  distribuição  e 
orientação,  mas  seguindo  o caráter  variável,  ou  seja,  aquelas  exigidas 
pelos  tecidos.  Simultaneamente  ocorre  a  formação  do  epitélio  que  é 
orientada  pelo  mesmo  metabolismo  do  tecido  conjuntivo  que  está  sendo 
formado. 
Silva  (2005),  em  seu  estudo  sobre  tendinite  aguda  induzida,  realizado  com 
espectroscopia  Raman,  determinou que mesmo após 28 dias do início da indução 
da tendinite, as amostras não apresentaram uma recuperação satisfatória. A autora 
sugere  que,  mesmo  passando  pelas  etapas  normais  de  um  processo  de 
regeneração  tecidual,  um  tendão  não  volta  a  ter  as  mesmas  características 
moleculares de um tendão normal. 
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2. OBJETIVO 
 
 
O objetivo  deste estudo é determinar  alterações morfológicas  e  bioquímicas 
no  ventre  muscular  do  músculo  gastrocnêmio,  através  da  Histopatologia  e  da 
Espectroscopia Raman,  após uma  tendinite induzida  por colagenase, no tendão 
calcâneo de ratos Wistar em diferentes estágios de inflamação aguda. 
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3. ASPECTOS ÉTICOS 
 
 
Todos os procedimentos experimentais foram submetidos ao Comitê de Ética 
em Pesquisa da Universidade de Franca e aprovados, de acordo com o Protocolo n
o
 
108/04 (ANEXO A). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
Foram  utilizados  48  ratos  machos,  espécie  Rattus  norvegicus,  variedade 
Wistar, peso aproximado de 180g (+ ou – 40g), saudáveis, sem variação acentuada 
de idade, fornecidos pelo Biotério da Universidade de Franca. 
Durante todo o período de  estudo os animais foram mantidos em caixas de 
polietileno  apropriadas, identificadas, padrão, no  Biotério e alimentados  com ração 
própria para roedores e água ad libitum. 
 
 
 
 
 Figura 7 – Rattus norvegicus utilizados no experimento. 
 
 
4.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN 
 
 
4. 1. 1 O ESPECTRO ELETROMAGNÉTICO 
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O espectro eletromagnético constitui-se de ondas eletromagnéticas, que vão 
das ondas de rádio e televisão até os raios cósmicos, com um gradiente de energia 
(BUTKOV, 1982). 
 
 
O Espectro eletromagnético
 
Figura 8 – Representação esquemática do espectro eletromagnético. 
 Fonte: Google: www.uned.es. 14 de agosto de 2005. 
 
 
4. 1. 2 A REGIÃO DO VISÍVEL :O MUNDO DAS CORES 
 
 
A luz visível faz parte de uma pequena porção do espectro eletromagnético, 
que vai do vermelho ao azul, e pode ser entendida assim como as outras regiões do 
espectro eletromagnético, como um campo elétrico oscilante ortogonal a um campo 
magnético também oscilante. 
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 Figura 9 – Representação esquemática de onda eletromagnética
. 
 Fonte: Google: www.uned.es. 15 de agosto de 2005. 
 
 
Em  que  λ  corresponde  ao  comprimento  da  onda,  e  se relaciona  com  a 
freqüência v como mostrado na Equação I 
 
 
 V = _C_
 
 λ 
Em que C é a velocidade da luz. 
 
 
4. 1. 3 . O ESPALHAMENTO DA LUZ 
 
 
Quando um raio de luz atravessa um sistema particulado, esta luz se espalha 
em  todas  as  direções,  em  que  o  comprimento  da  onda,  ou  a  freqüência  da  luz 
espalhada é o mesmo do raio de luz original (BUTKOV, 1982). 
Assim, quanto menor o comprimento de onda, maior será a energia. Portanto, 
se  um  raio  de  luz que  possui  todas  as  cores  do  espectro,  atravessar  um  sistema 
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particulado,  os  raios  de  maior  energia  serão  mais  espalhados  que  os  de  menor 
energia (EWING, 1972). 
Uma observação minuciosa do espalhamento de luz de substâncias líquidas, 
sólidas  e  gasosas  não  obedecia  exatamente  à  regra.  A  hipótese,  basicamente 
formulada é que os raios espalhados sofriam um deslocamento no comprimento da 
onda.  Esta  divergência  foi  o  ponto  de  partida  para  estudar  a  natureza  do 
espalhamento da luz (SALA, 1995). 
O  Físico  Chandrasenkhara  Venkata  Raman  procurou  dar  explicação  das 
anomalias na simetria observada nas moléculas. Através de experimentos, Raman 
chegou à conclusão que um feixe de luz monocromático (um único comprimento de 
onda) ao chocar com sistemas particulados, se espalha dando origem a feixes de luz 
policromáticos (vários comprimentos de onda) (HANLON et al, 2000). 
Em 1930 a Academia de Ciências concedeu o prêmio Nobel para Raman pela 
descoberta  do  efeito  do  espalhamento  da  luz,  e  em  sua  homenagem,  este 
espalhamento recebeu  o seu  nome, “Espalhamento Raman”,  também  conhecido 
como espalhamento inelástico (HANLON et al, 2000). 
 
 
4. 1. 4 A ESPECTROSCOPIA 
 
 
  A  espectroscopia  estuda  a  interação  da  radiação  eletromagnética  com  a 
matéria,  sendo  um dos  seus  principais objetivos a  determinação  dos níveis de 
energia de átomos ou moléculas. Diretamente obtêm-se as diferenças entre estes e 
a partir destas medidas determinam-se às posições relativas dos níveis energéticos 
(SALA, 1995). 
A energia total de uma molécula é a soma da energia eletrônica, da energia 
vibracional e da energia rotacional, sendo a eletrônica muito maior que a vibracional 
e esta muito maior do que a rotacional: E
tot
 = E
ele
+E
vib
+E
rot 
(SALA, 1995). 
  Sendo  o  movimento  dos  elétrons  muito  mais  rápido  do  que  o  dos  núcleos 
pode-se considerar a posição dos núcleos fixada durante a transição eletrônica. Do 
mesmo  modo,  durante  o  movimento  dos  núcleos,  pode-se  considerar  uma 
distribuição média  dos  elétrons. A  interação  de  radiação  eletromagnética  com o 
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movimento  vibracional  dos  núcleos  origina  os  espectros  vibracionais  no 
infravermelho ou o Raman (SALA, 1995). 
  Pode-se  definir  o  espalhamento  Raman  como  o  espalhamento  inelástico de 
radiação  eletromagnética  monocromática  que  interage  com  as  moléculas.  As 
freqüências vibracionais são determinadas pelas diferenças entre as freqüências das 
radiações espalhadas e a da radiação incidente (SALA, 1995). 
  No espalhamento Raman uma radiação, geralmente no visível, ultravioleta, ou 
infravermelho, interage com a molécula e é espalhada com freqüência ligeiramente 
modificada.  Esta  variação  de freqüência  corresponde  à  diferença de  energia entre 
dois estados vibracionais (SALA, 1995). 
  Os espectros Raman são obtidos irradiando-se uma amostra com uma fonte 
laser  potente  de  radiação  monocromática  no  visível  ou  no  infravermelho  próximo. 
Durante  a  irradiação,  o espectro  da  radiação  espalhada  é  medido  em  um  certo 
ângulo com um espectrômetro apropriado (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). 
  A  espectroscopia  Raman  tem  sido  amplamente  aplicada  ao  estudo  de 
sistemas  biológicos.  As  vantagens dessa  técnica incluem a  exigência  de amostras 
pequenas,  a  sensibilidade  mínima  no  tocante  à  interferência  da  água,  o 
detalhamento  espectral  e  a  sensibilidade  conformacional  e  ambiental  (SKOOG; 
HOLLER; NIEMAN, 2002). 
 Técnicas  de  Espectroscopia  Raman  tem  sido  utilizadas  para  análise  de 
tecidos  biológicos,  apresentando  resultados  bastante  confiáveis,  uma  vez  que  se 
consiga  adequar  a  técnica  espectroscópica  às  informações  necessárias  para  uma 
análise precisa da amostra (SOUZA et al., 2003). 
A  Espectroscopia  pode  fornecer  informações  bioquímicas  detalhadas,  as 
quais  podem  ser  utilizadas  para  detectar  doenças  em  seu  estágio  inicial  de 
desenvolvimento,  e  todas  as  doenças, sem  exceção,  são  causadas  na  bioquímica 
celular e ou dos tecidos (SOUZA et al., 2003). 
  Entre várias técnicas, ela pode fornecer a mais detalhada informação sobre a 
composição  química  de  uma  amostra  tecidual  sob  estudo,  pois  suas  informações 
são ao nível molecular (HANLON et al., 2000). 
  As  aplicações  diagnósticas da  espectroscopia  Raman  têm  sido amplamente 
pesquisadas. Ela pode ser usada de maneira minimamente invasiva, em tempo real, 
em  diagnósticos  teciduais  in  vivo,  em  casos  onde  biópsias  não  podem  ser 
prontamente  realizadas,  tais  como na  doença arterial  coronariana  e doença de 
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Alzheimer,  ou  quando  existe  uma  alta  incidência  de  resultados  de  exames  falso-
positivos, que levam a realizações de biópsias desnecessárias, como no câncer de 
mama (HANLON et al., 2000). 
  Partindo-se da informação de  que a  maioria  das doenças é  induzida por 
processos  bioquímicos,  é  certo  afirmar  que  elas  são  necessariamente 
acompanhadas  por  mudanças  na  composição  molecular  dos  tecidos  (MIN  et  al., 
2005). 
Como  a  espectroscopia  Raman  é  altamente  sensível  a  estas  mudanças, 
alguns  autores  têm  se  dedicado  a  pesquisar  a  sua  utilização  para  o  diagnóstico 
precoce  do  câncer,  e  talvez,  até  mesmo  para  a  elucidação  dos  mecanismos  do 
desenvolvimento das doenças cancerígenas (MIN et al., 2005). 
A aplicação in vivo da Espectroscopia Raman na prática clínica, depende do 
desenvolvimento de um equipamento sensível e uma poderosa análise do espectro 
para capacitar a coleta de  sinais em tempo real e a descoberta de relevantes 
parâmetros clínicos destes espectros (SCHUT et al., 2000). 
 
 
4. 1. 5 APLICAÇÃO DA ESPECTROSCOPIA RAMAN NA TENDINITE 
 
 
Os  métodos  tradicionalmente  empregados  para  a  análise  de  processos 
inflamatórios  teciduais  (observação  microscópica, p.ex.) fornecem  somente  uma 
visão qualitativa destes processos, não  sendo possível quantificar as  alterações 
ultra-estruturais e moleculares dos tecidos sob análise, dificultando o conhecimento 
detalhado destes processos. 
Assim sendo, o desenvolvimento de novos métodos de análise que permitam 
a identificação e a  quantificação destas  alterações,  principalmente àquelas que  se 
referem ao músculo, é extremamente desejável e importante. 
Saindo-se  da  dimensão  tecidual  clássica  (macro  e  microscopia)  e 
direcionando para a dimensão molecular, encontramos na espectroscopia Raman a 
possibilidade  de  quantificar  a  inflamação  das  lesões  musculares,  visto  que  os 
espectros Raman são fingerprints  da estrutura das  moléculas que  compõem os 
tecidos avaliados. Este fato é de grande relevância, pois se abre a possibilidade de 
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comparar  a  eficiência  de  diferentes  métodos  de  análise  de  tecidos  em  diferentes 
escalas, partindo-se da microscopia óptica para o nível molecular. É possível assim 
correlacionar as alterações químicas ocorridas, obviamente, no nível molecular, com 
as  alterações  morfológicas  microscópicas  observadas  no  desenvolvimento  da 
tendinite, resultando no conhecimento mais detalhado deste processo. 
 
 
 4. 2 HISTOLOGIA 
 
 
A  histologia  é  o  estudo  dos  tecidos  do  corpo  e  de  como  estes  tecidos  se 
organizam  para  constituir  órgãos.  São  reconhecidos  quatro  tecidos  fundamentais: 
tecido  epitelial,  tecido  conjuntivo,  tecido  muscular  e  tecido  nervoso  (JUNQUEIRA; 
CARNEIRO, 2004). 
Cada um dos tecidos fundamentais é formado por vários tipos de células e, 
alem  disso,  geralmente  por  combinações  específicas  de  células  e  matriz 
extracelular. A combinação precisa destes tecidos permite o funcionamento de cada 
órgão e do organismo como um todo. 
O  tamanho  pequeno  das  células  e  dos  componentes  da  matriz  torna  a 
histologia  dependente do  uso  de microscópios.  A  pesquisa  em  química,  fisiologia, 
imunologia e patologia e as interações entre estas disciplinas são fundamentais para 
um conhecimento adequado da biologia dos tecidos. 
Ao estudar e interpretar cortes de tecido é importante lembrar que o que está 
sendo observado é o resultado final de uma serie de processos que começam com a 
fixação  e  terminam  com  a  coloração  do  corte.  O  procedimento  mais  utilizado  no 
estudo de tecido é a preparação de corte histológico que podem ser estudados com 
ajuda de um microscópio. 
 
 
4. 3 O EXPERIMENTO 
 
 
4. 3.1 FASE 1 
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MODELO EXPERIMENTAL DE TENDINITE BIOQUÍMICA 
 
 
Vários modelos experimentais utilizando animais foram desenvolvidos para 
tentar entender melhor o processo biológico que conduz a tendinite (WOO et al., 
2000), como isquemia provocada no tendão (KUO et al., 1999) ou aplicação de 
substâncias inflamatórias clássicas (KURTZ et al., 1999). Entretanto, conforme 
descrito na literatura, a colagenase produzida por fibroblastos e células inflamatórias 
é uma enzima altamente específica, capaz de induzir a degradação da conformação 
em tripla hélice do colágeno (FERNANDES; ALVES; SOUZA, 2003; MARSOLAIS; 
CÔTE; FRENETTE, 2001; KOMSA-PENKOVA; RASHAP; YOMTOVA, 1997). 
O modelo de tendinite induzida por colagenase é bem descrito bioquímica, 
ultrasonográfica e histologicamente, e tem sido usado extensivamente em estudos 
terapêuticos (DAHLGREN et al., 2002). O edema agudo, a inflamação e a destruição 
da matriz nos tendões são similares àquelas encontradas nas lesões tendíneas 
naturalmente ocorridas (WANG et al., 2003).  
A avaliação do processo inflamatório intratendíneo experimental geralmente é 
feita  através  de  estudo  histopatológico  utilizando  colorações  clássicas, 
especialmente a hematoxilina-eosina (FERNANDES et al., 2003; DAHLGREN, et al., 
2002; MARSOLAIS et al., 2001). 
 
 
TENDINITE EXPERIMENTAL 
 
 
No  presente trabalho,  foi  realizada  uma  adaptação ao  modelo  desenvolvido 
por Marsolais et al. (2001), com injeções de colagenase no tendão calcâneo direito 
de ratos machos e injeção somente de solução salina tamponada estéril de fosfato 
no tendão calcâneo esquerdo dos mesmos animais, resultando em um processo de 
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tendinite  aguda  com características acentuadas nos  tendões submetidos  à injeção 
de colagenase. 
 
 
PROCEDIMENTO: 
 
 
Os  animais  foram  pesados  e  divididos  em  seis  grupos  por  aproximação  de 
peso, sendo um grupo controle, e os grupos experimentais I , II, III, IV e V , os quais 
eram constituídos de oito animais cada. 
  Os animais dos grupos I, II, III, IV e V  receberam uma injeção intratendínea 
no tendão calcâneo  direito, de 30 µl  de  colagenase (10  mg/ml; Sigma,  C6885) 
utilizando-se  uma  agulha  30G  (Figura  10  e  11).  A  colagenase  foi  dissolvida  em 
solução  salina  tamponada  estéril  de  fosfato,  contendo  50  mM  NaH
2
PO
4
,  150  mM 
NaCl, com pH 7.4. 
  O mesmo volume de solução salina tamponada estéril de fosfato foi injetado 
no tendão calcâneo esquerdo dos animais. 
 
 
     
 
FIGURA  10  –  Embalagem  de  Colagenase  Sigma
®
,  C6885.  FIGURA  11-  Injeção  intratendínea  do 
tendão direito. 
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Os  animais  do  grupo  controle,  receberam  injeção  do  mesmo  volume  de 
solução salina tamponada estéril de fosfato no tendão calcâneo esquerdo e a data 
da  retirada dos  tendões foi  marcada aleatoriamente.  O  tendão calcâneo direito 
destes animais foi preservado. 
Os animais foram sacrificados: grupo I (1º dia), grupo II (3º dia), grupo III (7º 
dia), grupo IV (14º dia) e grupo V (28º dia) do experimento. 
4. 3. 2 FASE 2 
 
 
ESPECTROSCOPIA RAMAN 
 
 
  No dia determinado para o sacrifício, os animais foram transferidos do Biotério 
para o Laboratório de Dissecação de Peças, onde eram sacrificados individualmente 
por  superdosagem  de  Halotano  em  uma  cabine  plástica  (Figura  12)  (adaptado  de 
DAHLGREN et al., 2002). Em seguida, os músculos foram dissecados (Figuras 13 e 
14) e imediatamente  imersos  em um  recipiente com solução  fisiológica. Foram 
mantidos  em  caixa  de  isopor  com  gelo,  em  temperatura  próxima  a  18ºC,  e 
transportados para o Laboratório de Espectroscopia Vibracional e Quimiometria da 
Universidade de Franca. 
 
 
 
 
  FIGURA 12 – Cabine Plástica com algodão embebido em Halothano. 
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 FIGURA 13 e 14 – Dissecação do músculo gastrocnêmio, Grupo II. 
 
 
O Laboratório de Espectroscopia foi mantido com temperatura próxima a 
18ºC,  cortinas  fechadas,  luzes  apagadas  e  sem  interferências  externas  que 
pudessem prejudicar a coleta dos espectros Raman. 
Os espectros Raman foram obtidos usando a espectrômetro Raman de baixa 
resolução, da Raman Systems, Inc (Watertown, MA, USA), modelo R-2001, o qual 
utiliza  um  Laser  multimodo  de  estado  sólido,  operando  a  785  nm,  fornecido  por 
Power  Technologies  (Little  Rock,  AK,  USA),  (Figura  15),  ajustado  para  liberar  na 
amostra  250  mW,  e  um  espectrômetro  OceanOptics  S-200  (Dunnedin,  FL,  USA) 
como  monocromador  com  um  detector  CCD  com  2048  elementos 
termoeletricamente refrigerado fornecido pela Hamamatsu (Hamamatsu, Sunayama-
cho, Japan) para  mensurar espectros  de 200  a 2800  cm
-1
,  com  uma resolução 
espectral da ordem de 15 cm
-1
 . 
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FIGURA  15 – Espectrômetro da Raman Systems,  Inc (Watertown, MA, USA),  modelo R-2001, que 
utiliza um Laser multimodo de estado sólido, operando a 785 nm, fornecido por Power Technologies 
(Little Rock, AK, USA) da Universidade de Franca. 
 
 
O espectrômetro é constituído por uma fibra óptica que contém dois tipos de 
filtro na sua extremidade. A fibra que leva o feixe contém o filtro passa-banda para 
remover  a  fluorescência  da  fibra  proveniente  da  excitação  do  feixe  e  a  fibra  de 
aquisição  contém um filtro passa-longo para remover o espalhamento Rayleigh. O 
ruído  inerente  no  sistema  originado  dos  elementos  ópticos  no  caminho  da  luz  foi 
subtraído de todos os espectros. 
Para  cada  amostra  de  tecido  muscular  foram  adquiridos  três  espectros  e  o 
espectro final foi à média dos três espectros. 
  A  calibração  do  espectrômetro  Raman foi  feita  usando  isopropanol  de  grau 
espectroscópico  Carlo-Erba.  Estas  amostras  de  isopropanol  foram  colocadas  em 
cubetas de quartzo e seus espectros obtidos no espectrômetro Raman. A aquisição 
do sinal foi feita através de uma interface RS-232, controlada pelo software RBase –
2001,  versão  1,  em  um  Pentium  III  operando  a  750  Mhz.  Esta  calibração  foi 
necessária  para  que  se  pudesse  fazer  a  correlação  entre  pixel e  comprimento  ou 
número de onda. 
Recomenda-se que tal calibração seja feita diariamente ou quando se ajusta o 
Laser para operar em um comprimento de onda diferente. Escolhe-se o isopropanol 




[image: alt]39 
por suas bandas características de fácil atribuição [Manual de Operação do Aparelho 
- Raman Systems, Inc (Watertown, MA, USA), modelo R-2001]. 
 
 
Figura 16 – Espectros Raman no infravermelho próximo de músculos de ratos (solução salina–grupo 
V) estimulados a 785nm, antes do pré processamento dos espectros. 
 
 
  O  espectro  foi  processado  usando  filtros  wavelets,  com  função  de  base 
Dubauchie  (db4) para a  minimização  de ruído,  subtração do espectro do meio 
isotônico, correção  de espalhamento multiplicativo (MSC – Multiplicative Scattering 
Correction) para minimizar o espalhamento Rayleigh, devido à variação do índice de 
refração  para  cada  uma  das  amostras  de  tecido  muscular  e  um  polinômio  de 
segundo grau para minimizar a fluorescência da matriz. 
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Figura  17  –  Espectros  Raman  no  infravermelho  próximo  de  músculos  de  ratos  (média dos  grupos 
colagenase) estimulados a 785nm, após o pré-processamento dos espectros. 
 
 
Os  cálculos  da  Análise  Hierárquica  de  Agrupamentos  (HCA  –  Hierarchical 
Cluster Analysis) foram feitos utilizando-se o  PLS  (Partial  Least Squares) Toolbox, 
para  uso  com  Matlab  4.2.  Os  programas  para  minimização  de  ruído,  MSC  e 
minimização da fluorescência da matriz foram implementados pela utilização de sub-
rotinas do Matlab 4.2 (MELLO, 1997). 
  Cada  amostra  de  músculo  foi  colocada  em  papel  absorvente  comum  e  o 
Laser posicionado bem próximo à amostra e fixado por uma garra (Figura 18 ). 
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 Figura 18 – Amostra do ventre muscular posicionado próximo ao Laser
. 
 
 
O  tempo  de  aquisição  de  cada  espectro  foi  de  20  segundos.  A  cada  três 
amostras  era  realizada  uma  corrente  escura,  para  evitar  interferências 
eletromagnéticas. 
 
 
4. 3. 3 FASE 3 
 
 
HISTOPATOLOGIA 
 
 
Após a  obtenção dos espectros Raman, os músculos foram  individualmente 
colocados em recipientes  com solução de Formol tamponado a 10%. O tempo 
decorrido  entre  a  dissecação  de  músculos  e  sua  imersão  em  Formol  foi  de 
aproximadamente  três  horas,  em  todos  os  grupos,  inclusive  o  grupo  controle. 
Durante este período, as amostras foram mantidas a uma temperatura próxima de 
18ºC em solução fisiológica em caixa de isopor com gelo. 
As amostras foram levadas ao Laboratório de Patologia da Universidade de 
Franca, onde foram preparadas para a realização da análise Histológica. 
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  Após  permanecerem  por  24  horas  na  solução  de  Formol,  os  ventres 
musculares foram desidratados por uma série crescente de álcool (soluções a 70%, 
80%,  95%,  100%),  diafanizados  com  xilol  e  incluídos  em  parafina.  Posteriormente 
foram  seccionados  em  micrótomo  (marca  Leica,  modelo  RM2125RT)  numa 
espessura  de  três  micrometros,  colocados  em  lâminas  para  microscópio,  corados 
com  hematoxilina-eosina  (H&E)  e  sobrepostos  com  lamínulas  (DAHLGREN  et  al., 
2002). 
  Para  a  análise  histopatológica  das  lâminas,  foi  utilizado  um  microscópio 
(marca Lambda), com aumento de 250X, acoplado a uma câmera fotográfica (marca 
Samsung,  modelo  SDC-413  NAD).  O  programa  para  a  captura  das  imagens  foi  o 
Paint  Shop Pro  versão  5.1  Evalution.   Foram retiradas cinco  fotos (formato  de 2,4 
bits  color)  de  cada  lâmina,  em  regiões  diferentes  da  mesma.  Em  seguida  foram 
mensuradas  as  cinco  menores  células  de  cada  foto,  num  total  de  25  células  por 
lâmina, onde se obteve através do programa Scion Image, a mensuração da área e 
do  eixo  menor da  elipse  de cada  célula. Estas médias foram colocadas  numa 
planilha do  Excel, onde  se calculou  as  médias de  cada  grupo,  e os  resultados 
representados em gráficos. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
 5. 1 RESULTADOS DA ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 
 
 
 No  presente  estudo, foi  possível  observar  que,  na  presença  de  colagenase, 
ocorreram tanto alterações macroscópicas e histológicas no músculo gastrocnêmio. 
  Nos animais do grupo I (1º dia) ao fazermos os procedimentos para a retirada 
do  músculo,  encontramos  alterações  macroscópicas  importantes,  tais  como 
hemorragia acentuada no local e uma destruição da fáscia muscular sugerindo uma 
necrose. Os tendões direito estavam frouxos, e os tecidos se desfaziam à palpação 
como evidenciado nas Figuras 19 e 20. Os cortes histológicos do músculo do grupo 
I, estão apresentados nas Figuras 21 e 22. 
 
 
   
 
Figura 19 e 20 – Aspecto macroscópico do músculo direito, grupo I. 
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Figura 21 e 22 – Aspecto histopatológico do músculo do grupo I, solução salina e colagenase HE
. 
 
 
 
Nos  animais  do  grupo  II  (3°dia),  os  achados  macroscópicos  evidenciaram 
alterações menos intensas, com a fáscia muscular em melhor estado. No entanto, foi 
possível observar que os ventres musculares D (colagenase) e E (solução salina), 
apresentavam um aumento de  volume, caracterizando um edema importante. A 
coloração  do  músculo  permaneceu  alterada,  no  entanto,  foram  encontradas  áreas 
com  hematomas.  A  fáscia  muscular  se  desprendia  com  facilidade,  e  os  tendões 
estavam bastante diferentes, com o tendão esquerdo com aspecto normal e o direito 
apresentando zonas de fragilidade (Figura 23). Os cortes histológicos do músculo do 
grupo II, estão apresentados nas Figuras 24 e 25. 
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 Figura 23 – Aspecto macroscópico do músculo, grupo II. 
 
 
 
     
Figura 24 e 25 – Aspecto histopatológico do músculo do grupo II, solução salina e colagenase 
HE. 
 
 
  Nos animais do grupo III (7º dia), os achados macroscópicos evidenciaram a 
permanência de raias de sangue, fáscia com pouca aderência ao tecido muscular, o 
músculo  permaneceu  com  sinais  de  edema  devido  ao  aumento  de  volume,  o 
músculo  estava  túrgido  à  palpação  e  o  tendão  apresentava  lassidão.  O  músculo 
apresentava uma coloração distinta da normal e os tendões permaneciam frouxos e 
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sem o brilho que os  caracteriza (Figura 26). Os cortes  histológicos do músculo do 
grupo III, estão apresentados nas Figuras 27 e 28. 
 
 
   
 Figura 26 – Aspecto macroscópico do músculo, grupo III. 
 
 
 
 
 
Figura 27 e 28 – Aspecto histopatológico do músculo do grupo III, solução salina e colagenase HE. 
 
 
Nos animais do grupo IV (14° dia), o músculo apresentava coloração normal, 
mas a fáscia ligeiramente rompida na face interna e o tendão moderadamente 
brilhante,  mostrando  sinais  de  recuperação  (Figura  29).  Os  cortes  histológicos  do 
músculo do grupo IV estão apresentados nas Figuras 30 e 31. 
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 Figura 29 – Aspecto macroscópico do músculo, grupo IV. 
 
 
 
   
 
Figura 30 e 31 – Aspecto histopatológico do músculo do grupo IV, solução salina e colagenase HE. 
 
 
Nos animais do grupo V (28° dia) como observado na Figura 32, o músculo 
estava  integro,  a  fáscia  aderida ao  músculo  e  o  tendão brilhante, apresentando 
aspecto normal. Os cortes histológicos do músculo do grupo V estão apresentados 
nas Figuras 33 e 34. 
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Figura 32 – Aspecto macroscópico do músculo direito, grupo V. 
 
 
   
 
Figura 33 e 34 – Aspecto histopatológico do músculo do grupo V, solução salina e colagenase HE. 
 
 
 
Nos  animais  do  grupo  controle,  como  esperado,  o  músculo  apresentava 
aspecto normal, integro, com a fáscia aderida ao músculo e o tendão apresentava-
se  brilhante.  Nos  cortes  histológicos  do  músculo,  as  células  encontrava-se 
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cilíndricas, multinucleadas com núcleo periférico, e tecido conjuntivo com abundante 
quantidade de matéria intercelular (Figura 35). 
 
 
 
  
 
Figura 35 – Aspecto histopatológico do músculo do grupo controle
. 
 
 
 
  Portanto, foi possível avaliar a evolução do processo inflamatório, através da 
histopatologia. Após a tendinite aguda, houve um processo de regeneração tecidual 
e  o  músculo  passou  a  ter  características  normais,  indicando  que  28  dias  após  o 
início da indução da tendinite houve uma recuperação satisfatória. 
Vários  autores  têm  estudado  as  tendinites  em  tendões  diversos  e  com 
métodos  de  pesquisa  variados,  bem  como  o  processo  de  cicatrização,  sendo, 
portanto, os processos envolvidos na sua recuperação, bem conhecidos. A maioria 
dos trabalhos trata de alterações morfológicas, bioquímicas, mecânicas e funcionais 
do tendão e outros tantos propõem tratamentos. 
  No presente estudo, foi  possível  observar que, na presença  de colagenase, 
ocorreram alterações bioquímicas e histológicas no músculo (ventre muscular). 
  Segundo Wang et al (2003), o modelo de tendinite induzida pela colagenase é 
similar  às  lesões  tendíneas  naturalmente  acontecidas,  com  inflamação,  edema 
agudo e a destruição da matriz. 
  Na análise histológica, a mensuração dos feixes musculares demonstrou que 
os resultados entre as médias de cada grupo foi estatisticamente insignificante. No 
entanto,  através  da  análise  histopatológica,  foram  encontrados  numerosos  sinais 
inflamatórios nos grupos colagenase II e III. 
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  Os  resultados  obtidos  pela  espectroscopia  Raman  também  evidenciaram 
alterações bioquímicas nos grupos colagenase II e III. 
  Isto pode ser explicado pelo fato de que, a maioria das lesões de tecidos e 
órgãos,  se  inicia  com  alterações  moleculares  ou  bioquímicas  e  só  posteriormente 
ocorrem alterações morfológicas. 
Robins  &  Cotran  (2004)  relatam  que  as  limitações  da  morfologia  no 
diagnóstico das doenças se tornaram mais evidentes recentemente, e o campo da 
patologia diagnóstica se expandiu para englobar abordagens moleculares, biológicas 
e imunológicas na análise das doenças. 
No estudo de Marsolais et al. (2001), utilizando um grupo de ratos foi feita a 
exposição  cirúrgica  do  tendão  calcâneo,  seguida  de  injeção  de  colagenase 
dissolvida em solução fosfato tamponada estéril e, em outro grupo, foi feito a injeção 
de  colagenase  nas  mesmas  condições  que  o  primeiro  grupo,  porém 
percutaneamente.  A  análise  de  seus  resultados  demonstrou  então  que  a  injeção 
percutânea  de  colagenase  constitui  um  modelo  confiável  para  a  indução  de 
tendinite, não sendo necessário realizar procedimentos cirúrgicos para a exposição 
do tendão. 
É  interessante  lembrar  que  o  músculo  esquelético  exibe  considerável 
plasticidade  fenotípica.  O  crescimento  normal  está  associado  à  hipertrofia  celular 
causada  pela  adição  de  mais  miofibrilas  e  mais  sarcômeros  nas  extremidades  da 
célula para igualar o crescimento do esqueleto (BERNE et al, 2004). 
Sabendo que, as alterações morfológicas referem-se às alterações estruturais 
nas  células  ou  nos  tecidos,  que  são  características  da  doença  ou  levam  ao 
diagnóstico  do  processo  etiológico,  precisamos  então  esclarecer  quais  seriam  os 
componentes principais de uma inflamação aguda. 
Robins & Cotran (2005), relacionam três componentes principais: alterações 
no  calibre  vascular,  que  levam  a  um  aumento  do  fluxo  sanguíneo;  alterações 
estruturais na micro circulação, que permitem que proteínas plasmáticas e leucócitos 
deixem  a  circulação; emigração  de  leucócitos  da  microcirculação,  seu  acúmulo  no 
foco da lesão e sua ativação para eliminar o agente nocivo. 
Utilizando  estes  conceitos  e  seguindo  estes autores teríamos  que  conhecer 
quais as  possíveis respostas  que a célula pode dar quando  existem estresses 
fisiológicos  mais  severos  e  alguns  estímulos  patológicos:  desencadear  um  grande 
número de adaptações celulares fisiológicas e morfológicas,  durante as  quais, são 
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alcançados  novos  estados  de  estabilidade,  porém  alterados,  preservando  a 
viabilidade da célula e modulando sua função conforme a resposta a tais estímulos. 
A resposta adaptativa pode consistir em um aumento no número de células, 
chamado  hiperplasia,  ou  em  um  aumento  no  tamanho  de  cada  célula,  chamado 
hipertrofia. A  atrofia  é uma  resposta  adaptativa na  qual  existe uma  redução  no 
tamanho e na função das células. 
Se  os  limites  da  resposta  de  adaptação  ao  estímulo  são  excedidos,  ocorre 
uma  seqüência  de  eventos  que  é  chamada  lesão  celular  (ROBINS  &  COTRAN, 
2005). 
Ainda que um amplo espectro de doenças possa afetar o músculo, o número 
de  reações  patológicas  dos  miócitos  é  relativamente  limitado.  As  seguintes 
alterações patológicas podem ser vistas nas miopatias, bem como nas doenças em 
que  a  patogênese  envolve  fatores  fora  do  músculo  e  somente  envolve, 
secundariamente, as células musculares. 
As formas mais comuns de reação incluem: 
•  A  necrose  segmentar,  destruição  de  uma  porção  do  comprimento  do 
miócitos, pode ser acompanhada de miofagocitose, pois os macrófagos 
infiltram  a região.  A  perda das  fibras  musculares  em  tempo  leva  à 
deposição extensiva de colágeno e infiltração gordurosa. 
•  Vacuolização,  alterações  nas  proteínas  estruturais  ou  organelas  e 
acúmulo de depósitos intracitoplásmicos. 
•  A  regeneração  ocorre  quando  as  células-satélites  localizadas 
perifericamente proliferam-se  e reconstituem a porção destruída da 
fibra. A porção regenerada da fibra muscular em núcleos internalizados 
grandes  e nucléolos proeminentes, e o  citoplasma,  carregado com 
RNA, é basófilo. 
•  A hipertrofia da fibra ocorre em resposta à carga aumentada no local 
do exercício ou em condições patológicas em que as fibras musculares 
são  lesionadas. Fibras grandes podem  dividir-se em um  segmento 
(divisão  da  fibra muscular)  de modo  que  na  secção  transversal,  uma 
única  fibra  grande  contém  uma  membrana  celular  atravessando  seu 
diâmetro,  com  freqüência,  com  núcleos  adjacentes  (ROBINS  & 
COTRAN, 2005). 
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5. 2 RESULTADOS DA ANÁLISE POR ESPECTROSCOPIA RAMAN 
 
 
Entre  várias  técnicas,  a  espectroscopia  Raman  vem  se  destacando  por  ser 
capaz  de  fornecer  informações  detalhadas  sobre  a  composição  química  de  uma 
amostra tecidual sob estudo, pois suas informações são obtidas no nível molecular. 
Essas  informações podem,  então, ser utilizadas  para distinguir tecidos normais  de 
tecidos alterados (HANLON et al., 2000; LORINCZ et al., 2004). 
Visto que cada amostra molecular possui seu próprio conjunto vibracional, o 
espectro  Raman  de  uma  amostra  em  particular  consistirá  de  uma  série  de  picos, 
cada um, deslocado pela sua freqüência vibracional característica daquela molécula, 
fornecendo assim a identificação para a molécula que está sendo estudada. 
Células  e  tecidos  são  constituídos  de  proteínas,  ácidos  nucléicos, 
polissacarídeos,  lipídios,  vitaminas  e  outros  componentes,  os  quais  formam  o 
complexo molecular com uma estrutura extremamente intricada. Todas as doenças, 
sem exceção, são causadas por mudanças na bioquímica celular e/ ou dos tecidos. 
Poucos métodos analíticos 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 atualmente emergindo 
como  métodos  poderosos  para  diagnóstico  médico,  visto  que  alterações 
microscópicas  podem  ser  detectadas  por  espectroscopia  óptica  pelos  sinais 
característicos da doença (SOUZA et al., 2003). 
Contudo,  a  sobreposição  de  bandas  espectrais  (FURUSJO  et  al.,  1998; 
BIJLSMA,  SIMILDE,  1999)
 
e  os  efeitos  de  fluorescência  da  matriz  de  tecidos 
biológicos (HIRSCHFELD, CHASE, 1986; SCHRADER et al., 1999; HANLON et al., 
2000;  MAQUELIN  et  al.,  2000),  conferem  ao  sistema  características  não  lineares 
que podem dificultar sua identificação.  
Uma alternativa bastante viável para minimizar estes efeitos de fluorescência 
tecidual,  utilizando  espectroscopia  Raman, é  a  aplicação  de  métodos não  lineares 
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de classificação/calibração multivariada (SEKULIC et al., 1993; ZUPAN et al., 1994; 
CHAN et al., 1997; CLADERA et al., 1997;). Dentre estes métodos, destacam-se os 
métodos quimiométricos de reconhecimento de padrões (MELLO et al., 1999). 
Para  permitir  a  análise  dos  dados,  foi  obtido  um  espectro  médio  de  cada 
grupo e, em seguida, foi feita a comparação entre os espectros médios dos Grupos 
I, II, III, IV e V, lado direito (colagenase). 
 
 
FIGURA 36 – Espectros Raman no infravermelho próximo de músculos de ratos (grupo I) colagenase, 
estimulados a 785nm (tempo exposto, 20 segundos; potência do laser, 250mW), antes de realizar o 
tratamento dos dados. 
 
 
Através destes métodos quimiométricos foi possível realizar a minimização da 
fluorescência  das  amostras  e  obter  os  espectros  de  cada  grupo.  Nota-se  que  as 
alterações características de  cada grupo encontram-se na  banda  amida, a qual 
apresenta um pico no grupo II e III, que diminui nos grupos I e IV e V (Figura 37). 
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Figura 37 – Espectros Raman no Infravermelho próximo, das médias dos grupos 
colagenases.Ventre muscular estimulado a 785nm (tempo exposto, 20 segundos, potência do laser 
250 mW), após tratamento quimiométrico. 
 
 
  Realizando  a distribuição  dos espectros  em  classes de  um  dendograma, 
observou-se que o Grupo II e III formam um ramo distinto dos outros grupos e temos 
outra seqüência de proximidades que são os grupos I, IV e V (Figura 38). 
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FIGURA 38 – Dendograma baseado na média dos espectros dos Grupos I, II, III, IV e V colagenase, 
lado direito.
 
 
 
Na  comparação  dos  espectros  médios  do  Grupo  I,  lado  direito,  com  os 
espectros médios dos Grupos I, II, III, IV e V, lado esquerdo, não foi possível fazer 
uma diferenciação, impossibilitando a formação de um Dendograma. 
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Figura 39 – Espectros Raman no Infravermelho próximo, das médias dos grupos solução 
salina.Ventre muscular estimulado a 785nm (tempo exposto, 20 segundos, potência do laser 250 
mW), após tratamento quimiométrico. 
 
 
Portanto, pode-se sugerir que as alterações observadas na banda amida 
entre  os  espectros  de  tecido  muscular  normal  e  espectros  dos  vários  estágios  de 
tendinite  sejam decorrentes  do  aumento de  células  inflamatórias,  alterações  no 
tecido  conjuntivo que envolve as  fibras e liberação de mediadores químicos, entre 
outros fatores. 
Min  et  al  (2005),  coletaram  amostras  de  tecidos  de  pulmão  normais  e 
cancerígenos  de  35  pacientes  com  câncer  de  pulmão  e,  pela  análise  por 
espectroscopia  Raman,  foi  possível  fazer  uma  distinção  clara  entre  amostras  de 
tecido  fresco  com  câncer  e  normal.  Este  estudo  foi  feito  com  dois  diferentes 
comprimentos  de  ondas,  785nm  e  1064nm.  Com  785nm  de  estímulo,  não  houve 
nenhuma  faixa  Raman  reconhecível  no  espectro  devido à  forte  fluorescência  de 
fundo que disfarçava os espectros Raman. Por outro lado, no caso do estímulo de 
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1064nm, uma proporção alta de sinal para ruído, o espectro Raman foi medido sem 
dificuldade. 
Estes  autores  citados  encontraram,  neste  estudo,  realizado  com  câncer  de 
pulmão,  que  na  intensidade  de  1659  cm
-1
  na  banda  amida  I,  a  vibração  aumenta 
notavelmente, indo do estado normal para o cancerígeno. 
 
 
 
FIGURA 40 – Espectros Raman no infravermelho próximo de tecido cancerígeno de pulmão humano 
fresco. (a) Estimulado a 785nm [tempo exposto, 1 minuto; potência do laser, 46mW; largura da fenda, 
50 µm (5 cm
-1
)]; (b) Estimulado a 1064nm [tempo exposto, 5 minutos; potência do laser, 38mW; 
 
 
 
  
 
FIGURA 41 – Padrão dos espectros Raman no infravermelho próximo obtidos de tecidos de pulmões 
humanos cancerígenos e normais. FONTE: MIN, Y.K. et al. Journal of Raman Spectroscopy, n. 36, p. 
73-76, 2005. 
 
 
No estudo de Manoharan et al. (1998), foi utilizado um comprimento de onda 
de 830 nm para analisar amostras de tecido mamário. Este estudo demonstrou que 
os  espectros  Raman  contêm  as  informações  necessárias  para  diferenciar  tecidos 
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mamários  normal,  benigno  e maligno.  No  entanto, os  autores  sugeriram  que  deve 
haver  pesquisas  mais  aprofundadas  que  abranjam  desde  a  interpretação  da 
informação espectral até o detalhamento do nível bioquímico.  
De acordo com estes autores, quando o câncer se desenvolve, o tecido torna-
se denso devido ao aumento dos componentes de fibra, em geral proteínas como o 
colágeno. Essa mudança na concentração de proteína é a mais provável causa do 
aumento na intensidade da banda amida I, em tecidos cancerígenos. 
Venkata  Krishna  et  al.,  (2001),  citado  em  Min  et  al.,  (2005),  estudaram 
espectros Raman de tecidos bucais com 785nm de estímulo. Também neste estudo, 
interpretou-se  as  diferenças  dos  espectros  entre  amostras  de  tecidos  malignos  e 
normais  como  originárias  da  mudança  na  composição  de  proteínas  com  o 
desenvolvimento do câncer. 
Hanlon  et  al.,  (2000),  estudaram  a  aplicação  da  espectroscopia  Raman  na 
aterosclerose  utilizando  amostras  de  artérias  coronárias  obtidas  de  corações 
humanos. 
Seus  resultados  indicaram  que  existem  diferenças  espectrais  significativas 
entre  a  maioria  dos  aspectos  morfológicos  encontrados  em  artérias  coronárias 
normais e placas ateroscleróticas. 
Frank et al. (1995), usou um comprimento de onda 784 nm de excitação para 
obter espectros Raman de tecido mamário normal, benigno (fibrocístico) e maligno 
(carcinoma). Eles observaram uma mudança na banda 1439 cm
-1
 no tecido normal 
para  1450  cm
-1
  no  tecido  maligno  e  atribuíram  esta  mudança  ao  aumento  da 
concentração de proteínas nas amostras malignas. 
Usando uma área proporcional de bandas de 1654 –  1439 cm
-1
, eles foram 
capazes de diferenciar facilmente o tecido maligno e tecido normal. Entretanto, eles 
não  conseguiram  demonstrar  diferenças  estatisticamente  significante  entre 
mudanças de tecidos maligno e benigno. 
Baseado no estudo de Frank et al. (1995), Manoharan et al. (1998), utilizaram 
um  comprimento  de  onda  de  830  nm  para  analisar  amostras  de  tecido  mamário 
normal,  benigno  e  maligno,  obtidas  por  biópsias.  Infelizmente,  os  aspectos 
espectrais  foram  insuficientes  para  separar  todas  as  três  categorias.  Foi  possível 
diferenciar  amostras  de  tecido  normal  e  maligno  com  alta  sensibilidade  e 
especificidade.  Entretanto,  as  amostras  benignas  não  foram  bem  separadas  das 
malignas. 
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Estes  estudos  demonstraram  que  os  espectros  Raman  contêm  as 
informações  necessárias  para  diferenciar  tecidos  mamários  normal,  benigno  e 
maligno.  No  entanto,  teve  haver  pesquisas  mais  aprofundadas  tanto  sobre  a 
interpretação da informação espectral até o detalhamento do nível bioquímico. 
Pesquisado  por  vários  autores (ONG  et al.,  1997;  KITAJIMA  et  al.,  1993; 
MIZUNO  et al.,  1992; TASHIBU,  1990  apud  WOLTHUIS et  al. 2001),  a análise 
espectroscópica de tecido cerebral tem avançado significativamente. 
Wolthuis  et  al  (2001),  investigaram  a  possibilidade  de  se  utilizar  à 
espectroscopia  Raman  para mensurar a  concentração de água no tecido  cerebral, 
visando sua aplicação no controle de edema cerebral, um dos fatores mais comuns 
de morbidade em pacientes com patologia cérebrovasculares. 
Utilizando cérebros de porcos em seu estudo, com um comprimento de onda 
de  720  nm,  eles  demonstraram  que  é  possível  determinar  a  fração  de  água  no 
cérebro com uma acurácia melhor que 0,01, numa escala de 0,75-0,95, utilizando a 
espectroscopia  Raman  e  modelamento  com  PLS  (Partial  Least  Squares) 
(WOLTHUIS et al., 2001). 
Souza  et  al  (2003),  utilizou  a  espectroscopia  Raman  em  um  estudo  de 
avaliação do ácido láctico intramuscular e demonstrou claramente que o sistema é 
capaz  de  identificar  o  ácido  láctico  presente  na  musculatura  esquelética  em 
concentrações  semelhantes  às  fisiológicas,  pois  o  poder  de  definição  vibracional 
deste sistema permite uma alta resolução. Além disso, o sistema foi capaz de avaliar 
a difusão do ácido láctico em relação ao tempo, mesmo com a interferência do baixo 
sinal Raman. 
Ribeiro  (2004)  conseguiu  em  um  trabalho  criterioso, dados  confiáveis  na 
comprovação  da  eficiência  da  espectroscopia  Raman  na  determinação  e 
identificação de bactérias gastrintestinais. Segundo este autor, a  perspectiva de 
utilização da espectroscopia de baixa resolução para determinação de bactérias em 
meios de cultura sólidos ou líquidos é extremamente atraente dada à simplicidade 
experimental  dos  métodos  envolvidos,  os  baixos  limites  de  detecção  possíveis  de 
serem  alcançados  e  principalmente  a  possibilidade  de  identificar  bactérias  de  um 
modo extremamente rápido. 
Silva (2005) utilizou a espectroscopia Raman, com espectrômetros de baixa 
resolução,  e  métodos  quimiométricos  avaliando  tendões  de  ratos  Wistar,  após  a 
indução da tendinite por colagenase, em diferentes tempos da inflação. Foi possível 
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avaliar  a  evolução  do  processo,  correlacionando  com  a  histopatologia  e  concluiu 
que,  após  a  tendinite  aguda,  mesmo  passando  pelas  etapas  normais  de  um 
processo  de  regeneração  tecidual,  um  tendão  não  volta  a  ter  as  mesmas 
características  moleculares  de  um  tendão  normal,  indicando  que  28  dias  após  o 
início da  indução da tendinite as amostras não apresentaram  uma recuperação 
satisfatória. 
Um  fator  interessante  e  muito  importante  nas  aplicações  da  espectroscopia 
Raman  em  amostras  biológicas  é  a  correta  escolha  do  comprimento  de  onda  de 
excitação.  A  maioria  das  moléculas  biológicas  possui  transições  dos  níveis 
eletrônicos em comprimentos de onda na região do ultravioleta e visível. Fazendo-se 
uso de laseres visíveis para a excitação Raman, como o laser de íon de argônio, por 
exemplo,  a  fluorescência  dessas  biomoléculas  acaba  predominando  sobre  o  sinal 
Raman.  Como  essas  moléculas  não  apresentam  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 (SOUSA 
et al., 2003). 
Entretanto,  novos  estudos  devem  ser  realizados  para  que  se  possa  afirmar 
com maior precisão quais alterações encontradas durante a evolução do processo 
de inflamação e as alterações encontradas nos espectros Raman. 
Concluindo, a distribuição destes espectros em classes de um dendograma, 
observa-se  que  o  Grupo  I  e  II  colagenase  formam  um ramo  distinto  dos  outros 
grupos o que corrobora com a histopatologia. 
Trata-se ainda de uma tecnologia em desenvolvimento, na qual se percebe a 
necessidade  de  um  sistema  mais  robusto  e  fechado,  que  apresente  maior 
especificidade e menor custo, para ser utilizado na prática por profissionais da área. 
As  futuras  aplicações  diagnósticas  da  espectroscopia  Raman  dependem  da 
habilidade  dos  pesquisadores  em  aprofundar  e  entender  a  origem  dos  aspectos 
espectrais.  O  modelamento  seja  químico  ou  morfológico,  é  a  “chave”  para  a 
descoberta das repostas (HANLON et al., 2000). 
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6. CONCLUSÃO 
 
  
  No presente estudo, foi  possível  observar que, na presença  de colagenase, 
ocorreram  alterações  macroscópicas,  histológicas  e  bioquímicas  no  músculo 
gastrocnêmio. 
  O processo inflamatório foi mais intenso nos 3 primeiros dias e após 28 dias o 
músculo já apresentava sinais de recuperação. 
  A  espectroscopia  Raman,  aliada  aos  métodos  quimiométricos,  permitiu 
acompanhar  as  alterações  ocorridas  no  ventre  muscular  durante  os  diferentes 
tempos  do  experimento,  qualificando  esta  técnica como  um  método  eficaz  e  de 
grande potencial para o estudo das tendinites na fase aguda. 
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Introdução
 
 
Os tendões são estruturas anatômicas interpostas entre músc
ulos e ossos, 

que  transmitem  a  força  gerada dentro  do músculo  ao  osso,  tornando  possível  o 

movimento articular
1
. 
 
Os elementos básicos dos tendões são feixes de colágeno, células e matriz 

extracelular  (substância  viscosa  rica  em  proteoglicanas).  O  colágeno
  provê  o 

tendão  com  resistência  tênsil, enquanto  a  matriz  extracelular  fornece  suporte 

estrutural  para  as  fibras  colágenas  e  regula  a  transformação  extracelular  de 

procolágeno  em  colágeno  maduro
1
.  Assim  como  outros  tecidos  conectivos 

fibrosos,  os  tendões  s
ão  compostos  primariamente  por  colágeno  tipo  I,  com 

quantidades menores dos tipos III, IV, V e VI
2,3
. 
Lesões  tendinosas  são  comumente  vistas  na  prática  esportiva  e  têm 

aumentado  sua  incidência  recentemente
3,4
.  Estimativas  do  Bureau  of  Labor 

Statistics (USA
) indicam que lesões tais como tendinites somam 48% das doenças 

ocupacionais  relatadas.  Os  números  na  medicina  esportiva  são  similarmente 

impressionantes. Estima-
se que lesões por overuse correspondam de 30 a 50% do 

total das lesões esportivas
5
. 
A causa  ma
is comum das lesões  tendíneas são os esforços excessivos e 

repetitivos,  que  provocam  micro-
traumas  nos  tecidos, levando, assim,  a  rupturas 

tendíneas  espontâneas,  principalmente  nas  atividades  esportivas.  Essas  lesões 

são  também  chamadas  de  síndromes  por  ov
eruse  e/ou  overload,  resultando  na 

inabilidade  do  tendão  em  suportar  qualquer  tensão  adicional,  isto  é,  um  ponto 

onde  os  elastômeros  biológicos  apresentam  ruptura,  no  nível  molecular,  as 

ligações  colágenas  começam  a  se  quebrar,  ou  uma  situação  bioquímica  l
ocal  é 

criada  impossibilitando  a  continuidade  do  processo  funcional,  por  exemplo, 

acúmulo de radicais ácidos (acidose lática). Se a lesão causada pelo movimento 

repetitivo continua até exceder a capacidade de reparação do tendão, uma lesão 

tendínea sintomá
tica ou tendinite irá se desenvolver. A estrutura do tendão pode 
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romper-se, resultando em inflamação, edema e dor
4,5,6
. 
Algumas pesquisas forneceram evidências de que sobrecarga, overuse, 

compressão,  degeneração  intrínseca, irritação  química e  tenotomia  pa
rcial  ou 

completa,  induzem  um  dano  estrutural  e  inflamação  no  tendão,  que  são 

histopatologicamente semelhantes àqueles observados no  músculo  esquelético 

após uma lesão
7
. 
Tendinopatia é um termo genérico usado para descrever todas as doenças 

que se originam nos tendões e ao redor deles
1
. As diferentes maneiras com que o 

organismo  reage  frente  à  agressão  tenossinovial  são:  tendinites,  paratendinites, 

tenossinovites, apofisites ou uma combinação de todas estas entidades
4
. 
Tendinite  é  uma condição  na  qual  o  ten
dão  agredido  exibe  uma  resposta 

inflamatória
1,2
. Deve-
se levar em conta, porém, que em todos os casos de lesões 

tendíneas a inflamação é a parte inicial do processo de reparação tecidual
4
. 
A seqüência do aparecimento das células inflamatórias após uma agre
ssão 

é um  processo pouco estudado tendões traumatizados,  tendo sido  estudado por 

apenas  alguns  autores.  O  acúmulo  de  células  inflamatórias  baseia-
se  no 

recrutamento de novas células provenientes do sistema circulatório ou na mitose 

das células inflamatória
s residentes. O recrutamento de novas populações de 

células inflamatórias através de substâncias quimiotáticas parece ser o mecanismo 

primário pelo qual as células se acumulam no tecido danificado. Os neutrófilos são 

normalmente as primeiras células a apar
ecer nos locais de infecção ou inflamação, 

onde liberam citocinas, que podem atrair macrófagos, e uma variedade de agentes 

destrutivos, tais como radicais  livres e proteases
7
. A concentração de neutrófilos 

normalmente  declina 24h após a  lesão e  neutrófilos
 apoptóticos  são fagocitados 

pelos  macrófagos  ou  fibroblastos
8
.  As  populações  de  macrófagos  se  tornam  os 

subconjuntos  de  células  predominantes  até  o  final  do  processo  inflam
atório. 

Macrófagos ativos  podem liberar  o fator de  crescimento (TGFβ
1
) que induz a 

síntese  de  matriz  extracelular  e  inibe  sua  degradação e  estimula  fibroblastos  ou 

células-
tronco a proliferar. Colágeno e proteoglicanas são secretados e quaisquer 

rupturas no tecido são eventualmente reparadas por fibras de colágeno
7,9
. 
A  resistência  e  firmeza  de  um  tendão  são  fornecidas  pelas  ligações 

cruzadas que ocorrem entre as numerosas fibras de colágeno. Em decorrência do 

desarranjo destas fibras pela hemorragia e pelo
 infiltrado de células inflamatórias a 

resistência  de  um  tendão  tende  a  diminuir,  assim  como  quando  ele  sofre  uma 

injúria ou inflamação
10
. 
À  medida  que  o  tendão  se  recupera,  a  tendinite  pode  ser  dividida  em  4 

estágios: estágio de necrose, estágio de prolif
eração, estágio de remodelamento e 

estágio de maturação. Durante esse processo de recuperação, as fibras colágenas 

destruídas  são  reparadas para  reaver  a  força  e  rigidez,  enquanto  o tecido  de 

granulação  gradualmente  se  condensa  em  tecido  cicatricial  e  dimi
nui  sua 

celularidade
10
. 
Experimentalmente,  a  tendinite  pode  ser  induzida  através  de  alguns 

modelos já validados, como  isquemia provocada  no tendão
10
 ou aplicação  de 

substâncias inflamatórias clássicas
11
. Entretanto, conforme descrito na literatura, a 

colag
enase  produzida  por  fibroblastos  e  células  inflamatórias  é  a  única  enzima 

capaz de induzir a  degradação  da conformação  em  tripla  hélice do  colágeno
7,12
, 

sendo um modelo conhecido. 
A  avaliação  do  processo  inflamatório  intra-
tendíneo  experimental 

geralmente 
é  feita  através  de  estudo  histopatológico  utilizando  colorações 

clássicas: hematoxilina-
eosina, picrosirius red e tricrômico de Gomori, sendo estas 
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duas últimas ideais para o estudo do colágeno. 
S
S
a
a
b
b
e
e
-
-
s
s
e
e
,
,
 
 
t
t
a
a
m
m
b
b
é
é
m
m
,
,
 
 
q
q
u
u
e
e
 
 
a
a
 
 
u
u
t
t
i
i
l
l
i
i
z
z
a
a
ç
ç
ã
ã
o
o
 
 
d
d
e
e
 
 
m
m
e
e
i
i
o
o
s
s
 
 
m
m
o
o
d
d
e
e
r
r
n
n
o
o
s
s
 
 
d
d
e
e
 
 
d
d
i
i
a
a
g
g
n
n
ó
ó
s
s
t
t
i
i
c
c
o
o
 
 
p
p
o
o
r
r
 
 
i
i
m
m
a
a
g
g
e
e
m
m
 
 
p
p
o
o
s
s
s
s
i
i
b
b
i
i
l
l
i
i
t
t
a
a
 
 
u
u
m
m
a
a
 
 
m
m
e
e
l
l
h
h
o
o
r
r
 
 
i
i
d
d
e
e
n
n
t
t
i
i
f
f
i
i
c
c
a
a
ç
ç
ã
ã
o
o
 
 
d
d
a
a
s
s
 
 
d
d
o
o
e
e
n
n
ç
ç
a
a
s
s
 
 
t
t
e
e
n
n
d
d
í
í
n
n
e
e
a
a
s
s
,
,
 
 
c
c
o
o
l
l
a
a
b
b
o
o
r
r
a
a
n
n
d
d
o
o
 
 
p
p
a
a
r
r
a
a
 
 
o
o
 
 
t
t
r
r
a
a
t
t
a
a
m
m
e
e
n
n
t
t
o
o
4
4
. 
A  perspectiva  de  utilização  da  espectroscopia  Raman
13
  de  baixa 

resolução
14,15,16,17
,  para  a  quantificação  do  processo  inflamatório  tendíneo  e 

alter
ação na estrutura colágena é extremamente atraente dada à possibilidade se 

obter um fingerprint das transformações teciduais, podendo-
se detectar além das 

alterações  ultra-estruturais,  alterações  moleculares.  Acrescenta-
se  a  isso  os 

baixos  limites  de  detec
ção  possíveis  de  serem  alcançados  e,  principalmente,  a 

diferenciação  química  a  ser  obtida.  Contudo,  a  sobreposição  de  bandas 

espectrais
18,19 
e os efeitos de fluorescência da matriz
20,21,22,23
, conferem ao sistema 

características  não  lineares  que  podem  difi
cultar a quantificação  do processo 

inflamatório em questão. 
 
Uma alternativa bastante viável para a quantificação da tendinite, utilizando 

espectroscopia Raman 2D de baixa resolução (LRRS), é a aplicação de métodos 

não  lineares  de  classificação/calibração  multivariada
24,25,26,27
.  Dentre  os  métodos 

não  lineares  de  classificação/calibração  multivariada,  possíveis  de  serem 

aplicados  neste  caso,  destacam-
se  as  redes  neurais, e  mais  recentemente  as 

redes neurais com apodização, e as redes neurais com cresciment
o em cascata, 

podendo-
se  desenvolver  sistemas  automatizados  para  o  reconhecimento  de 

padrões diagnósticos. 
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Os métodos tradicionalmente empregados para a  análise  de  processos 

inflamatórios 
teciduais (observação microscópica, p. ex.) fornecem  somente uma 

visão  qualitativa  destes  processos,  não  sendo  possível  quantificar  as  alterações 

ultra-
estruturais  e  moleculares  dos  tecidos  sob  análise,  dificultando  o 

conhecimento detalhado destes processos. 
Assim sendo, o desenvolvimento de novos métodos de análise que permitam a 
identificação e quantificação destas alterações, principalmente àquelas que se referem ao 
colágeno, é extremamente desejável e importante. 
Saindo-se  da  dimensão  tecidual  clássica 
(macro  e  microscopia)  e  direcionando 

para  a  dimensão  molecular,  encontramos  na  espectroscopia  Raman  a 

possibilidade de quantificar a inflamação e fibroplasia das lesões tendinosas, visto 

que  os  espectros  Raman  são  fingerprints  da  estrutura  das  moléculas  qu
e 

compõem os tecidos avaliados. Este fato é de grande relevância, pois abre-
se a 

possibilidade de comparar à eficiência de métodos de análise de  tecidos em 

diferentes escalas, partindo-
se do nível molecular para o microscópico. É possível 

assim,  correlacio
nar  as  alterações  químicas  ocorridas,  obviamente,  no  nível 

molecular,  com  as  alterações  morfológicas  macroscópicas  observadas  no 

desenvolvimento  da  tendinite,  resultando  no  conhecimento  detalhado  deste 

processo. 
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Compara
r  correlativamente  a  espectroscopia  Raman,  como  método  de 

análise,  com  a  histopatologia  clássica  do  tecido  tendíneo  na  tendinite 

experimentalmente induzida pela colagenase no tendão do músculo gastrocnêmio 

de  Rattus norvegicus da variedade Wistar, adquirin
do  ao final do  projeto  um 

conhecimento aprofundado do sistema em questão.
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Neste  trabalho,  será  realizada  a  correlação  entre  o  método  de 

espectroscopia  Raman,  como novo método de análise h
istopatológico, com  a 

histopatologia do tecido tendíneo no modelo de tendinite experimental induzida por 

colagenase. 
Será utilizado o Tendão Calcâneo Comum de ratos machos, espécie 
Rattus 

norvegicus, variedade Wistar, peso aproximado de 200g, sem variação 
acentuada 
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de idade. 
O  experimento  englobará  48  animais,  divididos  em  6  grupos.  Os  animais 

dos Grupos Um (n=8), Dois (n=8), Três (n=8), Quatro (n=8) e Cinco (n=8
)e ratos) 

receberão uma injeção intratendínea de 30µl de colagenase (10mg/ml; Sigma, C-
6885),  u
sando  agulha  30G,  no  tendão  calcâneo  direito.  A  colagenase  será 

dissolvida em solução Solução Salina Tamponada Estéril de Fosfato. Nos mesmos 

animais  será  aplicada  uma  injeção  intratendínea  com  30µl  apenas  da  Solu
ção 

Salina  Tamponada  Estéril  de  Fosfato,  us
ando  agulha  30G,  no  tendão  calcâneo 

esquerdo. 
O Grupo Seis será o Grupo Controle e os animais receberão uma injeção 

com  30µl  da  Solu
ção  Salina  Tamponada  Estéril  de  Fosfato  no  tendão  calcâneo 

esquerdo. No tendão calcâneo direito os animais não receberão nem
 a aplicação 

de colagenase, nem da solução de fosfato. 
  Após a realização dos procedimentos, os animais serão sacrificados para a retirada de amostras do tendão direito e 
esquerdo para a obtenção dos espectros Raman e análise histopatológica na seqüência cronológica abaixo: 
Grupo 1: um dia após a injeção de Colagenase 
Grupo 2: três dias após a injeção de Colagenase 
Grupo 3: sete dias após a injeção de Colagenase 
Grupo 4: quatorze dias após a injeção de Colagenase 
Grupo 5: vinte e oito dias após a injeção de Colagenase 
Grupo Controle: dez dias após a injeção da solução de fosfato. 
Os  resultados  experimentais  obtidos,  isto  é,  os  espectros  Raman  dos 

referidos  tecidos,  serão  submetidos  aos  seguintes  métodos  matemáticos  e 

estatísticos: 
1.  Testes estatísticos para detecção e remoção de ‘outliers’. 
2.  Filtros de Fourier para minimização de ruído. 
3. 
Modelamento  dos  dados  utilizando  redes  neurais,  redes  neurais  com 

apodização, redes neurais com crescimento em cascata, PLS, PLS polinomial, 

PLS redes neurais e FFT-AG-PLS. 
4.  Avaliação dos erros de previsão. 
5.  Aplicação de testes estatísticos para seleção do melhor método de 
modelamento. 
Resultados esperados: 
Os métodos tradicionalmente empregados para a  análise  de  processos 

inflamatórios teciduais (observação microscópica, p. ex.) f
ornecem somente  uma 

visão  qualitativa  destes  processos,  não  sendo  possível  quantificar  as  alterações 

ultra-
estruturais  e  moleculares  dos  tecidos  sob  análise,  dificultando  o 

conhecimento detalhado destes processos. 
Assim sendo, o desenvolvimento de novos métodos de análise que permitam a 
identificação e quantificação destas alterações, principalmente àquelas que se referem ao 
colágeno, é extremamente desejável e importante. 
Saindo-
se  da  dimensão  tecidual  clássica  (macro  e  microscopia)  e  direcionando 

para  a  d
imensão  molecular,  encontramos  na  espectroscopia  Raman  a 

possibilidade de quantificar a inflamação e fibroplasia das lesões tendinosas, visto 

que  os  espectros  Raman  são  fingerprints
  da  estrutura  das  moléculas  que 

compõem os tecidos avaliados. Este fato é de grande relevância, pois abre-
se a 
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possibilidade de comparar à eficiência de métodos de análise de  tecidos em 

diferentes escalas, partindo-
se do nível molecular para o microscópico. É possível 

assim,  correlacionar  as  alterações  químicas  ocorridas,  obviame
nte,  no  nível 

molecular,  com  as  alterações  morfológicas  macroscópicas  observadas  no 

desenvolvimento  da  tendinite,  resultando  no  conhecimento  detalhado  deste 

processo. 
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