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“A vida sem ciéncia ¢ uma espécie de morte”
(Socrates)



RESUMO

As lesdes dos tenddes dos musculos fibulares consistem em uma causa frequente de dor
lateral e instabilidade do tornozelo. Apesar de menos frequente, a lesdo do tenddo do
musculo fibular longo vém ganhando importancia na investigacdo diagnostica. A
etiopatogenia mecanica ¢ a mais comum, sendo o sulco do osso cuboide um local de atrito
dos tenddes. As referéncias na literatura sobre suas consideragdes anatomopatologicas sdo
exiguas. O objetivo do trabalho ¢ definir e identificar as variagdes dos aspectos morfologicos
desta microregido e sua relacdo com as alteragdes histoldgicas do tenddo do musculo fibular
longo. Foram analisados 60 tenddes e 60 ossos cuboides de cadaveres, divididos em 3 grupos
etarios de 10 cadaveres (20 tenddes/cuboides): Grupo 1 (15 a 40 anos), Grupo 2 (41 a 65
anos), Grupo 3 (acima de 65 anos). Foi observado a presenca ou auséncia do os peroneum e
medida as dimensdes de profundidade, largura e comprimento do tinel do osso cubdide. O
tenddo do musculo fibular longo foi cortado em 3 niveis: proximal (A), intra (B) e distal (C)
ao sulco e analisados histologicamente, na coloracdo de Hematoxilina-Eosina (para
densidade celular), e Picrosirius Red (quantificacdo do coldgeno). O Grupo etario 1 mostrou
a seguinte quantidade de células por campo em média: no corte A 445,08, no corte B 590,14
e no corte C 575,87. O grupo 2 no corte A 576,08, no corte B 655,67 e no corte C 595,67. No
Grupo 3 no corte A 656,87, no corte B 685,93 e no corte C 678,10. Na quantificagdo do
coldgeno os percentuais de colageno tipo I e III foram medidos e realizados andlises
estatisticas para correlagdo dos dados em relagdo a espessura do tunel, idade e presenca ou
ndo do os peroneum, obtendo-se correlacdo do aumento do percentual do colageno tipo III
com a largura e a altura do tunel e idade. As conclusdes sdo que as dimensdes do 0sso
cuboide ndo tiveram variacdo entre os grupos etarios, houve variacdo correlata entre
alteragcdes de altura, largura do tunel e idade com o aumento de densidade celular e
percentual de colageno tipo III (fibras de menor resisténcia mecéanica) do tendao do musculo
fibular longo, podendo ser essa uma causa de estresse mecéanico e consequente tendinose ou

rotura do tenddao do musculo fibular longo.

Palavras-chave: Tendinopatia. Fisiopatologia. Ossos do Tarso



ABSTRACT

The peroneus tendons lesion is a frequent cause of lateral pain and instability of the ankle.
Although less frequent, the peroneus longus tendon lesion have been gaining importance in
the diagnostic investigation. Mechanical etiopathogenesis is the most common and cuboid
bone groove is a friction site. The references of the literature on its anatomopathological
considerations are limited. The objective of this study is to define and identify the variations
of the morphological aspects of this microregion and its corrrelation with histological
alterations of the peroneus longus tendon. A total of 60 tendons and 60 ciboid bones, divided
into 3 age groups of 10 corpses (20 tendons / cuboids) were analyzed: Group 1 (15-40 years),
Group 2 (41-65 years), Group 3 years). The presence or absence of os peroneum was
observed and the dimensions of depth, width and length of the cuboid groove were
measured. The tendon was cut at 3 levels: proximal (A), intra (B) and distal (C) to the groove
and analyzed histologically, in the staining of Hematoxylin-Eosin (for cell density), and
Picrosirius Red (collagen quantification). Age group 1 showed the following number of cells
per field on average: in section A 445.08, in section B 590.14 and in section C 575.87. Group
2 in cut A 576.08, cut B 655.67 and cut C 595.67. In Group 3 in the cut A 656.87, in the cut
B 685.93 and in the cut C 678.1. In the collagen quantification the percentages of collagen
type I and III were measured and statistical analyzes were carried out for correlation of the
data in relation to the thickness of the tunnel, age and presence or not of the os peroneum,
obtaining correlation of the increase of the percentage of collagen type III with the width and
the height of the tunnel and age. The conclusions were that the dimensions of the cuboid
groove had no variation between the groups. There was a correlative variation between
changes in tunnel (height and width) and age with the increase of cellular density and
percentage of collagen type III of the tendon, which may be a cause of mechanical stress and

consequent tendinosis or rupture of the peroneus longus tendon.

Keywords: Tendinopathy. Physiopathology. Tarsal Bones
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1 INTRODUCAO

As lesoes dos tenddes dos musculos fibulares sdo uma importante causa de dor lateral
no retropé e instabilidade do tornozelo (MAJOR et al., 2000) . Monteggia (1803) foi o
primeiro a descrever as lesdes desses tenddes, decorrentes de subluxagdes em bailarinas. Os
mecanismos de injuria sdo pela instabilidade dos tenddes, ou motivados pela lesdo
degenerativa dos tenddes fibular curto e/ou fibular longo (CERRATO; MYERSON, 2009).

Embora sejam menos frequente do que as lesdes do tendao do musculo fibular curto ,
as lesdes do fibular longo ganharam importancia nos ultimos anos, e muitas vezes sdo
esquecidas e ndo diagnosticadas corretamente quando um paciente ¢ acometido de dor lateral
e instabilidade do retropé e do tornozelo (AKIKI, 2013). As lesdes podem ser agudas,
decorrentes de traumas (SOBEL et al., 1994) ou cronicas, atribuidas a degeneragao do tendao
com ou sem lesdes longitudinais (SAMMARCO, 1994). Os fatores que influenciam nas
lesdes cronicas dos tenddes sdo importantes na prevencdo e na definicdo das estratégias de
tratamento, sendo ainda pouco elucidados nos tenddes do musculo fibular longo
(FUKUNAGA; KAWAKAMI, 2005).

O musculo fibular longo est4 ativo durante a posi¢ao intermediaria e terminal como
eversor do pé, ¢ um estabilizador do primeiro raio, e um flexor plantar secundario do pé
(SLATER, 2007). E responsavel por 35% da forca total de eversdo do retropé. Os muisculos
fibulares também contribuem com 4% da forca total de flexdo plantar (MANOLI;
GRAHAM, 2005) . A lesdo aguda no tenddo fibular longo saudéavel ¢ o resultado de uma
entorse em inversao subita ou eversdo forgada do pé¢ (LUCAS; PHILBIN; JACOB, 2012).

O musculo fibular longo origina-se na fibula proximal, torna-se tenddo apenas
proximal ao maléolo lateral, passando por um tunel fibro-6sseo com o tenddo fibular curto,
posterior a este maléolo. O tenddo fibular longo corre juntamente ao curto até passarem o
tubérculo peroneiro do calcdneo onde os dois tenddes entram em bainhas separadas. O
fibular longo passa, entdo, por baixo do retindculo peroneiro inferior, entrando em um
segundo tunel criado pelo ligamento plantar longo e o sulco do osso cubdide. A sua inser¢ao
ocorre em leque na base do primeiro raio e no osso cuneiforme medial (HJ et al., 2018).

O osso cuboide tem forma cubica, ¢ o mais lateral da fileira distal do tarso.
Posteriormente, apresenta uma faceta articular para o osso calcdneo e anteriormente duas
facetas para os quarto e quinto ossos do metatarso. Em sua superficie medial hé faces
articulares para os ossos cuneiforme lateral e navicular. Anteriormente a tuberosidade do

cuboide, nas faces lateral e inferior do osso, ha um sulco para o tendao do musculo fibular
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longo (MANGANARO; DOLLINGER, 2019). A tuberosidade do cubdide serve, portanto,
de parede proximal do sulco que ¢ obliquamente orientado, sendo seu teto a superficie
plantar do osso, e completando seus limites a parede anterior do cuboide, formando um sulco
na estrutura 6ssea. O ligamento plantar longo e as fibras arciformes que se estendem desde a
tuberosidade cuboide para a borda cubdide anterior fazem o limite plantar do tinel (STONE
et al., 2016).

O tenddo do musculo fibular é acometido de maneira cronica quando muda de
direcdo na regido posterior do maléolo lateral, ou na parde lateral do calcaneo sob o
tubérculo peroneiro, ou quando mergulham na regido plantar do pé, no tinel do osso cuboide
(RADEMAKER et al., 2000).

As lesdes cronicas possuem causas multifatoriais, extrinsecas e intrinsecas. Os
fatores intrinsecos mais comuns relacionados as lesdes tendineas sao o mal alinhamento do
pé ou membros inferiores (hiper ou hipopronagdo, varo ou valgo do pé, varo ou valgo do
joelho e outros), lassiddo ligamentar, idade, atrito do tenddo sobre estruturas dsseas e a
presenga de ossos acessorios (KANNUS, 2007).

No osso cuboide, quando tenddo do musculo fibular longo muda de dire¢do, esse
aumento de forga ¢ protegido pela propria estrutura intratendinea, devido ao espessamento
fibrocartilaginoso ou pela formag¢do de um osso acessorio (os peroneum) (SOBEL et al.,
1994). O ossiculo ¢ presente entre 25 e 35% da populacio (PEACOCK; RESNICK;
THODER, 1986), com tamanhos e localizagdo variavel em relagdo ao cuboide, podendo
ainda ser bipartido ou multipartido (BIANCHI; BORTOLOTTO; DRAGHI, 2017). A origem
desse osso sesamoide ou seu substrato de fibrocartilagem tem sido objeto de controvérsia. A
opinido atual é de que sua origem esta relacionada a forgas mecanicas atuantes na regido. No
adulto, o tenddo do musculo fibular longo ¢ submetido a forgas mecanicas resultantes da
contracdo muscular e também da pressdo ortostitica exercida por peso corporal. Em
contraste, no feto, as Unicas forcas mecanicas sdo aquelas exercidas pela contracdo da
musculatura. Além disso, essa contragdo inicia-se somente no segundo més de gestacao fetal,
e estudos mostram a presenga do os peroneum (ossificado ou ndo-ossificado) mesmo em
embrides, ndo podendo ser justificada somente por atuagdo de forgas mecanicas (GUIMERA
et al., 2015).

A presenca do os peroneum ¢ descrita, por alguns autores como capaz de predispor a
falha por atrito na juncdo distal entre ossiculo e tenddo (PEACOCK; RESNICK; THODER,
1986). Entretanto, as lesdes podem ocorrer na jungdo entre o 0sso acessorio e o tendao ou

através do proprio osso por meio de forcas rotacionais ou trauma direto (ROSTER,;
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MICHELIER, 2015). Além disso, as lesdes do tendao do musculo fibular longo representam
somente 14% das lesdes cirurgicas dos tenddes fibulares, portanto, a simples presenca do
0ss0 acessoOrio ndo ¢ importante na etiologia da doenca, pois ¢ encontrado em cerca de um
terco da populagdo, nimero bem superior do que a incidéncia da doenca (DOMBEK et al.,
2003).

A doenga do tendao tem sido comumente associada com um tipo de pé cavovaro, as
lesdes parciais ou completas, onde sdo indicadas cirurgias, estdo associadas a uma posicao
clinica no retropé cavovaro na maioria dos casos (BRANDES; SMITH, 2000). Este tipo de
pé coloca uma desvantagem mecanica no tenddo, reduzindo seu momento de forca (braco de
alavanca) e um aumento nas forgas de atrito tanto no tubérculo peroneiro do calcaneo quanto
no sulco do osso cuboide, o que pode levar a falha por atrito (USUELLI et al., 2014).

A maioria das lesdes completas do tendao do musculo fibular longo acontece no tinel
do osso cubdide ¢ a identificacdo e tratamento dos fatores contribuintes a lesdo sao
importantes no resultado do tratamento final (REDFERN; MYERSON, 2004).

A vascularizagdo do tenddo ¢ feita pela artéria peroneira posterior, a exce¢do do
segmento mais distal do mesmo, que tem o suporte sanguineo dado pela artéria tarsal medial.
As zonas de baixa vasculariza¢do do tenddo do musculo fibular longo sdo na regido posterior
do maléolo lateral e na regido do tunel do osso cuboide (PETERSEN et al., 2000).

Alguns autores atribuem o estresse promovido por por esses fatores e o consequente
distirbio vascular (KHAN et al., 2000), como um indutor do processo de degeneracio
tendinea, a tendinose, e consequente lesdo completa ou incompleta da estrutura
(MAFFULLI; KHAN; PUDDU, 1998).

A definicdo e alteragdes anatomomopatoldgicas dos diversos tipos de doengas
tendineas sdo motivo de confusdo no meio médico. Essas divergéncias motivaram publicagdo
importante na revista Arthroscopy sob o titulo Overuse Tendon Conditions: Time to Change
a Confusing Terminology dos autores Maffulli, Khan e Puddu (1998), com o objetivo de
normatizar o uso dos termos tendinite, paratenonite e tendinoses, sua aplicagdo, definigdo, e
correspondentes achados anidtomo e histopatologicos dessas tendinopatias. A terminologia
tomou como base as alteracdes histopatologicas dos tenddes.

Na tendinite, o sitio primario de envolvimento, o tenddo, deve mostrar caracteristicas
celulares de inflamagdo aguda. Erradamente, o termo ¢ utilizado para conceituar sindrome
clinicas e ndo especificos achados histopatologicos. Muitas vezes sendo o termo usado para

se referir a tendinoses equivocadamente (LUI et al., 2011).
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As paratenonites sdo definidas pelo processo inflamatério ocorrer no entorno do
tenddo. Incluem as paratendinites (processos inflamatérios no entorno da bainha tendinosa),
as tenossinovites (ocorrem na camada Unica de tecido areolar que cobre o tenddo) e as
tenovaginites (entre as bainhas do tenddo de camada dupla, como a “pata de ganso”, por
exemplo) (JARVINEN et al., 1997).

A tendinose ¢ o processo de degeneracdo tendinea, afeta todos os componentes do
tenddo: coldgeno, tenodcitos e matriz extracelular. Nao ¢ necessariamente sintomatica (por
vezes o primeiro sintoma ¢ a rotura do tenddo parcial ou total), mas tem como caracteristica
a desorganizacdo das fibras de coldgeno. Autores citam as alteragdes macroscdpicas como
sendo o aspecto friavel e desorganizado do tecido, sua degeneracdo mucdide e a coloracio
acastanhada. Jarvien (1997) salienta que pelo menos seis tipos de degeneragdo do colageno
podem ocorrer na tendinose (hipdxica, hialina, fibrocartilafinosa, metaplasia dssea, lipoide e
mixoide), sendo a lipoide e mixoide, as mais comuns. Microscopicamente encontraremos
roturas das fibras de colageno decorrente do turnover do colageno tipo I para o colagenos
tipo III, a hipercelularidade dos tendcitos, bem como arredondamento dos seus nucleos, o
que evidencia o incremento da produgdo de proteoglicanos e proteinas, sugerindo que eles
tem revertido seu estagio tenoblastico, alterando a razao do seu metabolismo (SOSLOWSKY
et al., 2000). Esse aumento significativo da quantidade de coldgeno tipo III em relagdo a
quantidade de colageno tipo I, associado ao aumento da quantidade de glicosaminoglicanos e
a neovascularizacdo sdo os fatores que desencadeiam a apoptose celular (pois ndo ha o
incremento de células inflamatorias) e consequente fragilidade do tenddao (XU; MURRELL,
2008). Chega-se, portanto, a definicdo expressada por Maffulli, Khan e Puddu (1998) que
afirmam que a tendinose ¢ um quadro predominantemente degenerativo e ndo inflamatorio.
Podendo ter seu inicio absolutamente assintomatico ou com dor leve a palpagdo e na
movimentac¢do ativa, ou mesmo como primeiro sintoma, uma eventual rotura parcial ou total
(KANNUS, 2007), tendo o aumento do percentual de colageno tipo III papel de relevancia
no processo, sendo a afericdo deste quantitativo, um marcador do tenddo que estd em
processo degenerativo (GLAZEBROOK et al., 2008).

As estruturas tendineas sdo conjuntos compactos de fibras colagenas responsaveis
pela conexdo da musculatura ao esqueleto, o que propicia a resposta deste as contragdes
musculares. Sua constitui¢do ¢ em 70% de dgua com associagdo aos glicosaminos de sua
matriz extracelular, mas 95% do seu peso seco ¢ de colageno. O tendao normal tem sua
maior parte do coldgeno representado pelo tipo I, que forma fibras coldgenas mais robustas, e

menos de 10% desse total o colageno tipo IIT (SULLO et al., 2001).
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As moléculas de coldgeno se agrupam formando os feixes primarios, microfibrilas e
fibrilas, que por sua vez se organizam em fasciculos, ou feixes secundarios , a menor unidade
funcional do tendao (KHAN et al., 2000). Os fasciculos sdo reunidos em uma camada de
tecido conectivo denominada endotenddo, que ja detém estruturas nervosas, vasculares e
linfaticas. A juncdo dos endotenddes ¢ feita pelo epitenddo e mais externamente pelo
paratendao (este bem vascularizado).

A estrutura em paralelo dos fasciculos ¢ a responsavel pela resisténcia tendinosa
(JARVINEN et al., 1997) , e a baixa quantidade de elastina pela incapacidade de aumentar
seu comprimento, cerca de 8% a 10% (ANDARAWIS-PURI; FLATOW; SOSLOWSKY,
2015).

O colageno tem sua macromolécula como um filamento semiflexivel de 300nm de
comprimento ¢ 1,5nm de diametro, sua estrutura fundamental ¢ feita de uma unidade
monomérica denominada tropocoldgeno, com massa molecular média de 280000 Da
(ANEXO A). O colageno tipo I tem sua estrutura em tripla hélice, pois ¢ composto de trés
cadeias polipeptidicas, ricas nos aminoacidos glicina, prolina e lisina, sendo os dois Ultimos
hidroxilados, na sequéncia Gly-Pro-Hyp. As hidroxiprolinas fazem pontes de hidrogénio
entre as cadeias, o que permite a configuragdo geométrica em hélice triplice. Por outro lado o
coldgeno tipo III, tem fibras reticulares, mais finas e menos resistentes a tensdo
(ACKERMANN, 2013).

Os tipos de colageno podem ser diferenciados histologicamente na coloragao
Picrosirius Red quando analisados sob luz polarizada (RAMPAZO et al., 2016). Este ¢ um
método histoquimico que avalia o tecido conjuntivo, tomando como base a birrefringéncia de
suas fibras em microscopio optico de luz polarizada. De acordo com a geometria e o arranjo
molecular presente, observa-se diferentes tonalidades (SILVA et al., 2011).

As fibras de colageno tipo I tem maior birrefringéncia por serem mais entrelagadas,
sdo observadas na cor vermelha ou amarelo-vermelha. As fibras de colageno tipo III, por
serem mais finas e de carater reticular tem menor birrefringéncia, sendo coloradas na cor
verde (RIBEIRO; DIAS LEITE, 2013).

A literatura evidencia que ha desgaste tendineo no fibular longo com a idade,
havendo diminui¢do da performance musculo tendinea em individuos mais velho. Fato
observado pelo desarranjo das fibras de coldgeno de grupos mais velhos quando observados
por microscipia eletronica (N[IYOMCHAN et al.,, 2018). Entretanto a quantificagdo

percentual dos tipos de colageno no tenddo do musculo fibular longo, bem como a
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verificacdo da celularidade, que s3o fatores presentes nos quadros de desgaste tendineos
(MAFFULLI; KHAN; PUDDU, 1998), ainda nao foram objeto de estudos.

Apesar da regido na proximidade do osso cuboide ser um local prevalente de lesdo do
tenddo fibular longo (AKIKI, 2013), os fatores anatomicos que predispdem essa tendinose
ainda ndo sdo conhecidos. Na regido posterior do maléolo lateral as dimensdes do sulco em
que repousam os tenddes fibulares ¢ um fator que favorece o desgaste tendineo (ADACHI et
al., 2009), entretanto ndo ha estudos que mostrem a influéncia das dimensdes do tinel do
0sso cuboide no comportamento do desgaste do tenddo do musculo fibular longo, bem como

a efetiva relac@o deste desgaste com a presenca ou ndo do os peroneum.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo aferir as dimensdes do tunel do osso cuboide em
grupos etarios diferentes, e suas variagdes anatdmicas (presenga ou nao do os peroneum).
Avaliar as alteragdes histologicas do tenddo do musculo fibular longo no tocante ao aumento
da celularidade e a quantificacdo dos tipos de colageno. Correlacionar as alteragdes
histologicas com a idade, as dimensdes do tinel do osso cuboide e a presenga ou ndo do os

peroneum.
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3 CASUISTICA E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (APENDICE A).

Caracteriza-se por um estudo transversal, quantitativo e descritivo. Foram utilizados
para viabilizacdo deste trabalho 30 cadéveres, entre 15 e 71 anos (média de 47,87), sendo 26
do sexo masculino e 4 do sexo feminino, foram extraidos 60 tenddes dos musculo fibular
longo e 60 ossos cuboides. A captagdo foi realizada por 4 pesquisadores. Os caddveres foram
escolhidos de maneira aleatoria, tendo como critério de inclusdo ndo ter sofrido trauma nos
membros inferiores, sendo divididos em 3 grupos de acordo com a faixa etéria, sendo: Grupo
1 de 15 a 45 anos, Grupo 2 de 45 a 65 anos e o Grupo 3 acima de 65 anos

Na ressec¢do foi utilizado acesso lateral e plantar sob os fibulares (FIGURA 1) para

exposicao da regido a ser estudada.

Figura 1 — Acesso lateral ao tornozelo

3 .l‘t\- p
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o 1

Fonte:Proprio autor
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Apos acesso, foi rebatido o tendao do musculo fibular curto (FIGURA 2) e verificado

a presenca ou nao do os peroneum (FIGURA 3).

Figura 2 — Rebatimento fibular curto.

Fonte: Proprio autor

Figura 3 — Localizagdo do os peroneum.
N

Fonte : Proprio autor
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Antes de desinserido o tenddo ¢ localizado, sendo marcado seu segmento que estd
abaixo do sulco do osso cubdide, denominado no estudo de corte B. A regido do tenddo antes

de passar pelo cubodide, ¢ chamada de corte A e apds ao tinel, corte C (FIGURA 4).

Figura 4 — Segmentos do tenddo

Fonte : Proprio autor
Em seguida o tenddo do musculo fibular longo ¢ desinserido em torno de 2 cm apds o
osso cubdide (FIGURA 5).

Figura 5 — Desinsercao fibular longo.

Fonte : Proprio autor
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Ap6s retirado, o tenddo ¢ dividido em 3 segmentos. O segmento proximal ao tinel do
osso cuboide, denominado corte A. O segmento que repousava abaixo do tinel, denominada
corte B. E o segmento distal apds o tinel do osso cuboide, denominada corte C (FIGURAS 6

e 7). Sendo, entdo, submetido ao processo de preparacdo das laminas para analise.

Figura 6 — Localizacdo dos segmentos do tenddo do musculo fibular longo.

Fonte : Proprio autor. Corte A - A porgdo proximal ao tunel do osso cuboide. Corte B - A
porcdo que repousava abaixo do tunel. Corte C — A por¢do distal apds o tinel do osso

cuboide.
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Figura 7 — Cortes do tendao

Fonte : Proprio autor

Os cortes tendineos, ap6s sua divisdo segmentar (A, B e C), sdo preparados através
da retirada de forma longitudinal do ter¢o central de cada segmento. Posteriormente, foram
fixados em formol tamponado neutro a 10% e manualmente processados. Primeiramente, foi
realizada a descalcificagdo utilizando o agente quelante EDTA (acido
etilenediaminetetracético). Apos, realizada a desidratagdo por banhos de 1 hora cada com
alcool etilico 70%, 80%, 95% e absoluto. A clarificacdo que ¢ realizada para remover o
alcool antes da inclusdo em parafina, foi feita embebendo os tecidos em Xilol por 30
minutos. Por tltimo, ¢ feito a impregnacao e inclusdo em parafina.

Os blocos foram posicionados longitudinalmente no processo de inclusdo e
submetidos a cortes de Spum, sendo confeccionada uma ldmina para coloragdo Hematoxilina-
Eosina (HE) e uma para coloracdo Picrosirius Red, de cada bloco, de maneira aleatéria.

A hipercelularidade vista nos quadros de tendinose foi aferida neste estudo através da
contagem dos nucleos das células por campo em coloracio HE (FIGURAS 8 e 9). Foram
utilizados dois campos em cada lamina (GLAZEBROOK et al., 2008), aleatoriamente na
regido mais central da mesma, feita captacdo por patologista cego ao experimento. Foi
somado a quantidade dos nticleos de tendcitos em campos diferentes utilizando o software
livre ImageJ (RIBEIRO; DIAS LEITE, 2013) e obtido uma média. O total de células para a

lamina foi dado por essa média das duas contagens.
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Figura 8 — Microfotografia da lamina com coloragdo HE. (100x)

Fonte : Proprio autor.

Figura 9 — Microfotografia da ldmina com coloragdo HE (400X)

Fonte : Proprio autor. A — Lamina com baixa celularidade ¢ B — Lamina com

alta celularidade
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A quantificagdo do colageno foi realizada através da coloragao Picrosirius red. Neste
método o colageno tipo I resultard em cores com maior comprimento de onda (vermelho e
amarelo), ja as fibras dissociadas do colageno tipo III a cor predominante serd a verde que
detém um menor comprimento de onda (SILVA et al., 2011).

Foram avaliadas no experimento, 25 imagens em cada lamina, de 60 laminas coradas
com Picrosirius red (60 tenddes), submetidas a 5 captacdes com luz polarizada com aumento
de 400x (FIGURA 10), em cada uma dessas selecionamos 5 imagens 400 x 700 megapixels
de maneira aleatéria, em formato Windows Bitmap (FIGURA 11). Foram obtidos resultados
percentuais para cada imagem das coloragdes Vermelha, Vermelha + Amarela
(correspondendo ao coldgeno tipo I) e Verde (coldgeno tipo III) através de andlise utilizando
o programa de computador desenvolvido na Universidade Federal do Ceara SAMM (Sistema
de Andlise Morfométrica) eversdo 1.0 por Fechine-Jamacaru, Fechine Junior e De Moraes
Filho (2005), que ja quantifica esses percentuais. O percentual da lamina foi dado pela média

de todas as imagens.

Figura 10 — Microfotografia da captacdo de lamina com coloragdo Picrosirius Red sob luz

polarizada. (400x)

Fonte : Proprio autor.
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Figura 11 — Microfotografia da 1amina com coloracdo Picrosirius Red (400x700

megapixels).

Fonte : Proprio autor. A — lamina com predominio do vermelho (colédgeno tipo I) e B

— lamina com predominio do verde (colageno tipo III)

A medicao das dimensdes do tunel do osso cuboide da sua porgdo Ossea foi realizada
com paquimetro de precisdo apos retirada do osso, por observador unico, cego a identificacao
etaria do cadaver. Primeiramente, foram identificadas as facetas articulares do calcaneo,
quarto e quinto metatarso e cuneiforme lateral (FIGURA 12). Posteriormente as saliéncias
Osseas da tuberosidade do cubodide, a parede anterior e o teto do sulco. Foram aferidas as
dimensdes de altura, largura e comprimento do tinel (FIGURA 13), sempre pelo mesmo
pesquisador. O comprimento foi a medida da regido mais lateral do tunel até a regido mais
medial. A largura a média das aferi¢des da regido mais lateral ep e sua correspondente
medial, com aproximacdo e uma casa decimal. E a altura medida do fundo do tinel até sua
porcdo mais plantar, aferidas lateralmente. As medidas foram dadas em milimetros (mm)

(FIGURA 14). Os dados coletados estdo em tabela anexa (APENDICE B).
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Figura 12 — Identificacdo de facetas articulares do osso cuboide.

FACETA CUNEIFORME LIMITES DO TUNEL
LATERAL CUBOIDE

FACETAV FACETA IV FACETA
METATARSO METATARSO CALCANEO

Fonte: o proprio autor

Figura 13 — Método de afericdo de dimensdes de

tanel do osso cuboide.

Fonte: Préprio autor. L — Largura, C -

Comprimento, A — Altura.
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Figura 14 — Afericdo de dimensdes de tunel do osso

cuboide com paquimetro.

\j 4
-,

Fonte: Proprio autor. L — Largura, A — Comprimento,

B — Altura, C — Largura Medial, D — Largura Lateral

A andlise estatistica foi descritiva para a presenca ou nao do os peroneum e para a
comparagdo entre grupos das dimensdes do tinel do osso cuboide os resultados foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov para verificar se a distribui¢ao
do conjunto de dados avaliados adere a distribui¢do normal. Em caso de normalidade, foram
submetidas ao teste t de Student para amostras ndo-pareadas. Em sendo ndo-paramétrico,
seria utilizado o teste t para amostras ndo-paramétricas. O nivel de significancia aplicado foi
de 5%.

Para estabelecer a correlacdo entre os pardmetros de degeneracdo tendinea e as
variagdes das dimensdes do tunel, bem como a presenca ou ndo do ossiculo acessorio, foi
analisado o corte B (no tinel do osso cuboide). Sendo aplicado o indice de correlagdo de
Pearson, adotando-se p < 0,05. A andlise foi realizada através do aplicativo para analise

estatistica Wizard Pro, versdo 1.3.17 para Macintosh.
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O os peroneum foi encontrado em 19 pés, 31,67% da amostra, e em 41 pés o ossiculo

era ausente, 68,33% (GRAFICO 1). Ndo houve de maneira significante estatisticamente,

alteracdo do percentual de coldgeno tipo III no corte B nos grupos com e sem a presenca do

ossiculo (TABELA 1)

Grafico 1 - Presenca do os peroneum

Com, 19
Sem, 41 ’

Fonte : Dados da pesquisa

Tabela 1 — Percentual de colageno tipo III nos grupos com e sem

o0s peroneum
Grupo com os peroneum Grupo sem os peroneum
18,053 + 5,769 19,732 + 6,495

Fonte : Dados da pesquisa

Nao houve variacdo significativa entre as dimensdes do tinel em relagdo aos grupos

etarios (GRAFICO 2). Tendo as dimensdes as seguintes médias em milimetros (TABELA 2).

Tabela 2 - Dimensdes tunel do cuboide(em mm)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
Altura 4,63 + 0,595 4,62 + 0,657 4,695 £ 0,595 4,652 + 0,334
Largura 10,815+ 0,74 10,183 £1,205 10,61 + 14,87 10,536 + 0,632
Comprimento 28,69 £ 0,517 29,685 +0,391 29,68 + 0,584 29,352 +£ 0,299

Fonte: o proprio autor
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Grafico 2 - Variagao das dimensdes de tinel por grupo (em mm)
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Fonte : Dados da pesquisa
O aumento do nimero de células variou de maneira estatisticamente significante (p<
0,05) entre os grupos etarios, em todos os cortes (TABELA 3). A distribui¢dao dos resultados

foi paramétrica nos dois grupos (GRAFICO 3).

Tabela 3 - Variacado de celularidade por grupo (células por campo)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p
Corte A 445,08 + 16,48 576,08 + 18,37 656,87 + 13,51 p<0,05
Corte B 590,14 + 27,49 655,67 +£ 13,51 685,93 + 14,87 p<0,05
Corte C 575,87 +£ 9,81 595,67+17,81 678,10 + 14,88 p<0,05

Fonte: o proprio autor
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Grafico 3 - Variacdo de celularidade por grupo (células por campo)

Grupo 1 Grupo 2

Fonte: Dados da pesquisa

Qualitativamente, ndo foi observado na coloragdo HE a presenca de células
caracteristicas de processo inflamatério agudo, como polimorfonucleares, em nenhuma das
laminas observadas.

A quantificagdo do colageno tipo III e do tipo I, foram alteradas de maneira
significante estatisticamente entre os grupos etarios. Essas quantificagdes sdo caracterizadas
pelo cor verde (quando fibras de coldgeno tipo III) ou amarela e vermelha (quando do tipo I)

apos o preparo com Picrosirius red e visualizagdo em luz polarizada (TABELAS 4,5 ¢ 6)

Tabela 4 — Variagao percentual de colageno tipo III (verde)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Corte A 5,15+ 1,98 9,45+ 7,36 38,67 £ 4,93
Corte B 7,07 2,63 11,32 + 14,72 44,50 £ 5,92
Corte C 6,07 2,63 10,32 + 14,72 42,78 £ 5,37

Fonte : o proprio autor

Tabela 5 — Percentual de colageno tipo I (vermelho)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Corte A 94,48 + 6,77 87,32 +4,93 60,19 + 7,02
Corte B 90,03 £ 7,49 81,67 + 3,51 51,12+ 491
Corte C 92,23 £ 8,56 85,89 £ 6,53 55,45 +6,21

Fonte : o proprio autor
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Tabela 6 — Percentual de coladgeno tipo I (vermelho + amarelo)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Corte A 95,08 + 4,93 89,79 £ 51 62,29 +£4,16
Corte B 93,01 £5,39 86,98 + 6,11 56,12 +5,63
Corte C 94,53 £9,12 88,72 +£3,51 58,19 + 6,96

Fonte : o préprio autor
Os graficos 4 e 5 mostram variacdo de percentual de colageno, conforme o grupo
etario (GRAFICO 4) e o segmento do tenddo do musculo fibular longo estudado se antes do

tanel (corte A), no tanel (corte B) e apos o tunel (corte C) (GRAFICO 5).

Grafico 4 — Variacao do percentual de colageno por grupo

% Vermelho
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Fonte : Dados da Pesquisa
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Grafico 5 — Variagdo do percentual de coldgeno por corte histoldgico.

% Verde

® % Verm + Amarelo

% Vermelho

Fonte: Dados da pesquisa

Foi realizado a correlacdo do percentual de colageno tipo III no corte B com as
dimensoes do tinel do osso cuboide. Obtendo-se uma correlacdo positiva em relagdo a altura
(GRAFICO 6), com Correlagdo de Pearson r = 0,405, com p=0,001, demonstrando

significancia estatistica na correlagao.

Grafico 6 — Correlagdo percentual de colageno tipo
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Fonte: Dados da Pesquisa, utilizando software Wizard
Pro, versdo 1.3.17
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Foi mostrado uma correlagdo negativa em relagdo a largura (GRAFICO 7), com correlagio
produto-momento r = 0,305 e p = 0,005. Entretanto, nenhuma correlacdo com relevancia

estatistica com relagdo ao comprimento, sendo o r = 0,110 ¢ p = 0,404 (GRAFICO 8).

Grafico 7 — Correlagdo percentual de colageno tipo
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Fonte : Dados da pesquisa, utilizando software Wizard
Pro, versao 1.3.17

Grafico 8 — Correlacdo percentual de colageno
tipo III/Comprimento
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Fonte : Dados da pesquisa, utilizando software

Wizard Pro, versao 1.3.17
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5 DISCUSSAO

Este estudo teve como meta a correlacdo das alteragdes histoldgicas do tenddo do
musculo fibular longo proprias do desgaste tendineo, com as dimensdes do tinel do osso
cubodide (nos seus limites dsseos), a presenca ou nao do os peroneum, € a idade.

Além da contagem das células em microscopia otica com coloragdo HE, utilizando
software livre Image] (LAKE; ANSORGE; SOSLOWSKY, 2008), o colageno foi
quantificado através da coloracdo Picrosirius Red, observado em lus polarizada. Nesse
preparo histologico, o colageno tipo I fica em tom vermelho ou laranja (vermelho +
amarelo), enquanto o tipo III fica verde (RIBEIRO; DIAS LEITE, 2013).

Para quantifica¢do percentual foi utilizado o software desenvolvido na Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceard, SAMM (Sistema de Analise Morfométrica) na
versao 1.0 (FECHINE-JAMACARU; FECHINE JR; DE MORAES, 2005). Esta
metodologia, ja foi validada por diversos autores, sendo utilizada para averiguar percentual
de coldgeno em pele de camundongos, fémur e tenddes de aquiles de ratos Winstar, entre
outros. E realizada uma varredura na imagem e comparado os valores de cada pixel com
faixas pré-definidas, onde ¢ verificado a tonalidade de cada pixel. Em seguida, realizam a
contagem dessas unidades, comparando-as com o total de unidades percebidas, gerando um
valor em percentual daquela coloragdo em relagdo ao todo (ROCHA; DIAS LEITE, 2010) .

Foram encontrados em 31,67 % dos casos a presenca do os peroneum, percentual
semelhante a literatura (JARI; WARNER; MEADOWS, 1997). O os peroneum ¢ um 0sso
acessorio que localiza-se na substdncia do tenddo fibular longo, podem apresentar graus
variaveis de ossificagio (MAURER; LEHRMAN, 2012). Alguns autores, afirmam que a
regido distal do tendao do musculo fibular longo ao os peroneum e o préprio ossiculo sdo
areas possiveis de rotura (FUJIOKA et al., 2009). Entretanto, no presente estudo nio foi
observado parametros histologicos de fragilidade do tenddo na regido com a presenca do
ossiculo acessorio, corroborando com os autores que afirmam que a lesdo do tenddo do
musculo fibular longo pode ocorrer no tinel do osso cubdide com ou sem a presenga do os
peroneum (LUCAS; PHILBIN; JACOB, 2012).

Niyomchan (2018) relata que a idade ¢ responséavel por uma gradual diminui¢do da
performance do tendao do musculo fibular longo. Mudangas na estrutura e nas propriedades
mecanicas do tenddo acontecem em adultos mais velhos. O decréscimo do colageno tipo I e
o aumento do colageno tipo III produz um tenddo com menor resisténcia a tragdo mecanica,

pois o tipo I ¢ formado por fibras coldgenas mais densas (1 a 20 um) e o tipo III formado por
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fibras reticulares, mais delgadas (0,5 a 2 pum) (LIEBICH, 1993). No presente trabalho,
apesar de ndo ter sido observado altera¢des nas dimensdes do tunel do osso cubodide
nos grupos etarios diferentes, observa-se um aumento do percentual do colageno tipo
[II nos grupos mais velhos, mostrando a fragilidade mecéanica deste tenddo com a idade.

Experimentos que utilizam tenddes normais e tenddes acometidos de tendinose,
demonstraram que nos lesionados hd uma redu¢do na quantidade de colageno tipo I e um
significante aumento do tipo III, bem como um aumento do numero de tendcitos
(THOMOPOULOS et al., 2015), sendo o colageno responsavel por 70% do peso seco da
estrutura tendinea (SULLO et al., 2001). No tenddo normal ¢ predominante a presen¢a do
colageno tipo I em relacdo ao tipo III, entre 85 e 90% (MAGANARIS; NARICI
MAFFULLI, 2008). A grande forca de tensdo dessas estruturas ¢ baseado no arranjo em
paralelo das moléculas de coldgeno e a covaléncia transversa formada entre estas e as fibrilas
(GLAZEBROOK et al., 2008). No presente trabalho, os grupos etarios e os segmentos do
tenddo em que houve aumento do percentual de colageno tipo III, sdo regides onde,
provavelmente, hd um estresse tendineo continuo, areas com risco de um padrao sintomatico
de tendinose (rotura total ou parcial). Observou-se aumento de percentual de colageno tipo
IIT no segmento tendineo que fica repousa no sulco do cuboide, seguido do seguimento pds
sulco e na area

O aumento do niimero de células ¢ reflexo da tentativa de recuperacdo celular frente a
sobrecarga constante ou por muito tempo (ACKERMANN, 2013). A alta atividade nuclear
(que se reproduzem através de mitoses) gera um aumento da densidade celular (SILVA et al.,
2011). Na tentativa de renovacdo do tecido, ha um aumento da matriz extracelular,
principalmente coldgeno. Essa tentativa frustrada de manter a homeostase tecidual ¢ refletida
através da sintese predominante de colageno tipo III (WARDEN, 2007). Observa-se nesta
pesquisa um aumento da celularidade quer com a idade, quer na regido do tinel do osso
cuboide, area de constante atrito e consequente sobrecarga.

A morte celular dos tendcitos (cujo principal mecanismo € a apoptose) que acontece
na evolucdo da tendinose, ndo estimula reacdo inflamatéria, havendo minima quantidade de
células em necrose e células pro-inflamatorias somente na fase inicial (SUN et al., 2015). O
que foi verificado nesta pesquisa, onde ndo foi observado incremento de células
inflamatorias e necrose tecidual. Isso se da pelo fato da apoptose ser uma morte celular
programada, que pode acontecer fisiologicamente ou por patologia (no caso da tendinose,

sobrecarga mecanica), onde o conteudo intracelular ¢ fragmentado sem alteragdes em sua
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membra e endocitado por células vizinhas sem desencadear a ativagdo de células
inflamatorias fagocitarias (KHAN et al., 2000).

O aumento da producdo de coldgeno tipo III (ou uma producdo diminuida de
colageno tipo I) pode ser uma caracteristica adquirida dos tenddes submetidos a injuria
cronica. E também concebivel que tendcitos de alguns individuos estio prontos para produzir
maiores quantidades de colageno tipo III ou uma produgdo menor do tipo I. Ambas as
instancias podem coexistir. E possivel que pessoas com uma capacidade aumentada para
produzir colageno tipo III que, por razdes de idade avangada, ocupacionais ou atléticas, estdo
expostas a repetitivos estresses aos seus tendodes, produzirem mais colageno tipo III do que
outras pessoas, resultando em degeneracdo de seus tenddes, e consequente lesdo
(KNOBLOCH; YOON; VOGT, 2008). Houve, nos dados coletados deste experimento, uma
variagdo do percentual de colageno tipo III dentro dos grupos etarios, demonstrando esta
idiossincrasia, entretanto as variagcdes ndo comprometeram a homogeinidade estatistica dos
grupos. Diferentemente, quando essa variacdo ¢ comparada com grupos etarios diferentes.

Segundo Dombek, o tunel do osso cuboide € o local de rotura do tenddo do musculo
fibular longo isolada mais comum (DOMBEK et al., 2003). A irritagdo mecanica provocada
na regido leva a um quadro de tenossinovite inicial e consequente degeneracdo tendinea
(RADEMAKER et al., 2000). Os fatores anatomicos do tunel do osso cubdide que levam ao
aumento do atrito mecanico sdo pouco conhecidos (LUCAS; HUNT, 2015). Porém, areas
como o tubérculo peroneiro do calcaneo e o sulco da regido posterior do maléolo lateral, sdo
também apontadas como topografias prevalentes lesdes dos tenddes fibulares
(SAMMARCO, 1994).

A literatura mostra que as dimensdes do sulco da regido posterior do maléolo lateral
tém influéncia nas lesdes dos tenddes fibulares, tanto as instabilidades (luxagao de fibulares)
como na tendinose (ADACHI et al., 2009). Técnicas cirurgicas foram desenvolvidas para
mudanca das dimensdes desse canal, principalmente em altura e largura, alterando uma
eventual concavidade do tunel posterior do maléolo lateral demonstrando que a relacdo
contetido-continente das saliéncias 6sseas ¢ importante na génese da patologia (CERRATO;
MYERSON, 2009).

Foram encontradas, na pesquisa, alteracdes histologicas proprias das degeneragdes
tendineas correlacionadas ao aumento da altura e a diminui¢cdo da largura do tinel do osso
cubdide. E nenhuma correlagdo desses achados foi encontrada com o comprimento do
mesmo, 0 que conclui-se que o atrito provocado local de passagem no tinel do osso cubdide

tém relevancia no desgaste do tendao do musculo fibular longo.
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A capacidade do tenddo de cicatrizar as micro-injurias esta relacionada a influéncia
da vascularizacdo do mesmo (HUANG; PERRY; SOSLOWSKY, 2004). Autores mostram
que as areas de diminui¢do vascular do tenddo do musculo fibular longo sdo quando ele sai
do tnel posterior do maléolo lateral e quando ele mergulha abaixo do tinel do osso cuboide
(PETERSEN et al.,, 2000). A pesquisa evidenciou um aumento do coldgeno tipo III
exatamente nesta regido, quando comparada com o tenddo pré e pos sulco, comprovando ser
esta, uma localizagdo de mais dificil capacidade de regeneragdo da estrutura.

Neste estudo anatomico e histolégico em individuos normais, a idade, a diminui¢ao
da largura e o aumento da altura sdo provaveis fatores indutores do furnover do colageno
tipo I em coldgeno tipo III, portanto contribuintes ao processo de degeneracao tendinea, no
entanto novos estudos em recém nascidos cujos tenddes ndo foram submetidos ao estresse e
assim como nos tenddes patoldgicos devem ser realizados para melhor entendimento da

tendinose no tendao do musculo fibular longo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados mostram que ha variagdo da quantificagdo do colageno (aumento do
percentual de coldgeno tipo III e diminui¢do do tipo I) quando correlacionadas ao aumento
da faixa etéaria, a diminui¢do da largura do tiinel do osso cuboide e ao aumento da altura do
mesmo. Existe, também aumento do nimero de células de tenocitos nos grupos de idades
mais avancadas.

Entretanto, ndo houve correlacdo dessas variagdes histologicas do tenddo quando
comparadas ao comprimento do tunel do osso cuboide e a presenga ou nao do os peroneum.

Nao houve variagdo das dimensdes de altura, largura e comprimento do tinel do osso
cuboide nos grupos etarios diferentes.

Conclui-se que a idade, a diminuicdo da espessura e o aumento da altura sdo fatores
indutores do turnover do coladgeno tipo I em colageno tipo III, presumindo-se que estes

sejam contribuintes ao processo de degeneracao tendinea (tendinose).
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APENDICE B - TABELA DE DADOS

Altura (mm) Largura (mm) Comprimento(mm) % Colageno Verde corte B| os peroneum
5,9 10,9 27,9 11,3|Sim
4,8 11,8 26,8 2,8
4,6 12,6 27,6 2,5(Sim
2,7 10,7 26,7 1,9
4,9 11,8 28,8 6,9(Sim
2,6 12,6 28,6 3,1

3 10,7 29,1 2,4
5,8 11,8 30,8 7,6
2,6 12,3 29,6 1,1
5,7 9,7 27,7 15,3
5,8 10,8 28,8 12,7|Sim
6,6 8,6 29,6 14,4
6,2 7,7 27,7 16,1
5,3 8,8 29,8 10,5
3,3 12,6 28,6 1,2
3,4 13,4 30,4 1,1
4,7 9,8 29,4 7,8
5,2 8,6 29,2 10,1|Sim
4,7 10,3 27,9 6,8
4,8 10,8 28,8 5,9
5,5 7,6 29,6 18,3|Sim
2,9 14,7 29,7 5,1
5,4 9,8 30,8 10,8
2,6 12,6 29,6 3,4
2,5 10,56 29,5 3,2
5,6 8,8 31,8 14,8
5,6 8,6 29,6 19,7|Sim
3 14,7 28,7 2,6
6,2 9,4 29,8 10,2
5,7 8,6 28,6 20,1[Sim
3,1 13,7 30,2 1,8
4,9 8,9 30,4 10,5
5,6 7,6 29,6 17,3
2,9 13,1 29,2 1,4[Sim
5,6 9,6 30,1 10,7
6 7,6 29,1 20,6
2,7 13,8 29,4 1,6|Sim
5 8,9 27,9 10,4|Sim
6,1 7,4 30,4 25,3[Sim
5,7 7,7 29,7 18,7|Sim
6,2 7,6 29,6 61,8
2,9 14,3 31,6 35,5
5,1 7,8 26,9 55,3
6 7,6 29,6 52,9
3,1 15,3 30,1 35,7
4,7 9,1 29,9 46,8
5,9 79 28,6 57,6
3 14,2 30,7 24,8[Sim
4,8 8,8 31,8 41,8
6,2 7,6 29,4 59,8
2,9 13,2 29,6 27,3|Sim
5,8 9,2 30,8 52,4
6,2 8,1 27,6 58,9
3,9 12,7 29,6 19,5/|Sim
4,8 9 31 40,8|Sim
5,6 7,9 29,6 52,9
2,7 13,4 30,8 27,8[Sim
5,8 8,6 28,4 51,3
3,8 14,8 28,9 43,8|Sim
4,5 15,1 29,1 43,9
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ANEXO A - ESTRUTURA EM TRIPLA HELICE DO COLAGENO

Microfibrilla

tropocolageno

oA
W
b

Adaptagdo JUNQUEIRA, L. C.; Carneiro, J. Histologia Basica. 12a ed. 2013.

aminoacidos
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ANEXO B - DIFERENCA COLAGENO TIPO I E III

Fibra de
Y12, colageno tipo |

p 2% Substancia amorfa b
P Fibra elastica Fibra de

colageno tipo Il — P2
Liebich {1993) (Fibra reticular)

Adaptado de Liebich et al. (1993)
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