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RESUMO

A luxagdo glenoumeral é uma afeccdo frequente e incapacitante, que acomete
principalmente jovens, e tem no ligamento glenoumeral inferior (LGUI) um importante
estabilizador. Segundo Neer ,nas luxacgdes recidivantes do ombro, pequenos traumas acarretam
uma deformidade plastica no LGUI. O objetivo deste estudo ¢é obter a expressdo do colageno
tipo I que apresentam fibras mais espessas , menos uniformes e menos extensiveis e do tipo 111
que tem fibras finas, uniformes e mais extensiveis ,na banda anterior do ligamento glenoumeral
inferior em fetos humanos sem qualquer alteracdo biomecanica. Avaliou-se a composicao
destes colagenos na banda anterior do ligamento glenoumeral em quatro ligamentos de fetos
humanos, de idade gestacional que variou entre 23 a 31 semanas. Os ligamentos foram
divididos em trés porg¢des. Utilizou-se o picrosirius red para estudo histologico, sendo as
imagens mensuradas através da porcentagem de area de colageno com birrefringéncia amarelo-
avermelhado compativel com colageno tipo | e a area verde-esbranquicada relativa ao colageno
tipo 11l. O colageno tipo | foi mais frequente em todos os campos estudados :Na porcao |,
préximo ao Umero, apresentou uma composi¢do uma média de 77,20% enquanto a composicao
de coléageno tipo Il apresentou uma média de 22,80% ; na por¢do 11, intermediaria , apresentou
uma composicdo de colageno tipo | apresentou uma média de 74,89% e o colageno 11l uma
média de 25,11% e no porc¢do Il , parte medial do ligamento, uma composicdo média de
53,82% e o colégeno tipo Il uma média de 46,18%. A parte periférica, mais proximal ao
umero, apresentou uma relagcdo maior entre os colagenos tipo | e tipo Il quando comparada
com a parte medial do LGUI. Desta forma a parte periférica do LGUI € mais resistente e a
porcdo medial mais elastica. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos biomecénicos e

reforca a teoria de Neer.

Palavra-chave : Colageno . Fetos . Ligamento glenoumeral inferior.



ABSTRACT

Glenohumeral dislocation is a frequent and disabling condition, affecting mainly young people,
and has a significant stabilizer in the inferior glenohumeral ligament (LGUI). According to
Neer, in recurrent shoulder dislocations, minor trauma causes a plastic deformity in the LGUI.
The aim of this study is to obtain the expression of type | collagen that presents thicker, less
uniform and less extensible fibers and type 11 that has thin, uniform and more extensible fibers
in the anterior band of the inferior glenohumeral ligament in human fetuses without any
alteration biomechanics. The composition of these collagens in the anterior band of the
glenohumeral ligament was evaluated in four ligaments of human fetuses of gestational age
ranging from 23 to 31 weeks. The ligaments were divided into three portions. Picrosirius red
was used for histological study, and the images were measured by percentage of collagen area
with reddish-yellow birefringence compatible with type I collagen and the whitish-green area
relative to type Il co-lange. Type I collagen was more frequent in all studied fields: In the
portion I, near the humerus, presented a composition average of 77.20% while the composition
of type 111 collagen presented a mean of 22.80%; in the intermediate portion Il, presented a
composition of type | collagen presented a mean of 74.89% and the collagen Il a mean of
25.11% and in portion 111, medial part of the ligament, a mean composition of 53.82% and type
I11 collagen an average of 46.18%. The peripheral part, more proximal to the humerus, had a
higher ratio between type | and type 11l collagens when compared to the medial part of the
LGUIL. In this way the peripheral part of the LGUI is more resistant and the medial portion more
elastic. These results are in accordance with biomechanical work and reinforce Neer's theory.

Keyword: Collagen. Fetuses. Inferior glenohumeral ligament.
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1. INTRODUCAO

A luxacgdo glenoumeral é a mais fregiiente de todas, perfazendo um total de 45%
dos casos (KAZAR, RELOVSKY, 1969), dos quais 85% sao do subtipo anterior (ITOI;
TABATA,1993).

O relato do primeiro registro de luxacdo glenoumeral é encontrado no livro de
Edwin Smith situando-se no periodo compreendido entre 3000 e 2500 a.C.
(ZIMMERMAN; VEITH, 1961). Hussain (1968) reportou a existéncia de uma escultura
datada de 1200 a.c, que apresentava a técnica de reducdo, semelhante a de Kocher,
utilizada nas luxacdes glenoumerais.

As descricdes mais detalhadas sobre a doenca surgiram a partir dos relatos de
Hipdcrates, que nasceu em 460 a .C, na ilha de Cos. E dele a descricdo da anatomia do
ombro e ainda a classificacdo dos tipos de luxacdo em dois grupos: traumatica e
atraumaéticas. Nesse documento descreveu o primeiro procedimento cirdrgico para evitar
recidiva de luxagdo do ombro utilizando ferro em brasa para criar um tecido cicatricial
(MATSEN I1I; THOMAS; ROCKWOOD,1990).

Neer e Foster (1980) acrescentaram a classificacdo de Hipocrates um terceiro
tipo, a luxacdo adquirida, causada por microtraumas repetitivos, quando ocorre um
aumento do volume da articulagéo glenoumeral.

A articulacdo glenoumeral apresenta estabilizadores estaticos e dinamicos,
sendo estes formados pelos musculos do manguito rotador, como descreveram Cain e
Mutscheler (1987), ao observar que, durante a rotacdo externa, os musculos infraespinhal
e redondo menor exercem importante funcdo na estabilidade articular, conseqlientemente
diminuindo a forca submetida ao complexo ligamentar, e aqueles relacionados a
geometria articular, como anteversao da escapula, retroversao da glendide e retroversdo
da cabeca do imero. Somam-se aos estabilizadores os fatores fisico-quimicos tais como
volume articular limitado e pressdo articular negativos (MATSEN I1I; THOMAS;
ROCKWOOD,1990), e ainda as estruturas capsuloligamentares, como a capsula
(GALENUS, 1968) reforcada pelos ligamentos coracoumeral, glenoumeral superior,
glenoumeral médio e ligamento glenoumeral inferior (MATSEN IIlI; THOMAS;
ROCKWOOD, 1990).

Na posi¢édo de abducédo de 90° graus e rotacdo externa, o ligamento glenoumeral
inferior € o principal responsavel pela estabilidade do ombro (TURKEL et al., 1981,
WARNER et al.,1992; O’BRIEN et al.,1990), tendo em vista ser nessa posi¢cdo que a
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luxacdo glenoumeral antero-inferior ocorre com mais frequéncia. O ligamento
glenoumeral inferior (LGUI) é uma estrutura complexa composta das bandas anterior e
posterior e uma bolsa axilar, onde sua origem parte da glenoide, do labrum ou do colo da
glendide. A banda anterior se origina de uma area variavel entre 2 e 4 horas, quando se
avalia a glendide como um maostrador de reldgio, ou 330° e 30°, quando se compara a
glendide com uma circunferéncia, considerando também sua insercdo ao nivel do Umero
nos mesmos parametros (O’BRIEN et al.,1990; BIGLIANE et al.,1992). Esse ligamento
passou a ser mais bem estudado a partir dos ensaios biomecanicos de Bigliane et al.
(1992). Nesse trabalho, o autor observou que o rompimento ocorre em 45% dos casos na
origem da glendide, em 35%, na porcao central do ligamento e em 25%, na inser¢ao no
umero. Até a sua faléncia, o ligamento sofreu um alongamento entre 7,23 +/-2,25% do
comprimento, com uma variacdo de 3,36 a 10,68% (STEFKO et al.,1997). O LGUI,
quando submetido a ciclos repetitivos de alongamento sofre um aumento no seu
comprimento (POLOCK et al. 2000).

Pinheiro Junior et al. (2003) estudaram-se 20 ligamentos glenoumerais, mais
especificamente a sua banda anterior, divididos em dois grupos; Grupo I, ligamento com
origem e insercdo 0ssea, e Grupo Il, parte média do ligamento. Realizou-se tracdo
uniaxial em maquina desenvolvida no Departamento de Fisica da UFC, quando se propds
um modelo para explicar o0 comportamento dos ligamentos, a partir da associacdo de
molas em série, utilizando-se a Lei de Hooke para avaliacdo na fase elastica e a Lei
Exponencial stress-strain, para a fase de rigidez. Todas as curvas apresentaram 0 mesmo
padrdo, isto é, apos avaliacdo da fase elastica, utilizando a lei de Hooke, as constantes do
ligamento foram 10,507 N/mm para o grupo | e 13,80 N/mm para o Grupo Il, enguanto
na fase de rigidez, obtiveram os valores de 511,56 N/mm para o Grupo | que
apresentavam origem e insercdo 0ssea e de156,84 N/mm para o Grupo Il na parte medial
do ligamento.

A banda anterior do ligamento glenoumeral inferior fixa-se a glenoide através do
mecanismo: fibras de colageno, que correm preferencialmente no eixo longitudinal e
aumentam a espessura e densidade na margem articular, fixando-se diretamente ao labio
da glandide e ao longo do colo, com algumas fibras correndo paralelamente a superficie
e incorporando-se ao peridsteo. A banda anterior do ligamento glenoumeral inferior
realiza trajeto no terco medio da regido anterior da articulagdo glenoumeral durante a
abducdo em 90 graus e rotacdo externa e impede translacdo anterior e inferior do Umero

na glendide, ou seja com a abducédo do braco, as fungdes de sustentagcbes dos musculos,



13

capsulas e ligamentos glenoumerais desviam-se das estruturas superiores para estruturas
inferiores, com a aproximagéo dos 90 graus de abducéo, o ligamento glenoumeral inferior
traciona-se numa densa faixa fibrosa, que cruza os aspectos anterior e inferior das
articulacbes, sendo assim o ligamento glenoumeral inferior (LGUI) o principal
estabilizador estatico quando o ombro esta abduzido.(BURKART; DEBSI, 2002).

A elastina foi encontrada esporadicamente no ligamento glenoumeral inferior, o
que pode sugerir um papel nas propriedades eléasticas do LGUI, permitindo que o
ligamento retorne rapidamente sua forma original depois que uma forca é removida. Na
banda anterior, banda posterior e bolsa axilar do ligamento glenoumeral inferior foram
encontrados feixes de fibras organizados longitudinalmente, esses feixes de fibras
também pareciam mais uniformes na substancia intermediaria, enquanto eram menos
uniformemente e de maior feixe de fibras entrelacando perto das insercdes. A banda
superior parecia ter o feixe de fibras mais entrelacado na substancia intermediaria, bem
como os locais de inser¢do em contraste, a bolsa axilar demonstrou menor quantidade de
feixes de fibras entrelagcadas em comparacdo com as outras duas regides( TICKER et al,
2006).

Os ligamentos sdo estruturas resistentes, entretanto, pouco elasticas, que se
situam nas paredes das capsulas articulares, sao formados por tecido viscoelastico, tecidos
conjuntivo denso, composto por agua, diversas proteoglicanas, pouca elastina,
fibroblastos, matriz extracelular, colageno tipo | e tipo IlIl e fibras de substancia
fundamental, onde aproximadamente 80% é composta de fibras de colageno. Os
ligamentos desempenham um papel vital na manutencao da estabilidade e fungéo normal
das articulagdes musculoesqueléticas, eles cruzam as articulagdes com amplas amplitudes
de movimento, bem como articulagbes com pouco movimento e podem aparecer como
folhas longas de tecido opaco ou tiras espessas e curtas nas capsulas articulares, tendo um
papel de aumentar a estabilidade mecénica das articulagdes, guiar movimento e prevenir
movimento excessivo. JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 1999).

As fibras colagenas sdo predominantes do tecido conjuntivo, sendo constituidas
por uma escleroproteina denominada colageno, essas fibras colagenas encontram-se
intimamente entrelacados na derme, a qual € um dos principais tecidos de suporte da pele
e servem para fornecer elasticidade e resisténcia. (VIEIRA, 2006). As fibras colagenas
sdo elasticas e mais resistentes que fios de aco de mesmo didmetro, sdo grossas e possuem
estrias transversais devido as lacunas formadas durante a sobreposi¢do de moléculas de

tropocolageno. Séo acidoéfilas, de coloragdo branca, possuem afinidade a eosina corando-
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se de rosa, proporcionam ao tecido resisténcia a tracdo (GARTNER ; HIATT, 2017)
Estas fibras comecam a aparecer durante o desenvolvimento embrionério no processo
inicial de diferenciacdo dos tecidos (FRIESS, 1998), onde ha uma diversidade na sua
estrutura e funcdo podendo ser observada nas diferentes formas de ocorréncia do
colageno. (DUARTE, 2011).

Mahasen e Sadek (2002) relataram que nenhum ligamento pode ser detectado
na idade fetal de 9 semanas, porém com 12 semanas, o exame morfolégico das estruturas
interiores da articulacdo do ombro revelou que os ligamentos glenoumerais superiores
foram desenvolvidos como uma faixa espessa, enquanto os ligamentos médios e
inferiores foram mal desenvolvidos, aparecendo como dois indistintos espessamentos. Na
idade fetal de 16 semanas, o ligamento glenoumeral meédio e inferior foram
desenvolvidos, o ligamento médio apareceu abaixo e paralelo ao ligamento superior e
separado dele pela abertura da bolsa subescapular, o ligamento inferior tinha uma ampla
ligagéo as partes anteriores e inferiores do labrum, a densidade celular, bem como o
conteddo colageno do tecido sinovial foram aumentados nesta idade, assim como nas
fases subsequentes que continuou a mostrar um aumento de colageno. No entanto com
23 semanas, todas as estruturas interiores atingiram a forma adulta, exceto o tendao do
biceps que ainda estava em forma de corddo, o ligamento glenoumeral inferior apareceu
bem desenvolvido e formado de duas bandas que tinham uma ampla fixacdo nas partes
anterior e inferior do labrum e sobrepondo a parte medial do meio ligamento e com 40
semanas revelou que o tamanho da articulacdo progressivamente aumentou em
comparagdo com a idade, toda a estrutura interior se assemelhava a forma adulta, os
ligamentos glenoumerais obtiveram um aumento em tamanho significante, o tenddo do
biceps sobreposto a maior parte do ligamento superior, o ligamento inferior também se
sobrepds ao ligamento médio, com excecdo: o tenddo do biceps apareceu de forma
triangular, Entdo a partir do estudo morfologico da articulagio do ombro em
desenvolvimento, observou-se que mudancas importantes ocorreram por volta da 122
semana de vida pré-natal.

A ruptura do ligamento e as propriedades mecanicas mudam com a idade, onde as
mudancas de colageno tipo | e tipo 1l durante a maturagdo de ligamentos saudaveis séo
semelhantes a variacdo no contetdo de colageno durante a fase precoce da cicatrizagdo
do ligamento; este achado é potencialmente atribuido a diminuicdo do crescimento

ligamentar observado com o envelhecimento, a medida que a idade aumenta o colageno
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tipo I aumenta e o colageno tipolll diminui, isso indica que os ligamentos se tornam mais
rigidos a proporcdo que o colageno tipo Il reduz, existindo assim uma correlagdo
significativa entre o conteldo de colageno (incluindo colageno tipo | e tipo Ill) e as
propriedades mecanicas dos ligamentos. A alteracdo na razdo da producédo de colageno
tipo | e colageno tipo 11 esta altamente relacionada a idade cronoldgica, sendo assim, a
maior concentracdo de colageno tipo Il em tendGes e ligamentos de jovens, tornam essa
populacdo mais predisposta a instabilidade recorrente do que popula¢des mais velhas.
(HAYES et al., 2002).

O coléageno é uma glicoproteina da matriz extracelular, composta de trés cadeias
polipeptidicas (denominadas de cadeias alfa) enroladas em uma configuracédo helicoidal,
formando uma tripla hélice, cada molécula de colageno, é um bastdo pequeno formado
por esta tripla hélice, é também o principal componente estrutural de varios tecidos moles
encontrados no tecido conjuntivo ao longo do corpo, como nos 0ssos, tenddes,
cartilagens, veias, pele, dentes e musculos, que forma o principal tipo de fibra
extracelular, sendo a proteina mais abundante no organismo representando cerca de 25%
a 30% de toda proteina corporal. ( ROSS ; PAWLINA, 2016).

A molécula de colageno mede cerca de 300nm de comprimento e 1,5nm de
didmetro, e ela se associa lateralmente a outra molécula com um deslocamento de 67nm,
quase ¥4 da molécula. Sdo categorizadas como heterotipicas, consistindo em até trés
cadeias alfa distintas, como as de colagénio tipo | ou homotrimérico, e em trés cadeias
alfa idénticas como os do colageno tipo Ill. (GOLDBERG ;RABINOVITCH, 2017 )

O coléageno forma fibras insoltveis com alta forca elastica, com caracteristicas de
resisténcia e tensdo, fornecendo assim integridade estrutural a diversos tecidos, com
capacidade de hidratacdo, reabsorcdo e baixa antigenicidade. (FRIESS, 1998).

O colageno do tipo | é formado por trés cadeias polipeptidicas, ricas nos
aminoacidos glicina, prolina e lisina, sendo que a prolina e a lisina sdo hidroxiladas, e as
hidroxilisinas sdo ainda glicosiladas pela adicdo de glicose e galactose. Pontes de
hidrogénio entre as hidroxiprolinas unem as cadeias polipeptidicas, que se enrolam umas
nas outras em uma tripla hélice. Apds a liberacdo para o meio extracelular, as
extremidades amino e carboxila das cadeias séo clivadas por peptidases, permitindo a
polimerizacdo das moléculas de colageno em fibrilas ( GARTNER ; HIATT,2017 ).

O colageno tipo | € a forma predominante na pele tanto fetal quanto adulta, porém,

na pele humana fetal o colageno tipo 111 representa 30% a 60% do total, enquanto que na
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pele de adultos representa somente 10% a 20%. A medida que o feto se desenvolve, a
proporcao de colagenos vai se modificando até chegar aquela existente no adulto.

O colageno tipo | forma fibras espessas, mecanicamente estaveis, com pouca
flexibilidade e responsaveis pela resisténcia do tecido as forcas de tensdo, estando
presente em estruturas rigidas como tenddes, 0ssos e cartilagens, enquanto o tipo 111 esta
amplamente presente nos tecidos contendo colageno tipo I, com excecdo do 0sso, e se
mostra em abundancia em drgaos relacionados com elasticidade e maior flexibilidade,
como pulméo e vasos sanguineos, é caracterizado como um tipo de coldgeno imaturo,
considerado jovem, pois as fibras reticulares sdo constituidas de uma Unica camada, uma
certa quantidade deste colageno é necessario para manter desenvolvimento normal de
tensdo e contracdo do 6rgdo, estando também bem expressos na fase de cicatrizacéo de
feridas, devido a sua capacidade de formar ligacbes cruzadas rapidas e estabilizar
precariamente o local de reparo, havendo uma diminui¢do do colageno tipo | e um
aumento do tipo Il cicatrizante, & medida que o tecido de granulacdo se expande e 0
remodelamento progride. Durante o processo de cicatrizacdo de feridas, as células de
tecido nativas migram para repovoar o local da lesdo e iniciam a producéo de proteinas
de matriz extracelular especificas de tecido (SANTANA; SATO; CUNHA ,2012)

O colageno tipo | € a principal fibra constituinte das aponeuroses e fascias, seguido
de menor quantidade do tipo Il . As fibrilas do tipo | sdo geralmente mais grossas e longas,
(20 a 100nm de diametro) agregam-se, por intermédio dos colagenos do tipo XIl e XIV e
de proteoglicanas, em fibras colagenas (cerca de 2um de didmetro, portanto, visiveis ao
microscopio de luz), de trajeto ligeiramente ondulado. As fibras podem ainda ser
agrupadas em feixes (10 a 20um de diametro), a do tipo Ill tem apresentacdo de 0,5 a
2um de diametro
(ROSS ; PAWLINA, 2016 )

A falta de colageno sobre os tecidos pode gerar efeitos drasticos ao seu
desenvolvimento, como a reducao na espessura, resisténcia e tenséo da pele, ocasionando
diversas complicacdes nivel estrutural, tais como: musculatura flacida, diminui¢do da
densidade Gssea, perca da elasticidade e forca motora das articulagdes e ligamentos
(TRUBIAN; CAMPOS; MATIS, 2004).

As propriedades tensionais dos tecidos tém relagdo intima com os tipos de
colageno, o que depende da interacdo entre as moléculas e os seus substratos de formacao.
O arranjo helicoidal das fibras fornece a estrutura fisico-quimico-mecéanica adequada para

um tecido de sustentacdo maleavel as forgas a que ele € submetido. As interagGes entre
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0s principais tipos de colageno sdo associadas pelas unides covalentes a partir da sintese
que ocorre no nivel intracelular; por conseguinte, a procura do método de identificagdo
dos tipos de colageno pode ser feita com bases na imuno-histoquimica. (ROBBINS,2000
).

A finalidade da coloracdo € dar cor a diferentes estruturas que compdem 0s
tecidos, permitindo assim a visualizacdo de suas estruturas. Por meio das técnicas
histoquimicas e imuno-histoquimicas, varios aspectos bioldgicos das macromoléculas de
colagenos podem ser evidenciados. As técnicas de coloracdo histoldgica conseguem
diferenciar de maneira geral as fibras musculares das fibras de colageno. A coloragéo de
hematoxilina eosina (HE) é a mais comum, provavelmente a técnica mais utilizada na
coloracéo dos tecidos, devido a sua simplicidade e a sua capacidade de permitir observar
uma grande quantidade diferente de estruturas teciduais. A hematoxilina cora em azul ou
violeta o nucleo das células e outras estruturas acidas (como por¢des do citoplasma rica
em RNA e matriz da cartilagem hialina). A eosina cora o citoplasma e o coldgeno em cor
de rosa, laranja ou vermelho. As técnicas que séo utilizadas para a coloracdo do tecido
conjuntivo sdo as tricrébmicas, técnicas que seletivamente evidenciam o musculo, fibras
de colageno, fibrina e eritrocitos. Sdo usados trés corantes, um dos quais é nuclear. Um
dos mais usados corresponde ao Tricromio de Masson, que cora de vermelho o musculo
e a fibrina e de azul esverdeado o colageno. (JUNQUEIRA ; COSSERMELLI ;
BRENTANI, 1978.)

A coloracéo por Picrosirius € um procedimento especifico para o colageno, uma
vez que ndo cora fortemente as glicoproteinas. Nos experimentos ocorrem aumento de
pelo menos 700% na intensidade da luz devido a birrefringéncia do colageno corado pelo
picrosirius, quando comparados com controle, essa caracteristica é responsavel pelas
imagens claras, que permitem a observacao acurada do colageno em diferentes tecidos.
(JUNQUEIRA; BIGNOLAS ; BRENTANI, 1978).

A diferenciacao das cores deve-se a espessura das fibras, o espectro das diferentes
cores de polarizacéo, obtidas depois da coloracdo por picrosirius, e é Gtil na diferenciacéo
dos varios tipos de colageno. (JUNQUEIRA ; MONTES; SANCHEZ, 1982 )

O fendmeno de birrefringéncia, que se refere ao grau de retardamento da luz
polarizada linear, é natural nas fibras de colageno. Isso ocorre pelo ordenamento paralelo
das moleculas de colageno nas fibrilas, bem como pela orientagdo das proprias fibras.
(PICKERING ; BOUGHNER, 1990).
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Um método histoquimico utilizado para a avaliacdo do tecido conjuntivo é o
Picrosirius Red, que diferencia os tipos de colageno pela birrefringéncia das fibras em
microscopio Optico de luz polarizada. Assim, diferentes tonalidades sdo observadas
conforme o tipo de arranjo molecular presente (Jungueira et al., 1978). Entretanto, no
inicio do desenvolvimento desse método, ficou evidente que a espessura do corte
histoldgico é de grande importancia na cor e intensidade da birrefringéncia exibida pelo
colageno. JUNQUEIRA; COSSERMELI; BRENTANI, 1978).

A coloracdo com Picrosirius Red sob luz polarizada permite uma analise
qualitativa das fibras colagenas do tecido conjuntivo, através da diferente interferéncia de
cores, intensidade e birrefringéncia dos tecidos corados, diferenciando principalmente
fibras do tipo I e 11l. As fibras tipo | (maduro) se apresentam como fibras grossas, com
maior entrelacamento e maior espessura, altamente birrefringentes e na cor laranja-
avermelhada, enquanto que as fibras do tipo 111 (imaturo) se apresentam em feixes finos,
mais afilados e menos entrelagados com fraca birrefringéncia e na cor amarelo-
esverdeado. Em suma esse método é bastante sensivel e eficaz para o estudo da biologia
do colageno, correlacionando as caracteristicas histoquimicas e morfoldgicas no processo
de reparo tecidual, assim como para analisar a quantificacdo, disposicao e organizacao do
coladgeno em tecidos normais e patoldgicos. (JUNQUEIRA; BIGNOLAS;BRENTANI,
1978).

Em virtude da grande namero de luxacGes do ombro descritos na literatura e
observados nas emergéncias traumatologicas e importancia da banda anterior do
ligamento glenoumeral inferior na estabilidade desta articulagéo, realizou-se um estudo
sobre a expressdao do coladgeno neste ligamento, através da técnica de coloracao
Picrosirius Red sob luz polarizada com quantificacdo de coldgeno onde mostra
claramente as imagens de colageno tipo | e tipo 111, se faz necessario para compreender
melhor a composicdo deste ligamento em fetos que ndo sofreram qualquer lesdo
traumatica ou degenerativa, assim como relacionar com a biomecénica ja amplamente

conhecida.
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2. OBJETIVO

Avaliar e descrever quantitativamente a expressao do colageno tipo I e do tipo 111

na banda anterior do ligamento glenoumeral inferior em fetos humanos.
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3. MATERIAL E METODOS

Para utilizacdo das amostras de fetos ndo reclamados e destinados a este estudo,
nos experimentos, foi obtida a autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Ceara, sob protocolo N2 199/01. Trata-se de um
estudo quantitativo e qualitativo, onde foram obtidas quatro bandas anteriores dos
ligamentos glenoumerais inferiores em sua porcéo anterior, provenientes de trés fetos
congelados, sendo que em um feto foi utilizado os ombros bilateralmente e nos outros
dois fetos foram escolhidos os ombros direito ou esquerdo. Os fetos eram um do sexo
masculino e dois do sexo feminino. O feto denominado como 50 pesava 800g, idade
gestacional de 23 semanas e 4 dias e era do sexo feminino; o feto denominado como 51,
pesava 880g, idade gestacional de 25 semanas e 0 dias, era do sexo feminino: o feto
denominado como 52, pesava 1350g, idade gestacional de 31 semanas e 5 dias, do sexo
masculino. Os fetos ndo apresentavam sinais de lesdo traumatica e degenerativa. Todos
0s cadaveres encontravam-se congelado a uma temperatura de -20° C, sendo

descongelados a temperatura ambiente.

3.1 Obtencdo da Amostra

A disseccdo do cadaver, posicionado em decubito dorsal, apds medicéo inicial,
fez-se medicdo na regido do ombro e depois iniciou-se uma incisdo no sulco deltopeitoral
de aproximadamente 2,5 cm e, em seguida, realizou-se a abertura do espaco articular
através da tenotomia do masculo subescapular e da capsula com visualizacao direta do
espaco (Figura 1). Foi visualizado e individualizado a banda anterior do ligamento
glenoumeral inferior com resseccdo do mesmo junto a cartilagem umeral associado com
parte medial do ligamento, onde foram identificados as trés porcées, onde a porcao 1 foi
representada pela area proximal a insercdo do Umero, a por¢do 2 foi representada pela
area intermediaria, e a por¢do 3 a area proximo a insercdo da glendide, as por¢des foram
avaliadas tendo como ponto de referéncia a cartilagem umeral ( Figura 2 ).
Posteriormente, as amostras foram colocadas em formol e encaminhadas para o
Laboratdrio de Patologia Bucal da Faculdade de Farméacia, Odontologia e Enfermagem
da Universidade Federal do Ceara, sob protocolo de N 199/01.



Fonte: Proprio autor

Figura 2- Identificacdo das 03 porcdes estudadas: 1- proximo

ao Umero, 2-porcdo medial e 3- préximo a glendide.
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Fonte: Préprio autor
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3.2 Confecgéo de laminas histoldgicas

Os fragmentos do tecido foram imersos em formol neutro a 10% por 24 horas.
Quarenta e oito horas depois, 0s mesmos foram lavados em &gua corrente e analisados
macroscopicamente, sendo examinadas alteracbes na forma, coloragéo e consisténcia.
Posteriormente, as pecas foram colocadas em cassetes e seguidas para processamento
histotécnico automatizado PTO5 LupTec® passando por desidratacdo em série alcodlica
crescente, diafanizagdo em xilol, impregnacdo em parafina, fundi¢do a 60°C e incluséo
dos espécimes formando blocos parafinados a temperatura ambiente.

Os fragmentos foram seccionados com cortes de 5 um de espessura e corados
utilizando a coloracdo de rotina para histologia hematoxilina-eosina e montadas em
balsamo de Canadd (JUNQUEIRA,1983) para analise em microscépio de luz
convencional e verificacdo das estruturas microscopicas, com o intuito de afastar

possiveis processos patoldgicos no ligamento glenoumeral inferior.

3.3 Coloracao de Picrosirius Red

As laminas foram confeccionadas atraves de cortes de 3um dos blocos
parafinados selecionados. Foi realizada a desparafinizacdo em estufa a 60°C por 3h,
seguida de 3 (trés) banhos de 5 minutos em xilol, reidratagdo em solucdo de etanol
decrescente (90%, 85% e 70%), com posterior lavagem com agua, incubacdo em solugédo
de picrosirius (ScyTek®) por 30 minutos e realizacdo de dois banhos de acido cloridrico
5%. A contra-coloracdo dos espécimes foi feita com hematoxilina de Harris por 45
segundos e, em seguida, realizou-se a montagem com Enthellan®.

A avaliacéo dos resultados foi realizada primeiramente pela identificacdo dos
trés campos das laminas em um aumento de 400X, os quais foram fotografados com uso
de camera DFC 295, acoplada ao Microscépio Leicas DM 2000, seguida pelas analises
das fotomicrografias pelo software Image J. (RSB) (Figura 2). As fotomicrografias foram
tomadas em luz convencional e em luz polarizada em cada campo no maior aumento
(200x).
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Apds a tomada da fotomicrografia em luz convencional, foi realizada a calibragéo
das imagens pelo comando Color Thershold (Image>Adjust> Color Thersold) na fungéo
RGB, para as cores Vermelho (Minimo de 71 e Méximo de 255), Verde (Minimo de 0 e
Méaximo de 69) e azul (Minimo de 0 e Maximo de 92).

Apobs a calibracdo, as imagens foram convertidas para a escala de cor de 8-
bits (Image>Type> 8-bit), binarizadas (Process>Binary>MakeBinary) e mensuradas
através da porcentagem de é4rea de coldgeno marcada em vermelho
(Analyse>AnalyseParticles).

As imagens em luz polarizada seguiram o mesmo protocolo na fun¢do RGB
para Vermelho (Minimo de 0 e M&ximo de 255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de 255)
e azul (Minimo de 0 e Mé&ximo de 32). Ap0s ajuste, as imagens foram convertidas para a
escala de cor de 8-bits (Image>Type> 8-bit), binarizadas (Process>Binary>MakeBinary),
e mensuradas atraves da porcentagem de area de colageno com birrefringéncia amarelo
avermelhado (compativel com colégeno tipo ). Em seguida, do total da &rea marcada em
vermelho, foi separado um percentual da regido ocupada somente pela birrefringéncia
amarelo avermelhada. A area verde-esbranquicada, relativa ao colageno tipo Ill, foi
obtida pela subtracdo da regido total marcada em vermelho e o percentual marcado

unicamente pela cor amarelo avermelhada.

Figura 3- Quantificacdo do colageno (Software ImajeJ).
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3.4 Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel, exportados para o software
GraphPadPrism 5.0 no qual as analises foram realizadas adotando uma confianga de 95%.
Apbs avaliacdo da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, foi expressa a média e os
erros padrdo de cada grupo, comparados por meio do teste ANOVA seguido do pds-teste
de Tukey (dados paramétricos), para avaliagdo dos resultados do colageno tipo | e tipo 111
entre as por¢bes. Também foram avaliadas a relacdo de colageno | / Il (divisdo de
colageno I pelo colageno 111) em cada uma das porc¢des de cada amostra da banda anterior
do ligamento glenoumeral inferior perfazendo um total de 12 porgdes analisadas

estatisticamente.
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4. RESULTADOS

Em todos os casos de dissecacdo, observou-se que a banda anterior do ligamento
glenoumeral inferior encontrava-se entre 330° e 30° graus do posicionamento da glendide,
inserindo-se no imero entre 330° e 30°, quando comparado com uma circunferéncia.

Os quatro ligamentos glenoumerais inferiores avaliados provenientes de fetos
foram dois ombros direito e dois ombros esquerdos, com peso gestacional entre 800 g e
1350 g e idade gestacional que variava entre 23 semanas e 4 dias e 31 semanas e 5 dias.
(Tabela 1)

Tabela 1- Identificacdo, lado, peso e idade do feto.

Identificacdo do feto | Lado ombro Peso Idade gestacional
50 Direito 800g 23s4d
51 Esquerdo 880g 25s0d
52 Direito 13509 31s5d
52 Esquerdo 13509 31s5d

Fonte: Proprio autor.

Foram obtidas imagens das laminas para posteriormente serem analisadas e
quantificadas nas trés porcdes: 1, 2 e 3, onde a porc¢do 1 representa a area mais proxima
a insercdo do Umero, a por¢do 2 representa a area intermediaria e a porcao 3 representa a
parte proxima a insercéo da glendide. Inicialmente, foram analisadas as ld&minas em HE,
seguida das imagens em picrosirius inicialmente sem polarizacao (Figura 4), onde mostra
0 colageno total, seguido de imagens com polarizacdo onde observou-se predominio do

colageno tipo I (Figura 5) ou do colageno Il (Figura 6).



Figura 4 — Imagem corada em picrosirius sem polariza¢do (Colageno total)
( x 200).

Fonte: Proprio autor.

Figura 5 — Imagem corada Picrosirius polarizada com predominio de
Colageno | (x200).

-

Fonte: Proprio autor.
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Figura 6 — Imagem corada Picrosirius polarizada com predominio de

Colageno I11 ( x200).
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A porcdo 1 que representa o campo da insercao ligamento glenoumeral inferior na

cabeca do Umero apresentou uma composicao de colageno tipo | que variou entre 74,15%

e 81,32%, com uma média de 77,20%, enquanto a composicao de colageno tipo Il variou
entre 18,68% e 25,85%, com uma média de 22,80%. (Tabela 2).

Tabela 2- Percentual colageno | e 111 na porcao 1.

Identificacdo fetos/ Porcdo | Percentual colageno | Percentual colageno Il1
1

5le 81,32% 18,68%

52e 74,15% 25,85%

52 77,50% 22,50%

50d 75,85% 24,15%

Média 77,20% 22,80%

Fonte: Préprio autor

A porcédo 2 que representa o campo intermediario entre a insergéo do ligamento

glenoumeral inferior na cabeca do Umero e a parte proxima a insercdo da glendide
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apresentou uma composicao de colageno tipo | que variou entre 43,89% e 93,51%, com
uma média de 74,89% , enquanto a composicdo de coldgeno tipo Il variou entre 6,49%
e 56,11%, com uma média de 25,11%.( Tabela 3)

Tabela 3- Percentual colageno I e 111 na porgédo 2.

Identificacdo fetos/ Porcdo | Percentual colageno | Percentual colageno Il1
2

ole 87,271% 12,73%

52e 43,89% 56,11%

52 74,87% 25,13%

50d 93,51% 6,49%

Média 74,88% 25,11%

Fonte: Préprio autor

A porcédo 3 que representa a parte proxima a insercdo da glendide apresentou uma
composicdo de colégeno tipo I que variou entre 32,71% e 71,65 %, com uma média de
53,82%, enquanto a composicao de colageno tipo Il variou entre 28,35% e 67,29%, com

uma média de 46,18% .(Tabela 4)

Tabela 4- Percentual colageno I e 111 na porgéo 3.

Identificacdo fetos/Porcdo | Percentual colageno | Percentual colageno Il
3

Sle 32,71% 67,29%

52e 40,07% 59,93%

52 70,86% 29,14%

50d 71,65% 28,35%

Média 53,82% 46,18%

Fonte: Proprio autor

A avaliacdo da quantificagdo total de colagenos I e 111 quando consideradas as trés
porcdes do ligamento glenoumeral inferior apresentaram um percentual de coladgeno | que
variou entre 51,12% e 80,75% com uma média de 67,93% e de colageno tipo Ill que
variou entre 19,25% e 48,88% com media de 32,07% ( Tabela 5).
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Tabela 5- Percentual colageno | e 111 considerando as trés porcdes.

Identificacdo fetos/ Porcao 1,2,3 | Percentual colageno | | Percentual colageno 111
Sle 65,55% 34,45%
52e 51,12% 48,88%
52 74,29% 25,71%
50d 80,75% 19,25%
Média 67,93% 32,07%

Fonte: Proprio autor

A analise estatistica demonstrou que ndo héa diferenca da quantidade de colageno
tipo | e de colageno tipo Il quando se avalia o percentual médio desses colagenos nas
porcles 1, 2 e 3 (Grafico I).

Gréfico I-Quantificacdo dos colagenos I e 111 entre as porgdes.
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Fonte: Proprio autor

A relagdo do colageno tipo | e Il quando avaliados em cada porcdo de cada

amostra, observou-se ndo existir diferenca estatistica entre as por¢oes 1 e 3, entretanto a
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diferenca é estatisticamente significante quando comparada a porcdo 2 em relacdo a

porcao 3 (Gréfico II).

Grafico Il- Relagdo entre os colagenos | e 111 nas porgdes.
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5. DISCUSSAO

A literatura apresenta poucos trabalhos de estudo de colageno realizados em fetos
humanos ,assim como teve-se dificuldade em encontrar trabalhos comparativos entre
ligamentos entre fetos e adultos, que demonstrem a modificagdo do tipo de colageno com
a avancar da idade.

Foram avaliadas 04 bandas anteriores do ligamento glenoumeral inferior em fetos
humanos. Ndo foram encontrados muitos artigos na literatura sobre estudo de colageno
em ligamentos de fetos humanos, entretanto Asgari et al (2017) realizaram estudo com
20 joelhos de fetos e  Ozen et al. (2015) realizaram um estudo comparativo entre 10
joelhos e cotovelos fetais e 02 joelhos humanos para avaliar alteragdes de colageno.
Segundo Alves et. al (2015) outro estudo com maior nimero de amostras foram
encontrados, mas em estudo de animais como ratos, coelhos, bovinos , peixes.

Utilizou-se os métodos de polarizacdo por coloracdo picrosirius red para
distinguir os colagenos tipo | e tipo 111, estes métodos tém sido amplamente usados para
determinar o conteudo de colageno em varios tecidos moles, pois mostrou-se um método
confidvel para avaliacdo dessas estruturas. O método de polarizacdo por coloracdo do
picrosirius red pode distinguir e determinar o nivel de colageno tipos | e 11l e tem sido
usado em muitos tecidos, como pele, pulméo, cartilagem, ligamento periodontal,
ligamento vocal e tenddo (WAN; HAO;WEN,2013). Este método mostrou resultados
semelhantes aos obtidos com imuno-histoquimica na avaliagdo de colageno (CUTTLE et
al. 2005). Essa coloragdo contribui para a melhor compreensdo da participacdo do
colageno na biologia dos tecidos e na patologia (JUNQUEIRA; MONTES; SANCHEZ
1982).

Encontrou-se os colagenos tipo | e tipo 111 em toda a estrutura do ligamento
estudada, entretanto com diferenca na relacao de colageno tipo I/111 entre as por¢des, mas
com predominio do colageno tipo I. Nordin, Frankel (2001) descreveu que os ligamentos
sd0 materiais compostos biolégicos que geralmente consistem em fibras de substancia
fundamental, colageno e elastina e que os tipos | e Il de colageno sdo os principais
constituintes das fibras de colageno, sendo que o colageno tipo | representa
aproximadamente 90% e o tipo Ill é responsavel pelo restante. Junqueira, Bignolas e
Brentani (1978) sugeriram que o colageno tipo | é principalmente espesso e densamente

acondicionado em fibrilas espessas, enquanto que o colageno tipo Il é principalmente
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composto por finas fibras. A diferenca entre o diametro das fibras do colageno | e Il
foram estatisticamente significantes (WAN; HAO; WEN, 2013).

No presente estudo mostrou que a por¢do 1 das 4 amostras do ligamento
glenoumeral inferior , a area mais proximal a insercdo do Umero tem uma porcentagem
superior de colageno tipo | em relacdo ao colageno tipo Ill, e que na porcdo 2, area
intermediéria e porcdo 3 area proxima a inser¢do da glendide houve um gradativo
aumento da porcentagem do colageno tipo Ill, e uma diminui¢do do colageno tipo I, o
que se correlaciona com os achados de Ticker et al (2006), em regides mais centrais do
ligamento glenoumeral inferior, o alinhamento do feixe de fibras sdo mais finos e mais
uniformes, caracteristico do colageno tipo Ill , em comparagdo com a area de insercao
do Umero, que tem o alinhamento do feixe de fibras mais espessos e menos uniforme,
caracteristico do colageno tipo I.

A relacdo do colageno tipo | e tipo Il foi alternando nas diferentes porcdes
estudadas, entretanto entre as por¢bes 1 e 2 ndo houve diferenga estatisticamente
significante, mas esta diferenca foi significante quando se comparou as porgoes 2 e 3,
mostrando que o percentual de coladgeno I em relacdo ao colageno Il foi superior na
porcdo 2, apds analise estatistica das 12 porcbes coletadas, o que demonstra um
predominio do colageno | na estrutura do ligamento mais préxima da cartilagem umeral,
semelhante ao estudo de Wan, Hao, Wen (2014) que mostraram que as distribuicdes de
colageno tipo | e tipo Il em ligamentos colaterais mediais dos joelhos de coelhos o
conteddo de colageno tipo | era significativamente menor na porcdo central dos
ligamentos do que na periferia. Silver, Horvath e Foran (2002) mostraram que a molécula
de colageno tipo 111 é mais flexivel que a molécula de colageno tipo I; assim, fibras ricas
em colageno tipo Il sdo mais extensiveis que aquelas ricas em colageno tipo | (ou seja,
o0 colageno tipo Il é menos rigido que o colageno tipo 1), portanto, as distribuicdes ndo
homogéneas dos varios tipos de colageno podem explicar parcialmente as propriedades
de material heterogéneo dos ligamentos.

Pauly et al (2010) relataram um aumento da frequéncia de luxacéo recidivante
em pacientes mais jovens, sendo um ponto de corte para 0 aumento dos casos, onde abaixo
de 20 anos os pacientes apresentam um risco de 64% e acima de 40 anos, 6%.

Asgari et al (2017) obtiveram resultados que indicaram que as proporcdes de
colageno tipo | e tipo Il variam entre as diferentes faixas etarias, onde & medida que a
idade aumenta de 1,5 meses para 12 a 13 meses, a proporg¢éo de colageno tipo I aumentou.

Em contraste, a propor¢do de colageno tipo 111 diminuiu. As alteragdes no colageno tipo
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I e tipo Il durante a maturacdo de ligamentos saudaveis sdo similares a variagdo nos
conteudos de colageno durante a fase inicial da cicatrizagdo do ligamento.

A diminuicdo da frequéncia de luxacdo com a avancar da idade credita-se
principalmente a menor exposicdo a traumas, mas com a tendéncia observada de aumento
do colageno | e com o conhecimento de suas propriedades, podemos aferir que o tipo de
colageno também possa ser um fator importante para aumentar a estabilidade do ombro,
diminuindo assim a frequéncia de luxacdo (ASGARI,2017).

A banda anterior do ligameno glenoumeral inferior € a principal estrutura
estabilizadora do ombro, sendo que devido esta importancia foi realizado este estudo que
mostrou uma relagdo colageno | /1Il maior na parte mais proximal do Gmero quando
comparada com a parte proxima a insercdo da glenoide , isto se deve as caracteristicas do
ligamento, pois como mostraram Pinheiro Junior et al (2003) , em estudo biomecanico
que o ligamento glenoumeral inferior apresentava uma constante de forca maior na parte
proximal do ligamento em contraponto a parte mais proxima a glenoide, sendo necessario
uma forca de maior intensidade para romper o ligamento na origem umeral e forga de
menor intensidade na parte medial do ligamento, e que apos avaliacdo da fase elastica,
utilizando a lei de Hooke, as constantes do ligamento foram 10,507 N/mm para o grupo |
e 13,80 N/mm para o Grupo Il, enquanto na fase de rigidez, obtiveram os valores de
511,56 N/mm para o Grupo | que apresentavam origem e insercdo Ossea e del56,84
N/mm para o Grupo Il na parte préxima a insercdo da glendide. Comparando com 0s
achados deste trabalho podemos verificar que na parte proximal que apresenta uma
relagdo de Colageno tipo I / I1l maior, se torna necessario uma forga maior para ocasionar
lesBes e que na parte medial do ligamento uma forgca menor, ja que nesta parte, a relacdo
entre colageno | /111 é menor. Com estes achados podemos explicar a classificacdo de
Neer para luxacdo recidivante do tipo adquirida, onde pequenos traumas causam uma
deformidade pléastica do ligamento (NEER; FOSTER,1980) .

Este trabalho apresentou uma amostra pequena, 0 que torna necessario aumentar
esta amostra, assim como realizar este estudo em adolescente e adultos, para observar se
realmente ocorre 0 aumento da relacdo coladgena I/l1ll com o avancar da idade e a
importancia dessa composi¢do de colageno nos ligamentos em diferentes faixas etérias e

consequentemente buscar um melhor entendimento do comportamento biomecéanico.
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6. CONCLUSAO

O colageno tipo I apresenta um percentual maior do que o colageno 11l em toda
estrutura estudada da banda anterior do LGUI, entretanto a relacdo do colageno tipo I/ 111
€ maior na parte proximal a insercdo do umero do que na parte proxima a insercdo da

glendide.
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