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RESUMO

As lesbes do ligamento colateral ulnar do polegar (LCUP) estédo entre as lesdes
mais comuns na mao, representando cerca de 86% de todas as lesdes
ligamentares do polegar. Quando nao tratadas, podem ser motivo de dor,
limitagdo funcional e osteoartrite na metacarpofalangeana do polegar. Foram
retirados cinco ligamentos colaterais ulnar do polegar, provenientes de
cadaveres, congelados, nao identificados, com idade aparente entre 50 e 70
anos. Ligamentos com sinais degenerativos foram retirados da amostragem.
Foi estudado a porgao principal do ligamento colateral ulnar do polegar
utilizando as coloracées HE, Masson, imunofluorescéncia com PGP 9,5 e Alexa
Flior 488. As coloracdes em HE e Masson mostraram-se eficiéntes para o
estudo da composicao estrutural do LCUP. A imunofluorescéncia com PGP 9.5
e Alexa Fluor 488 aliada a microscopia confocal a laser, foi fundamental na
visualizacdo do tecido nervoso. Foram identificadas terminagcbes nervosas
livres, terminacdes nervosas multiflamentadas, Ruffin-Like e estruturas
ovaladas e arredondadas nao classificaveis), além de tecido vascular nas
porcoes proximal, média e distai do LCUP. Tecido conectivo com fibras bem
organizadas paralelas foram bem delimitadas em meio as terminagdes
nervosas. Concluimos que a presencga de terminagdes nervosas no ligamento
colateral ulnar do polegar sugere fortemente sua participacdo na estabilizagéo
e propriocepcao desta articulagdo. Estudos futuros incluindo LCUP
degenerados poderao contribuir para o melhor entendimento das alteragdes
sofridas na estrutura histolégica e anatomo-funcional, secundarias aos
processos degenerativos, corelacionando com os dados obtidos nesse estudo.

Palavras-Chave: Terminagdes nervosas livres. Mecanorreceptores. Ligamento

colateral ulnar do polegar. Imunofluorescéncia.



ABSTRACT

Thumb ulnar collateral ligaments (LCUP) are among the most common lesions
on the hand, accounting for about 86% of all thumb ligament lesions. When
untreated, they can be cause for pain, functional limitation and osteoarthritis in
the metacarpophalangeal of the thumb. Five ulnar collateral ligaments from the
thumb were removed from frozen, unidentified corpses, with an apparent age
between 50 and 70 years. Ligaments with degenerative signs were removed
from the sample. The main portion of the ulnar collateral ligament of the thumb
was studied using HE stains, Masson, immunofluorescence with PGP 9.5 and
Alexa Fluor 488. The stains in HE and Masson were efficient for the study of the
structural composition of the LCUP. Immunofluorescence with PGP 9.5 and
Alexa Fluor 488 allied to laser confocal microscopy was fundamental in
visualizing nerve tissue. Free nerve endings, multiflamentated nerve endings,
Ruffin-Like and non-classifiable oval and rounded structures), as well as
vascular tissue in the proximal, middle and distal portions of the LCUP were
identified. Connective tissue with well organized parallel fibers were well
delimited between the nerve endings. We conclude that the presence of nerve
endings in the ulnar collateral ligament of the thumb strongly suggests its
participation in the stabilization and proprioception of this joint. Future studies
including degenerate LCUP may contribute to a better understanding of
alterations in histological and anatomic-functional structure, secondary to
degenerative processes, correlating with the data obtained in this study.

Keywords: Free nerve endings. Mechanoreceptors. Ulnar collateral ligament of
the thumb. Immunofluorescence.
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1. Introducgao:

O polegar teve um papel importante na evolugdo humana. Encontra-se em
posicao de oponéncia aos demais dedos e essa posi¢cao permite a formacéao
dos movimentos de pinga, dando a mao, uma grande versatilidade funcional.
Marzke et al.,1998, sugeriram que o flexor pollicis longus e extensor pollicis
brevis podem ter evoluido para permitr que a articulacido
metacarpofalangeana se mantenha em extensao enquanto a falange distal do
polegar é fletida. (Rui Diogo, Brian G Richmond e Bernard Wood, 2012)
relataram que essa posi¢ao favoreceu a fabricagcdo de ferramentas de pedra
bem como a capacidade de cozinhar, facilitando a absor¢céo dos nutrientes e
contribuindo para o desenvolvimento do cérebro (AIELLO, 1995). A
metacarpofalangeana (MTCF) do polegar permite movimentos de flexao,
extensdo, rotagdo, adugdo e abducédo (TUBIANA, 1996; PARDINI, 2008) e
para que os movimentos de pinga sejam realizados com eficiéncia, ha
necessidade de estabilizagcdo da MTCF do polegar, especialmente em seu
lado ulnar. O ligamento colateral ulnar do polegar € um importante
estabilizador da MTCF do polegar especialmente quando essa articulagéao é
submetida a um estresse em valgo (MCKEON, 2013). Ao flexionar o polegar
acontece um desvio radial e pronagao, tensionando o ligamento colateral
ulnar propocionando estabilidade da MTCF, permitindo, ao polegar, exercer a
funcdo de oponéncia com melhor eficiéncia (PATEL et al, 2010). Os
componentes responsaveis pela estabilidade da MTCF do polegar sao
divididos em estaticos (ligamento colateral ulnar, capsula articular e a placa
volar) e dindmicos ( ossos sesamoides, localizados nas inser¢des tendinosas
do flexor curto e do adutor do polegar ( KATHLEN et al, 2013), e 0 musculo
adutor do polegar). O ligamento colateral ulnar da MTCF do polegar é
formado por duas partes: o ligamento colateral principal (LCP) e um ligamento
colateral acessorio (LCA). O LCP tem sua origem proximal na por¢ao dorsal
da cabega do primeiro metacarpo, inserindo-se na porgao volar da falange
proximal. O LCA tem sua origem no primeiro metacarpo, mais volar em
relacdo ao LCP, inserindo-se na placa volar da MTCF do polegar (TUBIANA,
1996).
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Os ligamentos sdo formados principalmente de colageno, organizados
em feixes paralelos com células de nucleos grandes e elipticos (fibroblastos).
O arranjo dos feixes de colageno dentro de um determinado ligamento
depende dos movimentos realizados pela articulagdo (STACEY, 2007). As
fibras de colageno séo calcificadas nas insercbes Osseas. Geralmente os
ligamentos se inserem nos 0ssos em angulo agudo causando uma forga de
cisalhamento, aumentando a tensdo normal do ligamento (STACEY, 2007).

As lesdes do ligamento colateral ulnar do polegar estdo entre as lesdes
mais comuns na mao, chegando a 50/100.000 em algumas populagoes,
sendo 10 vezes mais frequentes que as lesdes do ligamento colateral radial
da mesma articulagao (DANIEL et all, 2015). Em uma revisédo ( MAHAJAN E
RHEMREV, 2013), afirma que as lesdes do ligamento colateral ulnar,
representam cerca de 86% de todas as lesdes na base do polegar e que a
incidéncia estimada nos EUA é de aproximadamente 200.000 pacientes por
ano (MAHAJAN; RHEMREYV, 2013). Traumas ou esforgos continuos podem
degenerar e/ou romper o ligamento colateral ulnar do polegar podendo ser
estaveis (rupturas incompletas), ou instaveis, (ruptura completa), sendo a
lesdo de Stener a forma mais grave de todas, pois ha interposicao da
aponeurose do adutor do polegar, impedindo a cicatrizagao ligamentar, sendo
necessario o reparo primario ou reconstrugao cirurgica, pois quando tratados
de maneira conservadora apresentam uma alta taxa de falha de 34%, sendo
causa de instabilidade cronica, limitagao funcional e dor (CHEN, 2000).

Acreditamos que os mecanorreceptores tém um papel importante na
propiocepgao e protecao da MTCFP, pois a integridade do ligamento colateral
ulnar do polegar €& essencial para estabilizacdo da MTCFP durante os
movimentos de pingca e que, nas lesbes nao tratadas, haveria perda da
propiocepgao, aumentando a sobrecarga na MTCFP, predispondo a
osteoartrite precoce, dor e por fim, comprometendo definitivamente a fungao
de pinga do polegar (LEE; HAGERT, 2012).

A propriocepcao esta relacionada com sinais aferentes da articulagao,
musculos e ligamentos, que determinam a posicao e detectam movimentos,
protejendo as articulagbes contra mobilizagdes excessivas. O sistema de
propiocepgao compreende os mecanoreceptores, terminagdes nervosas livres (
MORAES, 2008). Os mecanoreceptores sao terminag¢des nervosas ou células

especializadas, cuja fungdo é converter diferentes formas de energia em
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alteracbes do potencial de membrana, onde as fibras nervosas aferentes
transformam os potenciais geradores iniciais em potenciais de agao que serao
transmitidos ao longo destas fibras até o sistema nervoso central (CHUSID,
1972).

Um dos primeiros estudos das terminagdes nervosas foi feito em gatos e
publicado em 1967 por Freeman & Wyke descrevendo-os em forma, dimensbdes
e atividade eletrofisiolégica. No homem, os mecanorreceptores sao identificados
no ligamento cruzado anterior do joelho (HALATA, 1989); no ligamento
coracoacromial do ombro (MORISAWA, 1988); na bolsa subacromial
(VANGNESS, 1995); no ligamento palmar do punho (MASHOOF et al, 2001);
ligamento do cotovelo (PETRIE,S et al, 1997); no ligamento cruzado posterior do
joelho (DEL VALLE et al, 1998); no seio do tarso (AKIYAMA at el, 1999); no
processo articular superior e inferior vertebral (HASEGAWA at el, 1999); na
capsula articular das metacarpo falangianas (CHEN, 2000); no retinaculo dos
tenddes flexores (MASHOOF et al, 2001); no ligamento glenoumenal inferior
(EJNISMAN at el, 2002); na articulagédo sacroiliaca (VILENSKY at el, 2002); na
articulagao do punho (JEW at el, 2003) e na fibrocartilagem triangular do punho
(CAVALCANTE; RODRIGRES; MATTAR, 2004). Estes estudos contribuem para
o reconhecimento dos mecanorreceptores e terminacdes nervosas em sua forma
e densidade. Observam-se variagcbes na morfologia relacionada a idade, as
regides estudadas, especialmente nas enfermidades (CAUNA; MARAN, 1959;
CAVALCANTE; RODRIGUES; MATTAR, 2004; EINISMAN at el, 2002)

Varios métodos de coloragao podem ser empregados na identificagéo das
terminagdes nervosas. Todavia, muitas limitacbes sao inerentes aos métodos
utilizados. O cloreto de ouro € uma técnica muito usada pelos pesquisadores,
entretanto, além de corar o tecido nervoso, cora estruturas como vasos,
fibroblastos e tecido adiposo, dificultando a identificacdo precisa das estruturas
neurais. Outros autores também observaram que o cloreto de ouro permite
identificar os mecanorreceptores, mas a impregnacdo de vasos dificulta a
diferenciacao nervosa (AMIR; LOWE; FINSTERBUSH, 1995;
ASSIMAKOPOULOS at el, 1992; DE AVILA et al, 1989; HOSOKAWA et al, 1999;
MICHELSON; HUTCHINS, 1995; PETRIE et al, 1998; VANGNESS et al, 1995;
ZIMNY; ONGE; SCHUTTE, 1985). A coloragao pela prata € de dificil manuseio e
requer extensiva experiéncia para obter uma boa preparacdo tecidual. E

portanto, particularmente indicada para o estudo de nervos motores e sensitivos
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e necessita do controle do nivel de acidez para nédo impregnar nos tecidos
(KENNEDY; ALEXANDER; HAYES,1982; KIM;AZUMA,1995; OHMORI; AZUMA,
1998; SCHULTZ et al, 1984). No método de Golgi-Kopsch, a impregnacéo de
tecido nervoso a microscopia optica convencional ndo permite a visdo clara da
regido superior do neurénio, quando comparado a microscopia confocal, que
permite obter imagens tridimensionais com os dendritos emergindo do corpo
neuronal (FREIRE; BOYDE, 1990). Algumas técnicas imunohistoquimicas
(proteina S-100) necessitam de formalizagdo prévia, ndo sao suficientemente
especificas como marcadores neurais e possibilitam a impregnacgao inespecifica
de outros tecidos ( DEL VALLE et al, 1998; EJNISMAN et al, 2002; MASHOOF
et al, 2001).

Muitas sao as controvérsias geradas entre os pesquisadores acerca da
morfologia das terminag¢des nervosas (HALATA; HAUS, 1989; HASEGAWA et al,
1999; MORISAWA, 1998) e as imperfeicdbes das técnicas de coloragdes
tradicionais, para identificacdo dos mecanorreceptores e terminacdes nervosas
livres, sdo superadas pela imunuflorescéncia associada a microscopia confocal a
laser, que inclusive permite o estudo tridimensional destas terminagdes. Embora
o custo ainda nao permita universalizar este método. Anticorpos marcadores
especificos (PGP 9,5) de finas terminagdes nervosas, associados a microscopia
confocal a laser, permitem o estudo mais detalhado das estruturas nervosas,
visualizando com seguranga, acima de qualquer outro método existente,
contribuindo, para uma verdade cientifica, evitando controvérsias (JEW et al,
2003; BRODIN et al, 1988; CHEN et al, 2000; vilensky et al, 2002).

Nas publicacbes atuais ndo encontramos estudos sobre a presenca de
mecanoreceptores ou presenga de terminagdes nervosas livres no ligamento
colateral ulnar do polegar, sendo essa, uma regidao anatébmica pouco estudada,
especialmente em relacdo a sua inervagao proprioceptiva e seu papel na
fisiopatologia da dor nas lesbes degenerativas e instabilidades crbnicas pos
traumaticas como na lesdo de Stener e o polegar de Gamekeeper. As
informacbes obtidas nesse estudo podem contribuir para uma melhor

compreensao no funcionamento biomecanico e histoldgico desta estrutura.
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2. OBJETIVOS:

2.1 Geral:
Avaliar a morfologia e localizagao das terminagdes nervosas na porgao

principal do ligamento colateral ulnar do polegar.

2.2 Especificos:

Descrever as caracteristicas histomorfolégicas das terminagdes nervosas da
porcao principal do ligamento colateral do polegar usando as coloragcdes HE,
Tricromio de Masson, avaliando com microscopia Optica convencional, e
imunofluorescéncia com PGP 9,5 com uso da microscopia confocal de

varredura a laser no estudo no ligamento colateral do polegar de humanos.
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3. CASUISTICA E METODOS:

A pesquisa foi desenvolvida através do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara - UFC, com a
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade, conforme
parecer numero 2.630.288 (anexo A).

O estudo foi realizado com cinco pecgas anatdmicas contendo o
ligamento colateral ulnar da metacarpofalangeana do polegar, provenientes de
cadaveres congelados, nao reclamados, todos adultos, com idade aproximada
entre 50 e 70 anos. Foram retiradas sete pecgas, porém duas apresentavam
sinais degenerativos no LCUP e foram excluidas, restando cinco pegas para a
realizacdo do estudo. Os cadaveres foram descongelados a temperatura
ambiente antes da retirada das pecas. Dos cinco cadaveres selecionados para
o estudo, dois eram do sexo feminino, sendo uma parda e a outra negra. Os
trés do sexo masculino, eram dois pardos e um da cor branca. Foram retiradas

trés pecas do lado direito e duas pecgas do lado esquerdo.

3.1 Coleta de Material

A remocao das pecas foi feita através de uma incisdao em “U” ou em “L”
com base de aproximadamente 4 cm e laterais de aproximadamente 3 cm
extendendo-se até o dorso da articulagdo metacarpo falangeana do polegar.
Apoés a incisdo, realizamos uma dissecgdo da pele, junto do tecido celular
subcutaneo, elevando e suturando o conjunto dorsalmente com fio de sutura,
permitindo uma ampla visualizacdo da capsula articular e da insercédo do
musculo adutor do polegar. A capsula articular era cuidadosamente dissecada,
ap6s a tenotomia do adutor do polegar, expondo o LUCP com sua duas
porcdes: porgao principal (PP) e porgao acessoria (PA), ressecado-o com suas
respectivas insergbes proximais (1° metacarpo) e distais (falange proximal do

polegar — dorsalmente e parte da placa volar - figura 1).
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figura 1 : detalhe da incisdo e remocgdo das pegas contendo o LCUP. A direita um aumento
mostrando as inser¢des do LCUP: proximal (12 MTC), distal (FP) a placa volar e a capsula
dorsal.

Capsula
dorsal

Fonte: autor

Apds a remogao da pecga, era feita uma marcagao dorsal e distal com
um fio de sutura para orientagédo espacial da pec¢a anatdmica (figura 2A). Apos
a remocgao, as pecgas eram identificadas com lateralidade, idade aparente, cor,
sexo e data da coleta e em seguida imersas em um frasco de vidro contendo
solucado de paraformaldeido 4% em 0,1 M de tampdo fosfato, pH 7.4 e em
seguida acondicionadas a uma temperatura de 4°C. Através de uma incisdo
volar e mediana no punho de aproximadamente 6 cm, retiramos um fragmento
de cerca de 5 cm do nervo mediano que foi usado como referéncia na

coloracao das pegas (figura 2B).
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figura 2: A: ligamento collateral ulnar do polegar com suas porgdes
principal (PP) e acessoria (PA) e suas inser¢bes proximais no
primeiro metacarpo (12MTC) e distais (falange proximal -FP e placa
volar). Dorsalmente ver-se uma por¢do da capsula dorsal da
metacarpofalangeana. Nota-se a marcag¢ao com fio de sutura (dorsal
e distal). B: Segmento de nervo mediano usado como referéncia de
tecido nervoso na coloragao.

|||||th. s ..nTH'n
[ty 2

Fonte: autor
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3.2 Preparacgao dos tecidos

As pecas permaneceram imersas para fixagdo em solugdo de
paraformaldeido 4% em 0,1 M de tampao fosfato, pH 7.4, a 4°C por 24 a 48
horas. Removido do fixador, o tecido era lavado por varias vezes em sacarose
20% tampéo fosfato-salino (TSF pH7.4) e em seguida emergido em sacarose
20% TFS por cerca de 24 a 48 horas até o tecido afundar. Esse passo visa
crio-proteger o tecido que em seguida foi levado ao freezer para congelar a -
70°C.
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3.3 Preparacgao das pegas para o corte

As pecas foram retiradas do freezer, descongeladas em temperatura
ambiente e submetidas a uma nova dissec¢cdo anatdbmica sob magnificagédo
(lupa cirurgica) no intuito de retirar o excesso das estruturas que nao seriam
incluidas no estudo (capsula dorsal, placa volar e insegdes 0sseas) e separar a
por¢cao principal do LCUP, por ser o principal estabilizador da MTCF do
polegar. Terminada a dissecgao, as pecgas foram medidas, pesadas em uma
balangca de precisdo, fotografadas com a leitura da pesagem e régua de

referéncia (figura 3).

figura 3: A-pesagem da peca na balanca de precisdo; B-medida do comprimento e altura da peca;
C-medida da espessura da pecga.

Fonte: autor

3.4 Corte:

Inicialmente colocamos OCT (Tissue-Teck), preenchendo toda a
superficie da base metalica, que foi levada ao criostato para congelamento,
colocando-se uma lamina limpa sobre a pecga para retificagdo da superficie
apo6s o congelamento. Com a base congelada, a pega foi posicionada com a
porcéao distal voltada para o lado direito e a porgao dorsal voltada para ranhura
superior da base, cobrimos totalmente a peca com OCT (Tissue-Teck) e
levamos novamente ao criostato para congelar e finalmente cortar. Os cortes
foram feitos com uma espessura de 10 micrébmetros. Obtivemos 40 (quarenta)
laminas cada uma contendo dois cortes, sendo 25 (vinte e cinco) laminas

destinadas a imunohistoquimica (cortes de 10um), 05 (cinco) laminas contendo
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o0 nervo mediano para controle de imunofluorescéncia, 10 (dez) laminas para
coloracédo em HE (cortes de 10um) e a 05 (cinco) laminas para a coloragéo
com a técnica de tricbmio de Masson (cortes de 6um). Todas as laminas foram
previamente identificadas. Apés o corte e fixagcdo das pecgas, as laminas

obtidas eram colocadas em uma caixa umidificada para transporte.

3.5 Coloragao dos tecidos pela técnica de HE e Tricromo de Masson
O processo de coloracdo HE tem duracido de 2h e 10 min initerruptos e consta

das seguintes etapas:

* Trés etapas de desparafinizagado sendo a primeira na estufa a 45°C com
duracao de 40 min, a segunda com Xilol | com duragao de 10 min e a
terceira com Xilol [l com duracao de 10 min.

» Trés etapas de hidratacdo usando Alcool Etilico a 100% por 5 min,
Alcool Etilico a 80% por 5 min e Alcool Etilico 70% por 5 min.

* Lavagem agua por 7 min

* Coloracdo com Hematoxilina por 3 min

* Lavagem em agua corrente por 3 min

* Coloracdo com Eosina por 7 min

* Lavagem em agua corrente por 2 min

* Quatro etapas de desidratacdo, cada uma com duragdo de 5 min,
rspectivamente com com Alcool Etilico a 70%, Alcool Etilico 80%, Alcool
Etilico a 100% | e Alcool Etilico a100% I

* Duas etapas de fixagao do corante e conservacdo do material com Xiiol

[, por 5 min e com Xilol Il por 10 min.

O processo de coloracao pela técnica de Tricromo de Masson usa solugao de
Bouin, Hematoxicilina férrica de Weigert, Solugdo de escarlate de Biebrich,
solugdo acida fosfot[ungstica-fosfomolibdica, solugdo de azul de anilina e

solugdo de agua-acido seguindo as etapas:

* Desparafinar e hidratar
e Lavar em agua corrente por 5 minutos
* Mordentar em solugédo de Bouin por 1 hora na estufa a 60 graus ou

preferencialmente deixar por uma noite em temperatura ambiente
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* Lavar em agua corrente até desaparecer o amarelo deixado pela

solucao de Bouin

* Passar em agua destilada

* Corar pela solugdo de Hematoxilina Férrica de Weigert (A e B) por 10
minutos

* Lavar em agua corrente por 10 minutos

* Passar em agua destilada

* Corar pela solugao de Escarlate de Biebrich por 5 minutos

* Passar por agua destilada

« Diferenciar pela solucdo de Acido Fosfotungstico-Fosfomolibdico
durante 10 a 15 minutos

* Passar por agua destilada

* Corar pela solugao de Azul de Anilina durante 5 a 10 minutos

e Lavar em agua destilada

« Passar pela solucéo de Acido Acético Glacial 1% por 3 a 5 minutos

* Pasar por agua destilada

e Desidratar, diafanize e monte em resina.

3.6 Coloracao dos tecidos pela imunofluorescéncia

As laminas contendo o ligamento colateral ulnar da metacarpofalangeana
do polegar, foram submetidos a analise histolégica para evidenciagdo das
terminagcées nervosas, segundo o método de imunohistoquimica PGP 9.5
anticorpos (monoclonal e policlonal) a uma diluicdo de 1/100 e 1/500,

respectivamente. Este método consta das seguintes etapas:

» As secgdes foram cercadas com PAP PEN, formando uma barreira para
a solugao que guarda os tecidos seccionados e guardado em uma caixa
umida minimizando a evaporacao;

= As secgbes foram lavadas 4 vezes por 15 mim com 0,1M (PBS), frio,
contendo 3% de Triton, seguido de incubagdo por 2 horas na
temperatura ambiente, com solugdo de bloqueio contendo 4% de soro

normal e albumina do soro bovino;



» Os tecidos foram lavados por 15mim, 4 vezes com 0,1M (PBS) e
incubado com anticorpo primario por 18 — 20 h a 4° graus;

= O anticorpo primario usado foi a anti-proteina PGP 9.5, diluido em 1:400
em solugao consistindo de 0,5 % TX-100 em 0,1 M (PBS);

« Depois de encubado a 4° o tecido continuou por 2hs na temperatura
ambiente. Depois lavado 4 vezes por 15mim em 0,1M (PBS), em
seguida incubado no escuro por 12 h na temperatura ambiente com o
segundo anticorpo marcado fluorescente (Alexa Fluor 488 - IgG) diluido
em 1:200 com os diluentes do anticorpo primario;

» Em seguida, as laminas foram protegidas da luz e feita uma serie de
lavagens, 4 vezes por 10mim em 0,1M (PBS) frio, 1 vez por 20mim com
0,05M PSB frio, com agua destilada e estocado a -70° para visao

microscopica confocal a laser.

3.7 Microscopio Confocal a Laser (MCL)

As laminas preparadas com imunoflurencéncia foram examinadas com
microscopio confocal a laser equipado com epifluorescéncia (MCL- 510)
usando Kripton/laser e montado no microscopio Axiovert 100M. As seccdes
foram observadas inicialmente com epifluorescéncia, usando-se um filtro de
excitacao (490-494 nm) para emissao de feixe (520-525nm) Dualexis — fluor
488. Cada seccdo foi examinada no aumento de 10 x para orientacdo dos
tecidos e mapeamento das estruturas. Quando identificadas, usamos objetivas
de 20x e 40x para visualizar os detalhes. No microscopio foi inserido um
software para a projecdo da imagem (KONTRON KS400). Depois destas
projecbes, elas foram salvas, configuradas, analisadas as imagens e
comparadas as secgdes entre as diferengas dos fragmentos das regides do
LCU. Evidenciamos largura, comprimento dos mecanorreceptores, terminagdes
nervosas livres e caracteristicas morfolégicas. Todas as imagens foram
estudadas por MCL. Apds a identificacdo dos mecanorreceptores e
terminagdes nervosas livres, bem como em sua localizagdo no ligamento
colateral ulnar da metacarpofalangeana do polegar, estas foram classificadas,
segundo a classificacdo de Freeman e Wike, 1967 (figura 4) e agrupados em

trés grupos:
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Grupo | — parte proximal do ligamento colateral ulnar (1° metacarpo)

Grupo Il — parte central do ligamento colateral ulnar

Grupo lll — parte distal do ligamento colateral ulnar (falange proximal)

Figura 4: classificacdo de Freeman e Wyke - 1967

Functional
Kind Morphology Diameter (Lam) characteristic Eponyms
“Ruffini’s,
i Globularor 5-8 M.echggore?eptg; ﬁgtni's
slow-adapting, low
ovoid (myelinized) threeholc[n end;r;'g‘:,r -
corpuscle.
Krause’s,
" Cylindrical  8-12 MechanorecePton:  vater, Vater-
or tapered (myelinized) ’ Pacine’'s
fast-adapting. corpuscles
Mechanoreceptor, oGno(I’ ::s
m Spindle-like zg;;wmd) '\:3: threshoid, Golgi- '
adapting. corpuscle
v myolinized 25 P
myelin ain receptor -
plexus (myelinized)
Non-
myelinized :ygl'&rl;ed) Pain receptor -

free endings

Fonte: FREEMAN, M. A. R.; WYKE, B. The innervation of the knee joint. An anatomical and

histological study in the cat. ] Anat,1967



4. RESULTADOS:
4.1- Medida e pesagem das pecas:

Todas as pecas foram pesadas em balanga de precisao obtendo-se um peso
médio de 0,1907g (£3,160) e dimensionadas quanto a sua altura (média:
6,62mm /+1,149), comprimento (média: 13,24mm/+0,439) e largura (média:
4,36mm/+0,693) - tabela 1.

tabela 1: parametros morfométricos das amostras

Média Desvio

Padrdo

COMPRIMENTO 11,2 mm 11 mm 18 mm 15 mm 11mm 13,24 mm + 3’] 60
ALTURA 7,1 mm 5 mm 8 mm 6 mm 7 mm 6,62 mm + 1 ’] 49
LARGURA 4,2 mm 3,8 mm 4,3 mm 4,5 mm 5 mm 4,36 mm + 0’4 39
PESO 01122g 0,1730g 0,2709g 0,1082g 0,2157 g 0,1907 g + 0,693

Fonte: autor

4.2 Analise tecidual
4.2.1 Grupo | — parte proximal do ligamento colateral ulnar do polegar:

Nas laminas de HE e Masson observadas em aumento de 100X, 200X e
400X, visualizamos um predominio de fibras de colageno dispostas em feixes
paralelos, apresentando em seu interior, células com nucleos alongados
semelhantes a fibroblastos. Entre os feixes de colageno, encontramos algumas
células com nucleos arredondados e enfileiradas, semelhantes a condrdcitos,
além de pontos de calcificacdo e matriz 6ssea, provavelmente relacionada a

zona de insergao proximal do LCUP no 1° metacarpiano (Figura 5 e 6).
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figura 5: ampliagdo da porgao proximal e dorsal do LCUP mostrando as fibras de colageno arranjadas em feixes
paralelos. Presenga pequeno ponto de calcificagdo entre as fibras de colégeno e na porgado superior (dorsal)
nota-se a presenga de matriz dssea, caracteristico de zona de insergao 0ssea e provaveis estruturas vasculo

nervosas na porgao volar. A direita temos uma visdo panoramica do corte aumentado aproximadamente 4x,
destacando a area aue foi amnliada 100X (a esauerda).

Fonte: autor

figura 6: A-condrocitos com nucleos arredondados e enfileirados, fibroblastos (por¢ao superior) com
nucleos alongados e fibras de colageno com arranjo paralelo. B-Detalhe de uma calcificagdo (ao
centro) rodeada de fibroblastos com seus nucleos alongados.

200x

Fonte: autor

Encontramos ainda possiveis estruturas nervosas afiladas paralelas as
fibras de colageno, algumas de formas arredondadas e outras de forma néao

definidas na coloragéo HE (figura 6) e na coloragao por Masson (figura 7).
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figura 7: Detalhe de provéveis estruturas vasculo nervosas encontradas no grupo I

Fonte: autor

figura 8: coloragido de Masson mostrando fibras de colageno e provavel tecido nervoso.

Fonte: autor



Na analise das laminas coradas com anticorpo primario PGP 9.5,
evidenciamos estruturas nervosas semelhante a terminagdes nervosas livres em
meio as fibras de colageno dispostas em feixes paralelos (figura 9) de tamanho

entre 1,19 e 4,76 ym. Achados semelhantes aos encontrados na coloracdo em
HE (figura 10).

figura 9: laminas coradas por imunofluorescéncia (PGP 9.5, confocal,100X)
mostrando fibras de colageno dispostas em feixes paralelos e estruturas finas e
alongadas entre as fibras de colageno, semelhante em tamanh e forma, a
terminagdes nervosas livres

Fonte: autor

figura 10: imunofluorescéncia comPGP 9.5 e microscopia confocal a laser (C-100X) e coloragao
pela técnica de HE (D-100X) da regiao proximal e volar do LCUP evidénciando o predominio de
fibras de colageno dispostas em feixes longitudinais.

Lw

l

Fonte: autor
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4.2.2 Grupo Il — parte central do ligamento colateral ulnar do polegar

Nas laminas com coloragdo HE e Masson evidenciou-se um predominio de
fibras de colageno dispostas longitudinalmente, apresentando em seu interior,
células com nucleos alongados semelhantes a fibroblastos, semelhante a regiao
proximal. Nessa regido encontramos outras estruturas que acreditamos ser
vasos sanguineos e/ou tecido nervoso (figuras 11 e 12), porém a nao foi

possivel diferencia-las devido as limitagbées préprias do método HE.

figura 11: cortes da porg¢do medial do LCUP corados em HE mostrando feixes de colageno
paralelos (A), provaveis estruturas vasculo-nervosas (A e B), células com ntcleos alongados e
semelhantes a fibroblastos.

Fonte: autor

figura 12: detalhe de uma possivel estrutura vasculo-nervosa (400X) encontrada na
porcao medial do LCUP — Grupo .

Fonte: autor



As laminas coradas pelo método de imunofloréncéncia com PGP 9.5 e
visualizadas com microscopia confocal a laser, evidenciaram terminagdes
nervosas livres filiformes (figura 13) e terminagbes nervosas multiflamentadas
(figura 14) em meio as fibras de colageno (1,19 a 4,76 um).

figura 13: terminagdes nervosas livres entre os feixes de
colageno (200X).

Fonte: autor

figura 14: formagao nervosa entre os feixes de colageno
(200X). Terminagdes nervosas livres multiflamentadas

Fonte: autor
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4.2.3 Grupo lll - parte distal do ligamento colateral ulnar (falange proximal)

Neste grupo encontramos a maior quantidade de estruturas. Analisando
as laminas de HE e Masson identificamos padrdes celulares semelhantes aos
encontrados no grupo 1 e grupo 2, percebemos uma maior repeticdo de
possiveis estruturas vasculares e nervosas, especialmente na por¢ao dorasal,
nos deixando a impressao de que nesta regidao, estdo em maior numero. (figuras
15, 16 e 17).

figura 15: lamina de HE (100X) mostrando o padrao tecidual distal do LCUP (Grupo Ill) com
fibras de colageno agrupadas em feixes paralelos, provaveis estruturas vasculo-nervosas e
vasos sanguineos.

Fonte: autor



figura 16: detalhe de uma possivel estrutura vasculo-nervosa (400X)
encontrada na porgao distal do LCUP — Grupo Il

Fonte: autor

figura 17: lamina corada pela técnica de triconio de Masson mostrando possivel
estrutura nervosa circulada em amarelo no meio dos feixes de fibra de colageno.
Aumento 50X

FEJnte: autor
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A andlise das laminas de imunofluorescéncia, com PGP 9.5, mostraram,
estruturas nervosas diversas com padrao arboriforme tipo Ruffine-like, em meio
as fibras de colageno (figuras 18), detalhadas com aumento de 200X e 400X
(figura 19).

figura 18: Rufinni like e terminacdes nervosas livres (100X).

Fonte: autor

figura 19: Detalhe em aumento de 200X de algumas estruturas da figura 11 - Rufinni Like (A)
rodeado de terminagdes nervosas livres (B). A direita detalhe de um Rufinni-Like aumento 400X.

Fonte: autor
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Terminagdes nervosas livres foram encontradas com largura variando de
7,14 a 17,85 pm e multiflamentadas (figura 20), terminacbes nervosas
complexas com padrbes variaveis: estruturas de forma ovalada e nao
classificaveis com largura variando de 9,52 a 42,85 ym e comprimento variando
de 47,61 a 104,76 um (figura 21).

figura 20: detalhe de uma terminacg&o nervosa livre entre os feixes de colageno. (200X). A direita fibra
nervosa multiflamentada.

Fonte: autor

figura 21: detalhe de estruturas ovaladas nao classificaveis e
terminagdes nervosas livres (200x).

Fonte: autor
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As estruturas vasculares encontradas apresentavam largura entre 43,33 e

50 um e comprimento entre 83,33 e 116,66 um (figura 22).

figura 22: vaso sanguineo com sua luz e estrutura nervosa nao
classificavel. Aumento de 400X

1=13846pm, 563°

1=5740pm, 253°

Fonte: autor



4.3 ANALISE HISTOMORFOLOGICA

Foram encontradas terminagdées nervosas livres (tipo 1V) filiformes com
largura média de 4,363 pm e desvio padrdo de + 2,994. Foram também
encontradas terminacdes nervosas livres multiflamentares que nao se
enquadram na classificagcdo de Freeman e Wike, com largura média de 2,715
pm e desvio padrao de £ 2,142. Visualisou-se estruturas nervosas com padrao
arboriforme (tipo | - Rufinni-Like) com comprimento médio de 92,25 um, com
desvio padrao de £ 56,186 e largura média de 33,575 um e desvio padrao de *
35,518. Estruturas ovaladas foram encontradas com comprimento médio de
76,185 uym com desvio padrao de * 40,411, largura média de 26,185 ym com
um desvio padréo de + 23,567 (tabela 2).

Tabela 2: analise histomorfolégica das terminagdes nervosas do ligamento collateral ulnar
do polegar
Forma das estruturas Tamanho médio (Um) Desvio padréo
nervosas

Terminagé.e's nervosas livres Largura: 4,363 pm + 2,994
filiformes
Terminagdes
multifilamentadas néo Largura: 2,715 um + 2,142
classificaveis

Arboriformes Comprimento: 92,25 um + 56,186
Largura: 33,575 Um + 35,518

Ovaladas Comprimento: 76,185 um + 40,411
Largura: 26,185 um + 23,567

Fonte: autor



4.4 ANALISE ESTATISTICA

O estudo apresentou uma amostragem com predomindncia do sexo
masculino com 60% (3 individuos) e 40% (2 individuos) do sexo feminino.
Quanto a lateralidade o predominio foi do lado direito com 60% (3 individuos) e
40% (2 individuos). Quanto a cor houve predominio da cor parda com 60% (3
individuos), seguido de 20% da cor negra (1 individuo) e 20% da cor branca (1
individuo).A idade aparente variou entre 50 e 70 anos com uma média de 60

anos e um desvio padrao de 7,90 (tabela 3).

Tabela 3: identificacdo das amostras e andlise estatistica

SEXO Q s F 4 =
60%3" / 40% %

IDADE APARENTE
50-70 anos
Média 60 anos
DP:£7,90

LATERALIDADE D D D E E
60% D / 40% E

COR
60%parda

20%negra
20% branca

65 50 70 60 55

NEGRA PARDA PARDA BRANCA PARDA

Fonte: autor
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5.DISCUSSAO:

Ao iniciarmos a busca de informacdes sobre a inervacdo do LCUP nos
deparamos com a auséncia de trabalhos abordando especificamente o estudo
histomorfolégico dos mecanorreceptores nessa estrutura. O LCUP é um
importante estabilizador da metacarpofalangeana do polegar durante a
preensao e a realizagdo dos movimentos de pinca. A lesdo do LCUP resulta
em grande prejuizo funcional, instabilidade, dor e se nao tratada
adequadamente pode levar osteoartrose na metacarpofalangeana do polegar,
causando um dano articular e perda funcional permanente (Daniel M. et Al,
2015). Isso despertou-nos o interesse estudar a inervagdo e a histologia do
LCUP, pois diversos estudos ja comprovaram a importancia do mecanismo de
propiocepg¢ao na protecao de articulagdes, tenddes, ligamentos e musculos
(COOPER et al, 1992; VAGNESS et al, 1995). O estudo foi feito com uma
amostragem de cinco pecas retiradas de polegares. Duas pecas duas pecgas
foram excluidas da amostragem por apresentarem sinais degenerativos no
LCUP. Das cinco amostras selecionadas 03 (trés) foram do sexo masculino e
02 (dois) do sexo feminino, 03 (trés) do lado direito e 02 (dois) do lado
esquerdo. Analisando outros artigos (MOBARGHA et al, 2013; LEE; LADD;
HARGET, 2011), observamos uma variagao da amostragem de cinco a vinte e
duas pecas, sendo a nossa amostragem pequena quando comparada a média
de outros estudos similares.

A escolha da coloragdo com PGP 9.5 foi estabelecida em nosso estudo,
apo6s uma analise dos métodos disponiveis para corar estruturas nervosas. O
cloreto de ouro € uma técnica muito utilizada pelos pesquisadores, entretanto
sdo coradas outras estruturas como vasos, axdnios, fibroblastos e tecido
adiposo, dificultando a identificacdo precisa das estruturas neurais,
especificamente na diferenciagao entre estruturas neurais e vasos (AMIR;
LOWE; FINSTERBUSH, 1995; ASSIMAKOPOULOS et al, 1992; DE AVILA et
al, 1989; HOSOKAWA, 1964; MICHELSON; HUTCHINS, 1995; PETRIE et al,
1998; VANGNESS et al, 1995; ZIMNY; ONGE; SHUTTE, 1985). Outro método
usado para corar estruturas nervosas € a prata, sendo particularmente indicada
para o estudo de nervos motores e sensitivos. Portanto é de dificil manuseio e

requer experiéncia no controle do nivel de acidez para nao impregnar em
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outros tecidos ( KENNEDY; ALEXANDER; HAYES, 1982; KIM; AZUMA, 1995;
OHMORI; AZUMA, 1998; SCHULTZ et al, 1984). O uso de proteina S-100,
também nao oferecia uma especificidade satisfatoria e também cora tecidos
indesejaveis (DEL VALLE et al, 1998; EJNISMAN et al, 2002; KIM; AZUMA,
1995; MASHOOF et al, 2001; NAKAMURA et al, 1998; OHMORI; AZUMA,
1998). O uso do PGP9.5 mostrou-se eficiénte para diferenciar tecido nervoso
em diversos trabalhos na literatura. MOBARGHA et al, em 2013, optaram por
um estudo com tripla coloragdo usando P75, PGP 9.5 e DAPI. Essa técnica
mostrou-se eficiénte na visualizacdo de mecanorreceptores, nervos e
artérias/arteriolas, em contraste com os feixes de colageno dos ligamentos.
Porém o alto custo desses anticorpos € um fator importante a ser considerado
e nao encontramos beneficios relevantes quando comparados a trabalhos que
utilizaram apenas o PGP9.5.

Na coleta optamos em deixar um pouco das insercbes 6sseas do LCUP,
no intuito de estudar o padrdao histolégico nas zonas de inser¢ao Ossea
proximal (1° MTC) e distal (falange proximal), bem como nos certificar que o
LCUP foi retirado em toda a sua extensdo. Nos trabalhos analisados nao foi
encontrado nenhuma informacdo sobre a inclusdo das insercbes Osseas no
material de analise.

O objetivo do estudo foi demostrar a presenga de estruturas nervosas no
LCUP, suas formas, além de descrever um pouco sobre a estrutura histolégica
do LCUP . Encontramos dificuldade em obter uma fluorescéncia forte com o
uso do PGP 9,5 para algumas estruturas nervosas ovaladas e redondas. Nao
sabemos ao certo se é algo relacionado com a estrutura histolégica do LCUP
ou devido as suas pequenas dimensodes. Esse fator dificultou a analise das
estruturas nervosas coradas com o PGP9.5, pelo fato de que algumas delas
ndo fluoresciam semelhantes as estruturas nervosas encontradas em outros
tipos de tecido, como por exemplos nas mucosas. Para nos auxiliar na
classificagao das estruturas por nés encontradas, recorremos a outros estudos
comparando imagens e caracteristicas entre as estruturas descritas.

Em 2012, Julia Lee, Amy Ladd e Elisabet Hagert, publicaram um artigo,
onde foram colhidos 5 complexos ligamentares CMC de 10 maos de cadaveres
frescos e congelados. Os tecidos foram fixados em parafina e usado,

simultaneamente, PGP 9.5, p75 e DAPI e imunofluorescéncia para analisar os
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padrdées de inervagdo da CMC do polegar, encontrando corpusculos de Pacini,
terminagdes de Ruffini e terminagdes nervosas dendriticas, estruturas
semelhantes as encontradas no nosso estudo. Esse estudo serviu de ponto de
partida para a compreensédo das condigdes mecanicas normais e patoldgicas
na articulacdo CMC, bem como o nosso servira de ponto de partida para uma
melhor compreensao da inervacao e propiocep¢ao da MTCFP. O uso de trés
tipos diferentes de anticorpos, nos chamou a atencdo para dificuldade de
diferenciacdo entre as  estruturas nervosas encontradas pela
imunofluorescéncia, nos sugerindo que outros pesquisadores também
encontraram a mesma dificuldade encontrada no presente estudo e a ftripla
coloragdo seria uma alternativa, na tentativa de facilitar a identificagdo do
tecido nervoso encontrado.

Em 2013, MOBARGHA et al, apresentaram um estudo semelhante com
a CMC do polegar em pacientes com osteoartrite na CMC do polegar , dessa
vez com uma amostra de 22 pecas, descrevendo mais detalhadamente a
inervacdo da CMC do polegar. Nesse estudo foram avaliados ligamentos
normais e patolégicos. Em nossa analise eliminamos os ligamentos com sinais
degenerativos. Essa andlise teria sido importante para avaliar se 0 processo
degenerativo alteraria a concentragdo das terminagdes nervosas livres e
mecanorreceptores, quando comparado ao tecido normal. Assim como em
nossa amostragem, MOBARGHA et al, ndo observaram diminuicdo da
quantidade de mecanorreceptores nos pacientes mais idosos embora alguma
publicacbes mostrem uma diminuicdo da quantidade de mecanorreceptores
com o aumento da idade.

Ao pesquisarmos sobre a histologia ligamentar, nos deparamos com
uma pequena quantidade de informacdes contidas nos livros textos e na
literatura, o que nos estimulou a escrever sobre a histologia encontrada no
LCUP e nesse aspecto as coloracbes de HE e Masson nos foram muito uteis.
Para identificar as estruturas nervosas optamos pela imunoflorescéncia com
PGP 9.5 por tratar-se de um anticorpo especifico para tecido nervoso e por
mostrar-se eficiénte em diversos estudos, como ja citamos anteriormente.

O uso da microscopia com focal possibititou a visulizagdo do tecido em
camadas permitindo uma compreensao espacial das estruturas nervosas

coradas. Encontramos estruturas vasculo-nervosa no terco proximal da
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porcao principal do ligamento collateral ulnar do polegar (Grupo |), bem como
fibras de colageno dispostas em feixes paralelos. No tergo médio (Grupo II)
encontramos poucas estruturas vasculo-nervosas, essencialmente terminagoes
nervosas livres em meio aos feixes de colageno e alguns vasos sanguineos,
sendo essa a porgao do ligamento provavelmente com menor inervagéao e
vascularizagédo. No terco distal, incluindo inser¢céo éssea na falange proximal,
encontramos a maior parte da vascularizagcdo e dos mecanorreceptores,
localizados em maior concentracdo da por¢ao dorsal e distal. Isso reforca a
importancia do reparo ligamentar precoce nas lesées de Stenner, no intuito de
manter o mecanismo propioceptor, protegendo a articulagdo MTCF de uma
osteoartrite precoce.

Em estudos futuros, outros meétodos de coloragdo podem ser
adicionados (prata), visando uma melhor descrisgdo da composigéo histolégica
do LCUP, bem como o uso de outros marcadores tipo P75 e o DAPI,
facilitando a identificacdo das estruturas nervosas.

A presenca de terminacdes nervosas tipo Ruffini-Like no terco médio e
distal do LUCP, podera dar indicios que o ligamento tem importante papel no
mecanismo de propiocepcado da MTCFP, estabilizando-a durante o movimento
de pinga. De acordo com a classificagdo de de Freeman e wyke esse
mecanorreceptor € de adaptacio lenta e o tempo aumentado para adaptacao
pode ser um fator que contribua o desenvolvimento de lesdes degenerativas do
LCUP, mas para validar essa hipotese, ha a necessidade de estudos eletro-

fisiologicos.
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6. CONCLUSAO:

O estudo mostrou a presenca de mecanorreceptores e terminagoes
nervosas livres conforme a classificagdo de Freeman e Wyke em todos os
grupos da porcéo principal do ligamento collateral ulnar do polegar.

Observou-se terminagdes nervosas do tipo Rufinni-like nas por¢cdes medial
e distal da porgéao principal do ligamento collateral ulnar do polegar.

Foram identificadas terminacbes nervosas ovaladas, arredondadas,
multifilamentadas e nao classificaveis, em todos os grupos da porgao principal

do ligamento collateral ulnar do polegar.
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