RO

I ar

\IRTVS VNITA FORTIOR,

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM CIENCIAS MEDICO-
CIRURGICAS

JONATAS BRITO DE ALENCAR NETO

ANALISE DOS MECANORRECEPTORES E TERMINACOES NERVOSAS LIVRES
DO LIGAMENTO MENISCOTIBIAL MEDIAL DO JOELHO COM
IMUNOFLUORESCENCIA E MICROSCOPIA CONFOCAL

FORTALEZA
2022



JONATAS BRITO DE ALENCAR NETO

ANALISE DOS MECANORRECEPTORES E TERMINACOES NERVOSAS LIVRES
DO LIGAMENTO MENISCOTIBIAL MEDIAL DO JOELHO COM
IMUNOFLUORESCENCIA E MICROSCOPIA CONFOCAL

Tese apresentada a Banca Examinadora
do Programa de Pdés-Graduacdo Stricto
Sensu em Ciéncias Médico-Cirargicas do
Departamento de Cirurgia da Univer-
sidade Federal do Ceard, como requisito
parcial a obtencéo do titulo de Doutor em
Ciéncias Médico-Cirtrgicas. Area de
concentragdo: Metabolismo, Fisiologia e
Biologia Celular no Estresse

Orientadora: Prof?. Dr®. Maria Luzete
Costa Cavalcante.

FORTALEZA
2022



Dados Internacionais de Catalogagio na Publicagao
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

A353a  Alencar Meto, Jonatas Brito de.
Analise dos mecanorreceptores e terminagdes nervosas livres do ligamento meniscotibial
medial do joelho com imunofluorescéncia e microscopia confocal / Jonatas Brito de Alencar
Meto. — 2022,
85f. :il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa
de Pos-Graduagao em Ciéncias Medico-Cinirgicas, Fortaleza, 2022.
Orientagdo: Profa. Dra. Maria Luzete Costa Cavalcante.

1. Mecanorreceptores. 2. Terminagbes nervosas. 3. Ligamentos. |. Titulo.

CDD 17




JONATAS BRITO DE ALENCAR NETO

ANALISE DOS MECANORRECEPTORES E TERMINACOES NERVOSAS LIVRES
DO LIGAMENTO MENISCOTIBIAL MEDIAL DO JOELHO COM
IMUNOFLUORESCENCIA E MICROSCOPIA CONFOCAL

Tese apresentada a Banca Examinadora
do Programa de Pdés-Graduacdo Stricto
Sensu em Ciéncias Médico-Cirurgicas do
Departamento de Cirurgia da Univer-
sidade Federal do Ceara, como requisito
parcial a obtencéo do titulo de Doutor em
Ciéncias Médico-Cirtrgicas. Area de
concentracdo: Metabolismo, Fisiologia e
Biologia Celular no Estresse

Aprovada em / /

BANCA EXAMINADORA

Prof?. Dr2. Maria Luzete Costa Cavalcante (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Diego Ariel de Lima
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFRSA)

Prof. Dr. José Atualpa Pinheiro Junior
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Lana Lacerda de Lima
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFRSA)

Prof. Dr. Camilo Partezani Helito
Faculdade de Medicina da Univ. de Sao Paulo (FMUSP)



A Deus, pela vida.

Aos meus pais, Jonatas Brito de Alencar
Neto e Maria de Fatima Bezerra de Alencar
aos quais devo absolutamente tudo.

A minha esposa, Raila, pela parceria e
estimulo em todos os momentos.

A minha filha Jdlia por me tornar uma

pessoa cada vez melhor diariamente.



AGRADECIMENTOS

Aos Professores e todos os demais integrantes do Programa de Pos-
Graduacdo na pessoa do coordenador professor Dr. José Alberto Dias Leite, por
contribuirem com seus ensinamentos.

A Professora Doutora Maria Luzete Costa Cavalcante, por contribuir com
seus ensinamentos e sua dedicacdo na orientacdo da tese servindo com fonte
inspiradora continua para minha jornada.

A Sra. Maria Luciene Vieira Oliveira, Secretaria do Programa de Pos-
Graduacao em Cirurgia, pela amizade e apoio em todas as etapas.

Ao Professor Doutor Diego Ariel de Lima, por todo o suporte e
ensinamento concebido durante a criacdo desta pesquisa.

Ao Doutor Fernando Antonio Mendes Faganha Filho, por sua contribuicéo,
confianga e apoio em todas as etapas do desenvolvimento da tese.

Aos Académicos Leonardo Miranda Lustosa e José Victor de Vasconcelos
Coelho pela grande contribuicdo e dedicacdo ao desenvolvimento do trabalho.

A toda a equipe da CIHDOTT/IJF (Comiss&o Intra-Hospitalar de Doag&o
de Orgéos e Tecidos para Transplante), por todo o apoio e ajuda durante toda minha
pesquisa.

A Central Analitica/UFC, principalmente profa. Rosemayre Souza Freire e
prof. Emilio de Castro Miguel, por contribuir como setor de Microscopia confocal na

preparacao das laminas para estudo das densidades.



“‘Aquele que transmite conhecimento
nunca morre” (Filipe Martins Alves

Pereira).



RESUMO

Os ligamentos meniscotibiais, também conhecidos como ligamentos coronarios, sao
uma banda fibrosa que conecta perifericamente os meniscos a tibia. Atualmente, as
lesbes em rampa do menisco foram associadas a lesdo concomitante dos
ligamentos meniscotibiais, sendo causas de instabilidade em joelhos LCA-
deficientes. O estudo dessa estrutura & fundamental para definirmos suas principais
caracteristicas e entendermos melhor seu funcionamento, para que possamos trata-
lo de forma adequada nos casos de ruptura do mesmo. Vinte ligamentos
meniscotibiais mediais de joelho foram obtidos durante a doacdo de O6rgdos
provenientes de 20 doadores de érgaos falecidos efetivados pela Comissao Intra-
Hospitalar de Doacdo de Orgdos e Tecidos para Transplante (CIHDOTT) apds
confirmacdo de morte encefalica, todos adultos. Os ligamentos foram medidos,
pesados e cortados. As seccdoes de 10um foram preparadas em |laminas coradas
com hematoxilina-eosina (HE) para analisar a integridade tecidual e as seccdes de
50pm foram submetidas a imunofluorescéncia com protein gene product (PGP) 9.5
como anticorpo primario e Alexa Fluor 488 como anticorpo secundario, seguido por
andlise microscopica (Zeiss. LMS 710). O LMT medial foi identificado em 100% das
dissecacdes, exibindo largura média de 32,25 + 3,09 mm, comprimento médio de
7,07 £ 1,34 mm, espessura média de 3,53 = 0,27 mm e peso médio de 0,6728 *
0,13469. As seccles histologicas em HE evidenciaram fibras coldgenas densas e
bem organizadas, além da presenca de tecido vascular. Em todos os espécimes
analisados foram identificados mecanorreceptores do tipo | (Ruffini-like) e do tipo IV
(terminacdes nervosas livres), variando desde fibras paralelas até fibras em formato
enovelado. Foram encontradas ainda, terminacdées nervosas n.o classificadas, com
formatos diversos e irregulares. Os elementos neurais foram encontrados a maioria
proximo da insercao tibial do LMT medial. Dessa forma, concluiu-se que o LMT é
uma estrutura ligamentar distinta no aspecto posteromedial do joelho e apresenta
estrutura nervosa periférica, primariamente mecanorreceptores tipo | e IV. Tais
achados levam a crer que o LMT medial apresenta importancia para a propriocepgao

e estabilizacdo anterior e posteromedial do joelho.

Palavras-Chave: 1. Mecanorreceptores. 2. Terminagdes Nervosas. 3. Ligamentos.



ABSTRACT

The meniscotibial ligaments, also known as the coronary ligaments, are a fibrous
band that peripherally connects the menisci to the tibia. Currently, as meniscus ramp
deficiency, they have been associated with concomitant injury to the meniscotibial
ligaments, being causes of instability in ACL-deficient patients. The study of this
structure is essential to define its main characteristics and understand its best
functioning, so that we can treat it according to the same cases of rupture. Male knee
ligaments were obtained during organ donation sent from 20 deceased organ donors
effected by the Intra-Hospital Commission for Organ and Tissue Donation for
Transplantation (CIHDOTT) after brain death, all adults. The ligaments were medium,
fast and cut. Sections of 1 were prepared with hematomas on stained slides (HE), to
study 8 pm scientific research lessons, and sections of 5 sessions of
immunofluorescence with protein gene product (PGP), followed by microscopic
analysis (Zeiss. LMS 710). The medial LMT was identified in 100% of dissections,
exhibiting a mean width of 32,25 + 3,09 mm, mean length of 7,07 £ 1,34 mm, mean
thickness of 3,53 + 0,27 mm and average weight of 0,6728 + 0,13469g. Histological
sections in HE showed dense and well-organized collagen fibers, in addition to the
presence of vascular tissue. In all receptors projected in parallel, type | (Ruffini-like)
and type IV (nerve endings to parallel fibers) mechanoreceptors were identified,
ranging from parallel fibers to coiled fibers. There were also several formats, with
nerve endings and irregular. neural elements were all most close to the tibial insertion
of the medial LMT. Thus, it was concluded that the LMT is a distinct ligament
structure in the posteromedial aspect of the knee and presents a peripheral nervous
structure, primarily type | and IV mechanoreceptors. Such findings lead us to believe
that the medial LMT presents proprioception and anterior and posteromedial
stabilization of the knee.

Keywords: 1. Mechanoreceptors. 2. Nerve endings. 3. Ligaments.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, tem-se dado muita atencdo aos ligamentos meniscotibiais
(LMT) do joelho, também conhecidos como ligamentos coronéarios (SMITH et al.,
2020). Na literatura médica, os mesmos sdo estruturas ligamentares descritas por
isseccdo anatdbmica desde 1914 (JEONG et al, 2019) e reavaliadas
artrograficamente em 1984 (E-KHOURY et al., 1984a).

Na década de 80, os estudos anatdmicos por meio de artrografia do
joelho descreveram estruturas fibrosas que conectavam perifericamente o0s
meniscos, principalmente o menisco medial a tibia (MEHL et al., 2019).
Posteriormente, tal lesdo destas estruturas foi associada a causa de dor em joelho
(MILLAR, 1991; LOUGHER; SOUTHGATE; HOLT, 2003). Entretanto, até 2011 ndo
se sabia qual era a relacao causal entre a lesdo dos ligamentos coronarios com a
extrusdo meniscal e a instabilidade do joelho (MARIANI, 2011; KRYCH et al., 2019).

Em 2015, alguns pesquisadores do Centre Albert Trillat, na Franca,
identificaram a importancia dos ligamentos coronarios na instabilidade do joelho,
principalmente na instabilidade rotacional posteromedial (PELTIER et al., 2015). Nos
anos seguinte, diversos autores publicaram a relagdo dos LMT com a instabilidade
anterolateral, bem como posterolateral (URBAN; PRETTERKLIEBER;
PRETTERKLIEBER, 2019; AMAN et al., 2019).

Tais estruturas mantém relacéo topografica com as lesdes em rampa do
menisco medial e a entidade conhecida como “menisco flutuante” (Bikkina et al.,
2005), o que estdo implicados na falha ligamentar em reconstru¢des do Ligamento
Cruzado Anterior (LCA), sendo um preditor na instabilidade residual do mesmo
(DEPHILLIPO et al., 2018b).

Os LMT séao descritos como uma banda fibrosa que se origina na tibia e
insere na porcgao inferior dos meniscos que tém fungdes principais de estabilizar e
manter o menisco em sua posicdo sobre o platd tibial (PELTIER et al., 2015;
LAPRADE et al.,, 2007). A porcao profunda do ligamento colateral medial (LCM)
contribui para o LMT na parte central do menisco medial (LIU et al., 2010). Os LMT
laterais séo originarios de uma camada mais profunda da terceira camada lateral do
joelho, sendo inseridos milimetros abaixo da cartilagem articular tibial (LIU et al.,
2010).
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Muitos autores defendem que os LMT, principalmente os posteromediais,
contribuem para a estabilidade do joelho, tendo uma acdo sinérgica ao LCA,
principalmente na estabilidade rotacional, translacdo anterior, rotacdo interna e
externa, clinicamente evidenciada por testes rotacionais no exame fisico (PELTIER
et al., 2015). Um fundamental exemplo da importancia clinica de tal estrutura € o de
pacientes com possivel lesdo combinada do LCA com lesdo meniscal em rampa ou
lesdo associada dos LMT que apds a reconstrucdo isolada do LCA evoluem com
falha da estabilidade rotatéria (KRYCH et al., 2019; MEHL et al., 2019; SMITH et al.,
2020).

Os LMT mediais possuem menor for¢ca de arrancamento comparado aos
laterais, assim como suas porcdes anteriores s80 menos resistentes do que as
posteriores (HAUCH; VILLEGAS; DONAHUE, 2010). Nos LMT anteromediais, foram
encontrados resisténcia a ruptura de carga de 396.6N, suportando 7.7mm de
alongamento maximo. Nos LMT anterolaterais o suporte maximo a ruptura é
semelhante & uma carga de 454.3N e alongamento maximo 7mm (SEITZ et al.,
2012).

As lesdo dos LMT podem ser investigadas por ressonancia nuclear
magnética (RNM) em ponderacdo T2 com corte sagital ou coronal evidenciando
liguido de espessura maior que 3mm entre o menisco e o platé tibial € sugestivo de
lesdo dos LMT (BIKKINA et al., 2005). Na artroscopia de joelho, deve-se realizar a
inspecdo submeniscal para identificar um menisco sem lesdes (Figura 1) ou um
“menisco flutuante”, também conhecido como “menisco ascendido”, o qual é sinal de
lesdo dos LMT (Figura 2) (SMITH et al., 2020)

De acordo com o que foi explanado, o principal objetivo da reconstrucao
conjunta do LCA e do reparo meniscal ou dos LMT seria um maior controle
rotacional e prevencao da rerruptura do LCA (BLACK et al., 2018; MEHL et al., 2019;
SMITH et al., 2020).
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Figura 1 — Visdo artroscépica por portal anterolateral
de uma inspecdo normal do menisco medial sem leséo
dos ligamentos meniscotibiais.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
CF: Céndilo Femural; P: Palpador; PT: Platé tibial; MM: Menisco
Medial

Figura 2 — Visdo artroscOpica por portal anterolateral
de uma lesdo dos ligamentos meniscotibiais mediais
demonstrando elevacdo meniscal da tibia, demons-
trando o sinal da ascensdo meniscal (“meniscal rise”)
ou menisco flutuante (“floating meniscus”) — lesdo dos
ligamentos meniscotibiais mediais (seta preta).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
CF: Condilo Femural; P: Palpador; PT: Platd tibial; MM: Menisco
Medial
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Com isso, a lesdo dos LMT em conjunto com lesdo do LCA deve ser
reparadas concomitantes, prevenindo assim maior instabilidade rotacional residual e
maior risco de re-ruptura (BUMBERGER et al., 2020; NICOLAS et al., 2020).

Entretanto, ainda s&o necessarios mais estudos a respeito da real
contribui¢cdo propioceptiva e mecanica dos LMT. Tais ligamentos foram descobertos
h& bastante tempo, porém sua contribuicdo para a estabilidade rotacional do joelho
foi estudada recentemente e carecem de mais informacbes sobre suas
caracteristicas microscopicas.

Assim, um estudo dos mecanorreceptores e terminagdes nervosas livres
dos ligamentos meniscotibiais do joelho ajudaria e descrever melhor sua funcao na
estabilidade do joelho e proporcionar um novo rumo nos estudos da biomecanica e
nas indicacdes cirurgicas do reparo meniscal e instabilidade do joelho.

O objetivo deste trabalho é identificar e avaliar a morfologia dos
mecanorreceptores e terminac¢des nervosas livres dos ligamentos meniscotibiais do
joelho, utilizando o método de imunofluorescéncia sob microscopia confocal com

varredura a laser e avaliar a densidade destes em diferentes niveis de profundidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A anatomia medial do joelho

De acordo com Warren e Marshall, as estruturas no lado medial do joelho

podem ser divididas em trés camadas:

e A camada 1 é a mais superficial por ser o primeiro plano fascial
encontrado apds uma incisdo na pele no lado medial do joelho. O plano
é definido pela fascia que reveste o musculo sartorio. O sartério insere-
se nesta rede de fibras fasciais e ndo tem uma insercdo distinta
distalmente na tibia. Posteriormente, uma camada de tecido adiposo
fica entre a camada 1 e as estruturas mais profundas. Os tenddes
gréacil e semitendinoso estdo no plano entre as camadas 1 e 2. Mais
posteriormente, a camada 1 é uma lamina fascial que cobre as duas
cabecas do gastrocnémio e as estruturas da fossa poplitea. Esta
camada serve como suporte para 0S ventres musculares e
neurovasculares. A camada 1 pode sempre ser separada das porc¢oes
paralelas e obliquas subjacentes do LCM superficial. Se for feita uma
incisdo vertical posterior as fibras paralelas do ligamento, a porcéo
anterior da camada 1 pode ser refletida anteriormente para expor o
LCM superficial. Aproximadamente 1 cm anterior ao LCM superficial, a
camada 1 funde-se com a porcao anterior da camada 2 e o retindculo
patelar medial derivado do vasto medial. Anteriormente e distalmente a
camada 1 une-se ao peridsteo da tibia (WARREN; MARSHALL, 1979;
SCOTT et al., 2018; CANALE; BEATY; AZAR, 2021).

e A camada 2 € o plano do LCM superficial. O LCM superficial, conforme
descrito por Brantigan e Voshell, consiste em porcdes obliquas. As
fibras anteriores ou paralelas originam-se do sulco do epicondilo medial
do fémur e consistem em fibras orientadas verticalmente, que correm
distalmente. Esta insercdo estéd inserida em média 4,6 cm inferior a
superficie articular da tibia e é imediatamente posterior a inser¢cao da
pata de ganso. As fibras obliquas posteriores partem do epicéndilo
medial e misturam-se com a camada 3 para formar a capsula articular

posteromedial. Anteriormente, de acordo com Warren e Marshall,
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camada 2 divide-se verticalmente. As fibras anteriores a divisdo
seguem cefalicas ao vasto medial e unem-se ao plano da camada 1
para formar o retindculo parapatelar. As fibras posteriores ao ligamento
dividem-se cefalicamente ao condilo femoral, de onde saem fibras
transversais que correm para frente no plano da camada 2 para a
patela e formam o ligamento patelofemoral medial. Este LPMF conecta
a patela ao condilo femoral medial e limita passivamente excurséo
patelar lateral. De fato, em testes biomecanicos, foi identificada como a
mais importante contencao de tecidos moles durante os primeiros 20 a
30 graus de flexao, quando a patela estd em maior risco de luxagao
lateral, contribuindo entre 50 e 60% da forca total. O LPMF estende-se
desde sua ampla fixacdo patelar nos dois tercos superomediais da
patela, com fibras também aderidas a superficie inferior do vasto
medial, para uma fixagdo muito mais estreita no lado medial do condilo
femoral que predispfe a lesdo neste local. O local de fixacdo preciso
no condilo femoral medial é mais controverso, com uma série de
estudos anatdmicos e radiograficos debatidos. Les6es do LPFM e do
retindculo medial que ocorrem durante luxacao lateral da patela pode
ser visualizada na rotina do joelho pela ressonédncia magnética
(WARREN; MARSHALL, 1979; SCOTT et al., 2018; CANALE; BEATY;
AZAR, 2021).

e Na Camada 3, a cépsula articular do joelho pode ser separada da
camada 2, exceto em dire¢cdo a margem da patela, onde se torna muito
fina. Profundamente ao LCM superficial, a camada 3 torna-se mais
espessa e forma-se uma faixa de fibras curtas orientada verticalmente
conhecida como LCM profundo. O LCM profundo se estende do fémur
até a porcdo média da margem periférica do menisco e da tibia
(WARREN; MARSHALL, 1979; SCOTT et al., 2018; CANALE; BEATY;
AZAR, 2021).

Anteriormente, o LCM profundo é claramente separado do LCM superficial
e uma bursa € interposta, mas posteriormente as camadas se misturam porque a
porcdo meniscofemoral do ligamento profundo tende a fundir-se com o ligamento

superficial sobrejacente proximo ao seu fixacdo cefélica. No entanto, a porgéo
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meniscotibial do LCM profundo é facilmente separado da camada superficial
sobrejacente. Este ligamento é referido como o ligamento coronario ou ligamento
meniscotibial medial. Componentes do LCM profundo sdo bem vistos em estudos de
ressonancia magnética. Imagens coronais fornecem visualizacdo clara, mas as
imagens axiais podem nao ser tao elucidativas. As fibras ligamentares normais tém
baixa intensidade do sinal. Com lesdes parciais e completas, as fibras tornam-se
menos distintas, e aumento do sinal nas imagens ponderadas em T2 pode ser
identificado adjacentes ao LCM profundo como resultado de edema e sangramento
(WARREN; MARSHALL, 1979; SCOTT et al., 2018; CANALE; BEATY; AZAR, 2021).

A regido posteromedial formada pela fusdo das camadas 2 e 3 €
reforcada por cinco insercbes do tenddo do semimembranoso e sua bainha. O
semimembranoso tem uma insercao tendinea no canto posteromedial da tibia e uma
segunda insercao tibial profunda ao LCM superficial. Um terceiro trato se mistura
com as fibras obliquas do LCM superficial, e um quarto dobra de volta para inserir
proximalmente na capsula sobre o menisco medial. O quinto trato corre proximal e
lateralmente através da capsula posterior e forma o ligamento popliteo obliquo (de
Winslow). No lado medial, as trés camadas sdo mais obviamente separadas na
regido do LCM superficial. A outra porcéo cefalica da camada média, formada onde
ela se divide anteriormente ao ligamento medial superficial, persiste como uma
camada separada formando o ligamento femoropatelar. Anteriormente a camada
profunda, embora separada, torna-se extremamente fina e dificil de definir,
Posteriormente, a camada 1 torna-se a fascia profunda, e as camadas 2 e 3
misturam-se para formar a capsula articular (WARREN; MARSHALL, 1979; SCOTT
et al., 2018; CANALE; BEATY; AZAR, 2021).

O LCM superficial funciona como a principal restricdo contra estresse em
valgo, restricdo a rotacdo externa da tibia, e uma restricdo fraca a translacao tibial
anterior em joelhos LCA-deficiente. As fibras paralelas anteriores do LCM superficial
estdo sob tensdo da extensdo total a 90 graus de flexdo, mas tornam-se
maximamente tensos em 45 a 90 graus de flexdo. Durante a extensao, as fibras
anteriores relaxam e as fibras posteriores tornam-se ensinadas (WARREN;
MARSHALL, 1979; SCOTT et al., 2018; CANALE; BEATY; AZAR, 2021).

Medidas de deformacdo no ligamento confirmam que diferentes areas do
LCM superficial experimentam forcas diferentes, dependendo da carga em valgo e

da articulacdo posicéao. O pico de tensédo durante a carga em valgo parece ocorrer
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numa posicao totalmente estendida préxima a insercdo femoral; esse achado explica
a alta taxa de lesdo clinica observada nesta porcdo do ligamento. As fibras obliquas
parecem desempenhar um papel minimo na funcao geral do LCM superficial. O LCM
profundo desempenha apenas um papel secundario fraco como estabilizador contra
o estresse em valgo (WARREN; MARSHALL, 1979; SCOTT et al., 2018; CANALE;
BEATY; AZAR, 2021).

2.2 Ligamento meniscotibial medial

Desde o trabalho de E-khoury et al. (1984), os estudos sobre o ligamento
meniscotibial medial (ligamento coronario) passaram a ser mais estudados,
principalmente apos o estudo de Millar (1991) e Lougher; Southgate e Holt (2003),
0S guais associaram o estiramento dos ligamentos corondrios a dor, intensificando-
se 0s estudos sobre estes ligamentos.

Existem poucos estudos sobre Anatomia (E-Khoury et al., 1984a; Labarre;
Graveleau; Bouguennec, 2021; Laprade et al., 2007; Liu et al.,, 2010), Estrutura
macroscopica (Liu et al., 2010), Histologia (Cavaignac et al., 2021; Sha et al., 2017)
e Biomecanica dos LMTs (BARWAR et al., 2020; BUMBERGER et al., 2020; KRYCH
et al., 2019; LABARRE; GRAVELEAU; BOUGUENNEC, 2021; NICOLAS et al., 2020;
SMITH et al.,, 2020). Entretanto, nenhum sobre sua inervacdo e funcdo na

propriocepcao do joelho.

2.2.1 Presenca do ligamento meniscotibial medial

Em um estudo de disseccao de 109 joelhos de cadaveres, Bezerra et al.
(2007) identificaram 21 ligamentos meniscotibiais (23,53%). Neste estudo, quatro
examinadores avaliaram a dissec¢do e presenca. No mesmo ano, Laprade et al.
durante o estudo da anatomia medial do joelho em 20 cadaveres identificou a
presenca dos LMTs em 100% das espécimes analisadas. Em 2010, Liu et al.
dissecaram 10 cadaveres com o intuito de analisar a morfologia do ligamento
colateral medial e identificaram a presenca dos LMTs em todos os cadaveres
dissecados. A falta de padronizacdo de disseccdo dos LMTs pode justificar a

variagao no resultado.



24

2.2.2 Medidas do ligamento meniscotibial medial

A maioria dos trabalhos demonstram um LMT com comprimento entre
19,0 mm e 12,0 mm. Sua largura média entre 7,0 mm e 9,0 mm.

Segundo Liu et al. (2010), a porcéo distal profunda do LCM (LMT medial)
€ 1,7 vezes mais larga do que a porcdo proximal profunda do LCM (ligamento
meniscofemural). Nesse mesmo estudo, verificou-se que o ligamento

meniscofemural era 3 vezes maior do que o LMT medial.

2.2.3 Trajeto e insergdes do ligamento meniscotibial medial

Os ligamentos meniscotibiais sdo bandas ligamentares curtas e
confluentes que se fixam perifericamente ao corpo do menisco. Apresentam insercao
meniscal, tibial e também compreendem o ligamento capsular medial, que
representa uma porcdo da capsula articular medial (BEZERRA et al., 2007). As
fibras do ligamento meniscotibial sdo, no entanto, dificeis de separar da capsula
adjacente e das fibras do ligamento colateral.

O ligamento meniscotibial medial é considerado a parte profunda do LCM
consistindo numa por¢éo mais curta e mais espessa e fixada distalmente a borda da
cartilagem articular do planalto tibial medial (Figura 3) (LAPRADE et al., 2007).

Figura 3 — Insercdo meniscal e tibial do
LMT.

Fonte: Laprade et al., 2007.
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Segundo Laprade et al. (2007) a distancia da insercdo distal do LMT
medial (insercéo tibial) para a superficie articular é aproximadamente 6,5 mm.

Sua insercao proximal (meniscal) fica no terco médio do menisco medial
(Figura 4) (CAVAIGNAC et al., 2021).

Figura 4 — Insercdo meniscal e tibial do LMT corte de disseccéo
anatomia sagital.

Fonte: CAVAIGNAC et al., 2021.

CBSM: Capsular branch of the semimembranosus; F: femur; JC: Joint capsule; M:
Meniscus; MCL: Meniscocapsular ligament (dotted line); MTL: Meniscotibial ligament
(dot- ted line); T: Tibia. *: Adipose tissue.

A maioria dos autores cita o LMT medial como a parte distal do LCM
profundo (Cavaignac et al., 2021; Laprade et al., 2007), sendo possivel a

diferenciacdo apenas a nivel histolégico.
2.2.4 Histologia
As secOes histologicas do LMT medial apresentam fibras coldgenas

densas e bem organizadas (predominantemente colageno tipo I) com padrédo da
insercdo meniscofemural (CAVAIGNAC et al., 2021).
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Di Francia et. al. (2020) dissecaram 10 joelhos de cadaveres identificando
a juncdo meniscosinovial (ligamento meniscotibial medial) como uma zona repleta de

coladgeno tipo | e bem vascularizada (DI FRANCIA et al., 2020).

2.2.5 Vascularizagéo

A vascularizacdo da parte medial do joelho da-se pelas artérias
geniculares mediais, principalmente a artéria genicular inferomedial ramo da artéria
poplitea (WARREN; MARSHALL, 1979; SCOTT et al.,, 2018; CANALE; BEATY;
AZAR, 2021). Os LMTs mediais s&o inervados por ramos terminais desta artéria,
bem como pelo tecido adiposo circunjacente ao redor do LCM profundo
(CAVAIGNAC et al., 2021).

2.2.6 Inervacgéao

Ha na literatura poucos estudos que abordam a anatomia e, sobretudo, a
inervacdo dos ligamentos meniscostibiais (DE ALENCAR NETO et al., 2022). Em
estudos de disseccao da parte medial do joelho, observa-se intrinseca relacdo entre
os ligamentos meniscostibiais, ligamento colateral medial e menisco medial, sem
pontos de clivagem entre estas estruturas (DEPHILLIPO et al., 2019; E-KHOURY et
al., 1984b; LAPRADE; ENGEBRETSEN; STUDENT, 2007). Isto também pode ser
observado no componente lateral do joelho (AMAN et al., 2019).

Nenhum dos estudos citados descreve objetivamente a inervagao dos
ligamentos meniscostibiais, necessitando de mais estudos anatdmicos dessas
regides (DE ALENCAR NETO et al., 2022).

2.2.7 Ultrassonografia (USG)

Com a melhora da qualidade nos aparelhos de ultrassom, atualmente
consegue-se visualizar a anatomia profunda do LCM e MM, bem como a origem e
insercao do LMT medial.

Ricci et al. (2022) descreveram em seu artigo de revisdo como visualizar o
LMT medial. A partir do menisco medial, e lentamente deslocando a sonda

distalmente na visdo de eixo longo, o ligamento meniscotibial pode ser visualizado
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profundamente as fibras superficiais do LCM (Figura 5). Segundo este estudo, na
dor medial pos-traumatica do joelho, uma eventual lesédo pode localizar-se no local
de fixacdo proximal a borda inferior do MM, por¢do intermediaria do ligamento e
insercao distal do ligamento a cortical tibial, ou seja, o “coto flutuante” (Figura 5).
Vale ressaltar que um sinal ultrassonografico indireto de lesdo do ligamento
meniscotibial é a presenca de derrame local elevando as fibras superficiais do LMT
medial da tibia. Em alguns pacientes, lesdes complexas envolvendo
simultaneamente as insercfes proximais e distais do ligamento podem ser
identificadas.

Nakase et al. (2021) citaram uma técnica especifica para deteccdo de
lesbes em rampa por ultrassonografia. Esta deve ser realizada com paciente em
posicdo prona e joelho fletido a 70° com um assistente suportando o tornozelo do
paciente. Existem dois tempos: com relaxamento muscular e com contracao

isométrica do gastrocnémio.

Figura 5 — Ultrassonografia demonstrando avulséo de um LMT
medial.

Fonte: RICCI et al., 2022.
Fem: femur; Tib: tibia; linha amarela tracejada: LMT medial; Asterisco amarelo:
Menisco Medial.
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2.2.8 Ressonancia Nuclear Magnética (RNM)

Os ligamentos meniscostibiais podem ser visualizados em exames de
ressonancia magnética convencional, sobretudo no corte sagital ponderado em T2
com saturacdo de gordura (Figura 6) (CAVAIGNAC et al., 2021).

Figura 6 - Ressonancia Nuclear Magnética,
ponderada em T2, corte sagital demonstrando a
anatomia do LMT medial.

Fonte: CAVAIGNAC et al., 2021.
F: Fémur; M: Meniscus; MCL: Meniscocapsular ligament; MTL:
Meniscotibial ligament; T: Tibia.

As lesbes dos ligamentos meniscostibiais sdo de dificil visualizagdo na
RNM; deve ser considerada quando ha presenca de liquido perimeniscal ou o
contorno externo do menisco for irregular (NOGUEIRA-BARBOSA, 2011; AMAN et
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al., 2019). A sensibilidade da RNM diminui quando ha lesédo de LCA associada a
leséo dos ligamentos meniscotibiais (PELTIER et al., 2015).

A RNM apresenta baixa sensibilidade (48%) para deteccao de lesbes em
rampa/ligamentos meniscotibiais (DEPHILLIPO et al., 2016).

2.2.9 Artroscopia

A melhor forma para a avaliacdo dos ligamentos meniscotibiais por
artroscopia é a visdo do compartimento posteromedial, passando o artroscopio pelo
sulco intercondilar e girando a o6tica em 1:00 ou 11:00 a depender da lateralidade
(NEGRIN et al., 2018a, 2018b; PELTIER et al., 2015).

Na visdo artroscéopica anterior padrdo sua visualizacdo é dificil e,
consequentemente, lesbes ligamentares podem passar desapercebidas
(CAVAIGNAC et al., 2021).

2.2.10 Biomecanica

O ligamento meniscotibial tem insercdo na regido posterior da tibia e se
origina na face inferior do corno posterior do menisco medial, sendo fundamental
para a estabilizacao rotatéria do joelho (DEPHILLIPO et al., 2018a).

Por se tratar de uma estrutura medial do joelho, participa da estabilizacédo
estatica do joelho (estabilizacdo primaria em valgo, rotacdo externa e rotacdo
interna). Participa, sobretudo, da estabilizacdo em valgo do joelho a 60° graus de
flexdo (GRIFFITH et al., 2009).

Ademais, os ligamentos meniscostibiais impedem a translagéo anterior da
tibia. Em estudos biomecanicos observou-se que a lesdo destes ligamentos
proporcionou aumento da rotacdo interna entre 30° e 90° e da rotacdo externa
(DEPHILLIPO et al., 2018a).

2.2.11 Leséo
As rupturas do corno posterior do menisco medial sdo muito comuns em

individuos com lesdo do ligamento cruzado anterior. Neste contexto, esté inserido a

lesdo dos ligamentos meniscotibiais (PELTIER et al., 2015). Esta lesdo é a causa
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mais comum de dor em joelho em atletas de meia-idade (FRACP, 1991).

Por ter grande associacdo com a lesdo do ligamento cruzado anterior, seu
mecanismo de trauma é semelhante: joelho em flexdo com rotacdo externa da tibia
(FRANCIA; NICOLAS; QUINTIN-ROU, 2020; MARIESWARAN et al., 2018).

Embora os mecanismos precisos pelos quais essas lesbes em rampa néo
séo totalmente compreendidas, alguns estudos tém a hipotese de que a translacao
tibial anterior excessiva (TTA) e a contracdo do semimembranoso em resposta a
lesdo do LCA possivelmente causam uma lesdo em rampa (ASAI et al., 2021).
Estudos biomecanicos mostraram que a TTA aumenta apdés a lesdo do LCA,
permitindo que o corno posterior do menisco medial fique preso entre os condilos
femorais e tibiais, agindo como uma cunha contra a tibia, aumentando
significativamente as for¢as no corno posterior do menisco medial (ASAI et al., 2021;
DEPHILLIPO et al., 2019). O quadriceps e o0s isquiotibiais aplicam forcas
antagodnicas a tibia e desempenham um papel importante na estabilizacdo do joelho.
Portanto, o desequilibrio da forca dos musculos quadriceps e isquiotibiais
potencialmente causam excesso de TTA (DEPHILLIPO et al., 2019).

2.3 Ramp Lesion

Caracteristicamente descrita como lesdo do corno posterior do menisco
medial, especificamente ruptura na juncdo meniscocapsular (DEPHILLIPO et al.,
2018a). Strobel, foi o primeiro autor a descrever esta lesdo (Francia; Nicolas;
Quintin-Rou, 2020) no ano de 2002.

Apresenta grande associacdo com a lesédo do ligamento cruzado anterior,
cerca de 9 a 17% dos casos (DEPHILLIPO et al., 2018a). E, em outro estudo, entre
16 a 24% (FRANCIA; NICOLAS; QUINTIN-ROU, 2020). Sao lesdes de dificlil
diagnéstico na RNM pré-operatdria, enquanto sua prevaléncia pode chegar a 24%
em artroscopias (FRANCIA; NICOLAS; QUINTIN-ROU, 2020).

Dessa forma, sua identificacdo e corregcao contribui para melhores
resultados pos-operatorios no que concerne a estabilizacdo do joelho com lesao de
ligamento cruzado anterior (DEPHILLIPO et al., 2018a); e prevencédo de estresse
excessivo no LCA, aumentando o risco de re-ruptura (Figura 7) (FRANCIA,
NICOLAS; QUINTIN-ROU, 2020).
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Figura 7 — Visdo artroscopica por portal anterolateral pela visualizagédo
intercondilar de uma lesdo em rampa demonstrando dissociacdo entre
LMT medial e CPMM — lesdo dos ligamentos meniscotibiais mediais.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
CF: Condilo femural; LMT: Ligamento menisco tibial; CPMM: Corno posterior do menisco
medial; Linha vermelha tracejada: Lesédo em rampa.

A sutura dessa estrutura é feita via artroscopia pelo portal posteromedial.
Classicamente é realizada de dentro para fora com 4 a 6 suturas meniscais com o
joelho a 90° de flexdo (Dephillipo et al., 2018a) ou com gancho (Figura 8) na técnica
descrica por Sonnery-Cottet (THAUNAT et al., 2016).
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Figura 8 — Visao artroscopica por portal posteromedial de uma lesdo dos
ligamentos meniscotibiais (ramp lesion) mediais demonstrando sutura com
gancho.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

CF: Coéndilo femural; G: Gancho; R: Ramp Lesion; CPMM: Corno posterior do menisco
medial; LMT: Ligamento menisco tibial medial).

2.4 Propriocepcao
2.4.1 Neuroanatomia do joelho

Apesar das variacdes individuais, a inervagao articular do joelho humano
€ praticamente constante. Pode ser dividida em: inervacdo cutadnea e inervacao
articular (DELLON, 1994; LIMA, 2019).

e A inervagcao cutanea € composta pelos ramos: nervo cutaneo femoral
lateral, nervo cutaneo femoral anterior, nervo cutaneo medial da coxa,
ramo infrapatelar do nervo safeno e nervo cutaneo femoral posterior
(LIMA, 2019).
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e A inervacdo articular é dividida em: tibiofemoral, patelofemoral e
tibiofibular proximal. A inervacgéao tibiofibular proximal é realizada pelos
ramos geniculares recorrentes do nervo fibular comum (FRANCO et al.,
2015; LIMA, 2019). J& a Inervacéo tibiofemoral é formada pelos nervos
retinocular lateral, retinocular medial, ramo terminal do vasto intermédio
e plexo popliteo do nervo ciatico. A inervacao articular patelofemoral é
formada pelos nervos retinocular lateral, retinocular medial e ramo
terminal do vasto intermédio (FRANCO et al., 2015; LIMA, 2019).

2.4.2 Propriocepcao do joelho

Tanto o plexo lombar quanto o sacral fornecem inervacdo para a
extremidade inferior. O plexo sacral d4 origem ao nervo ciatico (L4 a S3), nervo
femoral posterior (S1 a S3), nervo glateo superior (L4 a S2) e nervo gluteo inferior. O
nervo ciatico inerva o semimembranoso, semitendinoso e adutor magno. Em
seguida, divide-se no nervo tibial que inerva os flexores do joelho, extensores do
tornozelo, flexores dos dedos dos pés e pele sobre a superficie posterior da perna. A
outra metade dessa divisdo é o nervo fibular comum que inerva a cabeca curta do
biceps femoral, fibular, tibial anterior, extensores dos dedos, a pele sobre a
superficie anterior da perna e a superficie dorsal do pé. O nervo cutaneo femoral
posterior fornece sensibilidade a pele do perineo e a superficie posterior da coxa. O
nervo glateo superior fornece funcdo motora aos abdutores do quadril, enquanto o
nervo gluteo inferior inerva o gliteo maximo.

O plexo lombar inerva os nervos femoral (L2 a L4), cutéaneo femoral lateral
(L2, L3), obturador (L2 a L4) e safeno (L2 a L4). O nervo femoral fornece inervagéo
(sensacao e motora) para a parte anterior da coxa. O nervo obturador sensibiliza a
parte medial da coxa e a funcdo motora aos adutores. Os nervos safeno e cutaneo
femoral lateral sdo ambos estritamente sensitivos, inervando a face medial da perna
e a lateral da coxa, respectivamente (SELECTION, 2012; SILVERMAN et al., 2017).

Os nervos sdo como estruturas esbranquicadas constituidas por feixes de
fibras nervosas, reforcadas por tecido conjuntivo, que unem o sistema nervoso
central aos oOrgaos periféricos. Sua funcdo € conduzir, por meio de suas fibras,
impulsos nervosos do sistema nervoso central para a periferia (impulsos eferentes) e

da periferia para o sistema nervoso central (impulsos aferentes) (JUNIOR, 2015).
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As fibras nervosas, em sua parte periférica, modificam-se, dando origem a
terminagcbes nervosas. Estas podem ser de dois tipos: sensitivas ou aferentes e
motoras ou eferentes. Os receptores sensitivos distinguem-se em: receptores
especiais, que fazem parte dos chamados 6rgédos especiais como visao, audicao,
gustacdo, olfato e equilibrio; e os receptores gerais, que respondem a diferentes
estimulos como tato, temperatura, dor e postura corporal ou propriocepgao.
(JUNIOR, 2015).

2.5 Mecanorreceptores

Os mecanorreceptores geram contragcdo muscular reflexiva pelo arco
neural de neurdnios sensoriais no ganglio da raiz dorsal e podem converter as
deformidades do tecido-tendao, ligamento ou articulagdo em sinais nervosos que
sao transmitidos ao sistema nervoso central. Os ligamentos e tenddes com funcdes
acima incluem principalmente ligamento cruzado anterior, ligamento cruzado
posterior, ligamento colateral medial, ligamento colateral lateral (LCL), tend&o patelar
e tendao popliteo (BIN; YU, 2020).

Os mecanorreceptores nos ligamentos contribuem como dispositivos
proprioceptivos. Sao propicios a manutencdo da estabilidade dindmica e estética
das articulagbes do joelho. A neuroanatomia dos mecanorreceptores € muito
importante para interpretar o reflexo nervoso entre a articulacdo e os musculos, bem
como para entender a perda proprioceptiva relacionada a ruptura do ligamento (BIN;
YU, 2020).

A articulacdo do joelho apresenta iniUmeros movimentos e a organizagcao
neuroanatomica adequada é fundamental para a estabilidade do joelho (SHA et al.,
2017) .

Freeman & Wyke descreveram a classificagdo para terminacdes
articulares onde divide-se em quatro tipos: Tipo I: possuem morfologia globulares ou
corpusculo ovoide, localizagdo nas capsulas fibrosas, didametro das fibras entre 5-8
pum  (pouco mielinizadas), funcdo principal de mecanorreceptor (baixo
limiar,adapatacdo lenta) e sdo conhecidos como Ruffini, terminacdo de Golgi-
Mazzoni ou Meissner; Tipo Il: possuem morfologia cilindricas ou corpusculos
conicos, localizacdo nas capsulas fibrosas, didmetro das fibras entre 8-12 um

(intermediariamente mielinizadas), funcdo principal de mecanorreceptor (baixo
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limiar,adapatacdo rapida) e sdo conhecidos como Paccini, corpos de Golgi-Mazzoni
ou Meissner; Tipo Ill: possuem morfologia fusiformes, localizagdo nos ligamentos e
tendbes, diametro das fibras entre 13-17 um (muito mielinizadas), funcéo principal
de mecanorreceptor (alto limiar,adapatacdo muito lenta) e sdo conhecidos como
terminagcfes de Golgi e corpusculo de Golgi-Mazzoni; Tipo IV: possuem morfologia
de terminagdes nervosas livres ndo mielinizadas, localizagc&o variadas, diametro das
fiboras menores que dois micrdmetros (ndo mielinizadas), funcdo principal de
receptores algicos e sdo conhecidos como terminacdes nervosas livres (FREEMAN;
WYKE, 1967).

2.5.1 Terminacdes nervosas

As terminacdes nervosas periféricas sdo abundantes na pele, masculos e
articulacdes. Sao divididas em: termorreceptores, sensiveis a mudancas térmicas;
mecanorreceptores, que correspondem as deformidades fisicas; fotorreceptores,
responsaveis pelo estimulo visual da retina; quimiorreceptores, detectam cheiro,
sabor, estimulos internos, como pH e concentracbes metabdlicas; e nociceptores,
que sado responsaveis pelo estimulo a dor (LIMA, 2019).

Ademais podem também ser divididas em encapsuladas ou né&o
encapsuladas e por tempo de adaptacédo. Receptores de adaptacéo lenta sdo os que
se modificam pouco em reposta ao estimulo, enquanto os receptores de adaptacao

rapida modificam-se muito (LIMA, 2019).

2.5.1.1 Terminagdes nervosas encapsuladas

2.5.1.1.1 Corpusculos de Pacini

Corpusculos de Pacini, também chamados de Vater-Pacini ou
corpusculos lamelares sdo mecanorreceptores de adaptacao rapida que respondem
a mudancgas na pressao e vibragcdo. Sdo mais frequentemente localizados na derme
profunda. Também sdo encontrados no tecido subcutaneo, coracao, articulacoes e
mesentério e tecido conjuntivo frouxo.

Podem ser classificados em pequenos e grandes. Nas articulagdes, os

pequenos COI'pl:ISCU|OS estdo em areas mecanicamente tensas, como entre as
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camadas sinovial e fibrosa, proximas a insercdo da cpsula. Eles tém capsulas
perineurais finas e sem intervalo. J& os grandes corpusculos estédo no tecido adiposo
da superficie da cédpsula articular (STOJ et al., 2021; LIMA, 2019). Nos corpusculos
de Pacini, o mecanorreceptor € cercado por bainhas semelhantes a cebolas

formadas por células lamelares (NIKOLAEV et al., 2020).

2.5.1.1.2 Corpusculos de Meissner

O corpusculo de Meissner, um 6rgao final mecanosensorial, foi
descoberto h&d mais de 165 anos e desde entdo foi encontrado na pele de todos os
mamiferos, incluindo a das pontas dos dedos humanos. Embora destacado em
livros, a funcdo do corpusculo de Meissner € desconhecida. Mediam respostas
comportamental, percepcao de forcas suaves e tatil. Cada corpusculo de Meissner é
inervado por dois neurbnios mecanossensoriais molecularmente distintos, mas
fisiologicamente semelhantes. Esses dois subtipos neuronais sdo interdependentes
no desenvolvimento e suas terminacfes estdo entrelagcadas dentro do corpusculo
(NEUBARTH et al., 2020; LIMA, 2019)

2.5.1.1.3 Terminagdes de Ruffinni

Particularmente, as terminacfes de Ruffini estdo localizadas na derme.
Apresentam capacidade de resposta ao estiramento da pele. Sdo sensiveis as
forcas de cisalhamento que contém a estdtica e forcas de atrito durante a
manipulacdo de objetos. Quanto maior a forca de cisalhamento, maior a frequéncia
de sinal de pico de estimulo as terminacdes de Ruffini.

Na capsula articular, nos ligamentos e nos meniscos, as terminacdes de
Ruffinni, como mecanorreceptores de adaptacéo lenta, detectam a posicao articular
estética, a presséo intra-articular e, possivelmente, o movimento articular em termos
de amplitude e velocidade (LI et al., 2020; LIMA, 2019).
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2.5.1.2 Termina¢Bes nervosas nao encapsuladas

2.5.1.2.1 Terminacdes de Merkel

Sao células pos-mitbticas que representam <5% do total de células da
populacdo da epiderme. A origem € ainda debatida se eles diferenciam de células
epidérmicas semelhantes a queratindcitos ou emergem das células-tronco migradas
de origem da crista neural. Parecem estar envolvidas na sensacéo tatil, percepcéao
de tato e pressdo (ABRAHAM; MATHEW, 2019).

2.6 Imunofluorescéncia

O PGP 9.5 policlonal é também conhecido como hidrolase-1 carboxil-
terminal ubiquitina (UCH-L1), consiste numa proteina de 27 kDa originalmente
isolada em extratos de cérebro total (Campbell et al., 2003), que pode ser utilizado
como anticorpo primario para coloracdo imuno-histoquimica, que permite a
visualizacdo de antigenos através da aplicacdo sequencial de um anticorpo
especifico (anticorpo priméario) ao antigeno, um anticorpo secundario ao anticorpo
primario, um complexo enzimatico e substrato cromogénico. Inicialmente pensava-se
gue a expressdo PGP 9.5 estava estritamente limitada aos neurbnios e células
neuroenddcrinas, entretanto foi posteriormente descrita no epitélio tubular renal
distal, espermatogonia, células de Leydig, oécitos, melandcitos, epitélio secretoério da
prostata, células de ductos ejaculatérios, epididimo, células epiteliais mamarias,
fibroblastos dérmicos e células de Merkel (BINCH et al., 2015).

Jew et al. (2003) descreveram uma técnica confiavel para examinar e
rotular as estruturas neurais de tecidos moles de estruturas articulares e
desenvolveu testes em punhos humanos. O protocolo desenvolvido empregou um
processo imuno-histoquimico com um marcador neural (PGP 9.5) como anticorpo
primario e o Alexa Fluor 488 como anticorpo secundario. As imagens foram feitas
usando microscopia confocal de varredura a laser que produziu imagens detalhadas
em trés dimensdes de terminacdes nervosas dos ligamentos do punho obtidos de
cadaveres humanos (JEW et al., 2003).

Lin et al. (2006) publicaram um estudo preliminar de terminacdes

nervosas do ligamento radiocarpal dorsal da articulagdo de quatro punhos de dois
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cadaveres frescos. Os tecidos foram fixados, seccionados em criostato e
processados com imuno-histoquimica fluorescente usando o anticorpo priméario PGP
9.5 e um anticorpo secundario Alexa flior 488. As laminas foram avaliadas com
microscopia confocal laser e as imagens analisadas. As imagens foram
mapeadas, medidas e categorizadas como tipo | (Ruffini), tipo Il (Golgi) e tipo IV

(terminacdes nervosas livres) (BUTLER et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Aspectos Eticos

O estudo foi conduzido de acordo com a resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude, a qual aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisas envolvendo os seres humanos.

Foi colhido TCLE (Termo de Consentimento Livre Esclarecido) — ANEXO
1 em conjunto com a abordagem do termo aplicado pela CIHDOTT. Foi explicitado a
completa dissociacao entre a coleta para pesquisa e a coleta da doacéo de 6rgéos,
deixando claro que a negacao para a pesquisa nada implicou na coleta de 6rgéaos.

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa (CEP), via Plataforma Brasil, do Instituto Dr. José Frota com o parecer
CAAE 31316620.8.0000.5047 (ANEXO A).

3.2 Caracterizacdo da amostra

3.2.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos no estudo 20 ligamentos meniscotibiais mediais do
joelho, provenientes de 20 doadores de 6rgéos falecidos efetivados pela Comissao
Intra-Hospitalar de Doacdo de Orgéos e Tecidos para Transplante (CIHDOTT) apos
confirmacédo de morte encefélica, todos adultos, sem preferéncia por sexo ou idade e
apos assinatura do TCLE (ANEXO 1) por representante legal.

A confidencialidade referente aos participantes do estudo foi respeitada,
ou seja, seu nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer

forma, identifica-lo, foi mantido em sigilo.
3.2.2 Critérios de excluséo
Foram excluidos os participantes que apresentavam sinais de lesao

traumatica e degenerativa em qualquer compartimento do joelho que dificultem a

disseccéo do LMT e participantes esqueleticamente imaturos.
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3.2.3 Beneficios

O participante do estudo ndo recebeu beneficio direto com o estudo, a
nao ser contribuir para a realizacdo de novos estudos que ajudem no avanco da

medicina.

3.2.4 Riscos

Como risco, destacamos o comprometimento estético da pele presente na

regido do joelho devido a presenca de fios de sutura em evidéncia.

3.2.5 Reducéo dos riscos

Como forma de reduzir esse risco, utilizamos a menor incisdo possivel.
Destacamos ainda que apenas foi ressecado os ligamentos meniscotibiais do joelho,

permanecendo o restante do cadaver inalterado.

3.3 Ambiente de experimentacao da coleta de material

O material para andlise foi coletado no centro cirargico do Instituto Dr.
José Frota (I1JF), na cidade de Fortaleza-CE, localizado na rua Barédo do Rio Branco,
1816 - Centro, Fortaleza-CE, 60025-061, Tel. (85) 3255 5205.

3.4 Metodologia

3.4.1 Aquisicao das amostras de LMT

A escolha do joelho foi de forma aleatéria, atendendo aos critérios de
incluséo e excluséo.

Para coleta dos LMT mediais, foi realizada um método de disseccéo
préprio por uma incisdo posteromedial ao joelho em formato de “L” com inicio da
parte posterior do epicéndilo medial do fémur em direcdo a borda posteromedial da
tibial. Foram identificados os tenddes do musculo sartério, semitendineo e gracil

(pata de ganso) os quais serdo rebatidos distalmente. Foi realizada uma incisao
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transversa ao LCM superficial, onde foi identificada a capsula articular e os LMT
medias - ponto onde é realizada a artrotomia submeniscal para visualizacdo da
reducdo de uma fratura articular (Figuras 9 a 14) (CHANG et al., 2012; KANDEMIR,;
MACLEAN, 2014; LUO et al., 2010; ZHANG et al., 2020). Caso fosse preciso coleta
dos LMT laterais, seria realizada uma incisédo em “L” de inicio 2 cm acima da cabeca
da fibula cruzando o tubérculo de Gerdy (TG) em direcdo a margem lateral da crista
tibial. O trato iliotibial seria seccionado longitudinalmente e destacado anteriormente
e posteriormente do TG. Seria identificada a capsula articular e os LMT laterais
(BARCO et al., 2016; SOLOMON et al., 2013; ZHANG et al., 2020).

A sequir, foi realizada a medic&o dos ligamentos: medidas de pesos, em
uma balanca analitica eletrénica e medidas de comprimentos. Cada fragmento apds
isolado, ou foi preparado para seccao criostatica ou foi estocado a -70° graus em

20% de sacarose para sec¢ao em outro momento.

Figura 9 — Visualizagdo medial do joelho
demonstrando marcacdo cutdaneo do acesso para
exérese dos LMT mediais.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
P: Patela; F: Fémur; T: Tibia; LA: Linha articular medial; Asterisco
branco: Epicdndilo femoral medial.



Figura 10 — Acesso para exérese dos LMT
mediais. Primeira camada medial do joelho.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
P: Patela; LA: Linha articular.

Figura 11 — Acesso para exérese dos LMT
mediais. 22 camada medial do joelho.
Agulhas demonstrando a posi¢cdo exata da
linha articular. Lig. colateral medial entre as
agulhas.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
Asterisco azul: agulhas 25x7mm; Asterisco vermelho:
Ligamento colateral medial.
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Figura 12 — Acesso para exérese dos LMT
mediais. 32 camada medial do joelho. Lig.
colateral medial rebatido proximalmente,
sendo possivel visualizagdo do menisco
medial e lig. meniscotibial medial (ainda
inserido).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
LCM: Lig. colateral medial; LMT: Lig. menisco tibial;
PM: Platd medial; MM: Menisco medial.

Figura 13 — Acesso para exérese dos LMT
mediais. 32. cam. medial do joelho. Insercéo
do LMT medial (rebatido proximalmente).

AT z T

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

LMT: Lig. menisco tibial medial; MM: Cartilagem do
platd medial; PM: Platd medial; Asterisco vermelho:
Insercéo tibial do LMT medial.
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Figura 14 — Acesso para exérese dos LMT
mediais. Desinsercdo do LMT medial do menisco
medial e da sua insercao tibial.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

CFM: Condilo femural medial; LMT: Ligamento menisco
tibial; C: Cartilagem; IT: Inser¢éo tibial do LMT medial; PM:
Platdé medial.

3.4.2 Seccdo criostética

Os fragmentos foram mensurados e pesados, observando-se seus
respectivos comprimentos e pesos. Em seguida, foram preparadas as bases de
suporte da amostra, usando o gel tissue-tek e colocados no criostato até o gel atingir
consisténcia soélida, para entdo os fragmentos serem posicionados sobre as bases e
depois serem envolvidos com 0 mesmo gel, garantindo a aderéncia do fragmento a
superficie do suporte para melhor seccdo criostatica. Em seguida, ainda antes da
seccdao, foi colocado uma lamina de vidro com peso sobre a amostra contendo o
fragmento, envolvido com gel tissue-tek, com o objetivo de aplainar a area de
corte. As seccgbes foram realizadas usando o criostato Leica CM 1850®. Os
fragmentos foram seccionados em 50 micrometros com orientacdo do corte
longitudinal sendo inicialmente da parte proximal para parte distal (Figuras 15-
17). Os cortes foram feitos e colocados na lamina Immunoslide®, previamente
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identificadas com o nimero do paciente e a numeracao da sequéncia de cortes. As
laminas foram arquivadas em caixa propria em congelador a temperatura de -70°C
até o momento da coloragdo (RENO; RIZZI; CANNAS, 2012; RYZHAVSKII;
ZADVORNAYA, 2013; SECTIONS; SPECIMENS, 2013).

Figura 15 — Cristotato Leica 1850 programado para cortes
com espessura de 50 micrometros

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



Figura 16 — Ligamento meniscotibial medial.
Planejamento e organizagao espacial do corte.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

M: inser¢cdo meniscal do LMT medial; T: Insercdo tibial do LMT
medial; A: parte anterior do LMT medial; parte posterior do LMT
medial.

Figura 17 — Lamina apos o corte. Orientacdo espacial do

LAARN

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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3.4.3 Imunofluorescéncia

Nas laminas os tecidos seccionados foram circulados com caneta
hidrofébica PAP PEN®, formando uma barreira para que as solucbes que foram
colocadas néo dispersarem durante o método. As laminas foram guardadas em uma
caixa Umida pra minimizar a evaporacéao das solucgdes.

As laminas foram lavadas 4 vezes por 15 min cada, com solucdo de 0,1M
PBS (phosphate buffered saline) contendo 3% de Triton (Tx-100) seguido de
incubacdo, por 2 horas em temperatura ambiente, com solucdo de bloqueio
contendo 4% de soro normal, albumina de soro bovino, 0,1M PBS e Tx-100. Os
tecidos foram entdo lavados por quatro vezes, com duracdo de 15 minutos cada,
com 0,1M PBS e depois foram incubados com anticorpo primario durante 18h a
20h, a 4° graus de temperatura. O anticorpo primario usado foi a antiproteina
PGP 9.5, diluido a uma concentracao de 1:500 em solu¢do contendo 0,5% Tx-100
em 0,1M PBS.

Apoés a incubacdo com o anticorpo primario, os tecidos foram lavados
novamente quatro vezes por 15 min cada com 0,1M PBS, em seguida foram
incubados, no escuro, por 1h30min. em temperatura ambiente com o anticorpo
secundario, marcador fluorescente Alexa Fluor 488 diluido a uma concentracdo de
1:200 nas mesmas solucdes utilizadas para o anticorpo primario.

Apoés o periodo acima, ao abrigo da luz, foram realizadas as Ultimas
quatro lavagens, utilizando a seguinte sequéncia: duas vezes com 0,1M PBS por
10 min, uma vez com 0,05M PBS por 10 min e uma vez com agua destilada. Por
fim, as ldminas com os tecidos corados foram cobertas com laminulas, utilizando
fluoromount, um liquido claro utilizado para montagem de laminulas.

Apos esta etapa, as laminas foram armazenadas a temperatura de -70° C,

para posterior analise com microscopia confocal com varredura a laser (MCL).

3.4.4 Microscépio confocal a laser (MCL)

As seccOes preparadas com imunofluorescéncia foram examinadas com
microscoépio confocal a laser equipado com epifluorescéncia (Zeiss® LSM 710). As
seccgOes foram vistas primeiro com epifluorescéncia, usando um filtro de excitacao

(492-630nm) para emissao de feixe (520-525) Duolexis — flior 488. Cada seccédo
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foi examinada no aumento de 10 vezes para orientacdo dos tecidos e mapeamento
das estruturas. Quando identificadas, foram utilizadas objetivas de 20 vezes e de
40 vezes para ver detalhes (LIMA et al., 2019).

3.5 Andlise estatistica

Foram utilizadas a média e o desvio padrdo para mensurar as dimensfées
dos ligamentos: comprimentos, largura e espessura dos LMT do joelho apds a
coleta.

Utilizamos para descrever os mecanorreceptores dos LMT mediais e
laterais uma avaliacdo qualitativa, onde procuraremos relacionar o objeto de estudo

com a realidade conhecida da biomecéanica do joelho.
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4 RESULTADOS

A média de idade dos cadaveres foi de 40,5 =+ 15,4 anos, sendo 16 do
sexo masculino e 4 do feminino (Figura 18). O LMT medial foi identificado em 100%
das dissecacgfes, apresentando comprimento médio de 7,07 + 1,34 mm, largura
média de 32,25 + 3,09 mm, espessura média 3,53 £ 0,27 mm e peso médio de
0,6728 + 0,1346 g (Tabela 1).

Figura 18 — Medigdo do LMT medial com paquimetro.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



Tabela 1 - Média das dimensdes dos ligamentos.

Ligamentos Largura Comprimento | Espessura Peso (g)
(mm) (mm) (mm)
1 30,00 8,30 35 0,68
2 31,40 8,00 3,9 0,81
3 29,00 9,00 3,8 0,67
4 36,50 4,50 3,5 0,74
5 35,00 7,00 3,7 0,65
6 33,50 8,00 3,8 0,73
7 35,00 6,30 3,6 0,42
8 39,50 7,90 3,9 0,90
9 33,00 4,50 3,2 0,59
10 31,50 6,50 3,5 0,81
11 29,50 7,00 3,3 0,74
12 37,00 5,00 3,8 0,83
13 34,50 9,43 3.2 0,77
14 30,50 8,00 31 0,57
15 29,50 6,50 3,2 0,52
16 29,00 7,50 3.2 0,47
17 29,50 6,00 3,3 0,46
18 30,00 7,50 3,5 0,56
19 29,50 7,00 3,8 0,68
20 31,70 7,50 3,9 0,76
MEDIA 32,25+3,09 | 7,07+1,34 3,53+ 0,27 0,67+0,13

mm: milimetro; g: gramas

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Em todos os casos o LMT medial apresentou uma origem meniscal e

insercdo distal na regido medial da tibia. A origem meniscal apresentava-se

profundamente ao LCM profundo em todos os casos. Também em todos os casos, a

insercao tibial apresentava-se profundamente ao LCM superficial. A insercao tibial

era em média 5,75 + 0,9 mm abaixo da cartilagem do platd medial. As seccdes

histolégicas em HE evidenciaram fibras colagenas densas e bem organizadas, tipico

de estrutura ligamentar, além da presenca de tecido vascular (Figura 19).
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
LMT: Ligamento meniscotibial medial; MM: Menisco medial; Asterisco: transicao
capsulomensical.

Em todos os 20 espécimes analisados com imunofluorescéncia, foram
identificados mecanorreceptores (Figura 20). Em todos os espécimes foram
identificados mecanorreceptor Ruffini-like (tipo I) (Figura 21), com diametros entre 40
e 60 um e comprimentos entre 95 e 190 um, e terminacgdes nervosas livres (tipo 1V),
com fibras apresentando espessura entre 1 e 3 uym com predominancia de fibras
paralelas (Figura 22). Foram encontradas ainda terminacfes nervosas hao
classificadas, com formatos diversos e irregulares.

As fibras do nervo fibular foram analisadas para andlise comparativa,
conforme demonstrado na Figura 23. Identificado presenca de vasos sanguineos
também em microscopia confocal conforme Figura 24.

Como ilustrado na Figura 25, a maioria dos mecanorreceptores foi
encontrado préximo das inser¢ées do LMT medial no platé tibial, embora também
estivessem presentes na parte central do ligamento e na origem meniscal.

As seccdes incubadas sem anticorpos primarios nao maostraram
imunorreatividade, confirmando a especificidade da imunomarcacéo. Terminacdes
nervosas também foram encontradas nos controles e na capsula adjacente ao LMT
medial. No entanto, adjacente a cdpsula, apenas termina¢des nervosas livres (tipo

V) foram encontradas.



Figura 20 — Mecanorrecptores em uma visado geral na
microscopia confocal. Imunofluorescéncia obtida com
coloracdo de PGP 9.5 (anticorpo primario) e Alexa Fluor
488 (anticorpo secundario). Barra 100 um. Corte de 50um
de espessura do LMT medial

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 21 - Mecanorreceptor Rufino-like segundo
Freeman; Wyke (1967) microscopia  confocal.
Imunofluorescéncia obtida com coloragcdo de PGP 9.5
(anticorpo primario) e Alexa Fluor 488 (anticorpo
secundario). Barra 50 um. Corte de 50um de espessura
do LMT medial

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

52



Figura 22 — Terminacdes nervosas livres identificada na
microscopia confocal. Fibras nervosas paralelas.
Imunofluorescéncia obtida com coloracdo de PGP 9.5
(anticorpo priméario) e Alexa Fluor 488 (anticorpo
secundario). Barra 50 um. Corte de 50um de espessura
do LMT medial

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 23 — Nervo Fibular na microscopia confocal.
Imunofluorescéncia obtida com coloracdo de PGP 9.5
(anticorpo primario) e Alexa Fluor 488 (anticorpo
secundario). Barra 100 um. Corte de 50um de espessura
do nervo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 24 - Vaso sanguineo da transicdo menis-
cocapsular na microscopia confocal. Imunofluorescéncia
obtida com coloracdo de PGP 9.5 (anticorpo primario) e
Alexa Fluor 488 (anticorpo secundério). Barra 40 um.
Corte de 50um de espessura.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 25 - Zonas de maior concentracdo de
mecanorreceptores no LMT medial. Azul: insercéo
meniscal do LMT medial, menor zona de
mecanorreceptores; Vermelho: insercdo tibial do LMT
medial, maior zona de mecanorreceptores.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
LMT: Ligamento meniscotibial;, MM: Menisco medial; PM: Platd
medial; Asterisco vermelho: Insercéo tibial do LMT medial.
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5 DISCUSSAO

Além do desenvolvimento de um método proprio de disseccdo dos LMTs
mediais que permitiu achado em 100% das espécimes analisadas, o principal
achado desse estudo foi a presenca de mecanorreceptores dos tipos | e IV na
substancia do LMT medial, o que sugere um provavel papel procioceptivo importante
desse ligamento. Os ligamentos coronarios sempre foram bastante estudados,
entretanto, apés o conhecimento e posterior investigagdo amiude das lesbes em
rampa (Alencar Neto et al., 2022), o numero de publicacdes sobre os ligamentos
meniscotibiais vem aumentando (BEEL et al., 2022). Entretanto, ndo existem artigos
gue citam ou discorram sobre 0os mecanorreceptores dos ligamentos meniscotibiais,
principalmente do LMT medial. O melhor conhecimento tanto da estrutura
macroscopica quanto de sua arquitetura micro pode aumentar a procura por lesdes
dos LMTs/rampa e consequentemente seu reparo. Com isso, uma melhor
biomecanica e menos falhas na reconstrucédo de LCA (BUMBERGER et al., 2020;
DEPHILLIPO et al., 2018c; NICOLAS et al., 2020).

Nicolas et al. (2020) demonstrou o ligamento meniscotibial medial como
um ligamento pelidcido e homogéneo em sua estrutura macroscépica. Em sua
estrutura microscopica, o LMT medial apresentou fibras colagenas organizadas, mas
nao paralelas entrelacadas com fibroblastos e adipdcitos. Nesse estudo, foi realizada
a disseccdo de dez cadaveres frescos através de acesso posterior e capsulotomia
posteromedial. Para coloracdo das laminas, foi analisado apenas em Hematoxilina e
Eosina e posteriormente analisados em microscopio optico (DI FRANCIA et al.,
2020; NICOLAS et al., 2020). Em nosso estudo, obtivemos achados semelhantes
quanto a estrutura macroscopica e microscépica do LMT medial.

Lima et al. (2020), utilizaram a microscopia confocal para identificar
mecanorrecptores no Ligamento Anterolateral (LAL) do joelho. Nesse estudo, foi
realizada a disseccdo de 20 cadaveres frescos e analise com reacdo entre Protein
Gene Product (PGP) e Alexa Fluor 488. Foi evidenciado terminacbes livres e
mecanorrecpetores do tipo | (LIMA et al., 2019). O uso da microscopia confocal tem
sido, cada vez mais, empregada na analise de mecanorreceptores e permite uma
analise mais precisa e tridimensional, contudo, se apresenta como uma tecnologia
de alto custo. Nenhum estudo até o momento, analisou a presenca de

mecanorreceptores ou terminacgdes nervosas livres nos LMTSs.
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Com a padronizacdo da técnica de disseccdo e utilizando espécimes
recém-falecidos, o LMT medial foi dissecado com éxito em 100% dos casos no
presente estudo. Nenhum estudo utilizou falecidos selecionados para a doacéo de
orgaos. Grande parte dos estudos que analisaram a anatomia e histologia da parte
medial do joelho, fizeram com cadaveres congelados (CAVAIGNAC et al., 2021,
DEPHILLIPO et al., 2018c; E-KHOURY et al., 1984a; LAPRADE et al., 2007; LIU et
al., 2010). Ao utilizar nosso tipo de selecdo de falecidos, foi possivel realizar
disseccdo em um tecido mais fresco e de facil identificacdo. E provavel também que
a utilizacdo de cadaveres embalsamados possam dificultar as dissec¢fes, uma vez
que o LMT medial é adjacente a capsula posteromedial do joelho e a separacéo
completa dos planos € comprometida neste tipo de espécimes. No estudo de Nicolas
et al. (2020), o qual utilizou cadaveres congelados, ndo foi possivel identificar
histologicamente a diferenciacdo entre tecido capsular e tecido do ligamento
meniscotibial (DI FRANCIA et al., 2020; NICOLAS et al., 2020). Bezerra et al. (2007)
dissecaram 80 cadaveres embalsamados e identificaram LMT medial em apenas
23,5% destes (20 joelhos) (BEZERRA et al., 2007). Logo, nenhum estudo anterior
utilizou espécimes de falecidos ou até apenas em morte cerebral. Isto permitiu a
diferenciacdo mais nitida das camadas profundas do joelho, bem como uma andlise
mais fidedigna da vascularizagdo e mensuracdo da real dimensdo dos LMTs
mediais.

As medidas de comprimento, largura, espessura e peso do LMT medial
encontrados foram divergentes do que os descritos em outros trabalhos (BEZERRA
et al.,, 2007; CAVAIGNAC et al., 2021; E-KHOURY et al., 1984a; LAPRADE et al.,
2007; MILLAR, 1991; MINE et al.,, 2000). Tal fato deve-se principalmente pelo
entendimento da real localidade do LMT medial. ApGs a padronizagdo de nossa
técnica de disseccdo, percebemos que o LMT medial tratava-se mais de uma
estrutura com maior largura do que comprimento, percorrendo praticamente toda a
borda posteromedial da insercdo meniscocapsular medial. Bezerra et al. (2007)
descreve o LMT medial como uma estrutura de dificil dissec¢do encontrada na borda
posteromedial da tibia e com limites e dimensbes imprecisas (BEZERRA et al.,
2007). Em um estudo com dez cadaveres fresco, Liu et al. (2010), considerou o LMT
medial como o comprimento da regido central da borda periférica do menisco ao
centro da insercéo tibial do menisco. Neste estudo, verificou-se que o comprimento
médio era 6.5 + 1.3 mm (LIU et al., 2010). Caivagnac et al. (2021) analisou quatorze
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cadaveres fresco para avaliacdo das inser¢des profundas do LCM com o tendao
semimembranaceo. Nesse estudo, ndo foi mensurado dimensdes do LMT medial,
porém evidenciou-se fibras coldgenas paralelas (CAVAIGNAC et al., 2021). Em um
dos primeiros estudos que descreveram os ligamentos coronarios, E-khoury et al.
(1984) fizeram uma correlagédo entre achados de imagem por artrografia e posterior
disseccdo dos mesmos dez cadaveres previamente estudados. Nesse estudo, ndo
foi possivel identificar plano de clivagem diretamente entre os ligamentos coronarios
e 0 menisco medial. Entretanto, a auséncia de analise histolégica, o uso de
cadaveres embalsamados e as demais limitagbes da época sdo as principais
limitacGes desse estudo (E-KHOURY et al., 1984a).

No joelho, outros ligamentos foram estudados previamente na pesquisa
de mecanorreceptores por diversos autores. Ao observarem a presenca de
mecanorreceptores de diversos tipos no Ligamento Cruzado Posterior (LCP), Del
Valle et al. (1998) e Katonis et al. (1991) sugeriram que este ligamento tivesse algum
papel proprioceptivo (DEL VALLE et al., 1998; KATONIS et al., 1991). Franchi;
Zaccherotti; Aglietti (1995) constataram que o LCP possui mecanorreceptores que
ocupam cerca de 1% da area total do ligamento e possui uma rede neural complexa,
sendo encontrados mecanorreceptores do tipo I, I, 1l e IV (FRANCHI;
ZACCHEROTTI; AGLIETTI, 1995). Lephart et at. (1992) concluiram que por meio de
uma associacdo de suas caracteristicas mecanicas e sensoriais 0s ligamentos
contribuem para a estabilidade articular (LEPHART et al., 1992). No LCA, a
presenca de mecanorreceptores foi historicamente bem documentada na literatura
(ZIMNY; SCHUTTE; DABEZIES, 1986). Pietrosimone et al. (2015) relataram que o
LCA humano extensivamente inervado e que 0s elementos neurais, incluindo
terminagBes nervosas livres, compreedem cerca de 1% da area do ligamento,
semelhante aos achados para o LCP. Esse achado pode sugerir que o papel
proprioceptivo dos ligamentos do pivd central tenham papel mais importante de que
as estruturas periféricas neste quesito (PIETROSIMONE et al., 2015). Assim como
no LCP, no LCA também podem ser encontrados os 4 tipos de mecanorreceptores
(Criss; Onate; Grooms, 2020; Haus; Halata, 1990; Pietrosimone et al., 2015; Zimny;
Schutte; Dabezies, 1986) descritos por Freeman e Wyke (FREEMAN; WYKE, 1967).
Yan, Sasaki e Hitomi (2010) analisaram a inervacdo do LCL através de histologia.
Nesse estudo foram encontrados mecanorreceptores do tipo I, Il e IV (YAN;

SASAKI; HITOMI, 2010). De forma semelhante, utilizando técnica de analise com



58

cloreto de ouro, Avila et al. (1989) nao identificaram terminacfes nervosas
“paciniformes” (tipo II) ao estudarem o LCL (AVILA et al., 1989). Na presente tese,
além dos mecanorreceptores do tipo I, os do tipo Il também né&o foram encontrados.
A auséncia de alguns tipos de mecanorreceptores nas estruturas laterais também
pode sugerir um papel proprioceptivo menos importante em relacédo ao LCA e ao
LCP na estabilizacao priméria do joelho.

Ao pesquisar sobre a inervagdo dos meniscos, Mine et al. (2000),
utilizando técnica de imuno-histoquimica com anticorpos para substancia P e PGP
9.5, identificaram mecanorreceptores do tipo I, Il e IV, principalmente na porcéo
externa e nos cornos anteriores e posteriores (MINE et al., 2000). Ao estudar a
distribuicdo dos mecanorreceptores nos ligamentos e tenddes ao redor do joelho
humano, Cabuk e Kusku Cabuk (2016) descreveram que 0S mecanorreceptores
foram localizados principalmente nos ligamentos cruzados e nas estruturas laterais,
e menos frequente nas estruturas mediais. A maioria desses mecanorreceptores
estava localizada perto das insercbes 6sseas, semelhantes aos achados desse
estudo onde encontramos mais mecanorreceptores na insercdo 0ssea do LMT
medial. Ainda no estudo de Cabuk e Kusku Cabuk (2016), utilizando-se imuno-
histoquimica com S100, foram encontrados mecanorreceptores do tipo I, lll e IV. O
Ligamento Colateral Lateral (LCL) apresentou cerca de duas vezes mais 0 nimero
de mecanorreceptores do tipo | e quase cinco vezes mais 0 numero de
mecanorreceptores do tipo IV em relacdo ao LCM, corroborando com o importante
papel proprioceptivo da regido lateral do joelho quando comparado as estruturas
mediais (CABUK; FATMAGUL KUSKU CABUK, 2016). Lima et al. (2020) tiveram
achados semelhantes ao estudo anterior onde demonstraram mecanorreceptores do
tipo | e terminacgdes nervosas livres no LAL (LIMA et al., 2019; ALENCAR NETO et
al., 2022).

Um dos principais sistemas nociceptivos das articulagbes sao as
terminagcdes nervosas livres (GRIGG; SCHAIBLE; SCHMIDT, 1986). Estas sao
inativas durante estimulos normais, porém ativam-se quando a articulacdo é
submetida a mudancas quimica ou mecanica (GRIGG; SCHAIBLE; SCHMIDT,
1986). Tais mecanorreceptores sdo predominantes na capsula articular do joelho
(Halata; Rettig; Schulze, 1985) e funcionam como receptores de dor também na
sindvia (CABUK; FATMAGUL KUSKU CABUK, 2016). No presente trabalho,

observamos mecanorreceptores tipo IV e terminagcdes nervosas livres néo
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classificadas em todo o LMT medial, principalmente adjacentes aos vasos e nas
insercdes ligamentares, proximo a capsula articular e sinovia.

Fibras de adaptacdo lenta e com baixos limiares mecanicos, as
terminacbes do tipo | (Freeman; Wyke, 1967) funcionam no controle do
posicionamento articular e da cinestesia (SOLOMONOW, 2006). Elas sédo sensiveis
a cargas axiais e tensionais, além de desempenhar um papel na regulacdo da
estabilidade articular através do controle dos musculos ao redor da articulacéo
(HALATA; RETTIG; SCHULZE, 1985; SOLOMONOW, 2006). Uma via de aferéncia
por mecanorreceptores do tipo | coordena 0 movimento proprioceptivo da articulacao
(CABUK; FATMAGUL KUSKU CABUK, 2016). Durante a flexoextens&o, ocorre um
maior movimento no lado lateral do joelho, sendo que o condilo femoral lateral
percorre uma distancia maior devido a geometria articular do joelho na proporcéo de
a cada 1mm que o cdndilo medial mével, o condilo lateral percorre 7mm (AMIRI et
al.,, 2006, 2007). Semelhante ao descrito por Cabuk e Kusku Cabuk (2016),
acreditamos que tanto os ligamentos cruzados como o complexo lateral (LCL e LAL)
participam dinamicamente da estabilizacdo desse movimento, 0 que explica a
presenca bem documentada de mecanorreceptores do tipo | nessas estruturas.

Com achados de corpusculos de Ruffini-like nos LMTs mediais, podemos
suspeitar da caracteristica proprioceptiva deste ligamento. Krych et at. (2019)
relacionou a leséo isolada dos LMTs mediais com dor cronica medial ao analisar
pacientes a ressonancia de pacientes com extrusao meniscal (KRYCH et al., 2019).
Este achado corrobora com nosso estudo que identificou terminacdes nervosas
livres nos LMT, justificando também seu componente &lgico. N&o identificamos
corpusculos de Meissner e Pacini, como € comum na articulacdo do ombro
(PINHEIRO JUNIOR,2015). Estas fibras nervosas apresentam uma maior espessura
do ax6nio, consequentemente apresentam uma velocidade maior na conducao do
estimulo do que as fibras das terminacfes nervosas livres, 0 que demonstra que
antes de sentirmos qualquer tipo de dor, o sistema proprioceptivo de protecao
articular ja tinha sido acionado. Vale salientar que a diferenciacdo do tipo de fibra
(classificacdo de Freeman & Wyke) de forma isolada como se cada tipo de fibra
realizasse apenas um tipo de fungédo nao representa mais os achados atuais. Isso
justifica citarmos achados de “ruffini-like”, uma vez que acreditamos que estes
corparsculo tem morfologia e provavel funcdo semelhante aos descritos por

Freeman & Wyke, entretanto ndo excluindo demais funcionalidades destes
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corpusculos (FREEMAN; WYKE, 1967).

Diversos estudos analisaram o mecanismo de lesdo dos LMT mediais
(DEPHILLIPO et al., 2018b, 2019; SIMS; JACOBSON, 2004; VIEIRA et al., 2019). O
mecanismo mais aceito € uma subita contracdo violenta do semimembranaceo em
joelhos LCA deficientes durante a translacdo excessiva anterior da tibia, levando a
um destacamento do LMT medial e consequentemente criando a lesdo em rampa
(VIEIRA et al., 2019). Krych et al. (2019) analisaram 3244 ressonancias com
extrusdo meniscal onde 0,62% destas possuiam extrusdo isolada. Neste estudo,
chegaram a conclusdo que a extrusdo isolada do menisco medial da-se por lesdo do
LMT medial (KRYCH et al., 2019). Dephillipo et al. (2018) dissecaram 12 cadaveres
para avaliar a importancia do LMT medial para estabilidade do joelho em joelhos
com lesédo de LCA e pés-reconstrucdo do LCA. Conclui-se que a lesdo do LMT em
joelhos com lesédo de LCA aumenta a translag&o anterior, rotacao interna e externa.
Além disso, ap6s a reconstrucdo de LCA e néo reparo do LMT medial, os joelhos
restauraram a estabilidade anterior, porém ainda permaneceram com lassidao
rotatéria interna e externa. Com isso, podemos denotar a importancia do reparo do
LMT/lesédo em rampa como meio para evitar falhas na reconstrucdo de LCA
(DEPHILLIPO et al., 2018b).

O reparo de lesbes em rampa é tecnicamente exigente. As primeiras
técnicas utilizavam um gancho através do portal posteromedial (ALESSIO-
MAZZOLA et al., 2020; GULENC et al., 2020). Isso envolve uma longa curva de
aprendizado, podendo danificar a cartilagem, menisco e ligamento meniscotibial,
além do risco de leséo vascular (NEGRIN et al., 2018a). As técnicas mais recentes
descrevem métodos all-inside com ou sem uso do portal posteromedial (ALESSIO-
MAZZOLA et al., 2020; CHEN et al., 2018; GULENC et al., 2020; NEGRIN et al.,
2018a). Essas técnicas sao caras, deixam os dispositivos dentro do joelho e correm
o risco de causar lesao vascular devido a abordagem anterior para posterior. Choi et
al. criaram uma técnica de sutura all-inside sem a adigédo do portal posteromedial por
piecrusting do ligamento colateral medial. Apesar de evitar o portal postero-medial,
essa técnica causa uma lesdo até entdo inexistente, ndo sendo possivel realizar o
desbridamento correto nem encurtar o ligamento meniscotibial se for retraido. Como
fruto desta tese, desenvolvemos uma técnica prépria de sutura de lesdo em rampa
do menisco medial. Em nossa técnica com o passador de sutura Scorpion®,

conseguimos otima visualizacéo e inspecéo correta da extensdo da lesdo e grau de
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retracdo meniscotibial. Além disso, podemos reduzir a retracdo com Scorpion®,
utilizando-os para fazer 3 suturas com o mesmo fio de alta resisténcia. Outra
vantagem € poder usar a mesma pinca para reparar outras lesées meniscais
(laterais, radiais, longitudinais). Algumas armadilhas e armadilhas devem ser
observadas durante esta técnica. A principal desvantagem é sempre a necessidade
do portal posteromedial, que em nossa opinido, deve ser realizado para o correto
desbridamento e inspec¢éo da rotura do menisco lateral.

Em nosso estudo verificou-se maior distribuicdo de mecanorreceptores
junto a sua insercdo 6ssea. Tal constatacdo € consoante com outros estudos de
outros ligamentos do joelho (LIMA et al., 2019; AVILA et al., 1989; DELLON, 1994;
FRANCO et al.,, 2015; HAUS; HALATA, 1990; MINE et al., 2000). Por fim, os
mecanorreceptores nos ligamentos, informam ao sistema nervoso central sobre a
tensdo ligamentar, mantendo assim a estabilidade articular através da atividade
muscular além de conduzirem a informacao sensorial da dor.

Com o achado de mecanorreceptores no LMT medial, podemos entender
melhor como a lesdo em rampa estar associada a falha nas reconstrucdes cirargicas
do LCA. Apdés um lesdo em rampa, ha descontinuidade entre 0 menisco e o LMT
medial levando a falta de percepc¢éao e ativacdo dos mecanorreceptores deste ultimo,
culminando assim em um perda global de propriocep¢ao e controle muscular em um
joelho submetido a reconstrucdo de LCA, demonstrando assim uma possivel causa

nesta falha.

5.1 Limitagbes

Podemos citar como possivel limitacdo do presente estudo o numero de
joelhos estudados. A Lei local vigente no pais de execucao deste trabalho limita o
acesso livre a cadaveres congelados em grande quantidade, de tal modo que
conseguimos apenas 20 espécimes de falecidos, selecionados para a doacdo de
orgaos. Contudo, baseado em estudos semelhantes da literatura, cremos que a
amostra utilizada foi suficiente para validar as conclusées (AMAN et al., 2019; LIMA
et al., 2019; CABUK; FATMAGUL KUSKU CABUK, 2016; CAVAIGNAC et al., 2021;
KATONIS et al., 1991; LAPRADE et al., 2007).

Podemos citar como possivel limitagdo a auséncia de uma padronizacao

nos tipos de coloracdo de artigos prévios os quais analisam terminacfdes nervosas.
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Podem ser utilizadas substancias como anti-substance P antibodies, calcitonin gene-
related peptide, S100 e NFP. Entretanto, além das peculiaridades técnicas de cada
uma dessas coloracbes, muitas ndo sdo especificas para marcacdo neural e
permitem a impregnacado de outros tecidos (AVILA et al.,, 1989; FRANCHI,
ZACCHEROTTI; AGLIETTI, 1995; FREEMAN; WYKE, 1967; ZIMNY; SCHUTTE;
DABEZIES, 1986). Dessa forma, considerando os pros e contras de cada coloracéo
e em busca de maior especificidade, como descrevemos durante o artigo, utilizamos
0 protocolo descrito por Jew et al. (2003), utilizando a PGP 9.5. (JEW et al., 2003).
Nossa linha de pesquisa utiliza tal protocolo com frequéncia em estudo de
mecanorreceptores e até entdo com bastante éxito no encontro e analise das
terminacdes nervosas.

Mais uma limitacao foi o uso da classificacdo de Freeman e Wyke (1967a,
1967b), principalmente devido ao fato desta classificagdo n&o contemplar os
achados de neuromarcacbes modernas (FREEMAN; WYKE, 1967). Em nosso
estudo foram encontradas terminacées nervosas nao classificadas, com formatos
diversos e irregulares. Alguns autores, como Rein et al. (2015), propuseram um “tipo
V” a classificacdo, englobando essas terminacdes nao classificadas (REIN et al.,
2015). Entretanto, a utilizacdo dessa classificagdo com o tipo V, no momento,
dificultaria, a nosso ver, a comparacédo dos resultados do nosso estudo com outros
estudos classicos dos mecanorreceptores do joelho.

Vale salientar que Di Francia et al (2020), consideraram a regiao
pertencente ao LMT medial como apenas tecido capsulossinovial ndo demonstrando
ser um ligamento (NICOLAS et al., 2020). Bezerra et al. (2007) referiram dificuldade
na identificacdo especifica deste ligamento. Para minimizar este problema e nédo
gerar controvérsias sobre o0 mesmo, a precaucao de confirmar o tecido ligamentar
com seccOes histologicas em HE antes da analise de imunofluorescéncia foi
realizada. Somente apos a confirmacdo do tecido conjuntivo denso e bem
organizado foi realizada a analise dos mecanorreceptores.

Por fim, a falta de outros estudos semelhantes sobre o LMT medial e sua
inervacao como demonstrou Alencar Neto et al. (2022) dificultou a interpretacao dos
resultados e na escolha do protocolo ideal (ALENCAR NETO et al., 2022).
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5.2 Perspectivas futuras

O ligamento meniscotibial medial € um dos principais focos de estudos
atualmente em cirurgia do joelho, uma vez que pode ser uma das causas de falhas
da principal cirurgia do joelho a reconstrugdo do ligamento cruzado anterior. A
maioria dos estudos sdo consoantes em citar o aumento da prevaléncia e
diagnostico da lesdo em rampa, a qual ja foi conhecida com Hidden Lesion por ser
considerada escondida. Este estudo faz parte de uma linha de pesquisa continua na
profunda analise deste ligamento. O proximo passo € identificar o impacto clinico do
reparo deste ligamento, principalmente com nossa técnica de sutura desenvolvida. O
estudo dos mecanorreceptores em associacdo com a eletroneurofisiologia também
faz parte dos rumos futuros da nossa linha de pesquisa. Indubitavelmente, esse
campo de atuacdo fornecera informacdes importantes para 0 manejo das lesdes e

da propedéutica do tratamento cirtrgico dessa estrutura.
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6 CONCLUSAO

O ligamento meniscotibial medial apresenta estrutura nervosa periférica.

Identificados mecanorreceptores Ruffini-like (tipo 1) e terminacdes
nervosas livres (tipo V).

O ligamento meniscotibial medial é uma estrutura ligamentar distinta no
aspecto medial do joelho, exibindo comprimento médio de 7,07mm, largura média de
32,25 mm, espessura média 3,53 mm e peso medio de 0,6728g.

Os achados levam a crer que o ligamento meniscotibial medial apresenta

importancia para a propriocepcéo e estabilizacao rotatéria do joelho.
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Projsto Detalhado Prntutn_d-u_l"mln_,}nﬂ.n_ﬁrln_l:l 1008020 | Jonatas Brilo da FrT
Biroohury AL pct 0Ess | Alencar Moo
|
%nﬂpn‘l rOrgramaL o TOORALAD | Jonakes G oo Aoako
(80e31 | Alsnear Misdo
Chutrees Carta_de_Anuencia_Cenlro_cinargico_ | 132072020 |Jonntes Brilo de Aomito
F_psssinada pol 071833 [ Alencar hieo
Churtrees Carta_de_Anuencla_CIHDOTT_LIF pdl | 12072020 |Jonates Brilo de FrT
071611 |Aksncar Medo
TCLE MMemos de | TCLE _final.doc TN TR | Jonakss Dl de Aoalio
Acmmeritirnanio / 071428 |Alsncar Nedo
Justificativa de
| A siincin
Folha di Rosin fole _des_rossin: pit 300400 | Jonates Brito da Aoaito
OF526 | Alsncar Medo
Crpameia e i 0GR 2L | Jonakes Do ta Reoako
151832 | Alsncar Niedo
Situacio do Parecar:
Apeovado
Maocessita Apraciacda da CONEP:
W&o

Escerecn:  Flos Saclo e Fio Brancs, ° 1808

Balme:  Cantro = Rl
UF: CE Munisipla: FORTALETA
Talsfene (B0 sS-S00 Fln: (25| 2255-5000 E-mill:  capiiooiom con

Pl (1 e £
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado pelo Prof. M.S. Jonatas Brito de Alencar Neto,
médico ortopedista, para participar da pesquisa intitulada “Analise dos
mecanorreceptores e terminacdées nervosas livres dos ligamentos
meniscotibiais do joelho com imunofluorescéncia e microscopia confocal”.
Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. A presente pesquisa segue as
recomendacdes das resolucdes 466/12 e 510/16 do Conselho Nacional de Saude e
suas complementares. Sua participacdo é voluntaria, o que significa que vocé
podera desistir a qualquer momento, retirando seu consentimento sem que isso lhe
traga nenhum prejuizo ou penalidade.

Leia atentamente as informacdes abaixo e fagca qualquer pergunta que
desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Caso decida aceitar o convite, o falecido pelo qual vocé é responsavel sera
submetido ao seguinte procedimento:

e Sera realizada uma incisdo (corte) de cerca de 8 cm no joelho do

cadaver.

e Por essa incisdo sera retirado o ligamento meniscotibial lateral e
medial.

e Apds o termino do procedimento, a inciséo seré fechada com fios de
sutura.

e Todo o processo de coleta levara cerca de 50 minutos.

Essa pesquisa tem como objetivo identificar, avaliar a morfologia e mapear a
distribuicdo dos mecanorreceptores e terminacfes nervosas livres dos ligamentos
meniscotibiais do joelho, utilizando o método de imunofluorescéncia sob microscopia
confocal com varredura a laser.

O principal beneficio dessa pesquisa é contribuir cientificamente para uma
melhor compreensdo da anatomia, distribuicAio e concentracdo dos
mecanorreceptores presentes nos ligamentos meniscotibiais do joelho. Como risco,
destacamos o comprometimento estético da pele presente na regido do joelho
devido a presenca de fios de sutura em evidéncia. Como forma de reduzir esse
risco, utilizaremos a menor incisdo possivel. Destacamos ainda que apenas sera
ressecado os ligamentos meniscotibiais do joelho, permanecendo o restante do
falecido inalterado.

Afirmamos a garantia do anonimato/privacidade do participante na pesquisa,
onde nao sera preciso colocar o nome do mesmo. Além disso, serd mantido o sigilo
das informacfes por ocasido da publicacdo dos resultados, visto que nao sera
divulgado dado que identifique o participante.

Vocé ficarda com uma via original deste TCLE e toda a duvida que vocé tiver
a respeito desta pesquisa podera perguntar diretamente para o pesquisador Jonatas
Brito de Alencar Neto, no endereco Rua Joaquim Nabuco, 1850 - Aldeota, Fortaleza
- CEP 60175-025. Tel. (85) 99956-1797.

Duvidas a respeito da ética desta pesquisa poderdo ser questionadas ao
Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de Melo,
1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344/46. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda
a sexta-feira).
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Se para o participante houver gasto de qualquer natureza, em virtude da sua
participacdo nesse estudo, € garantido o direito a indenizacdo (Res. 466/12 11.7) —
cobertura material para reparar dano — e/ou ressarcimento (Res. 466/12 11.21) —
compensacao material, exclusivamente de despesas do participante e seus
acompanhantes, quando necessario, tais como transporte e alimentacdo — sob a
responsabilidade do pesquisador responsavel.

N&o sera efetuada nenhuma forma de gratificacéo por sua participacdo. Os
dados coletados fardo parte do nosso trabalho, podendo ser divulgados em eventos
cientificos e publicados em revistas nacionais ou internacionais. O pesquisador
estard a disposicéo para qualquer esclarecimento durante todo o processo de
desenvolvimento deste estudo. Apés todas essas informacdes, agradeco
antecipadamente sua atencao e colaboracéo.

Consentimento Livre

Pelo presente termo de consentimento eu,

(nome completo do familiar

doador), (nacionalidade), (naturalidade),
(estado civil), (profisséo), residente e domiciliado

a , bairro: CEP:
cidade: Estado: , portador do

RG no. (n° - oOrgdo expedidor), CPF n°.

, em pleno gozo de minhas faculdades mentais, declaro para
os devidos fins que autorizo a captacédo dos ligamentos meniscotibiais do joelho

de (nome do falecido), meu
(minha) (grau de parentesco), RG n°.
(n® - 6rgao expedidor), CPF n°. para Fins de Estudo ou

Pesquisas de Carater Cientifico, em prol da Ciéncia e da Humanidade, com base na
Lei n°® 010.406-2002 em seu artigo 12 do Cdédigo Civil brasileiro. Eu declaro que li
cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds sua
leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteddo, como também
sobre a pesquisa, e recebi explicagcbes que responderam por completo minhas
davidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Prof. M.S. Jonatas Brito de Alencar Neto (Pesquisadora rensponsavel) -
Preceptor da Residéncia de Ortopedia, do Instituto Dr. José Frota, no endereco R.
Barédo do Rio Branco, 1816 - Centro, Fortaleza - CE, 60025-061. Tel. (85) 3255 5205

Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de Melo,
1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344/46. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda
a sexta-feira).



a, de de 20

Nome do responsavel pela doagao

Testemunhas 1
Nome Legivel

Grau de
Parentesco*

RG ¢ CPF

Assinatura

* Grau de Parentesco: pais, filhos, conjuges, irmdos

Assinatura do responsavel pela doagio

Testemunhas 2

78



79

ANEXO C — CARTA DE ANUENCIA DO CENTRO CIRURGICO DO INSTITUTO
DR. JOSE FROTA (1JF)

.

¥
INSTITUT (ORL NESE FROTR
FETM EZW/TE

CENTRO CIRURGICO

Declaramos para os devidos fins, que aceitaremos o
pesquisador Jonatas Brito de Alencar MNeto, a
desenvolver o seu projeto de pesquisa Andlise dos
mecanorreceptores eterminagdes nervosas livresdos
ligamentos meniscotibiais do joelho com
imunofluorescéncia e microscopia confocalque esti sob
a orientagio da Profa Dra. Maria Luzete Costa
Cavalcante cujo objetive ¢ identificar e avaliar a
morfologia dosmecanorreceptores e  terminaches
nervesas livres dos ligamentosmeniscotibliais do joelho
utilizande o método de imunofluorescéncia sob
microscopia confocal com varredura a laser e avaliar
a densidade destes e diferentes niveis de
profundidade., no Centro cirirgico do Instituto Dr |osé
Frota em parceria com a Universidade Federal do Cears.

A aceitagio estd condicionada ao cumprimento do (a)
pesquisador [a) aos requisitos da Resolucio 466/12 e
suas complementares, comprometendo-se a utilizar os
dados e materiais coletados, exclusivamente para os fins

da pesguisa.
Fortaleza, 26 de junho de 2020,

fﬁfﬁ:.z,&%ﬁﬁ—.

Chefe do Centro- Cinirgico - [JF

flidia Freias de Olwcia
Gerenle do 3a0a © atge Dra¥lidia Freieas de (Hiveira
CAM 5510 CRMS530




ANEXO D — CARTA DA COMISSAO INTRA-HOSPITALAR DE DOAGCAO DE

ORGAOS E TECIDOS PARA TRANSPLANTE (CIHDOTT)

‘arta de A ‘omiss -Hospi agito de Orgdos ¢ Tecidos ri
Transplunte (CHIDOTT)

“*

i
NI 0R AOSEFROR
[ORTALEZA/CE

Comissdes Intra-Hospatakires de Doagio de Ongos ¢ Tecudos par T plante (CIHDOTTY Omganizagho por
Procur de Orgdos ¢ Teeidas (OPO)

Declaramos para os devidos fins, que accitaremos o pesquisador Jonatas Brito de
Alencar Neto. a desenvolver o seu projeto de  pesquisa Andlise  dos
mecanorreceptores ¢ terminagdes nervosas livees dos ligamentos meniscotibiais
do joelho com imunolluorescéncia e microscopia confocal que esta sob a
orientagdo da Profa Dra. Maria Luzete Costa Cavaleante cujo objetivo € identificar
e avaliar a morfologia dos mecanorreceplores ¢ terminagdes nervosas livres dos
ligamentos meniscotibias do joctho utilizando o método de imunofluorescéncia
sob microscopia confocal com varredura a laser ¢ avaliar a densidade destes
em diferentes niveis de profundidade. no Centro cirtirgico do Instituto Dr José
Frota em parceria com a Universidade FFederal do Ceard.

A accilagio csta condicionada ao cumprnimento do (a)  pesquisador (a) aos
requisitos da Resolugdo 466/12 ¢ suas complementares. comprometendo-se a
utilizar os dados e materiais coletados, exclusivamente para os fins da pesquisa.

Fortaleza, 07 de julho de 2020,

-w@gfﬁ AlvesBragh Solon

Coordenador do CIHADOYT « HHF

Digitalizada com CamScanner
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ANEXO E - PROTOCOLO DE JEW MODIFICADOR PARA PREPARO DAS
PECAS PARA IMUNOFLUORESCENCIA

Especime n®.

Idade Sexo

Omngem Femoral:

Insercdo Tibial:

Insercdo Memscal:

Comprimento Larpura Peso

Deata-

NSTRUCAO DE PREPARACAD DO TECIDO-

Paraformaldeido & Sacarose:

Ama destilada
Paraformaldeido

Amtador

NalOH

Gelo

Tampdo Sorense TS{ PBS)

0.1 M de paraformaldeido 4%:
Adicionar 40g de paraformaldeido em 400ml de agua DD, dissolver com calor no agitador,

clarear a solugdo com NaOH (2-4 gotas ate clarear). filirar e aumentar para 500 ml com agua
DD, resfnar com gelo, adicionar mais 300 ml de PBS 0.2 M para levar a solugio a 1000 ml.

Solugao de paraformaldeido 4%

Data do preparo:
Cruantidade:

CALCULOS:

Necessaro para o preparo:
= Aoa destilada
= Sacarose
» Amtador
s Tampao fosfate salimo PBS 0.1M
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PROTOCOLO PARA CORTE DE TECIDOS
MNecessano para o corte:
Pincas

Lamnas Inmmoshdes
Navalhas e lannnas 15
(zazes

Pincelis finos

Tissue tek

Camera para Fotos
Feéma

Balanca

Camera tnuda
Caixa para laminas

1. Tirar o tecido do freezer -70°.

2. Pesa-lo e usar uma camera digital para tirar uma foto mchundo a lettura da pesagem.

3. Medir a dimensdo do tecido e tirar uma foto mdicando a orientacio e a régua.

4. Montar o tecido sobre a base de corte, em seguuda fixar a base sobre a magquna de corte.
Tirar uma foto para lembrar a cnentacio do tecido na base. Para que possamos saber como
orientar na lamina.

5. Colocar a base do tecido no cnostate Jumg SM 3000 por cerca de 5-10 nunutos a -20°.

6. Espremer OCT na base do tecido ate cobrir toda a superficie da base.

1. Depois que o OCT ficar branco. Espremer wm pouce mais de OCT no topo do OCT
congelado, colocar o tecido no OCT, usar uma lamma limpa e pressiona-la contra o tecido ate
toma-la colada ao OCT total e uniformemente.

8. Espremer mais OCT até cobnr o tecido e esperar ate ele ficar totalmente branco.

9. Montar a base para o cniostato Jung. Ajustar a altura e a diregao da base e do tecido.

10. Cortar o tecido na espessura desejada (50 pm) e colocar na lamina {mumerar a lamima
antecipadamente). Cortar em 10 pm (2 amostra de cada peca para celoracac em HE. Preparar
tamnem uma lamuna para coleracao de um NEEVO para confrole da coloragde com PGP

11. Colocar as laminas na camera umida, em geladeira e realizar a coloragio no dia semunte.

OBSERVACOES OCORRIDAS DURANTE O CORTE DAS PECAS
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PROTOCOLO DA IMUNOELOUBESCENCIA

MNercessaro para o corte:
# Tissue tek

Sohacao de bloguelo
PGP

Alexa

Ama destilada
Vecta

Lamumalas

Folha de aluminio
Porta lanminas

1. Aparar o excesse de Tissue-Tek de cada lado.

2. Circular o especime de forma retangular ou quad.rada com Pap-Pen.

3. Lavar o tecido com 0.1 M de 5&111-;3:::: PBS5-Tx 3% 4 X 15mun. OBS LAVAR
ABUNDANTEMENTE

4. Incubagdo com solugdo de blogueio sob temperatura ambiente por duas horas.

5. Lavar com PBS 0.1 M4 X 15 min OBS LAVAR ABUNDANTEMENTE

6. Inclmar a lanuna para secar por 5 min. Incubagdo com anhcorpe pnmano (PGP 9.3)
durante a noite.

7. Lavar a lamma com PBS 0.1 M4 X 15 min.

8. Inclmar a lamuna para secar por 5 muin Incubagdo com anticorpo secundano (Alexa Fluor
488) 1.5 hora. Evitar exposigao do procedimento a luz.

Q. Lavar com PBS 0.1 M2 X 15 pun.

10. Lavar com PBS (.03 M uma vez. (15 min)

11. Lavar com agua destilada gelada uma vez. (15 nun)

12. Cobrir as ldminas com pI-EI-'[El'CII Vecta e lamimula

13. Colocar a lamuina no porta-laminas, e cobn-la com folha de alumimo sob congelamento de
=T

CALCULOS PBS PARALAVAGENS

No. de laminas:
{ Considerar em cada lammna )
TEMPO:




CALCULOS PBS-TX

No. de lanunas:
{ Considerar em cada lamma )

TEMPO:

CALCULOS S0LUCAO DE BLOQUEIO

No. de lanunas:
{ Considerar em cada lamina )

TEMPO:

CALCULOS PGP

No. de lanunas:

{ Considerar em cada lamimna )
TEMPO:
CALCULOS ALEXA

No. de laminas:
{ Considerar em cada lamma )

TEMPO:
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Solucio sacarose 20%:
Adicionar sacarose em 1000ml de PBES 010

Solucdo sacarose 20%%

Data do preparo:
Quantidade:

CALCULODS:

PROCEDIMENTO COM O TECIDO

1. A crientagio & importante, marcar sa regides usando fios de sutura colonda

2. Emergir o tecido em selugdo de paraformaldeido 4% em 0,1 M de tampdo fosfate, pH 74,
a4°C par 24 a 48 horas.

3. Pemover o tecido do fixador, lavar vanas vezes usando sacarose 20% tampéo
fosfato-salino (TSE pHY 4), emerzir o tecido em sacarose 20% TES por cerca de 24-48 horas
até o tecido afimdar (1350 va1 cno-proteger o tecido).

4. Deixar o tecido em solugdo de sacarose 20% TSF e congelar a -70°C.

PECAS

Solugao de paraformaldeido 4% em 0.1 M de tampao fosfato, pH 74
Data do preparo:
Quantidade:
CALCULOS:

PECAS

Solugao sacarose 20%: tampédo fosfato-salmo (PBF pH7 4)
Data do preparo:
Quantidade:
CALCULOS:
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