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RESUMO

A ruptura do Ligamento Cruzado Anterior (LCA) é a lesdo ligamentar mais comum do joelho,
quando associada a lesdo do Ligamento Meniscotibial Medial (LMTM) observa-se maior
instabilidade articular. Por conseguinte, atualmente recomenda-se o reparo do LMTM no
mesmo tempo cirurgico da reconstru¢do do LCA a fim de diminuir o risco de re-ruptura do
LCA. Apesar do LMTM ter sido descrito macroscopicamente em dissec¢fes anatdmicas, pouco
se sabe sobre sua caracteristica estrutural quanto as fibras de colageno e microvascularizagéo.
O objetivo deste estudo € descrever a estrutura da matriz de coldgeno e vascularizagcdo do
LMTM a fim de contribuir para o refinamento da técnica cirdrgica de reparo dessas estruturas
durante artroscopia e consequentemente levar a diminuicdo de falha. Foram coletados 12
LMTM provenientes de seis cadaveres frescos. Realizada afericdo morfométrica macroscopica
e anélise histoldgica por meio de coloracdo de Hematoxilina e Eosina. A matriz de colageno foi
avaliada por meio de coloracdo Picrosirius red sob microscépio de luz polarizada e para analise
da microvascularizacdo foi utilizada técnica imuno-histoquimica com anticorpo comercial
contra o antigeno endotelial CD31. Do total de amostras, 83,3% ligamentos provenientes de
cadaveres do sexo masculino e 16,7% provenientes de cadaveres do sexo feminino. Na por¢éo
intrasubstancial do ligamento observaram-se fibras colagenas dispostas de maneira organizada
e na porcdo de insercdo meniscal, observou-se presenca de tecido adiposo com aumento da
celularidade local em relacdo a porcdo intrasubstancial. A analise da matriz de colageno
evidenciou uma relacdo de colageno tipo | em relagdo ao tipo Il de 3,86 (£3,07). A média de
densidade microvascular, na porcéo intrasubstancial foi de 33,71 + 8,7 vasos/mmz2. e na por¢ao
de insercdo junto ao menisco foi de 74,14 + 23,85 vasos/ mm2. O LMTM é uma estrutura
formada por fibras colagenas orientadas e paralelas, possuindo baixa celularidade na em sua
porcdo intrasubstancial e com aumento desta celularidade proximo & inser¢do meniscal
sobretudo pela maior presenca de microvasos nesta regido, com predominéncia de colageno
Tipo | em relacdo ao colageno tipo 111 e densidade microvascular elevada em regido de insercédo
meniscal, porém em regido intrasubstancial a vascularizacao é escassa, impactando diretamente

0 potencial de cicatrizacdo das lesdes em rampa pois estas ocorrem nesta regiéo.

Palavras-chave: Ligamentos; Meniscos Tibiais; Colageno; Microvasos; Imuno-Histoquimica



ABSTRACT

Anterior cruciate ligament (ACL) rupture is the most common ligament injury of the knee.
When associated with medial meniscotibial ligament (MMTL) injury, greater joint instability
is observed. Therefore, MMTL repair is currently recommended at the same surgical time as
ACL reconstruction to reduce the risk of ACL re-rupture. Although the MMTL has been
described macroscopically in anatomical dissections, little is known about its structural
characteristics in terms of collagen fibers and microvascularization. The objective of this study
was to describe the collagen matrix structure and vascularization of the MMTL to contribute to
the refinement of the surgical technique for repair of these structures during arthroscopy and
consequently lead to a decrease in failure. Twelve MMTLs from six fresh cadavers were
collected. Macroscopic morphometric measurements and histological analysis were performed
using Hematoxylin and Eosin staining. The collagen matrix was evaluated using Picrosirius red
staining under polarized light microscopy, and for microvascularization analysis, an
immunohistochemical technique with a commercial antibody against the endothelial antigen
CD31 was used. Of the total samples, 83.3% of the ligaments were from male cadavers and
16.7% from female cadavers. In the intrasubstancial portion of the ligament, collagen fibers
were observed to be arranged in an organized manner, and in the meniscal insertion portion, the
presence of adipose tissue was observed with increased local cellularity compared to the
intrasubstancial portion. The analysis of the collagen matrix showed a type I to type 111 collagen
ratio of 3.86 (£3.07). The mean microvascular density in the intrasubstancial portion was 33.71
* 8.7 vessels/mm? and in the meniscal insertion portion was 74.14 + 23.85 vessels/mm?2. The
MMTL is a structure formed by oriented and parallel collagen fibers, with low cellularity in its
intrasubstancial portion and with increased cellularity near the meniscal insertion, especially
due to the greater presence of microvessels in this region. Type | collagen predominates over
type 111 collagen, and microvascular density is high in the meniscal insertion region. However,
vascularization is scarce in the intrasubstancial region, directly impacting the healing potential

of ramp lesions since these lesions occur in this region.

Keywords: Ligaments; Tibial Meniscus; Collagen; Microvessels; Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

A ruptura do Ligamento Cruzado Anterior (LCA) € a lesdo ligamentar mais comum
do joelho, quando incluidas somente as rupturas ligamentares completas. Essa lesdo acomete
principalmente, individuos jovens e ativos e caracteriza-se especialmente pela instabilidade
articular (MALL et al., 2014).

Apesar de ainda ndo haver dados sobre a epidemiologia exata dessa lesdo na
populacédo brasileira, a literatura internacional mostra uma incidéncia de aproximadamente
200.000 novos casos por ano nos Estados Unidos (MALL et al., 2014) e um estudo sueco sobre
a lesdo demonstrou uma incidéncia de 78 casos por 100.000 pessoas ao ano (NORDENVALL
etal., 2012).

Na década de 80, o Ligamento Meniscotibial Medial (LMTM), também conhecido
como Ligamento Coronario, foi descrito como uma faixa de tecido fibroso conectando 0s
meniscos perifericamente a tibia (EL-KHOURY; USTA; BERGER, 1984). A ruptura do
LMTM causando o descolamento do menisco da tibia é conhecida por ocorrer em associagdo
com lesdo do Ligamento Cruzado Anterior, particularmente com lesdo do Ligamento Colateral
tibial (SMITH et al., 2021).

Quanto maior o intervalo entre a lesdo do LCA e intervencéo cirdrgica, maior a
incidéncia de lesdo no Corno Posterior do Menisco Medial, dentre as leses descritas estéo as
Lesdes em Rampa e a Ruptura do Ligamento Meniscotibial (PELTIER et al., 2015). Devido a
complexidade das lesbes em rampa, estas foram classificadas for Thaunat et al (2021) de modo
que no tipo I11, descrito como uma les&o inferior parcial da zona vermelha, o LMTM perde a
fungéo.

Pacientes com possivel lesdo combinada do LCA com lesdo meniscal em rampa ou
lesdo associada do LMTM apos a reconstrucdo isolada do LCA evoluem com falha da
estabilidade rotatéria (MEHL et al., 2019). Sendo assim, a necessidade da reconstrugdo
conjunta do LCA e do reparo meniscal ou do LMTM se faz necessaria para obter um maior
controle rotacional e prevencéo da re-rupturado LCA (MEHL et al., 2019; SMITH et al., 2021).

Apesar do LMTM ter sido descrito macroscopicamente em dissec¢des anatdbmicas
anteriores, as caracteristicas estruturais quanto as fibras de colageno e vascularizagéo séo pouco
citadas na literatura (DI FRANCIA et al., 2020). Cavaignac et al. (2021) descrevem o LMTM
como sendo formado por fibras de coladgeno paralelas e organizadas, assim como DePhillipo et

al. (2019) que demonstraram que 0 LMTM apresenta fibras longas organizadas linearmente, o
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que é caracteristico de colageno tipo I, mostrando estrutura semelhante, densidade celular e
direcdo das fibras quando comparado aos ligamentos meniscocapsulares.

Conhecer a estrutura de coldgeno de um ligamento permite relacionar com o
comportamento biomecanico observado nas estruturas (CHAGAS, 2018). Além disso, a
capacidade do tenddo de cicatrizar as micro injurias esta relacionada a influéncia da
vascularizagdo do mesmo (HUANG; PERRY; SOSLOWSKY, 2004).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lesdo do Ligamento Cruzado Anterior

O joelho, por sua condicéo de articulacdo altamente solicitada e exposta a traumas,
é frequentemente lesado, sendo a rotura do ligamento cruzado anterior uma das lesbes mais
comuns (STEWIEN; CAMARGO, 2005). O LCA, evidenciado na Figura 1, é uma estrutura
fundamental do joelho, visto que este € um importante restritor da instabilidade anterior e
rotacdo interna da tibia (ARLIANI et al., 2012). A rotura deste ligamento causa alteracdo da
cinematica do joelho (MARIANI, 2011).

Figura 1 - Estruturas ligamentares do joelho dentre elas o Ligamento
Cruzado Anterior.

Ligamento cruzado
\ A\.\1|'l: 1]
Condilo medial
21N \ do femur
5 Td.n--.u(.rul i)

/ Condilo medial

da tibia

wncdi

femur (lace

O merar ¢

IICU AT —

fenddo do misculo popliteo

Ligamento colateral

- I
fibular
Menisco lateral ’

Ligamento

transverso do | wiho

Cabeca da fibula ————— | 1 Do rOs dade \

P da tibia
Tubérculo de Gerdy «

(tubérculo do trato iliotibial)

Fonte: NETTER, 2017
Legenda: Ligamento Cruzado Anterior (em vermelho)

A reconstrucdo do LCA tem como objetivo estabilizar o joelho. A restauracédo da
cinematica minimiza as forcas anormais na interface femorotibial. Episédios recorrentes de
instabilidade apds a ruptura do LCA estdo frequentemente associados a lesGes de menisco e
osteoartrose prematura (GUIMARAES; CARVALHO JUNIOR; TERRA, 2009).

LesBes meniscais ocorrem em associacdo com a ruptura do LCA em
aproximadamente 60% dos casos (MICHALITSIS et al., 2015). Dentre as lesdes meniscais, 0
acometimento do corno posterior do menisco medial corresponde a cerca de 40% dos casos,

sendo assim a mais comum (SMITH; BARRETT, 2001). Nesse contexto de injuria associada,
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destacam-se dois tipos de lesdo do Corno posterior do menisco medial, a lesdo em rampa
(Figura 2) e a lesdo do LMTM (Figura 3) (PELTIER et al., 2015).

Figura 2 — Lesdo em rampa no menisco medial.

Fonte: (PELTIER et al., 2015)
Legenda: Lesdo em rampa (seta vermelha)

Figura 3 — Lesdo do Ligamento Meniscotibial medial.

Fonte: (PELTIER et al., 2015)
Legenda: Lesdo do Ligamento meniscotibial medial (seta vermelha)

A lesdo em rampa consiste em rupturas meniscossinoviais ou meniscocapsulares,

que podem ser dificeis de diagnosticar por artroscopia a partir do compartimento anterior, por
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essa razdo também recebe a denominacdo de lesdo oculta (ABREU et al., 2022). Essa lesao
aumenta significativamente a instabilidade anteroposterior e rotatdria do joelho quando
comparadas com les@es isoladas do LCA (DEPHILLIPO et al., 2018; GUY et al., 2022).
Devido as caracteristicas anatdmicas do LMTM, a lesdo deste ligamento mantém
relacdo direta com as lesdes em rampa do menisco medial e 0 achado artroscopico conhecida
como “menisco flutuante” (BIKKINA et al., 2005), de tal modo que Thaunat et al., (2021)
propuseram uma classificacdo para lesbes em rampa, definindo as lesdes isoladas do LMTM

como lesdo em rampa tipo 111 conforme figura 4.

Figura 4 — Representagédo da regido meniscocapsular do corno posterior do
menisco medial e 0s 5 subtipos de lesdo em rampa. Tipo 1, lesdo completa da
juncdo capsulosinovial; Tipo 2: Lesdo superior parcial da zona vermelha;
Tipo 3: Les&o inferior parcial da zona vermelha; Tipo 4: Lesdo completa da
zona vermelha; Tipo 5: Lesdo completa dupla.

Fonte: THAUNAT et al., 2021
Legenda: MF: Ligamento meniscofemoral; PHMM: Corno posterior do menisco medial;
LMT: Ligamento meniscotibial

As lesGes em rampa podem ndo ser diagnosticadas na investigacdo radioldgica e
sdo frequentemente subestimadas durante a cirurgia de reconstrucdo do LCA (MARIANI,
2011; PELTIER et al., 2015). Grande contribuinte para essas lesbes serem subdiagnosticadas é
o fato de que a visualizacéo artroscopica do compartimento posteromedial ndo é considerada
uma etapa rotineira durante o exame artroscopico pelas dificuldades de acesso a esse

compartimento ou pelo medo de riscos potenciais (MARIANI, 2011)
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Recomenda-se uma atenc¢do particular a inspe¢do intra-articular pois grande parte
das lesdes sdo identificadas no intraoperatorio, conforme evidencia a Figura 5, devido a uma
busca ativa da possivel lesdo. (GUY et al., 2022)

Figura 5 - Achados durante artroscopia por portal anterolateral do joelho em um paciente sem
leséo do Ligamento Meniscotibial comparando a um caso com les&o; (A) Inspe¢éo normal do
menisco medial sem lesdo do LMTM; (B) Presenga de lesdo do LMTM demonstrando elevacéo
sinal da ascensdo meniscal (“meniscal rise”) que ocorrem devido a lesao.

CF

Fonte: (ALENCAR NETO, 2022)
Legenda: CF: Condilo Femoral; P: Palpador; PT: Plat6 tibial; MM: Menisco Medial; Seta preta: sinal da ascenséo
meniscal

Diferentes técnicas cirargicas tém sido descritas para realizar o reparo de lesdes do
corno posterior do menisco medial, em especial as lesdes em rampa. Apesar dos avangos, 0

indice de falha deste reparo permanece alto (GUY et al., 2022).

2.2 O Ligamento Meniscotibial Medial

Dentre os estudos sobre a anatomia do joelho, EI-Khoury et al., (1984) foram um
dos primeiros a descrever o Ligamento Meniscotibial medial, sendo evidenciado como uma
faixa de tecido fibroso conectando os meniscos perifericamente a tibia, conforme Figura 6.
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Figura 6 - Anatomia da regido posteromedial do joelho
evidenciando as estruturas inseridas no menisco medial.

Fonte: (LAPRADE et al., 2007)

Legenda: Asterisco indica a superficie femoral de insercdo do
ligamento colateral medial. MM = Por¢do posterior do menisco
medial. MFC = condilo femoral. MTP = platd tibial. MF =
ligamento menisco femoral. MT = ligamento meniscotibial

Segundo Peltier et al., (2015) as insercGes radiculares posteriores dos meniscos
variam consideravelmente entre os lados medial e lateral. O corno posterior do menisco medial
¢ estabilizado posteriormente pelo ligamento meniscotibial, que por sua vez se insere na face
posterior da tibia proximal, ressaltando-se que ndo hé insercéo da capsula posterior nessa regido
meniscal medial, conforme exemplificado na Figura 7. Por outro lado, o corno posterior do
menisco lateral é fixado posteriormente pelo ligamento meniscofemoral e pela capsula articular
(DEPHILLIPO et al., 2019).



25

Figura 7 - Diagrama ilustrando a anatomia de um corte sagital no
corno posteromedial do joelho evidenciando a relacdo entre as
estruturas dessa regido com destaque para o ligamento
meniscotibial medial.

M Ligamento Meniscotibial

Fonte: (CAVAIGNAC et al., 2021)

Legenda: Cinza: Plat6 tibial, Azul: Menisco medial, Vermelho: Ligamento
meniscocapsular, Laranja: Ligamento meniscotibial, Verde: capsula posterior,
Amarelo: tecido adiposo, Lilas: Insergdo capsular do musculo semimembranoso

Desde o primeiro estudo anatdbmico em 1984 até os dias atuais houveram diferentes
conclusdes a respeito do LMTM, foi descrita existir relacdo entre a porcdo profunda do
ligamento colateral tibial e os LMTM (LAPRADE et al., 2007). De Maeseneer et al., (2014)
descreveram que as camadas profundas do Ligamento colateral tibial, denominadas bandas
meniscofemorais e meniscotibiais, estavam fortemente aderidas ao menisco medial. Em 2019,
em estudo sobre a anatomia da regido posteromedial do joelho, o LMTM foi identificado em
todas as amostras, descrito como uma estrutura independente que cursava em angulo obliquo
desde a parte posterior da tibia até sua insercdo proximal & borda inferior do menisco medial
posterior com o adendo de que ocorre uma fusdo com a inser¢do meniscocapsular na regido
mais posterior da juncdo meniscocapsular conforme evidencia a Figura 8 (DEPHILLIPO et al.,
2019). A grande maioria dos estudos mais recentes também conclui ser o LMTM uma estrutura
ligamentar independente que realiza a conex@o entre menisco medial e tibia (ALENCAR
NETO, 2022; CAVAIGNAC et al., 2021; NETO et al., 2023b). Os pontos anatdmicos exatos
de insercdo e origem deste ligamento, bem como os limites anatdmicos de sua extensdo

anteroposterior ainda ndao foram definidos na literatura.
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Figura 8 — Corno posterior do menisco evidenciando a inser¢do do Ligamento Meniscotibial;
(A) Visao sagital de uma disseccdo cadavérica da anatomia do corno posterior do menisco
medial, mostrando as inser¢des do ligamento meniscocapsular e meniscotibial a medida que se
fundem para formar uma fixacdo comum; (B) Ilustracdo do corno posterior do menisco medial
e fixagcdo comum compartilhada dos ligamentos meniscocapsular e meniscotibial.

LG. i

MENISCOCAPSULAR

LIG. — / Z
MENISCOCAPSUEAR * ‘ I |9‘,)r .
! I a . [sm — ‘ .

L - LIG.
LIG. i || MENISCOTIBIAL
MENISCOTIBIAL

Fonte: (DEPHILLIPO et al., 2019)
Legenda: circulo branco: fixagdo comum dos ligamentos meniscocapsular e meniscotibial

CAVAIGNAC et al., (2021) realizaram estudo com dissec¢do anatbmica e analise
histologica em 14 cadaveres e descreveram a insercdo do LMTM e do Ligamento
meniscocapsular de forma independente, sendo esta superior e aquela inferior no corno
posterior do menisco medial (Figura 9), corroborando com a descricao inicial de DEPHILLIPO
etal, (2019).

Figura 9 - Analise histolégica por microscopio éptico do corno
posterior do menisco medial evidenciando inser¢cdo do LMTM.

Fonte: (CAVAIGNAC et al., 2021)
Legenda: F: fémur; JC: cépsula articular; M: menisco; T: tibia. *Tecido
adiposo vascularizado; Linha pontilhada: ligamento meniscotibial e
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ligamento meniscocapsular acima. Coloracdo hematoxilina-eosina,
magnificagdo X 0.3

Em 1984, apesar de a lesdéo do LMTM encontrada na artrografia ndo ter sido
associado a uma manifestacao clinica especifica, ja se notava uma alta associagdo entre rupturas
do LMTM com outros problemas articulares. (EL-KHOURY; USTA; BERGER, 1984)
Posteriormente, a lesdo desta estrutura foi associada a causa de dor no joelho (MILLAR, 1991).

Lesbes do Ligamento Meniscotibial podem ocorrer como uma ruptura
intrasubstancial ou como uma avulséo de sua insercéo tibial (PELTIER et al., 2015). Entretanto,
até 2011 ndo se sabia qual era a relacdo causal entre a lesdo do LMTM com extrusdo meniscal
e instabilidade do joelho (MARIANI, 2011). Por conseguinte, Lougher et al. (2003) sugeriam
0 tratamento da lesdo do LMTM de forma conservadora sustentando que, apesar da
sintomatologia semelhante a uma lesdo meniscal, se tratava de uma lesdo com histéria natural
benigna (LOUGHER; SOUTHGATE; HOLT, 2003).

Em 2015, pesquisadores do Centre Albert Trillat, na Franca, identificaram a
importancia do LMTM na instabilidade do joelho, ao evidenciar o aumento da instabilidade
rotacional posteromedial apds reproduzir a lesdo destes. (PELTIER et al., 2015) Nos anos
seguintes, diversos autores publicaram a relacdo do LMTM com a instabilidade anterolateral,
bem como posterolateral (AMAN et al., 2019; GUY et al., 2022). Isso ocorre porque as funcoes
principais do LMTM séo estabilizar e manter o0 menisco em sua posi¢do sobre o plato tibial
(PELTIER et al., 2015).

O descolamento do LMTM provavelmente permite mobilidade de todo o Corno
posterior do menisco medial, com notavel reducdo na estabilidade rotacional. (GUY et al.,
2022; PELTIER et al., 2015). A leséo isolada desse ligamento pode causar extrusao meniscal
ou instabilidade rotatéria (GUY et al., 2022; MARIANI, 2011), sendo assim, a lesdo do LMTM
implica na falha ligamentar em reconstru¢es do LCA, sendo um preditor na instabilidade
residual do joelho (DEPHILLIPO et al., 2018).

As lesdes do LMTM podem ser investigadas por ressonancia nuclear magnética
(RNM) em ponderacdo T2 com corte sagital ou coronal de modo que a evidéncia de liquido de
espessura maior que trés milimetros entre o menisco e o plat6 tibial € sugestiva de lesdo do
LMTM (BIKKINA et al., 2005).

Na artroscopia de joelho, deve-se realizar a inspecdo submeniscal para identificar
um menisco sem lesdes ou um “menisco flutuante”, também conhecido como “menisco
ascendido”, o qual ¢ sinal de lesdio do LMTM. (SMITH et al., 2021) Na presenca dessa leséo,
MARIANI et al, (2011) recomendam o reparo desta estrutura pelo efeito deletério que pode
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gerar na articulacéo a instabilidade acusada pela lesdo do LMTM. Guy et al., (2022) refere que
apesar dos avangos em técnica cirtrgica, o indice de falha apds reparo de lesdes do corno

posterior do menisco medial permanece elevado.

2.2.1 Histologia e vascularizagdo do LMTM

No que se refere a estrutura histologica do LMTM, em 2019 foi demonstrada a
presenca de fibras longas organizadas linearmente, o que é caracteristico dos fibroblastos que
expressam colageno tipo | que comp&em os ligamentos (DEPHILLIPO et al., 2019). Do mesmo
modo, estudos posteriores corroboraram o achado, descrevendo o LMTM como estrutura
formada por fibras colagenas paralelas e organizadas (CAVAIGNAC et al., 2021).

Por meio da coloragdo com Alcian blue sugere-se ndo haver diferenca qualitativa
na composi¢do das matrizes de colageno entre as inser¢des meniscocapsulares e meniscotibiais
(DEPHILLIPO et al., 2019).

O método de polarizacdo por coloracdo de Picrosirius red € amplamente utilizado
para estimativas quantitativas de variados tecidos (RITTIE, 2017) Por meio deste método é
possivel distinguir e determinar o nivel de coldgeno tipos | e 111 (WAN; HAO; WEN, 2013).
Trata-se de um método que pode ser empregado com menos desbotamento do que van Gieson
ou outros métodos e posteriormente visualizado com resultados muito melhores com o auxilio
de Microscopia com luz polarizada em combinagdo com analise de imagem morfométrica
devido as propriedades birrefringentes variadas das fibras de colageno catidnicas combinadas
com o corante vermelho Sirius anidnico e alongado (LIU et al., 2021). Essa anélise
morfométrica de imagens tem sido aplicada para avaliar as propriedades das fibras colagenas
devido a sua precisdo, objetividade e reprodutibilidade (JUNQUEIRA; BIGNOLAS;
BRENTANI, 1979). Sob luz polarizada, as fibras de colageno tipo | aparecem brilhantes e
vermelho-amareladas, em nitido contraste com o colageno tipo Il que aparece verde (LIU et
al., 2021).

No tenddo normal é predominante a presenca do colageno tipo | em relacdo ao tipo
I (MAGANARIS; NARICI; MAFFULLLI, 2008). O colageno tipo I é principalmente espesso
e densamente acondicionado em fibrilas espessas, enquanto o colageno tipo I11 é principalmente
composto por finas fibras. Com o avancar da idade ocorre o decréscimo do colageno tipo I e 0
aumento do colageno tipo 111 produzindo um tenddo com menor resisténcia a tracdo mecénica
(JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978). Até 0 momento, ndo houve na literatura

estudo buscando definir a composi¢cdo da matriz de colageno do LMTM.
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A vascularizacdo do joelho j& foi bastante estudada e descrita na literatura, no
entanto a vascularizacdo especifica do Ligamento meniscotibial medial é temética pouco
frequente. Os tenddes maduros sdo pouco vascularizados com nutricdo mais dependente da
difusdo do liquido sinovial do que da perfusdo vascular, embora eles tenham mais vasos
sanguineos do que é comumente aceito (FENWICK; HAZLEMAN; RILEY, 2002). Foi
demonstrado que o suprimento vascular do tenddo surge de trés areas distintas: a juncédo
musculotendinea; a juncdo osteotendinosa; e vasos de varios tecidos conjuntivos circundantes,
como paratenddo, mesotendio e vincula (MAFFULLI; RENSTROM; LEADBETTER, 2005).

De modo geral os estudos sobre o suprimento vascular dos tenddes séo realizados
principalmente nas estruturas vasculares externas por meio de angiografia ou metodologia
semelhante (WOLFF et al., 2012) S&o poucos os estudo que buscam identificar a vascularizagdo
intrinseca dessas estruturas. Trés anticorpos foram inicialmente mais comumente usados para
identificacdo e analise quantitativa de microvasos: Fator VII, CD31 e CD34 (MARINHO,
2003). Destes 0 CD31 e CD34 mostraram-se mais efetivos para estudo de microvascularizagao
(ALVES; BACCHI; VASSALLO, 1999).

Em 2021 foi descrito que o tecido adiposo posterior ao corno posterior do menisco
medial e anterior a capsula, é ricamente vascularizado (CAVAIGNAC et al., 2021). Nao ha na
literatura descri¢do quantitativa da vascularizagdo do LMTM.
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3JUSTIFICATIVA

A leséo do LMTM interfere diretamente no resultado da Reconstrugdo do
Ligamento Cruzado Anterior. Apesar disso, pouco se sabe a respeito das caracteristicas
estruturais do LMTM. Desta forma, se faz necessario descrever a estrutura da matriz de
colageno e vascularizacdo do LMTM a fim de contribuir para o refinamento da técnica cirdrgica
de reparo dessas estruturas durante uma artroscopia e consequentemente levar a diminuicao de

falha em alcancar a estabilidade adequada em pacientes submetidos a reconstrucdo do LCA.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é analisar qualitativamente a estrutura de colageno do
LMTM bem como avaliar qualitativamente e quantitativamente a microvascularizacdo do

ligamento.

4.2 Obijetivos especificos

Os objetivos especificos desta pesquisa séo:
a) Realizar analise macroscépica do LMTM
b) Realizar anélise microscopica do LMTM por meio de coloracdo Hematoxilina
—eosina
c) Avaliar aestrutura de colageno e composic¢ao quanto aos tipos de colageno por
meio de coloracdo com Picrosirius Red
d) Analisar a expressdo da proteina CD31 em toda extensdo do LMTM por meio

do método imuno-histoquimico
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5 CASUISTICA E METODO

5.1 Aspectos Eticos

O estudo foi conduzido de acordo com a resolugéo 466/12 do Conselho Nacional
de Salde, a qual aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo o0s
seres humanos.

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP), via
Plataforma Brasil, do Instituto Dr. José Frota, sendo aprovado sob o registro CAE
40066820.4.0000.5047 (ANEXO I). Trata-se de um estudo transversal e descritivo

Foi colhido TCLE (Termo de Consentimento Livre Esclarecido) (APENDICE 1)
em conjunto com a abordagem do termo aplicado pela Comissdes Intra-hospitalares de Doagéo
de Orgéos e Tecidos para Transplante (CIHDOTT). Na ocasi&o de cada doagao, foi explicitado
a completa dissociacao entre a coleta para pesquisa e a coleta da doacdo de 6rgdos, deixando

claro que a negacao para a pesquisa nada implicara na coleta de 6rgaos.

5.2 Caracterizacdo da amostra

5.2.1 Critérios de Incluséo

Foram incluidos no estudo ligamentos meniscotibiais mediais do joelho,
provenientes de cadaveres frescos, os quais eram doadores de 6rgaos falecidos efetivados pela
CIHDOTT ap6s confirmacdo de morte encefalica, todos adultos, sem preferéncia por sexo ou
idade e apos assinatura do TCLE (APENDICE 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.
5.2.2 Critérios de Exclusao
Foram excluidos os participantes esqueleticamente imaturos e aqueles que

apresentavam sinais de lesdo traumatica e/ou degenerativa que dificultasse a dissec¢do do

LMTM ou pudesse interferir na integridade das estruturas anatémicas.
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5.2.3. Beneficios

O participante do estudo ndo recebeu beneficio direto com o estudo, a ndo ser

contribuir para a realizacdo de novos estudos que ajudem no avango da medicina.

5.2.4 Riscos

Como risco, destacamos 0 comprometimento estético da pele presente na regido do
joelho devido a presenca de fios de sutura em evidéncia e a reacdo psicologica dos familiares

ja sensibilizados pelo falecimento do familiar frente a doacdo do LMTM.

5.2.5. Reducéo dos Riscos

Como forma de reduzir esse risco, foi utilizada a menor incisdo possivel.
Destacamos ainda que foi ressecado apenas o ligamento meniscotibial do joelho, permanecendo
o restante do falecido inalterado.

Os pesquisadores se dispuseram a disposicdo dos familiares para fornecer
esclarecimentos quanto ao procedimento, beneficios futuros ao tratamento de outros pacientes

e quanto a possibilidade de, a qualquer momento, desistir de realizar a doacao.

5.3 Ambiente de experimentacéo da coleta de material

O material para analise foi coletado no centro cirurgico do Instituto Dr. José Frota
(IJF), na cidade de Fortaleza — CE, localizado na rua Bardo do Rio Branco, 1816 - Centro,
Fortaleza - CE, 60025-061. Tel. (85) 3255 5205.

A coleta foi realizada imediatamente apds o término do procedimento cirdrgico para

captacao de 6rgdos.
5.4 Aquisicao das amostras de LMTM
Foram coletados um total de 12 LMTM provenientes de seis cadaveres frescos,

dentre eles cinco do sexo masculino € um do sexo feminino com idades variando de 20 até 72

anos. Todas as amostras foram coletadas pela mesma cirurgia ortopédica.
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A técnica de coleta do LMTM seguiu os principios da técnica descrita por
ALENCAR NETO et al., (2023) Foi realizada uma incisdo posteromedial ao joelho com inicio
da parte posterior do epicondilo medial do fémur em direcdo a borda posteromedial da tibial.
Foram identificados os tend6es do mdsculo sartorio, semitendineo e grécil (pata de ganso) os

quais foram rebatidos distalmente (Figura 10).

Figura 10 - Técnica para coleta das amostras; (A) Visualizacdo medial do joelho demonstrando
marcacdo cutdnea do acesso para exérese do LMTM; (B) Acesso para exérese do LMTM
evidenciando a camada muscular medial mais superficial do joelho.

Fonte: (ALENCAR NETO et al., 2023b)
Legenda: P: Patela; F: Fémur; T: Tibia; LA: Linha articular medial; Asterisco branco: Epicéndilo femoral
medial

Foi realizada uma incisao longitudinal ao colateral tibial, identificando assim a
capsula articular e o LMTM - ponto onde € realizado a artrotomia submeniscal para
visualizacdo da reducdo da fratura articular (Figura 11) (CHANG et al., 2012; KANDEMIR,;
MACLEAN, 2014; LUO et al., [s.d.]; PRAT-FABREGAT; CAMACHO-CARRASCO,
2016; ZHANG et al., 2020).
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Figura 11 - Técnica para coleta das amostras; (C) Acesso para exérese do LMTM
evidenciando camada muscular intermediaria do joelho; (D) Estruturas mais profundas
mediais do joelho. Colateral tibial rebatido proximalmente, sendo possivel visualiza¢éo do
menisco medial e LMTM (ainda inserido).

Fonte: (ALENCAR NETO et al., 2023b)
Legenda: Agulhas 25x7mm: posicéo exata da linha articular; LCM: Lig. colateral medial; LMT: Lig. menisco
tibial medial; PM: Platd medial; MM: Menisco medial.

Por fim, o LMTM é dissecado para realizar a ressec¢do do ligamento em sua
totalidade (Figura 12).

Figura 12 - Técnica para coleta das amostras; (E) LMTM rebatido proximalmente,
evidenciando sua insercdo no condilo femoral medial; (F) Desinser¢do do LMTM do menisco
medial e da sua insercdo tibial.
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Fonte: (ALENCAR NETO et al., 2023b)

Legenda: LMT: Lig. meniscotibial medial; MM: Cartilagem do platd medial; PM: Platd medial; Asterisco
vermelho: Insercdo tibial do LMT medial.CFM: Cdndilo femoral medial C: Cartilagem; IT: Insercdo tibial do
LMT medial;

5.5 Preparacéo da peca

Apbs a coleta de cada peca, ainda no centro cirdrgico foi realizada a limpeza da
amostra, retirando partes moles aderidas ao ligamento. Em seguida realizada a avaliagéo
morfomeétrica, sendo aferidos comprimento, largura, espessura e peso (Figura 13).

Figura 13 - Procedimentos durante a coleta das amostras; (A) Ligamento
imediatamente apos a coleta, antes de ser realizada limpeza de partes moles;
(B) Afericao da largura do LMTM

T L F

Forte: De autoria propria
Legenda: Chave vermelha: largura; Chave laranja: comprimento

Posteriormente cada LMTM foi acondicionado integralmente em um cassette
histoldgico previamente identificado e acondicionado em solucdo formalina tamponada 10% a
temperatura ambiente por 48 horas.

Durante o periodo de 48 horas as pecas foram transportadas para o Laboratdrio de
morfologia da Universidade Federal do Ceara onde foram transferidas para solucao de alcool

70% até o processamento para preparacgao das laminas.

5.6 Preparacgéo das laminas

O processamento para preparacao das laminas foi realizado uma unica vez, ap6s a
coleta de todas as amostras.

A preparacdo das laminas ocorreu no Laboratdrio de morfologia da Universidade
Federal do Ceara e seguiu a sequéncia progressiva de alcoois para desidratacdo do material
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realizada por banhos de uma hora cada com alcool etilico 70%, 80%, 95% e absoluto. A
clarificagdo, que é realizada para remover o alcool antes da inclusdo em parafina, foi feita
embebendo os tecidos em Xilol por 30 minutos. Por ltimo, é feito a impregnacédo e inclusao
em parafina de cada cassete histologico.

Os blocos foram posicionados longitudinalmente no processo de inclusdo e
submetidos a cortes de 12um com uso de um micrétomo (Figura 14). Foram utilizadas laminas
comuns e confeccionadas duas laminas de cada peca para posterior analise em microscopio de
luz convencional e verificacdo das estruturas microscépicas. Foi realizada a coloracdo de rotina
para histologia hematoxilina-eosina e montagem Entellan® (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983)

Figura 14 - Preparacdo das laminas para coloracdo HE; (A) Desidratacdo progressiva em
sequéncia de alcoois; (B) Amostra ap6s inclusdo em parafina; (C) Cortes realizados no
sentido longitudinal da peca; (D) Amostras ja cortadas imediatamente antes de serem
alocadas na estufa; (E) Sequéncia de solucdes para coloracdo de HE (F) Laminas coradas
em HE.

Forte: De autoria propria
Legenda: HE: coloragdo hematoxilina-eosina
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5.7 Analise histoldgica por Hematoxilina-eosina

As 24 laminas coradas em HE foram analisadas pelo mesmo patologista no menor
e maior aumento, buscando-se avaliar a viabilidade do material histoldgico e presenca de
processo patoldgico que impedisse prosseguir com as demais etapas da pesquisa. Também foi
avaliada organizacdo tecidual presente, celularidade, caracteristica do tecido quanto tecido
conjuntivo, adiposo ou outros. Todas as amostras foram consideradas viaveis para o

prosseguimento do estudo e todos os achados foram explicitados de maneira descritiva.

5.8 Preparacéo da lamina corada em Picrosirius red

A preparacdo das laminas ocorreu no Laboratdrio de morfologia da Universidade
Federal do Ceara. Os blocos de parafina foram posicionados longitudinalmente no processo de
inclusao, realizados cortes de 12um dos espécimes, dispostos em laminas de vidro silanizadas,
desparafinizadas em estufa a 60°C por trés horas, seguidos de trés banhos de xilol (cinco
minutos cada).

Apbs reidratacdo em série decrescente de alcool, as laminas foram incubadas em
solugéo de Picrosirius red (ScyTek®) de acordo com as orientagdes do fabricante. Foram

confeccionadas um total de 12 laminas, uma para cada amostra.

5.9 Analise histoldgica do colageno por Picrosirius red

As laminas foram analisadas em microscopio de luz polarizada (Leica® modelo
DM 2000), o que permite visualizar o colageno tipo | com coloracdo vermelho alaranjada e o
colageno tipo 111 com coloracéo verde (SILVA et al., 2011).

Para quantificacdo dos diferentes tipos de colageno na regido do Ligamento
Meniscotibial Medial foi realizada a metodologia utilizada por Ribeiro (2019). Iniciou-se pela
identificacdo aleatoria de cinco campos das ldaminas em um aumento de 400x, os quais foram
fotografados com uso de cdmera DFC 295, acoplada ao Microscopio Leica® DM 2000 no
Laboratério de Patologia do Centro Universitario Christus seguindo pela analise das
fotomicrografias pelo software Image J® (RSB).

Posteriormente foi realizada a calibracdo dos canais de cores das imagens pelo
comando Color Thershold (Image > Adjust > Color Thersold) na fungdo RGB para as cores
Vermelho (Minimo de 71 e M&ximo de 255), Verde (Minimo de zero e M&ximo de 69) e azul

(Minimo de 0 e Maximo de 92) (Figura 15). Depois da calibracao, as imagens foram convertidas
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para a escala de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make

Binary) e mensurada a porcentagem de &rea de coldgeno marcada em vermelho (Analyse >

Analyse Particles) (adaptado de Andrade et al., 2011).

Figura 15 — Fotografia da tela computador durante uso do Software ImageJ para analise

da matriz de colageno.
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Fonte: De autoria propria

Apbs a polarizagédo de luz, o mesmo protocolo foi realizado, ajustando-se as cores

na fungdo RGB para Vermelho (Minimo de 71 e Maximo de 255), Verde (Minimo de zero e

Méaximo de 69) e azul (Minimo de 0 e Mé&ximo de 92). Apés ajuste, as imagens foram

convertidas para a escala de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary

> Make Binary), e foi mensurada a porcentagem de area de coldgeno marcada em amarelo

avermelhado (correspondente ao colageno tipo I). Em seguida, do total da 4rea marcada em

vermelho, sera separado o percentual da regido ocupada somente pela marcacdo amarelo

avermelhada. A area verde-esbranquicada, relativa ao colageno tipo Ill, sera obtida pela

subtracdo da regido total marcada em vermelho e o percentual marcado unicamente pela cor

amarelo avermelhada (adaptado de Andrade et al., 2011).

5.10 Anélise estatistica do coldgeno por Picrosirius red
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O percentual da lamina foi dado pela média de todas as imagens. Apds avaliagdo
da normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk, foram expressas médias e desvio-padréo de
cada subtipo de colageno, bem como do colageno total e da razdo colageno | e Ill, as quais
foram correlacionadas com a quantidade de colageno total por meio dos testes t pareado e
correlagdo de Pearson (dados paramétricos). Todas as analises foram realizadas adotando uma

confianga de 95% no software GraphPad Prism 5.0 (p<0,05).

5.11 Preparacao da lamina para imuno-histoquimica com CD31

A preparacdo das laminas ocorreu no Laboratdrio de morfologia da Universidade
Federal do Ceara. Os blocos de parafina foram posicionados longitudinalmente no processo de
inclusdo, realizados cortes de 3um dos espécimes, dispostos em laminas de vidro silanizadas.
Foram confeccionadas um total de 12 ldminas, uma para cada amostra.

Para marcacdo imuno-histoquimica, cada sec¢do (3 um) foi desparafinizada em
xilol durante 30 minutos e reidratado com concentracdes de alcool. A atividade da peroxidase
enddgena foi blogueado com EnVision Flex Peroxidase-Bloking Reagent (Dako®). A
recuperagdo antigénica foi realizada EnVision Flex Target Retrieval Solution High pH 50x
(Dako®). O sistema de detectacéo foi por EnVision Flex/HRP (Dako), por vinte minutos.

Os vasos foram detectados por imuno-histoquimica (IHC) usando um anticorpo
comercial contra o antigeno endotelial CD31. (Flex Monoclonal Mouse Anti-human CD31,
Endothelial Cell - Clone JC70A, Ready-to-use, Dako®). Esse anticorpo necessitou de
ampliacdo de sinal que foi realizado com Envision Flex Mouse Link (Dako®), por 15 minutos.
A técnica foi realizada por sistema de automacdo Autostainer Plus (Dako automacao), onde
foram programados todos os tempos de acordo com as informag0es sugeridas pelo fabricante
do antigeno alvo. O anticorpo é ready-to-use, sendo assim ndo houve diluicdo. O tempo de
incubacéo foi de vinte minutos, o qual foi sugerido pelo préprio fabricante.

Controles positivos foram processados (junto com material pesquisado) para
assegurar resultados confiaveis na técnica imuno-histoquimica. O controle positivo
corresponde a um tecido selecionado com o propoésito de se obter uma reagdo positiva definida
e este tecido deve conter grandes quantidades do antigeno em estudo (MARINHO, 2003b).

Neste estudo utilizaram-se cortes de tecido de placenta para controle positivo.

5.12 Andlise da microvascularizacdo por imuno-histoquimica com CD31
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A andlise da vascularizagio foi realizada com técnica descrita por MARQUEZ et
al., (2015). Os vasos foram detectados por imuno-histoquimica utilizando anticorpo comercial
contra o antigeno endotelial CD31 (PECAM-1 Ab-6, clone 1A10, Thermo Fisher Scientific,
Fremont, CA, EUA; 1:100 diluicdo, incubacdo de 40 min).

Devido possibilidade de caracteristicas diferentes em relagdo a vascularizacdo da
porcao correspondente a insercdo meniscal e da porcao intrasubstancial do ligamento foram
selecionados aleatoriamente por um mesmo patologista trés campos na regido de insercédo
meniscal e trés campos aleatorios na regido intrasubstancial em cada lamina, com magnificacéo
de 400x. Os campos foram avaliados por um mesmo patologista no Laboratorio de Patologia
do Centro Universitario Christus. Para contagem de vasos e mensuracdo de percentual de area
de vaso em um?, bem como densidade vascular calculada em vasos/mma2 foi utilizado software
Image J® (RSB). A area de cada campo 6ptico em aumento de 400x corresponde a uma area
de 0,07 mm2,

Na contagem de microvasos foram consideradas as células coradas em marrom,
tanto isoladas quanto agrupadas. As estruturas deveriam ser claramente separadas dos
microvasos adjacentes e de outros elementos do tecido conectivo. Estruturas ramificadas, que
ndo perdiam a sua continuidade durante o trajeto, foram contadas como vasos Unicos; e um
Unico vaso, submetido a mais de um corte transversal foi contado de forma distinta em cada um
dos cortes. A visualizacdo do lumen ndo foi necessaria para identificacdo dos vasos.
(MARINHO, 2003b) O resultado da contagem de micro vasos de cada regido foi representado
pela média das somatdrias dos trés campos selecionados.

Para mensuracao de area total marcada por CD31 e porcentagem de area marcada
por CD31, cada fotomicrografia dos campos selecionados, por meio do software Image J®
(RSB), submetida a funcdo HDab para isolar na imagem o que esta corado pelo marcador
(Plugins > color fuctions > color decovolucion > HDab), aumento do brilho e contraste para
isolar o tecido vascular marcado (Image > Adjust > Contrast), conversdo da imagem para
formato de cor 8-bit (Image > type > 8-bit), binarizacdo da imagem (Process > Binary > Make
Binary) para for fim calcular a &rea total e fracdo de &rea (Analyze > Analyze particulas) (Figura
16).
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Figura 16 - Analise da microvasculariza¢do por meio de imuno-histoquimica com CD31
utilizando software ImageJ; (A) Amostra em aumento 400x sob luz convencional; (B)
Contagem de nimero de vasos; (C) Imagem submetida a funcdo HDab (D) Imagem ap0és ajuste
de brilho e contraste; (E) Conversdo para escala de cor 8-bit; (F) Imagem binarizada; (G)
Analise realizada pelo software.
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Forte: De autoria prépria

5.13 Andlise estatistica

Apbs avaliacdo da normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk, os resultados
foram expressos na forma de médias. A analise dos dados foi realizada utilizando o software
GraphPad Prism® (versdo 6.0 para Windows®, GraphPad Software, San Diego, Califérnia,
EUA, 2015). Foram expressas médias e desvio-padréo de cada porcao analisada, as quais foram

correlacionadas por meio dos testes t pareado e correlacdo de Pearson (dados paramétricos).
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6 RESULTADOS

Foram coletados 12 ligamentos provenientes de seis doadores, em todos 0s casos
foi coletado o ligamento de ambos os joelhos. A amostra foi composta por 83,3% (n = 10)
ligamentos provenientes de doadores do sexo masculino e 16,7% (n = 2) provenientes de uma
doadora do sexo feminino. A média de idade dos doadores foi de 39,67 + 20,42 anos (20 — 72
anos). Em todas as amostras foi realizada afericdo de largura, comprimento espessura e peso,
sendo encontradas as médias de 30,2 mm (+ 1,18), 7,10 mm (+ 1,11), 3,44 mm (x 0,25) e 0,62

gramas (£ 0,10), respectivamente (Tabela 1).

TABELA 1 - Sexo, idade dos doadores e dimens6es macroscopicas dos ligamentos

Amostra  Sexo do Idade Largura Comprimento Espessura Peso
doador

1 Masculino 72 30,00 8,30 3,5 0,68

2 Masculino 72 29,00 9,00 3,8 0,67

3 Masculino 60 33,00 4,50 3,2 0,59

4 Masculino 60 31,50 6,50 3,5 0,81

5 Masculino 35 29,50 7,00 3,3 0,74

6 Masculino 35 30,50 8,00 31 0,57

7 Feminino 29 29,50 6,50 3,2 0,52

8 Feminino 29 29,00 7,50 3,2 0,47

9 Masculino 20 29,50 6,00 33 0,46
10 Masculino 20 30,00 7,50 3,5 0,56
11 Masculino 22 29,50 7,00 3,8 0,68
12 Masculino 22 31,70 7,50 3,9 0,76
Média 39,67 30,2 7,10 3,44 0,62
+DP +20,42 +1,18 +111 +0,25 +0,10

Fonte: De autoria propria
Legenda: Idade em anos, medidas em milimetros, peso em gramas

As amostras ap6s coloracdo HE evidenciaram fibras coldgenas densas organizadas

de forma linear ao longo do tecido (figura 17).
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Figura 17 - L&minas coradas em HE demonstrando organizacdo do tecido
conjuntivo.

Forte: De autoria propria
Legenda: (A) aumento 4x (B) aumento 100x

Na porgdo intrasubstancial observaram-se fibras colagenas dispostas de maneira
organizada e baixa celularidade tecidual. Na porcao ligamentar de insercdo meniscal, observou-
se presenca de tecido adiposo com aumento da celularidade local relacionada a presenca

aumentada de vasos sanguineos em relacdo a porcao intrasubstancial (Figura 18 e Figura 19).

Figura 18 —Analise histoldgica do Ligamento meniscotibial medial por meio de
coloracdo de Hematoxilina e Eosina; (A) e (B) Insercdo meniscal onde observa-
se tecido adiposo e presenca de vasos proximo a esse tecido; (C) e (D) Porcao
intrasubstancial do ligamento.

Fonte: De autoria prépria
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Legenda: seta verde: tecido adiposo, seta laranja: vasos sanguineos; seta azul: tecido conjuntivo
organizado. A, B e C em aumento 100x e D em aumento 200Xx;

Figura 19 — Figura 18B em maior aumento evidenciando maior
quantidade de vasos sanguineos junto a regido de tecido adiposo

Fonte: De autoria propria

Legenda: setas laranjas: vasos sanguineos; seta verde: tecido adiposo; chave azul: area
de predominio de tecido conjuntivo. Lamina corada por Hematoxilina e Eosina em
aumento 4x

A andlise qualitativa quanto a estrutura de coldgeno por meio de coloracdo
Picrosirius Red evidenciou estruturas com predominancia de colageno tipo | em relacdo ao
colageno tipo 111 (Figura 20).
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Figura 20 - Campos aleatorios de uma mesma amostra corada com Picrosirius red fotografados
sob luz convencional (linha superior) e sob luz polarizada (linha inferior correspondente)

Forte: De autoria propria
Legenda: Aumento de 400x

Na anélise quantitativa utilizou-se do Software ImageJ para calcular a quantidade
de colageno total e de colageno tipo I, o qual observou-se ser qualitativamente predominante,

para entdo definir a percentagem de colageno tipo | e Tipo Il (Figura 21).

Figura 21 - Anélise quantitativa de colageno utilizando software ImageJ. (A) Amostra sob luz
convencional; (B) Imagem ap0s ajuste de cores e contraste; (C) Imagem convertida para escala
de cor 8-bit; (D) Imagem binarizada; (E) Mesmo campo sob luz polarizada; (F) Ajuste de cores
para evidenciar colageno tipo I; (G) Imagem convertida para escala de cor 8-bit; (H) Imagem
binarizada.

Forte: De autoria propria
Legenda: aumento 400x
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A anélise quantitativa da matriz de colageno evidenciou uma relacéo de colageno
tipo | em relacdo ao tipo Il de 3,86 (+3,07) [p<0,001] conforme evidencia a Tabela 2 e 0
Grafico 1.

Tabela 2 - Porcentagem de area de colageno tipo | e tipo I1l em cada
amostra e a proporcao entre os tipos de coldgeno em cada amostra

Tipos de colageno

Amostras Colageno Colageno | Colageno Razao I/111
Total Il
1 76,70 44,82 13,98 3,22
2 85,20 34,84 16,05 2,12
3 79,88 39,78 13,12 2,98
4 62,96 38,08 5,17 5,44
5 67,32 44,00 8,19 13,22
6 71,62 35,42 11,92 3,06
7 73,72 25,40 10,75 2,16
8 84,26 40,98 17,44 2,36
9 69,86 26,70 10,10 2,51
10 76,80 39,48 13,06 3,39
11 70,76 27,14 11,85 2,80
12 69,96 34,40 11,10 3,08

MeédiatDP  74,09+6,72 35,92+6,60 11,89+3,30 3,86+3,07*

Fonte: De autoria prépria
Legenda: *[p<0,001] teste t pareado
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Grafico 1 - Média de percentual de colageno total e subtipos | e
I11 em amostras de ligamento meniscotibial medial
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Fonte: De autoria prépria
Legenda: *p<0,001, teste t pareado

Quando analisada a proporcao colageno tipo | e Tipo Il em relacdo a idade dos

cadaveres utilizando os extremos de idade das amostras, ndo houve significancia estatistica

conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Proporcéo de colageno Tipo I/111 em relacdo faixa etaria em subgrupos nos extremos
de idade da casuistica

Colageno total Colagenol  Colageno III  Razdo I/III

Grupo 1 (>60a) amostra 1 76,70 44,82 13,98 3,22
Grupo 1 (>60a) amostra 2 85,20 34,84 16,05 2,12
Grupo 1 (>60a) amostra 3 79,88 39,78 13,12 2,98
Grupo 1 (>60a) amostra4 62,96 38,08 5,17 5,44
Média+DP 76.19+9.49 39.38+4.17  12.08+4.77 3.44+1.41
Grupo 2 (<25a) amostra 1 69,86 26,70 10,10 2,51
Grupo 2 (<25a) amostra2 76,80 39,48 13,06 3,39
Grupo 2 (<25a) amostra 3 70,76 27,14 11,85 2,80
Grupo 2 (<25a) amostra4 69,96 34,40 11,10 3,08
Média+DP 71.85+3.33 31.93+6.15  11.53+1.25 2.95+0.38
p-Valor 0,421 0,092 0,830 0,523

Fonte: De autoria prépria; Legenda: *p<0,001, teste t de Student
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A analise qualitativa da microvascularizacdo por meio de imuno-histoquimica com
CD31 evidenciou presenca de maior quantidade de vasos sanguineos na regido de insercao
ligamentar em relacdo a porcdo intrasubstancial (Figura 22).

Figura 22- Cortes de imuno-histoquimica com CD31 do ligamento meniscotibial medial.
(A1, A2, A3, A4) porcao de insercdo meniscal; (B1, B2, B3, B4) porgéo intrasubstancial.

Fonte: De autoria propria
Legenda: Tecido endotelial vascular marcado em cor marrom; Aumento 400x

A andlise quantitativa da microvascularizacdo dos ligamentos evidenciou em
relacdo a quantidade de vasos, na porc¢éo intrasubstancial média de 2,36 + 0,61 vasos/campo e
na por¢do de insercdo junto ao menisco média de 5,19 +1,67 vasos/campo. A porcentagem de
area média marcada por CD31 na por¢do intrasubstancial foi de 3,07 + 0,92% e na porcdo de
insercdo junto ao menisco de 3,7 + 1,29%. Quando avaliada a &rea marcada em pum? obteve-se
na porcao intrasubstancial média de 1267,26 + 386,53 um?2 e na porc¢do de insercao junto ao
menisco média de 1520,55 +533,61um2. A analise da area média dos vasos exibiu na porcéo
intrasubstancial média de 596,42 + £352,47 um?2 e na porcdo de inser¢do junto ao menisco
média de 334,47 +£165,58um2. Por fim, em relacdo a média de densidade microvascular, na
porcdo intrasubstancial foi de 33,71 £ 8,7 vasos/mm2. e na porcao de insercdo junto ao menisco

foi de 74,14 + 23,85 vasos/ mmz. Todas os dados foram compilados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Anélise da microvascularizacdo da por¢ado de insercao meniscal e intrasubstancial do
ligamento meniscotibial medial por meio de imuno-histoquimica com CD31.

Quantidade de Area Area marcada Area média dos Densidade
vasos/campo marcada (%) (um2) vasos (Um?) Vascular
(vasos/ mm?)
Am. Ins. Sub. Ins. Sub. Ins. Sub. Ins. Sub. Ins. Sub.
1 7,33 3,33 2,77 2,90 1105,86 1192,48 150,80 357,74 104,71 47,57
2 7,00 1,67 3,60 2,43 1478,47 1003,37 211,21 602,02 100 23,85
3 533 2,67 5,00 1,87 2006,62 759,18 376,24 284,69 76,14 38,14
4 6,00 1,67 143 2,80 588,47  1150,50 98,08 690,30 85,71 23,85
5 500 2,00 540 3,73 222151 1538,71 44430 769,36 71,42 28,57
6 3,00 233 3,73 3,10 1549,92  1245,30 516,64 533,70 42,85 33,28
7 4,67 3,00 2,63 3,70 1079,4 1507,73 231,30 502,58 66,71 42,85
8 533 2,33 423 247 1725,47 1038,25 32353 444,97 76,14 33,28
9 1,33 1,33 2,23 5,17 911,56  2151,87 683,67 1613,90 19 19
10 500 2,67 4,87 3,93 2021,28 1646,10 404,26 617,29 71,42 38,14
11 6,33 3,00 5,27 2,67 2208,70 1106,57 348,74 368,86 90,42 42,85
12 6,00 2,33 323 210 1349,25 867,11 224,88 371,62 85,71 33,28
Média 5,19 2,36 3,70 3,07 1520,55 1267,26 334,47 596,42 74,14+ 33,71
+DP +1,67 0,61 1,29 0,92 533,61 +386,53 +165,58 352,47 2385  +87
p-Valor <0,001 0,238 0,247 0,008 <0,001

Fonte: De autoria prépria

Legenda: Ins: porcdo ligamentar de inser¢do junto ao menisco; Sub: porcdo ligamentar intrasubstancial, Am:
amostra. P-valor: teste t pareado

A quantidade de vasos por campo éptico exibiu um valor bem maior em regido de

insercdo meniscal em relacdo a porcdo intrasubstancial, propor¢do também observada na

densidade microvascular encontrada (Gréfico 2 e 3).



Grafico 2 - Quantidade de vasos marcados por meio de imuno-
histoqguimica com CD31 na porcdo de insercdo meniscal e
intrasubstancial do ligamento meniscotibial medial
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Fonte: De autoria prépria
Legenda: Ins.: porcdo de insercdo meniscal; Intrasubs.: porcdo intrasubstancial.
p<0,001, teste t pareado

Gréfico 3 - Densidade microvascular na porcao de inser¢do meniscal e
intrasubstancial do ligamento meniscotibial medial
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Fonte: De autoria prépria
Legenda: Ins.: porcdo de insercdo meniscal; Intrasubs.: porcdo intrasubstancial.
Densidade microvascular em vasos/mm2. p<0,001, teste t pareado
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Quando avaliada a &rea média dos vasos (um2), na porcao intrasubstancial houve
uma maior quantidade de area vascular marcada em relacdo a porcao relativa a insercéo.
[p=0,008] (Gréfico 4).

Grafico 4 - Area média dos vasos marcados por meio de imuno-
histoqguimica com CD31 na por¢cdo de insercdo meniscal e
intrasubstancial do ligamento meniscotibial medial
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Fonte: De autoria prdpria
Legenda: Ins.: porcdo de insercdo meniscal; Intrasubs.: porcdo intrasubstancial.
p=0,008, teste t pareado

Na analise do percentual de area marcada por tecido vascular e area marcada por
tecido vascular em umz2, em nimeros absolutos houve uma tendéncia a observar maior area na

regido de insercdo, porém ndo houve significancia estatistica (Gréafico 5 e 6).



Grafico 5: Area total marcada por meio de imuno-histoquimica com
CD31 na porc¢éo de insercdo meniscal e intrasubstancial do ligamento
meniscotibial medial
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Fonte: De autoria prépria

Legenda: Ins.: porcdo de insercdo meniscal; Intrasubs.: porcdo intrasubstancial.
p=0,247, teste t pareado

Gréfico 6: Percentual de area marcada por meio de imuno-histoquimica
com CD31 na porcdo de insercdo meniscal e intrasubstancial do
ligamento meniscotibial medial

»
|

N
A
®

—
1

p=0.238

o ®
S 5 ® °
(1]

2
(O 4- ®
S

3_

. PY :
©

5 ®
il

c

Q

O

-

[4}]
o

o

]
Ins. Intrasubs.

Fonte: De autoria prépria

Legenda: Ins.: porcdo de insercdo meniscal; Intrasubs.: porcdo intrasubstancial.
p<0,238, teste t pareado
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5 DISCUSSAO

O principal achado desta pesquisa refere-se ao aumento da densidade microvascular
na regido de insercdo meniscal quando comparada a porg¢éo intrasubstancial do ligamento. A
descricdo detalhada da anatomia macro e microscopica de um ligamento permite inferir sobre
0 comportamento biomecénico bem como sobre o resultado esperado diante de uma intervencao
cirargica. Por conseguinte, a descricdo da composicdo de matriz de colageno e
microvascularizacdo do LMTM possibilita a discussao sobre as condutas tomadas atualmente
em relacdo a lesdo deste ligamento e permite refinar a técnica cirurgica utilizada.

A anatomia do Ligamento Meniscotibial foi abordada de maneira pioneira em 1984
por El-khoury; Usta; Berger (1984), neste estudo o LMTM foi identificado em todas as
amostras dissecadas, com o relato de facil identificacdo do ligamento. O LMTM também foi
identificado em todos as amostras em outros estudos anatdmicos realizados nos ultimos anos
(ALENCAR NETO, 2022; CAVAIGNAC et al., 2021; DEPHILLIPO et al., 2019; LAPRADE
et al., 2007; ALENCAR NETO et al., 2023b; SMIGIELSKI et al., 2015). No entanto, o
ligamento meniscotibial medial estava presente em somente 23,5% dos 85 joelhos examinados
por Bezerra et al., (2007) e houve um estudo realizado em 2020 que ndo encontrou estrutura
correspondente a0 LMTM em nenhum dos dez joelhos estudados (DI FRANCIA et al., 2020).
Nossos achados corroboram com a presenca do LMTM em 100% das amostras dissecadas.

Na maior parte dos estudos anatdmicos realizados a técnica de disseccdo ndo é
citada (DEPHILLIPO et al., 2019; EL-KHOURY; USTA; BERGER, 1984; LAPRADE et al.,
2007; SMIGIELSKI et al., 2015). A disseccdo do LMTM é outrora citada como dificil por se
tratar de uma estrutura de limites e dimens@es imprecisas (BEZERRA et al., 2007). Di Francia
et al (2020), optaram por técnica de dissec¢do com paciente em prona e acesso cirurgico
posterior no joelho sendo realizada disseccdo por planos até ser encontrada a regido posterior
do menisco medial que foi retirada em bloco. Cavaignac et al (2021) optaram por extenso acesso
anterior para que, apos disseccao por planos, a regido posteromedial do joelho fosse retirada
em bloco. Por fim, em 2023, Alencar Neto et al. descreveram técnica por meio de acesso
posteromedial ao joelho de forma detalhada com objetivo de alcangar uma O&tima
reprodutibilidade para fins de pesquisa. Neste estudo foi utilizada a técnica de dissec¢do descrita
por Alencar Neto et al (2023) que proporcionou identificacdo facil, rapida e assertiva do
LMTM, com curva de aprendizado satisfatoria para o desenvolvimento da pesquisa. E possivel
que a tecnica de dissecgdo utilizada tenha influéncia nos resultados encontrados,

proporcionando a identificagdo do LMTM em 100% das dissecgdes neste estudo.
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Convém citar que a semelhanca do estudo desenvolvido por ALENCAR NETO et
al., 2023b os joelhos dissecados nesta pesquisa foram provenientes de cadaveres frescos
possibilitando maior facilidade na identificacdo de tecidos por ndo terem passado por processo
de embalsamento. A disseccdo realizada sem processo de embalsamento permite que a técnica
seja executada em tecidos mais maleaveis e vicosos alem de menos ressecados e aderidos as
estruturas subjacentes. Todos os outros trabalhos encontrados na literatura foram realizados
com cadaveres congelados o que pode ter contribuido para a ndo identificagdo do LMTM na
totalidade das amostras como também influenciado na dificuldade técnica encontrada.

Laprade et al (2007) ndo descreve o Ligamento meniscotibial como uma estrutura
independente e sim como um afilamento do ligamento colateral tibial. No que se refere a
insercdo meniscal, SMIGIELSKI et al. (2015) e Cavaignac et al (2021) descrevem insercéo
prépria e isolada do LMTM, porém ha também na literatura referéncia a uma insercéo Unica do
LMTM e do Ligamento meniscocapsular no corno posterior do menisco apds essas estruturas
se fundirem em localizacdo justainsercional (DEPHILLIPO et al., 2019; DI FRANCIA et al.,
2020). Nossos achados durante a disseccao corroboram com a afirmagdo de o LMTM ser uma
estrutura independente com uma insercao isolada no corno posterior do menisco.

Poucos estudos fazem referéncia a anatomia macroscopica do LMTM, na dissec¢do
realizada em 2015 por Smigielski et al. o comprimento do ligamento foi estimado entre 7 — 10
mm, Dephillipo et al. (2019) encontraram o comprimento com uma média de 5.9 mm + 1.3 mm
(variando de 3.7-8.0 mm), sem mencao a outras grandezas de medidas. Recentemente 0 LMTM
foi avaliado macroscopicamente em relacdo a todas as dimensdes apresentando comprimento
médio de 7,07 + 1,34 mm, largura de 32,25 +3,09 mm, espessura de 3,53 + 0,27 mm e peso de
0,672 + 0,134 g (ALENCAR NETO et al., 2023). Quanto ao comprimento, nossos achados
corroboram com os estudos anteriores, com uma média de 7,10 mm (x 1,11). Em relacdo as
outras unidades de medida, nossos achados sdo de mensuracdes ligeiramente menores que as
encontradas por Alencar Neto et al. (2023) sendo encontradas médias de largura de 30,2 mm (£
1,18), espessura de 3,44 mm (z 0,25) e peso 0,62 gramas (+ 0,10).

A anélise histolégica por meio da coloracdo de HE foi realizada em todos os estudos
que se propuseram a descrever o LMTM histologicamente. A descrigéo inicial foi de um tecido
fibroso que conecta 0 menisco medial a tibia. (EL-KHOURY; USTA; BERGER, 1984) Em
2015, Smigielski et al. descreveram como uma estrutura formada por tecido conjuntivo frouxo
que liga 0 menisco a tibia. Posteriormente houve analises mais detalhadas, demonstrando fibras
longas organizadas linearmente (CAVAIGNAC et al., 2021; DEPHILLIPO et al., 2019) Em

2020, Di Francia et al. descreveram fibras colagenas soltas parcialmente orientadas, mas nao
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paralelas citando também uma rede com alguns fibroblastos com nicleos redondos e adipécitos
entre 0 segmento posterior do menisco medial e a borda posterior do planalto tibial medial além
de observarem varios capilares na juncdo meniscosinovial. Finalmente em 2022, Alencar Neto
descreve fibras colagenas densas e bem organizadas, tipico de estrutura ligamentar, aléem da
presenca de tecido vascular. Nossa casuistica discorda da organizacéo tecidual descrita por Di
Francia et al, pois evidenciamos estrutura formada por fibras coladgenas orientadas e paralelas,
possuindo baixa celularidade em sua porcao intrasubstancial e com aumento desta celularidade
préximo a insercdo meniscal sobretudo pela maior presenca de microvasos nesta regido. O
aumento da densidade vascular observada na insercdo meniscal corrobora com o citado por Di
Francia et al. (2020) e Alencar Neto (2022).

Somente DePhillipo et al (2019) utilizaram outra coloragdo além de Hematoxilina
e Eosina na analise histologica do LMTM, por meio da coloracéo de Alcian Blue visualizaram
a expressdo de glicosaminoglicanos nas inser¢cbes meniscocapsulares e meniscotibiais
sugerindo que, devido expressao semelhante, ndo haveria diferenga qualitativa na composicao
de suas matrizes de colageno. Até a finalizacdo desta pesquisa, ndo foi encontrada na literatura
descricdo da composicdo da matriz de colageno do LMTM.

Em 2018, a composicao de coldgeno da banda anterior do ligamento glenoumeral
inferior foi estudada por Chagas. Por meio do método de coloracédo por Picrosirius Red foram
analisados quatro ligamentos provenientes de cadaveres de fetos concluindo haver uma maior
presenca de colageno tipo | em relacdo ao tipo I11, descritos percentuais médios de colageno
tipo 1 (51,12% a 80,75% com uma média de 67,93%) e colageno tipo I11 (19,25% a 48,88%
com média de 32,07%). Por meio da mesma técnica histolégica observou-se em nossa casuistica
a predominancia de colageno Tipo | em relacdo ao colageno tipo Il nos ligamentos
meniscotibiais mediais, em uma razdo colageno I/l de 3,86 (x 3,07). Os percentuais
encontrados por Chagas foram mais amplos dos que os encontrados em nossa amostragem, cuja
média de colageno tipo | foi 35,92% (+ 6,60%) e colageno tipo 111 11,89% (+£3,30%). O fato de
0 estudo ter sido realizado com ligamentos provenientes de fetos pode contribuir para uma
variabilidade maior nos achados além disso a auséncia de relacdo colégeno tipo I/tipo Il
dificulta uma comparacdo mais fidedigna.

Leitdo Junior (2024) analisou a histomorfometria do coldgeno em dez ligamentos
cruzado anterior provenientes de fetos humanos. O ligamento foi dividido em trés porcdes e
encontraram prevaléncia de colageno tipo | em relagdo ao tipo 111 em todas com razao tipo /111
de 5,87, 3,38 e 4,63 em cada porcao estudada. A razdo entre os tipos de coldgeno encontradas
em nosso estudo (3,86 + 3,07) assemelha-se a propor¢do encontrada no LCA.
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Em estudo realizado em 2019, um dos objetivos era avaliar a estrutura de colageno
do tenddo no musculo fibular longo em diferentes grupos etérios, sendo assim foram analisados
um total de 60 ligamentos, e apesar da predominancia do colageno tipo I em relacédo ao tipo Il
prevalecer em todos 0s grupos etarios, houve aumento significativo da presenca do colageno
tipo 111 com o avangar da idade (RIBEIRO, 2019). No presente estudo a propor¢do de colageno
tipo 1/ tipo 111 nas amostras foi mantida apesar de haver grande variabilidade de idade entre os
cadaveres (20 — 72 anos). Quando analisadas somente amostras provenientes de cadaveres nos
extremos de idade de nossa casuistica (> 60 anos e < 25 anos), nao foi observada diferenca
estatisticamente significante na composicao de matriz colagena entre os grupos. E possivel que
para esta avaliacdo quanto a idade seja necessario um espago amostral maior semelhante ao
utilizado por Ribeiro (2019).

Em relagdo a microvascularizacdo do LMTM, DI FRANCIA et al., (2020)
encontraram muitos capilares na jungdo meniscosinovial concluindo que devido 0s numerosos
capilares e o colageno que encontramos nesta area a cicatrizacdo das lesGes em rampa é
teoricamente possivel e a fixagdo cirlrgica destas lesbes pode ndo ser necessaria.
CAVAIGNAC et al., (2021) ndo citaram vascularizacdo especifica em relacdo ao LMTM,
porém descreveram existir atrds do corno posterior do menisco medial e na frente do tecido
capsular uma area particularmente bem vascularizada de tecido adiposo constituindo um plano
intermediario entre as estruturas. Alencar Neto (2022) citou qualitativamente a presenca de
tecido vascular durante analise histologica do LMTM.

Neste estudo foi avaliada a microvascularizacdo do LMTM, evidenciando presenca
de maior concentracao de vasos em regido de insercdo meniscal, associada a presenca de tecido
adiposo, quando comparada a regido intrasubstancial ligamentar. Apesar do namero crescente
de publicagdes sobre o Ligamento Meniscotibial medial devido sua relacdo com as lesdes em
rampa, até a data de finalizacdo deste estudo a anélise quantitativa da microvasculariza¢éo do
ligamento n&o foi discutida na literatura.

Um dos primeiros estudos acerca da microvascularizacdo de tenddes por meio de
imuno-histoquimica com CD31 foi realizado em 2003. Nesta pesquisa, o tenddo flexor
profundo dos dedos foi avaliado em diferentes areas sendo o index vascular calculado com base
na area média do vaso em relagdo a area de campo 6ptico observada. Concluiram este método
ser reprodutivel e bastante eficiente para avaliar a microcirculacdo de tenddes (HARRISON et
al., 2003).

Butt et al., (2020) analisaram por meio de método imuno-histoquimico com CD34

a microvascularizacéo do Ligamento Cruzado Anterior sem lesdo, com ruptura parcial e ruptura
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total. Descreveram qualitativamente a presenca de microvasos em abundancia nos ligamentos
lesionados e auséncia de marcacdo pelo CD34 no ligamento higido, concluindo haver
possibilidade de maximizar o potencial de cicatrizagdo do ligamento se o reparo cirurgico for
realizado de forma precoce. Em nossa casuistica foram analisados somente ligamentos higidos,
nos quais foi possivel observar aumento da vascularizacdo na porcdo relativa a insercdo
meniscal, porém diferente do descrito para o LCA também foi encontrada presenga de
microvasos — ainda que em menor quantidade — em porcdo intrasubstancial do LMTM.

Sabe-se que o processo cicatricial de variados tenddes e ligamentos ndo depende
apenas dos fatores intrinsecos das estruturas. Por meio de imuno-histoquimica com CD34 e
outros marcadores o epi ligamento do LCA e do Ligamento colateral tibial foram estudados e
ratificaram o papel essencial da estrutura microvascular do epi ligamento no processo de
cicatrizacdo do Ligamento colateral tibial e provavel influéncia na falha de cicatrizacdo do LCA
(GEORGIEV et al., 2022). O LMTM por outro lado, € um ligamento que ndo possui epi
ligamento, de modo que ndo pode ter seu processo de cicatrizacdo relacionado diretamente com
outros ligamentos do joelho que o possuem.

MARQUEZ et al., (2015) com objetivo de avaliar a microvascularizacio do tend3o
do gliteo médio por meio de imuno-histoquimica com CD31 estudaram 12 tendGes e
identificaram haver microvascularizacdo mais densa em regido de insercdo musculotendinea
(87.2 £25.5 vasos/mm?) e insercdo osteotendinea (68,6 £18,9 vasos/mm?) em relacédo a por¢éo
intrasubstancial do tenddo (57,9 +20,1 vasos/mm?2). Dentre os achados desta pesquisa, a
densidade capilar na regido de inser¢do meniscal foi de 74,14 + 23,85 vasos/ mm?2 enquanto na
regido intrasubstancial a densidade capilar foi de 33,71 £ 8,7 vasos/mmz?, quando comparada a
microvascularizacdo encontrada no tenddo do glateo médio observamos que o LMTM tem
densidade vascular elevada em regido de inser¢do meniscal, porém em regido intrasubstancial
a vascularizacdo é escassa. Infere-se entdo que o potencial de cicatrizagdo destas estruturas, no
que se refere as lesbes em rampa, € elevado ja que estas lesdes ocorrem em area de insercao
meniscal.

Apesar da densidade vascular elevada nesta porcdo ligamentar, estudos
biomecénicos em cadaveres relativos a lesdo do LMTM associada a lesdo do LCA concluem
haver aumento da instabilidade do joelho quando as duas lesfes ocorrem juntas o que sustenta
a conduta atual de reparo das lesbes em rampa diagnosticadas durante artroscopia de joelho.
(DEPHILLIPO et al., 2018; MEHL et al., 2019; SMITH et al., 2021) E necessario entdo
compreender se a provavel cicatrizagdo macroscopica do LMTM devido elevada densidade

microvascular ocorre sem restituir totalmente a funcdo biomecénica do ligamento, pois isto
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ratificaria a necessidade de reparo para reestabelecer a funcdo completa do LMTM e
consequentemente diminuir o nimero de re-rupturas de LCA. Caso contrario, a busca ativa pela
lesdo em rampa e reparo cirargico realizados atualmente durante a reconstru¢do do LCA
estariam sendo procedimentos que acarretam maior tempo cirurgico - e todas as possiveis
complicacdes que 0 aumento de tempo cirlrgico gera - sem necessariamente mudar a historia
natural da doenca que evoluiria para cicatrizacdo e restituicdo biomecéanica.

Como possivel limitagéo aos resultados encontrados tem-se 0 nimero de amostras
estudadas, no entanto acreditamos ter um espaco amostral — 12 ligamentos - semelhante a
maioria dos estudos anatbmicos encontrados na literatura. Laprade et al. (2007) Realizaram o
estudo com oito amostras. ElI Khoury et al (1984) utilizaram dez joelhos, sendo quadro
provenientes de adultos e seis de fetos. Outras pesquisas também utilizaram 10 amostras para
desenvolver suas andlises. (DI FRANCIA et al., 2020; PELTIER et al., 2015), dois estudos com
14 amostras (CAVAIGNAC et al., 2021; DEPHILLIPO etal., 2019) e finalmente Alencar Neto
et al. (2023) que coletaram 20 Ligamentos para desenvolver seu estudo. O Unico estudo com
numero de amostras que esta bastante acima da média foi o de Bezerra et al. (2007) com 85
joelhos examinados.

A principal limitagdo apresentada pela pesquisa refere-se ao fato de haver poucos
estudos na literatura atual abordando a estrutura de matriz de colageno de ligamentos e nenhum
estudo relacionado a microvascularizagdo dos LMTM, somando-se ao fato de que grande parte
dos estudos disponiveis acerca dos referidos temas terem sido realizados em tenddes e ndo em
ligamentos, o que dificulta a discusséo dos resultados encontrados.

Diante dos achados dessa pesquisa € desejavel que no futuro sejam realizados
estudos que busquem avaliar a evolucdo clinica de pacientes que, na presenca de lesdo do
LMTM, foram submetidos a reconstrucdo do LCA com reparo do LMTM e sem reparo do
LMTM. Desta forma os achados anatdmicos aqui explicitados poderdo ser confrontados com a
repercussdo clinica de optar pelo reparo ou ndo do LMTM, presenca de instabilidade residual
no joelho, taxa de re-ruptura do LCA, incidéncia de dor pos-operatoria entre outros dados que
possam contribuir para estabelecer uma conduta assertiva em relacdo a necessidade de reparo
cirtrgico da lesdo do LMTM bem como refinar a técnica cirtrgica utilizada caso seja mantida
a necessidade de reparo das lesdes.
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6 CONCLUSAO

Diante dos achados desta pesquisa, conclui-se que:

a) O LMTM é uma estrutura fibrosa presente em todos os individuos, que se
insere no corno posterior do menisco medial e na face posterior da tibia,
possuindo largura maior que o comprimento.

b) Quanto a histologia, o ligamento meniscotibial medial é formado por fibras
colagenas densas e bem organizadas, com presenca de microvasos em maior
quantidade junto a inser¢do meniscal.

c) A analise da matriz de colageno por meio do Método de coloracdo por
Picrosirius Red ¢ satisfatoria, evidenciando que o LMTM apresenta
predominancia de colageno Tipo | em relacdo ao Tipo Il1.

d) A avaliacdo da microvascularizacdo por meio de método Imuno-histoquimico
com anticorpo CD31 é eficaz em identificar a densidade vascular de um
ligamento. Por meio deste método o LMTM exibiu microvascularizagdo mais

densa em regido de inser¢do meniscal e escassa em porcao intrasubstancial.
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Pesquisador: Amanda Progénio dos Santos

Area Tematica:

Versdo: 2
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Instituigao Proponente: Instituto Dr, José Frota - 1JF/ Prefeitura de Forlaleza

Patrocinador Principal: Finandamento Prdprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 4,502 888

Apresentacgdo do Projeto:
As informagdes elencadas nos campos “Apresentaciio do Projeto”, Objetivo da Pesquisa™ e "Avaliagiio dos

Rizcos & Beneficios™ foram retiradas de arquive Informagdes Basicas da Fesquisa
(FPE_INFORMACOES _BASICAS_DO_PROJETO_1654261 . pdf de 20/12/2020.

Os ligamentos meniscolibiais, também conheddo como ligamentos coronarios, 80 uma banda fibrosa que
conacta perfericamanta os meniscos 4 tibia, Atualmenta, as leses em rampa do menisco foram associadas
a lesfo concomitante dos ligamentos meniscotibiais, sendo causas de instabilidade em joelhos LCA-
deficientes, O estudo dessa estrutura & fundamental para definirmos suas principais caractersticas e
entendermos melhor seu funcionamento, para que possamos trata-lo de forma adequado nos casos de
ruplura do mesmo, 40 ligamentos meniscotibiais de joelho (20 mediais e 20 laterais), obtidos durante a
doaclo de drgdos provenientes de 10 doadores de Grgfdos falecidos efetivados pela Comisséo Intra-
Hospitalar de Doaglio de Orglios & Teddos para Transplante (CIHDOTT) apds confimagio de morte
encefalica, todos adultos, sem preferéncia por sexo ou idade, serfo cuidadosamente dissecadas para
avaliagio de seus aspectos anatdmicos, buscando compreender a anatomia e interagio mecanica do
joelho.

Critérios de Inclusio

Serfio induidos no estudo 40 ligamentos meniscotibiais do joelho (20 LMT mediais e 20 LMT laterais),
provenientes de 10 doadores de drgdos falecid os efetivados pela Comisslo Intra-
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Hospitalar de Doaglie de Orgiios & Teddos para Transplante (CIHDOTT) apts confimagio de morts
encefilica, todos adultos, sem preferéncia por sexo ou idade e apds assinatura do TCLE (AMEXO 1) por
representanie legal,

A confidencialid ade referente acs paricipantes do estudo sera respeitada, ou seja, seu nome ou quakjuer
outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, identifica-lo, sera mantido em sigilo.

Critérios de Excusio

Serfo excluidos os parlicipantes que apresentavam sinais de lesao traumatica e degenerativa que dificultemn
a disseccio do LMT e participantes esqueleticaments imaturcs

METODOLOGIA
Aguisiclo das amostras de LMT

A escolha do joslho sem de forma aleatdna, atendendo aos oritérios de indusio e exdusio,

Fara coleta dos LMT mediais, sera realizado uma incisio posteromedial ao joelho em formato de °L" com
inicio da parte posterior do epicondilo medial do férmur em diregiio & borda posteromedial da tibial, Serd
identificado os tenddes do musculo santdrio, semitendineo e gracil (pata de ganso) o8 quais serio rebatidos
distalmente. Sera realizado uma incisio longitudinal ao LCM superfical, onde sera identificado a cédpsula
articular & os LMT medias - ponto onde € realzado a arrotomia submeniscal para visualizagio da redugho
da fratura articular, (22-25) Para coleta dos LMT lalerais, serd malizado uma incisfio em "L” de inicio 2 om
acima da cabega da fibula cruzando o tubérculo de Gerdy (TG) em diregic 4 margem lateral da crista tibial.
O trato iliofibial serd seccionado longitudinalmente e destacado antericrmente e posteriomente do TG, Serd
identificado a capsula articular e os LMT laterais, (25-27)

A seguir, serd realizado a medigio dos ligamentos: medidas de pesos, em uma balanga analitica eletrnica,
e medid as de comprimento, largura e espessura, Serdo utilizados a média e o desvio padrio para mensurar
as dimensdes dos ligamentos. comprimentos, lamgura e espessura dos LMT do joelho apds a coleta.
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Conmnuagho do Parecer: £ 502 833

Objetive da Pesquisa:
|dentificar & avaliar a anatomia dos ligamentos meniscotibiais do joelho

Avaliagio dos Riscos o Beneficios:

Reducio dos Riscos

Como forma de reduzir esse risco, utiizaremos a menor indsfo possivel. Destacamos ainda que apenas
sera ressecado os ligamentos meniscotibiais do joelho, pemanecendo o restante do cadaver inalterado,
Os pequisadores estarfio 4 disposicio dos familiares para fornecer esclarecimentos quanto ao
procedimento, beneficos futuros ao tratamentos de outros pacientes e quanto a possibilidade de, a qualquer
momento, desistir de malizar a doagio.

Beneficios

O padicipante do estudo nfo receber beneficio direto com o estudo, a nfio ser contribuir para a realizacio
de novos estudos que ajudem no avango

da medicina.

Comentédrios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo do tipo intervengéo, descritivo e quantitativo a ser realizado pelo Servigo de
Traumatolegia do Institute Dr. José Frota,

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Vide "Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagies”

Recomendagdes:

Vide "Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagies”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Trata-se da analise de resposta ao parecer pendente n°4.456,635 emitido pelo CEF em 11/12/2020.

Estudo com necessidade de ajustes,

Pendéncias:

1) Fomecer o embasamento dentificofjustificativa para o uso de doadores das estruturas ligamentares em
oposicio a métodos de imagem (ha lacuna na literatura nesse aspecto?),

2) Em Riscos: nio foram descrites os risces psicologicos possiveis, em se tratande de familias
sensibilizadas ou mesmo desestruturadas pelo processo de morte encefdlica/doagiio de Grgfos
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{inclusive prevendo o risco de comprometimento da doagdo 2.2 Na Resolugdo 466/12 no tem =V -D0O3S
RISCOS E BENEFICIOS: Toda pesquisa com seres humanos envolve risco em tipos e gradages varados,
Cuanto maiores e mais evidentes os nscos, maiores devem ser os cuidados para minimizddos e a protecio
oferecida pelo Sistema CEP/CONEFP aps participantes. Devem ser analisadas possibilidades de danos
imediatos ou posteriores, no plano individual ou coletivo. A analise de risco & componente imprescindivel a
analise éica, dela decorrendo o plano de monttoramento que deve ser oferecddo pelo Sistema CEP/CONEP
em cada caso especifica”,

3) Ajustar o TCLE para que mantenha uma linguagem mais acessivel as familias e menos técnica ou crua;
3.3 No item "IV =DO FROCESS0 DE CONSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDG - biprestar informagdes
em linguagem dara e acessivel, utilizando-se das estratégias mais apropriadas & cultura, faixa etana,
condigiio socicecondmica e aulonomia dos convidados a particpar da pesquisa®

4) Apresentar o Instumento de Coleta em uma folha anexa ao projeto com as varidveis a serem coletadas,
data, atc.

CARTA RESPOSTA AD PARECER DE NUMERO 4,456,635

Pendéncias:

1) Apesar dos LMT terem sido descritos ha bastante tempo, sua identificacio e avaliagdo em fungio de seus
apectos anatomicos seria importante para plangjamento cirurgico e estudos posteriores a fim de
compreender sua fun¢lo na biomecdnica do joelho. Além disso, o estudo anatdmico macroscopico &
supernior aos achados de exames de imagem com Ressonancia magneética, pricipalmente no que se refere a
estruturas ligamentares (21) sendo indispensdvel o conhecimento fidedigno da estrutura anatdmica para
correlacionar com o5 achados de exames complementares,

Rezende et. Al; Comparagio entre estudos por imagem na identificagio das estruturas anatdmicas do
punho, Rev Bras Ortop. 200540 (1112 ) 6565-62

2) Riscos
Comao risco, destacamos o comprometimento estélico da pele presente na regido do joelho devido a
presenca de fios de sutura em evidéncia e a reagio psicologica dos familiares j@ sensibilizados pelo
falecimento do familiar frente a doagéo dos LMT.

Redugio dos Riscos

Como forma de reduzir esse risco, utiizaremos a menor incis&o possivel. Destacamos ainda que apenas
serd ressecado os ligamentos meniscotibiais do joelho, pemanecendo o restante do
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cadaverinatterade,

Os pesquisadores estarfio 4 disposigio dos familiares para fornecer esclarecimentos quante ao
procedimenta, beneficdos fulures ao tratamentos de outros pacientes e quanto a possibilidade de, a qualquer
momento, desistir de realizar a doagéo.

3 TERMO DE CONSENTIMENTO LIWRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Wood estd sendo convidado por Amanda Progenio dos Santos, médica, para panicipar da pasquisa intitulada
“Estudo anatémico dos ligamentos meniscotibiais medial e lateral do joelho™.

Leia atentamente as informagies abaixo e faga qualquer pergunta que desejar, para que todas as suas
duvidas acerca desta pesquisa sejam esdarecidas.

Essa pesquisa tem como objetive identificar e avaliar a anatomia dos ligamentos meniscotibiais do joelho, O
principal beneficio dessa pesquisa & contribuir para uma melhor compreensio da anatomia dos ligamentos
meniscotibiais do joelho podendo esse conhedmento ser utilizado para aperfzigoar o tratamento de lesdes
do joelhe. Como risco, destacamos o comprometimento estético da pele presente na regifo do joelho devido
a presenga de fios de sutura em evidéncia. Como forma de reduzir esse fsco, utiizaremos a menor incsdo
{corte) possivel. Destacamos ainda que sera refirado apenas os ligamentos meniscotibiais do joelho,
permanecendo o restante do falecido inalterado.

Afimnamos a gamntia do anonimato/privacidade do participante na pesquisa, onde nio sem preciso colocar
o nome do mesmo, Aldm disso, serd mantido o sigilo das infformagdes e, na ocasifio de uma publicagio
cientifica, néo sera divulgado dado que identifique o paricipante.

Caso decida aceitar o convite, o faleddo pelo qual vocé € responsavel sera submetido ao segquinte
procedimento.

+ Serd realizada uma incisdo (corte) de cerca de 8 cm no joelho do falecido.

+ Por essa incisio serd retirado o igamento meniscotibial lateral @ medial,

= Apds o terming do procedimento, a inciséo sera fechada com fios propnos para sutura.

= Todo o processo de coleta levara cerca de 50 minutos,

Wood ndo deve parlicipar contra a sua vontade, A presenie pesquisa segue as recomendagies das
resolugies 466/12 do Conselho Nacional de Sadde e suas complementares. Sua paticpacio é voluntaria, o
que significa que vocé podera desistir a qualquer momenta, retirando seu consentimento sem que isso lhe
traga nenhum prejuizo ou penalidade

Voo ficard com uma wvia original deste TCLE e toda a divida que vocéd tiver a respeito desta
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pesquisa podem perguntar diretamente para a pesquisadora Amanda Progenio dos Santos, no enderego
Rua Baréo do Rio Branco, 1816 - Centro, Fortaleza — Ceard - CEP 60025-061 Tel, (91) S8237-38497,
Dividas a respeito da élica desta pesquisa poderiio ser questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa do
Institute Or. José Frota pelo TelFax. (85) 3255-5000, ou no enderego Rua Bardc do Ric Branco, 1816 -
Centro, Fortaleza - CE, 60025-081

Se para o padicipante houver gasto de qualquer natureza, em virude da sua particpagio nesse estudo, é
garantido o direito a indenizagio (Res, 466/12 11.7) - cobertura material para reparar dano — e/ou
ressarcimento (Res. 466712 11.21) — compensagio material, exclusivamente de despesas do participants e
seus acompanhantes, quando necessario, tais como transporte e alimentagio — sob a responsabilidade do
pesquisador responsavel.

Méo serd efetuada nenhuma foma de gratificagio por sua paticipagio, Os dados coletados farfio parte do
nosso trabalho, podendo ser divulgados em eventos cientificos e publicados em revistas nacionais ou
internacionais. O pesquisador estard & disposigo para qualquer escarecimento durante todo o processo de
desenvovimento deste estude, Apds todas essas informagdes, agradego antecipadaments sua atengio e

colaboragho.
Consentimento Livre
Felo presente termo de consentimento eu, {nome
completo do familiar doador), (nacienalidade), _ (naturalidade),
____________ (estado civil), _______________(profisséo), residente @ domiciliade a
, baima: CEF: cidade:
Estado: , pertador do RG n®. (n® - drgéo
expedidor), CPF n®, , &m pleno gozo de minhas faculdades mentais, declaro pam os

devidos fins que autorizo a captaglo dos ligamentos meniscotibiais do joelho de
(nome do falecido), meu (minha)
{grau de parentesco), RG n°. (n® - drgéo 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 Cddigo Civil brasileino, Eu dedaro 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, & recebi

explicagies que rsponderam por completo minhas dividas. E declaro, ainda, estar recebendoe uma via
assinada deste termo,
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Amanda Progenio dos Santos (Pesquisadora responsavel) - Médica Residente de Traumatologia e
Orfopedia do Institute Dr. José Frola, no enderego R, Barfio do Rio Branco, 1816 - Centro, Fordaleza - CE,
60025-061. Tel. (85) 3255 5205

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dr. José Frota pelo TelFax, (85) 3255-5000, ou no endereco Rua
Barfo do Rio Branco, 1816 - Centro, Fortaleza - CE, 60025-061

Instrumentoe de coleta de dados:

1.Identificagdo: nome, BE, sexo, altura, idade, data da coleta e data da preparagio da pega.

2. Dados anatdmicos: comprimento, lamgura, peso e distancia da borda da insergio do menisco.
Pendencias atendidas. Estudo aprovado,

Considerages Finais a critério do CEP:
Solicita-se o (a) pesquisador (a) que ac término do estudo envie para o CEP/IJF, o relatdric final da
pesquisa (resultados, discussdo e condusdo) vie Flataforma Brasil como notificagio.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Argquivo Fostagem Autor Situagio
Informagdes Basicas [PE_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 201272020 Aceito
do Projeto ROJETD 1654261 pdf 17:53:30
Projeto Detalhade ¢ |projeto_amanda_20dez docx 201272020 | Amanda Progénio Apeito
Brochura 17:53:03 |dos Santos
Investigador
Outros CARTA_RESPOSTA20dez docx 20012/2020 | Amanda Progénio Aceito
17:60:11 | dos Santos

TCLE/ Termos de  |TCLE 20dez docx 20112/2020 | Amanda Progénio Aceito

Assentimanto / 17:49:31 | dos Santos

Justificativa de

Auséncia

Orcamento orcamento.png 121112020 | Amanda Progénio Aceito
223333 |dos Santos

Outros anuencia_cihdott.jpg 121112020 | Amanda Progénio Aceito
22:29:59 |dos Santos

Endaregn: Rua BarSo do Rio Branco, n® 1818

Baimo: Canvo CEP:  60.025-061
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (25325550593 Fa (85]2255-5082 Email:  copif@outlook com

Piginad7 de 2



INSTITUTO DR. JOSE FROTA -
lJF/ PREFEITURA DE

73

FORTALEZA
il ] 'y Oy Pl o o T T
et ArENGE s pa 12112020 | Amanda Pregénio A0
22 PSR | dos Sarsos
Cronagmma cmnagrama doc WM 1220 | Amanda Frogdnia H,0m0
15T | dos Samos
Faha da Rosta falhadesm @ nd 112020 | Amands Pogénia Aossn
195800 | dos Sarias

S nho d0 PRnes 6

Apmreada

boon ssits Aprec isploda COMEP;

Hlaa

FORTALEZA. 19 de Janaino de 2021

A ssnado por:
WUk reim W mris 05 niheing D anles

| Coordensdani]]

Endemga  Fua Bardo do Rl Branog, n® 490

Bae e Canr
F: CE

Telfems: (39T 55-0051

GEP: 0005001

Municipio: FORTALEZA
Faid (950 5500

[E-mail

ol Pt oo koam

P Fa I e O



74

APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estd sendo convidado por Amanda Progenio dos Santos, médica, para participar da
pesquisa intitulada “Estudo anatémico do ligamento meniscotibial medial do joelho”.

Leia atentamente as informacOes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todas
as suas davidas acerca desta pesquisa sejam esclarecidas.

Essa pesquisa tem como objetivo identificar e avaliar a anatomia dos ligamentos meniscotibiais
do joelho. O principal beneficio dessa pesquisa é contribuir para uma melhor compreenséao da
anatomia dos ligamentos meniscotibiais do joelho podendo esse conhecimento ser utilizado
para aperfeicoar o tratamento de les6es 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 (corte) possivel. Destacamos
ainda que sera retirado apenas 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 0 nome do mesmo. Além disso, serda mantido o sigilo das informacdes e, na
ocasido de uma publicacéo cientifica, ndo seré divulgado dado que identifique o participante.
Caso decida aceitar o convite, o falecido pelo qual vocé é responsavel serd submetido ao
seguinte procedimento:

. * Sera realizada uma inciséo (corte) de cerca de 8 cm no joelho do falecido.

. * Por essa incisdo sera retirado o ligamento meniscotibial medial.

. * Apds o término do procedimento, a incisdo sera fechada com fios proprios para
sutura.

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

Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. A presente pesquisa segue as recomendacdes
das resolugdes 466/12 e 510/16 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares. Sua
participacdo é voluntéaria, o que significa que vocé poderd desistir a qualquer momento,
retirando seu consentimento sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade

Vocé ficara com uma via original deste TCLE e toda a davida que vocé tiver a respeito desta
pesquisa podera perguntar diretamente para a pesquisadora Amanda Progenio dos Santos, no
endereco Rua Bardo do Rio Branco, 1816 - Centro, Fortaleza — Ceard - CEP 60025-061 Tel.
(91) 98237-3897.

Duvidas a respeito da ética desta pesquisa poderdo ser questionadas ao Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Dr. José Frota pelo Tel/Fax. (85) 3255-5000, ou no endereco Rua Baréo
do Rio Branco, 1816 - Centro, Fortaleza - CE, 60025-061

Se para o participante houver gasto de qualquer natureza, em virtude da sua participacdo nesse
estudo, é garantido o direito a indenizacdo (Res. 466/12 11.7) — cobertura material para reparar
dano — e/ou ressarcimento (Res. 466/12 11.21) — compensacdo material, exclusivamente de
despesas do participante e seus acompanhantes, quando necessario, tais como transporte e
alimentacdo — sob a responsabilidade do pesquisador responsavel.
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N&o serad efetuada nenhuma forma de gratificacdo 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 estara & disposicdo para qualquer
esclarecimento durante todo o processo de desenvolvimento deste estudo. Apos todas essas
informac0es, agradeco antecipadamente sua atencao e colaboracao.

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 n°.

(n° - 6rgdo expedidor), CPF n°. , em pleno gozo

de minhas faculdades mentais, declaro para os devidos fins que autorizo a captacdo dos
ligamentos meniscotibiais mediais do joelho de
(nome do falecido), meu (minha)

(grau de parentesco), RG no. (n° - érgdo

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 contetdo, como também sobre a pesquisa, e recebi explicacdes que
responderam por completo minhas duvidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada
deste termo.

Amanda Progenio dos Santos (Pesquisadora rensponsavel) - Médica Residente de
Traumatologia e Ortopedia do Instituto Dr. José Frota, no endereco R. Bardo do Rio Branco,
1816 - Centro, Fortaleza - CE, 60025-061. Tel. (85) 3255 5205

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dr. José Frota pelo Tel/Fax. (85) 3255-5000, ou no
endereco Rua Bardo do Rio Branco, 1816 - Centro, Fortaleza - CE, 60025-061

Fortaleza, de de 20

Nome do responsavel pela doagao Assinatura do responsavel pela doagao

Testemunhas 1 Testemunhas 2

Nome Legivel

Grau de
Parentesco™

RG e CPF

Assinatura

* Grau de Parentesco: pais, filhos, conjuges, irmios|



