Avaliac¢ao ultraestrutural do colageno do ligamento colateral medial
associado ao ligamento obliquo da articulagao do cotovelo de cao
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RESUMO. O presente trabalho objetivou observar a disposi¢gao das fibras coligenas do
ligamento colateral medial da articulag¢io do cotovelo do cdo, quando associado ao ligamento
obliquo submetido a ensaio de tragio. Para tanto, foram utilizadas 18 articulagdes, divididas
em trés grupos, em que um grupo teve o ligamento colateral medial coletado e nio
tracionado, outro teve o ligamento colateral medial testado isoladamente e o outro grupo
teve ambos os ligamentos (colateral medial e obliquo) testados associadamente. O ligamento
colateral medial, verificado por meio de microscopia eletrénica de varredura, apresentou um
padrio ondulado e reticular das fibras coldgenas quando nio submetidos ao ensaio de tragio,
o qual nio foi destruido totalmente quando associado ao ligamento obliquo, apds o ensaio.
Quando analisado isoladamente, o ligamento colateral medial apés ensaio de tragio perde
totalmente o padrio reticular, demonstrando o desgaste das fibras por resistir a tensio. O
ligamento obliquo, portanto, contribui para a integridade da arquitetura das fibras coldgenas
do ligamento colateral medial.
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ABSTRACT. Collagen ultra-structural evaluation of the mongrel dog’s medial
collateral ligament associated with the oblique ligament after strain. Ultrastructural
evaluation of the collagen of the mongrel dog medial collateral ligament associated to the
oblique ligament after strain. The present work aimed to observe the disposition of the
collagen fibres of the medial collateral ligament of the elbow joint of the dog, when
associated to the oblique ligament. Thus, 18 articulations were used, divided in three
groups. A group had the medial collateral ligament collected and not stretched, other group
had the collateral medial ligament stretched separately and the other group had both
ligaments (medial collateral and oblique) stretched associately. The medial collateral
ligament examined by scanning electron microscopy presented a wavy and reticular pattern
of the collagen fibres when not submitted to strain, which was not totally destroyed when it
was associated to the oblique ligament. When stretched separately, the medial collateral
ligament after strain totally loses the reticular pattern, demonstrating the waste of the fibres
to resist to the tension.

Key words: medial collateral ligament, elbow, dog, biomechanics, collagen fibres.

Introdugio

O cotovelo é wuma articulagio composta
classificada como do tipo ginglimo, possuindo cinco
ligamentos: os colaterais (medial e lateral), o
ligamento obliquo, anular e¢ o do olécrano
(Campbell, 1969; Denny, 1993; Evans, 1993). Os
ligamentos colaterais conectam os trés ossos da
articulagio do cotovelo. Além disso, o ligamento
obliquo, o do olécrano e o anular potencializam a
estabilidade da articulagio (Taylor, 1996).

Oliveira et al. (2003) descreveram o ligamento
colateral medial da articulacio do cotovelo do cio,
dividido em porgdes cranial e caudal. A porcio
caudal é mais longa e mais estreita e penetra no
espago  interdsseo, fixando-se na  superficie
caudolateral do ridio, caudalmente 2 inser¢io da
porgcio cranial do ligamento colateral lateral.

O ligamento obliquo ¢ capsular e também §é
dividido em porgdes cranial e caudal. A porcio
cranial se fixa 3 borda medial proximal do ridio,
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circundando os tenddes de inser¢io dos musculos
braquial e biceps braquial. A por¢io cranial do
ligamento colateral medial fusiona-se a porgio
caudal do ligamento obliquo (Oliveira et al., 2003).
Na regiio de transi¢io entre os dois ligamentos, as
fibras coldgenas formam um 4ingulo reto, sugerindo
a relagio do ligamento colateral medial e o ligamento
obliquo ¢ refor¢ando a biomecinica desses
ligamentos (Oliveira, 2002).

Os ligamentos ¢ tenddes sio caracterizados,
segundo Benjamin e Ralphs (1998), pela grande
forca de tensio que suportam e sio constituidos
predominantemente por fibras coldgenas. Para
Bloomberg (1995), os ligamentos consistem de
tecido conjuntivo denso, composto por 4gua,
coldgeno tipos I e 11, diversas proteoglicanas, pouca
clastina ¢ virias outras substincias. Frank et al.
(1985) incluem a elastina, glicosaminoglicanas
(GAGsS), enzimas, glicoproteinas e lipoproteinas na
composigio da matriz. As glicosaminoglicanas
seriam  funcionalmente importantes devido 2
capacidade de se ligar 3 dgua, apesar de compor
apenas 0,5% da massa seca dos ligamentos (Frank et
al., 1985). Eles sio relativamente hipocelulares,
tendo como células predominantes os fibroblastos
na por¢io média e células condréides na regiio
préxima 3 inser¢ao (Frank ef al., 1985; Bloomberg,
1995). As proteoglicanas interagem com o coligeno
in vitro e in vivo, provavelmente devido is ligacoes
eletrostiticas de  grupamentos  4cidos  das
proteoglicanas aos radicais basicos do coligeno
(Junqueira et al., 1980).

Benjamin e Ralphs (1997) relataram que 70%
a 80% do peso seco de tenddes e ligamentos ¢
composto por coligeno, sendo que a maior parte
¢ do tipo I e menores quantidades de colidgeno
tipo III, V e VI estio presentes. Mais de 90% do
coligeno dos ligamentos, conforme Frank et al.
(1985), é do tipo L.

Frank et al. (1985) relataram que os
ligamentos  sio  estruturas  anisotrépicas,
orientadas para resistir a tensdes ao longo de seu

eixo, e possuem propriedades viscoelisticas
dependentes do tempo e do histérico do
ligamento.

As fibrilas coligenas de tecidos conjuntivos fibrosos
possuem dois tipos de disposigio, dependendo de sua
localizagio  anatdmica: uma disposigio  retilinea,
encontrada principalmente em fibrilas largas e paralelas
de ligamentos e tenddes; e uma conformacio
“helicoidal”, situada em fibrilas delgadas ¢ onduladas,
associadas a células e fibras eldsticas da pele, paredes
de vasos sangiiineos, tecidos intersticiais e bainhas
conjuntivas (Raspanti et al,, 1990). Um fato
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marcante em tenddes e ligamentos é o padrio
ondulado (“crimp”) de disposicio das fibras
coldgenas observadas em sec¢io longitudinal. Essa
disposi¢io  possibilita um amortecimento de
impactos ¢ impede que a estrutura, quando
alongada, se danifique (Viidik e Ekholm, 1968;
Frank ef al., 1985; Benjamin e Ralphs, 1997). Frank
et al. (1985) descreveram esse padrio de ondulagio
nas células (fibroblastos) e na matriz, o que pode ser
verificado em secgdes histoldgicas.

Liao ¢ Belkoft (1999), utilizando o ligamento
colateral medial da articulacio do joelho de coelhos,
criaram um modelo para ligamentos em ensaios
biomecanicos, que se baseou na fungio coligena de
resistir a tensdes. O coldgeno contribui para essa
fungio apenas quando suas fibras estio totalmente
esticadas, podendo estar sua resisténcia relacionada
ao sexo, idade e temperatura, de acordo com os
mesmos autores. Vogelsang et al. (1997) relataram
que o ligamento colateral medial possui menos forga
e menor rigidez do que o ligamento colateral lateral,
quando submetidos aos ensaios biomecanicos.

O ligamento, quando testado in vitro com tensio
longitudinal e  unidirecional,  apresenta  um
comportamento  mecinico nio  linear, como
comprovado por Frank et al. (1985), ou seja, as fibras
coldgenas sio esticadas aos poucos, perdendo seu padrio
ondulado, até que todas estejam no limite miximo de
tragio e iniciem o rompimento.

Viidik e Ekholm (1968), em estudos com ligamentos
tracionados observados por meio da microscopia
eletrOnica, demonstraram a extensibilidade das fibrilas
coldgenas. Yahia et al. (1990), estimaram em 10% o nivel
de tensio mdiximo para estimulagio mecinica de
ligamentos, antes que as fibras de menor didmetro
fossem rompidas.

A contribuigio dos ligamentos 3 estabilidade da
articulagio do cotovelo é produto do conhecimento da
morfologia e dos  parimetros  biomecinicos,
fundamentais na manutengio da integridade dos tecidos
moles que envolvem o cotovelo (Regan et al., 1991;
Vogelsang et al., 1997). Como a artroplastia é também
desenvolvida para o uso em cies, ¢ necessirio conhecer
detalhadamente as caracterfsticas anatdmicas ¢ as
propriedades funcionais dos ligamentos dessa espécie
para a correta intervengio (Vogelsanget al., 1997).

Este trabalho visa, portanto, contribuir para os
conhecimentos morfolégicos da disposigio das fibras
coldgenas do ligamento colateral medial da articulagio do
cotovelo, relacionando o ligamento obliquo as suas
fungdes biomecanicas.

Material e métodos

Nove cides (5 machos e 4 fémeas) adultos, sem
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raga definida e de porte médio, foram doados pelo
Centro de Pesquisas Parasitol6gicas (CPPar) da
Unesp de Jaboticabal. A eutanisia foi realizada por
meio de saturagio anestésica ¢ administragio
endovenosa de cloreto de potdssio. Pecas frescas das
articulagdes do cotovelo dos membros toricicos
direito e esquerdo, constituidas pelo timero, ridio,
ulna e um ou ambos os ligamentos citados foram
coletados. Foi realizada uma osteotomia no nivel da
porc¢io média da incisura troclear da ulna para que a
tragio do ligamento fosse executada com eficiéncia.

As articulagdes do cotovelo foram divididas em
trés grupos, sendo que um grupo (n = 6) teve o
ligamento colateral medial coletado e nio
tracionado, outro (n = 6) teve o ligamento colateral
medial testado isoladamente e o outro grupo (n = 6)
teve ambos os ligamentos (colateral medial +
obliquo) testados associadamente. As preparacoes
osso-ligamento-osso submetidas 2 tragio foram
colocados em Maiquina Universal de Ensaios
(EMIC") do Laboratério de Bioengenharia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP, para
a realizagio dos ensaios. A miquina foi calibrada para
que a velocidade aplicada fosse de 10 mm/minuto,
com tensao crescente de 0,5 a 80 kgf.

Coletou-se a porgio média dos ligamentos, tanto
no grupo nio tracionado como nos grupos em que
foi realizado ensaio de tracio. A fixa¢io dos tecidos
foi feita em glutaraldeido a 3% por 36 horas ¢
tetroxido de 6smio a 1% durante 3 horas.
Posteriormente, a desidratagio foi realizada com
etanol em concentragdes crescentes, em intervalos
de 10 minutos para cada passagem. A secagem do
material foi realizada obtendo-se o ponto critico em
aparelho EMS-850", ¢ em seguida as pegas foram
metalizadas com mistura coloidal de ouro-palddio
em aparelho Desk II Denton Vacuum”. A
fotodocumentagio foi feita em  microscopio
eletronico de varredura Jeol JSM-5410".

Resultados e discussao

A associagio das fibras coldgenas em feixes determina
a organizacio arquitetdnica dos tecidos conjuntivos e
condiciona suas propriedades mecinicas. A estrutura ¢ a
fungio desses tecidos estio mais certamente relacionadas
4 atividade biossintética das células que produzem
componentes  estruturais quimicamente  definidos
(Lapiere et al, 1977). A correlagio entre a fungio
mecinica de tecidos coligenos ¢ os didmetros das fibrilas
coldgenas tem sido proposta por virios autores (Tipton
et al., 1970; Diamant et al., 1972; Amiel et al., 1984;
Frank et al., 1985; Woo et al., 1986a,b; Matthew et al.,
1987; Strocchi et al., 1992; Benjamin e¢ Ralphs,
1997).
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Woo et al. (1983) relatam que ligamentos s3o muito
pequenos para serem testados isoladamente e
geralmente ocorre deslizamento ou ruptura precoce
nos pontos de fixagio 2 miquina de ensaio. Os autores
preconizam a utilizagio da preparagio osso-ligamento-
0ss0 para testes biomecAinicos devido 2 maior fidelidade
com a situacio real.

Sob tragio, a ruptura do ligamento geralmente
ocorre na por¢io média, de acordo com Frank et dl.
(1985), em individuos adultos.

Bargmann (1968), Frank et al. (1985) ¢ Yahia et al.
(1990) citaram que antes de alcangar o limite de
ruptura, a fibra coligena sob tragio aumenta
progressiva e irreversivelmente o comprimento e
perde o padrio ondulatério, fato também observado
por Viidik e Ekholm (1968) em tenddes de coelhos.
As fibras coldgenas do ligamento colateral medial do
cio submetido 2 tragio, apresentaram-se mais
retilineas do que o ligamento nio tracionado (Figura
1A) e quando o ligamento obliquo encontrava-se
associado (Figura 1B), a perda do padrio helicoidal
foi menor do que com o ligamento colateral medial
isolado (Figura 1C).

O ligamento colateral medial do cio, verificado
por meio de microscopia eletronica de varredura,
apresentou um padrio reticular das fibras coligenas
quando nio submetido ao ensaio de tragio (Figura
1A), o qual nio foi destruido totalmente quando
associado ao ligamento obliquo (Figura 1B).
Quando analisado isoladamente, o ligamento
colateral medial, apés ensaio de tragio, perde
totalmente o padrio reticular (Figura 1C),
demonstrando o desgaste das fibras por resistir a
tensio. Strocchi et al. (1992), trabalhando com o
ligamento cruzado anterior humano, observaram
fibras coldgenas em virias dire¢oes, as quais podem
prover resisténcia ténsil varidvel a estresses
multiaxiais a que esse ligamento é submetido.

Frank et al. (1985) descreveram que ligamentos
testados in vitro, submetidos a tensio unidirecional,
exibem um comportamento mecinico nio-linear
por razdes multifatoriais. Durante a tragio, um
ntmero crescente de fibras do ligamento seria
recrutado para estabelecer a tensdo, protegendo o
ligamento contra um rompimento total e imediato.
Os autores acrescentam que os ligamentos exibem
uma capacidade de “memoria”, respondendo, para
cada tipo de tragio, com uma reagio diferente, a fim
de diminuir o estresse sobre o ligamento. Esse
mecanismo de memoria é altamente complexo e
certamente envolve uma complicada interacio com
os elementos da matriz, incluindo o coligeno, a
dgua, as glicosaminoglicanas ¢ elastina, quando
presente (Frank et al., 1985).
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Figura 1. Eletromicrografias de varredura das fibras coldgenas do
ligamento colateral medial. A. As fibras coldgenas nio submetidas ao
ensaio de tragio apresentam disposi¢io reticular (seta branca). B. As
fibras coligenas do ligamento colateral medial, quando associado ao
ligamento obliquo, mantém-se com o padrio reticular (seta branca),
ap6s ruptura. C. Fibras coligenas do ligamento colateral medial
submetido ao ensaio de trago isolado na articulacio. As fibras coldgenas
tornam-se mais retilineas (seta preta) quando o ligamento obliquo nio
estd intacto na articulagio. Barra = 25 pm.

Conclusao

O ligamento colateral medial apresenta padrio
reticular ¢ ondulado das fibras coligenas e, sob
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tensio, as fibras tendem a ficar mais retilineas.
Quando o ligamento obliquo estd intacto na
articulagio, o padrio reticular do ligamento colateral
medial tende a ser preservado apés ruptura. O
ligamento obliquo, portanto, contribui para a
integridade da arquitetura das fibras coldgenas do
ligamento colateral medial.
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