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Resumo

RESUMO

ZUCCON, A. Analise do ligamento redondo na instabilidade ndo traumatica do quadril.
Estudo experimental em coelhos. 2018. 107 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2018.

Introdugdo: A luxacdo do quadril em uma crianga pode interferir com a funcdo dessa
articulacdo, causando dor, limitacdo de movimento, entre outras consequéncias. Na reducdo
aberta da articulacdo, diversas estruturas anatbmicas sdo abordadas como o ligamento redondo
(LR) que, tradicionalmente, é ressecado. Porém, existe controvérsia a respeito de sua
importancia funcional. Objetivo: Comparar através de andlise biomecénica, bioquimica e
histoldgica o LR de quadris instaveis (luxados e subluxados) com o ligamento de quadris
normais. Métodos: Estudo experimental com coelhos esqueleticamente imaturos, utilizando
um modelo para luxacdo do quadril. Oitenta e oito coelhos foram submetidos a fixacdo do
joelho de uma das patas traseiras em extensdo, o que leva a instabilidade do quadril ipsilateral,
devido ao desequilibrio muscular e a alteracdo em posicionamento no membro. Dezenove
coelhos morreram, 28 foram excluidos por ndo evoluirem com a luxacdo e 5 foram excluidos
pela impossibilidade de identificagdo do LR. Dos 36 coelhos que compuseram a amostra,
estratificamos as analises em quantitativas: biomecanica (12 coelhos), zimografia (8 coelhos),
histologia (14 coelhos) e qualitativa: imuno-histoquimica (2 coelhos). Realizamos analise
estatistica para comparacéo entre o lado luxado e o controle de cada coelho quanto as anélises
quantitativas. Resultados: No ensaio biomecanico, a média da forca maxima do ligamento
redondo no lado luxado foi de 43,25 +16,25N e 46,62 + 15,56N para o lado normal (p=0,594)
e amédia da deformacdo méxima foi de 3,94 + 1,88mm para o lado luxado e 4,55 + 1,19mm
para o0 normal (p = 0,328). Histologicamente foi quantificada a celularidade, mostrando em
média, para o ligamento do lado luxado, 6,83 + 3,47 células por campo e 3,87 + 2,13 para 0
lado normal (p<0,001), além de 74,3 + 10,5% de ocupacdo por colageno no lado luxado e 84,5
+ 9,5% no lado normal (p<0,001). Na zimografia, a quantidade de metaloproteinase 2 (MMP-
2) em forma ativa foi 481,8 £ 228UA, em média, para o lado luxado e de 294,4 + 78UA para o
lado normal (p=0,068). Conclusdo: Embora tenham ocorrido alteracdes significativas no LR
dos quadris instaveis do ponto de vista histologico e com diferenca importante na zimografia,
esta sem significancia estatistica, isso ndo foi observado no ensaio biomecénico, no qual ndo
houve diferenca estatistica entre os lados.

Palavras-chave: Colageno; Luxacdo do Quadril; Ligamentos Redondos; Modelos Animais;
Coelhos.
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Abstract

ABSTRACT

ZUCCON, A. Analysis of the round ligament in non-traumatic hip instability.
experimental study in rabbits. 2018. 107 f. Thesis (Master) — Faculty of Medicine of
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2018.

Background: In the open reduction, used in the treatment of the hip dislocation in children,
several structures are approached, such as the round ligament (RL) that has traditionally been
resected. However, there is controversy regarding its possible maintenance as well as its
functional importance. The aim of this study was to compare the RL properties of stable and
unstable hips. Methods: Experimental study with young rabbits using a model for congenital
hip dislocation. Eighty-eight rabbits underwent fixation of the knee of one hind leg in extension,
which leads to ipsilateral hip instability. Nineteen rabbits died and 28 were excluded because
they did not develop dislocation. Five additional rabbits also excluded because they did not
present the RL. Thirty-six rabbits composed the sample that was stratified for quantitative
analysis: biomechanical (12 rabbits), zymography (8 rabbits), histology (14 rabbits) and
qualitative: immunohistochemistry (2 rabbits). We performed statistical analysis for
comparison between the unstable side and the control of each rabbit. Results: Biomechanical
assay showed the mean maximal strength of the RL on the unstable side was 43.25 + 16,25N
and 46.62 + 15,56N for the control side (p = 0.594) and the mean maximum deformation was
3.94 £ 1,88mm for the unstable side and 4.55 + 1,19mm for the control (p = 0.328).
Histologically, there was an increase in cellularity on the unstable side showing, on average,
6.83 + 3,47 cells per field and 3.87 + 2,13 for the control side (p <0.001), in addition to 74.3 +
10,5% of collagen occupancy on the unstable side and 84, 5 + 9,5% on the control side (p
<0.001). In zymography, the amount of metalloproteinase 2 (MMP-2) was 481.8 + 228UA, on
average, for the unstable side and 294.4 + 78UA for the control side (p =0.068). Conclusions:
Although there were significant changes in the RL of the unstable hips from the histological
analysis and there were an important diference in zymography without statistical significance,
that was not observed in the biomechanical test

Keyword: Collagen; Hip Dislocation; Round Ligaments; Models, Animal; Rabbits.
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1 INTRODUCAO

A instabilidade (subluxacdo ou luxacdo) ndo traumatica do quadril em uma crianca
pode estar relacionada a diversas condicbGes patologicas como a displasia do desenvolvimento
do quadril (DDQ), paralisia cerebral (PC), defeitos de fechamento do tubo neural (DFTN),
artrogripose, entre outras. As caracteristicas da instabilidade em cada diagnostico citado
anteriormente sdo especificas, além de muito diferentes entre si e, desta forma, o tratamento
deve ser individualizado.

A luxacdo do quadril pode gerar consequéncias muitas vezes devastadoras a fungdo
dessa articulagdo. Dor, degeneracdo articular, alteragdes na marcha, limitagdo de movimento,
discrepancia de comprimento entre os membros inferiores e obliquidade pélvica estdo entre o0s
principais problemas ocasionados pela instabilidade (Herring, 2008).

O tratamento tem como objetivo principal restituir a relacdo harmdnica e congruente
entre a cabeca do fémur e o acetabulo, para que a funcdo do quadril seja restabelecida, evitando,
dessa forma, as complicagdes possiveis ja mencionadas (Herring, 2008).

Existem formas conservadoras de tratamento da instabilidade nos casos de DDQ,
especialmente em criangas com menos de 6 meses de vida, havendo boas chances de atingir
resultado satisfatorio. Quando o tratamento € iniciado mais tardiamente, ou mesmo quando
houve falha nos métodos incruentos de reducdo do quadril, em geral, é indicado tratamento
cirirgico. Este, por sua vez, pode variar desde abordagens em partes moles como os tendGes
(adutores e psoas), até a reducdo cruenta da articulacdo, associado inclusive a osteotomias,
dependendo do caso e da idade do paciente (Weinstein etal., 2003 a,b).

Nas outras condi¢des associadas a instabilidade do quadril, por exemplo, na PC, o
tratamento também pode apresentar variacdes dependendo da gravidade e da idade da crianga
(Brunner e Baumann, 1994).

Quando ¢ optado pelo tratamento cirtrgico da luxacdo do quadril através da reducao
cruenta, a abertura capsular € realizada, permitindo a exploracdo articular para retirada dos
obstaculos para a recolocagdo da cabega do fémur em sua posicdo mais anatbmica e funcional,
em contato congruente com o acetabulo. A prdpria capsula articular, labrum acetabular
invertido, pulvinar espessado, ligamento redondo (LR), ligamento transverso (LT) e tenddo do
psoas sdo os referidos obstaculos a reducdo mais frequentemente mencionados na literatura
(Weinstein etal., 2003 a,b).

O LR, geralmente, encontra-se espessado e ja que € entendido como um fator que

dificulta a correcéo do quadril luxado, tradicionalmente, € seccionado e retirado de seu local de
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origem. Eberhardt etal. (2015), em estudo artroscopico sobre a correcdo cirurgica da luxacéo
do quadril na crianga, referem que o LR € o segundo maior obstaculo & redugdo da cabeca do
fémur no acetabulo, ficando atrds apenas da constricdo da capsula articular e portanto, sugerem
a resseccédo do LR.

Wenger etal. (2008) e Bache et al. (2008) foram os primeiros a relatar resultados
cirdrgicos utilizando o LR na cirurgia para correcdo da DDQ através de reducdo aberta, por via
medial. Nesses estudos, 0s autores salientam a possivel contribuicdo para estabilidade dos
quadris apds a cirurgia, ao manter os ligamentos redondos suturando-os, ao invés de resseca-
los.

Ha controvérsias sobre a funcdo e importdncia do LR. Sarban et al. (2007)
estudaram as caracteristicas morfologicas de ligamentos redondos em casos de DDQ e
identificaram mecanorreceptores demonstrando, desta maneira, possivel relevancia quanto a
propriocepgdo e estabilidade da articulagdo. Foram feitas ainda consideragcbes sobre as
possiveis alteracBes histolégicas que o ligamento pode sofrer em decorréncia da instabilidade
do quadril, o que poderia alterar de maneira significativa o ligamento e sua fungdo em quadros
de luxacdo, quando comparados aos casos de subluxacéo.

Ja& Muratli et al. (2004) ndo identificaram mecanoreceptores ao analisarem 0
ligamento redondo e a capsula articular de pacientes com DDQ submetidos ao tratamento
cirdrgico, contestando por sua vez, a possivel fungdo biomecénica ligamentar.

Dodds etal. (2008) e Li et al. (2015) citam em seus estudos que os ligamentos de
quadris que apresentam instabilidade estdo sujeitos a maiores forgas cronicamente e iSso causa
uma serie de alteracdes na morfologia do LR, que se torna achatado, distendido e redundante.

Apesar do LR ser uma estrutura ja investigada em outros estudos, principalmente
em casos de DDQ, ndo foram encontradas investigacbes mais completas, envolvendo néo
somente as alteracBes morfologicas, mas também as biomecéanicas. Também ndo foi possivel
encontrar na literatura pertinente estudos que comparassem o LR normal com o ligamento num
quadril subluxado ou luxado.

Permanecem questdes referentes aestrutura e fun¢do do LR, principalmente quando
se trata de um quadril luxado. Nesses casos, seria particularmente interessante saber se sua
estrutura e funcdo biomecanica sofrem alteracbes relevantes, que poderiam comprometer seu
uso na correcdo cirtrgica da luxacdo do quadril.

Portanto, a seguinte hipotese foi formulada nesse estudo: devem existir alteracbes

histoldgicas e bioquimicas relevantes nos ligamentos redondos de quadris instaveis (subluxados

Alexandre Zuccon



24

Introducéo

ou luxados) quando comparados com ligamentos de quadris normais. E essas alteracbes devem

interferir com a resisténcia biomecénica desses ligamentos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Anatomia e embriologia do quadril e do ligamento redondo

O quadril é uma articulacdo diartrodial (mével e com membrana e liquido sinoviais),
do tipo triaxial ou esferoide, denominada de enartrose, é capaz de realizar movimentos em torno
de trés eixos permitindo, dessa forma, flexao-extensao, aducgdo-abdugio e rotacdes axiais (Gore
etal., 1979).

Os tecidos que compdem a articulacdo do quadril, cabeca do fémur (CF) e cavidade
acetabular (CA) ttm a mesma origem embriologica, a partir de células mesenquimatosas
primitivas. O crescimento e desenvolvimento normal dessa articulacdo depende de um
equilibrio do crescimento das cartilagens acetabular e trirradiada. Além disso, a CF deve estar
bem localizada de maneira harménica e centrada na CA (Weinstein, 2005).

Estudos experimentais e achados clinicos em seres humanos com luxacGes de quadris
ndo tratadas sugerem que o principal fator que proporciona a forma céncava do acetabulo é a
presenca da CF no seu interior (Weinstein, 2005).

Além da CF e do acetabulo, fazem parte da articulacdo as placas fisérias (responsaveis
pelo crescimento), a cartilagem hialina que reveste a cabeca femoral e o acetabulo, o labrum
(estrutura que fica na margem da CA), o ligamento redondo (estrutura que conecta o fémur ao
acetabulo), o ligamento transverso (localizado na porcao mais inferior do acetabulo) e a capsula
articular (que reveste a articulagdo), além do liquido sinovial (que nutre a cartilagem hialina e
mantém uma tensdo hidrostatica entre o fémur e acetabulo) (Weinstein, 2005).

O LR encontra-se no interior da articulacdo do quadril atravessando-a da fossa
acetabular para a fovea da cabeca femoral, em seu aspecto mais medial, ligeiramente posterior
e inferiormente ao centro. E constituido por um banda achatada de fibras colagenas bem
orientadas (principalmente colagenos tipos 1 e 3), medindo cerca de 30 a 35 mm de
comprimento no adulto e € composto por 3 feixes (posterior, anterior e médio) (Ponseti, 1978;
Demange etal., 2007).

O LR e sua relagdo com a cabeca do fémur, assim como sua origem acetabular, podem

ser vistos na figura 1.
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Ligamento
Redondo

Acetabulo

Fovéa
(cabega fémur)

Ligamento Transverso

Fémur
(rotagao externa)

Fonte: material elaborado pelo autor

Figura 1- Desenho esquematico do fémur proximal em rotacdo externa, sua relacdo
com o acetdbulo e mostrando o ligamento redondo em seu interior

Os elementos da articulacdo do quadril se formam através de tecido mesodérmico
primitivo a partir de um processo histolégico e mecanico de diferenciagdo. A medida que o
quadril se desenvolve, as forcas entre a cabeca do fémur e o acetdbulo s&o essenciais para a
formacdo adequada da articulacdo (Strayer Jr, 1943).

O LR pode ser identificado a partir da oitava semana de desenvolvimento
embrioldgico e seus vasos sdo originados a partir de vasos acetabulares que, por sua vez, sao
ramos da artéria obturatoria. A contribuicdo para a vascularizacdo da CF é controversa, porém
pode ter alguma importancia durante o desenvolvimento do quadril (Brewster, 1991).

Brewster (1991) notou ainda em seu estudo sobre o desenvolvimento do LR em fetos
e natimortos que a medida que os fetos se desenvolvem o ligamento se torna cada vez menos
celular e vascularizado e é possivel identificar quantidade maior de fibras colagenas.

Trueta (1957) estudou a vascularizagdo da CF durante seu desenvolvimento desde a
fase fetal até a maturidade esquelética e notou pouca importancia dos vasos do ligamento

redondo na irrigacdo da epifise do fémur proximal, limitando-se & regido periférica da fovea.
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Ainda do ponto de vista embriologico, acreditou-se que o LR fosse originado de
estrutura extra-articular, como um remanescente de algum grupo muscular na regido dos
adutores, porém em estudos classicos como o de Strayer, foi definido que o ligamento, na
verdade, surge e se desenvolve “in situ” como estrutura intra-articular (Strayer Jr, 1943).

Walker (1980), em estudo por disseccdo de 140 fetos humanos entre 12 semanas e 0
termo, mensurou os ligamentos redondos e avaliou a mobilidade dos quadris. Notou que o LR
participa da estabilidade da articulacdo, sendo o principal responsavel por evitar 0 movimento

da CF na direcdo posterior e superior.

2.2 Composicao dos ligamentos

Os ligamentos, assim como os tendGes, sdo constituidos por tecido conjuntivo denso
modelado que ttm como origem embrionaria 0 mesoderma. Existem diversas funcbes
atribuidas ao tecido conjuntivo (TC), entre elas estdo suporte e estabilidade (no caso do tecido
conjuntivo denso). O principal componente do TC ¢é a substancia intercelular que é composta
por fibras, substancia fundamental amorfa e liquido tecidual. S&o encontradas trés tipos de
fibras: colagenas, reticulares e elasticas. A substancia fundamental amorfa é uma matriz onde
ficam as fibras e as células e também ¢ atraves dela que o liquido tecidual se difunde. Existem
variadas células do TC: fibroblastos (FB), macrofagos, plasmocitos, mastocitos, pericitos,
adipdcitos e leucocitos (Gartner e Hiatt, 1993).

Nos ligamentos e tendBes ha um tecido conjuntivo denso modelado que é composto
por arranjos paralelos de fibras de colageno (Fcl), além de fibras de elastina (Fel) e a matriz
intersticial (glicoproteinas, proteoglicanas e glicosaminolicanas). O componente celular é quase
que exclusivamente formado por FB, responsaveis pela sintese de colageno (CL), de fibras
elasticas e reticulares e pela substancia fundamental amorfa (Gartner e Hiatt, 1993). A matriz
extracelular dos ligamentos é composta por agua (60%), proteoglicanos, elastina, CL e
glicoproteinas (40%). O CL tipo | corresponde a aproximadamente 90% e o tipo 11l a 10% do
CL existente nos ligamentos.

O CL confere forca mecénica tecidual, enquanto a elastina e os proteoglicanos estéo
mais associados a resiliéncia. Trés cadeias paralelas de polipeptideos (cadeias alfa) formam
uma tripla hélice que é comum atodos os 28 tipos de colagenos ja descritos. A sequéncia basal
de peptideos que forma as hélices séo repeticGes de glicina — prolina — hidroxiprolina.  As
moléculas de CL séo interligadas pelos cross links formando as fibrilas e um conjunto de

fibrilas, por sua vez, formam as Fcl (Robbins, 1994).
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Dentre as fungbes do CL podem ser destacadas a estabilidade térmica, a forca
mecanica e a habilidade em interacdo com outras biomoléculas. A orientagdo e organizacdo das
fibras de CL tém relacdo com sua resisténcia mecanica. Outros fatores associados com sua forca
sdo o tamanho das moléculas e a quantidade de cross links entre as fibrilas (Robbins, 1994;
Buehler, 2006; Shoulders e Raines, 2009).

A conformacdo do CL nos ligamentos também & importante para sua funcdo,
destacando-se, desta forma, os crimps que correspondem a organizacdo das fibras de CL em
forma de onda, conferindo capacidade de absorcdo da energia do impacto a qual o tecido é
submetido (Woo etal., 2000).

2.3 Biomecanica e leséo ligamentar

As Fcl estdo alinhadas paralelamente em toda a extensdo dos ligamentos e essa
configuragdo confere sua resisténcia ténsil, além de proporcionar transmissdo de forca e evitar
movimento articular excessivo sob carga. Alguns fatores influenciam suas fungdes
biomecanicas e viscoelasticas, como a propria organizacdo das Fcl, as fibras elasticas, 0s
proteoglicanos, a quantidade de agua, o tempo (envelhecimento dos tecidos) e ainteragdo entre
eles (Woo et al., 1997).

Provenzano e Vanderby (2006) ao analisarem amorfologia e organizagdo das fibrilas
de colageno em ligamentos de mamiferos por microscopia eletrbnica, ndo conseguiram notar
as terminacOes das fibrilas, logo sugeriram que estas deveriam ocupar toda extenséo tecidual e
seriam responsaveis pela forca do tecido.

Além de fornecer resisténcia mecénica aos tecidos, as moléculas de colageno também
estdo envolvidas na adeséo e diferenciacdo celular e por meio de proteinas de adesdo, como a
fibronectina, podem transmitir informacdes as células sobre alteraces fisicas ou quimicas que
ocorrem no meio extracelular (Pimentel etal., 2007).

A funcdo de transmitir carga € realizada pelos ligamentos com minima deformacdo e
perda energética. Quando as Fcl sdo submetidas a forcas menores (até 4% de tensdo), elas
funcionam com adequada elasticidade, porém sob forcas excessivas pode ocorrer 0
desenrolamento dos crimps, seguido de perda dos mesmos, e se a tensdo ainda é mantida,
ocorrem microlesdes que podem evoluir para lesdes macroscopicas das fibras, como pode ser
visto na figura 2 (Rees etal., 2009).
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>

Crimps Perda dos Crimps Lesdo Micro Lesdo Macro

>

Fonte: material elaborado pelo autor

Figura 2 - Representacdo esquematica da evolucdo da lesdo as fibras colagenas
guando submetidas a forcas de tensdo excessivas

Quando o ligamento ¢ lesionado de forma completa, diversas alteracGes estruturais
podem se tornar permanentes como: alteracdo na composicdo das proteoglicanas, alteracdo na
relacdo entre os tipos de colageno em sua composicdo, falha na maturacdo dos cross links,
formacdo de fibrilas de colageno de menor di@metro, conexdes celulares alteradas, maior

vascularidade e inervagdo alterada (Frank, 2004).
2.4 Resposta a leséo tecidual e metabolismo do colageno

Apo6s uma lesdo no ligamento ocorre resposta tecidual através de 3 fases: sendo a
primeira hemorragica e inflamatéria, a segunda proliferativa celular e de matriz e, por final, a
fase de remodelacdo e maturacdo. Esse é um fenbmeno complexo que envolve diversos
processos, entre eles estdo a migracdo e proliferacdo de células do tecido conjuntivo, sintese de
proteinas da matriz extracelular (entre elas, o colageno) e remodelacdo de TC (Robbins, 1994;
Frank, 2004).

Sabe-se que quanto maior a lesdo, isto é, maior distanciamento entre as extremidades
do ligamento lesionado, maior sera o quadro inflamatério e permanecera maior alteracdo
estrutural final. Isso pode influenciar as propriedades biomecéanicas do ligamento de forma
definitiva (Frank, 2004).

A producdo do CL ocorre através de sintese das cadeias alfa nos ribossomos e estas
sdo submetidas a diversas modificacfes enzimaticas, principalmente a hidroxilagdo de prolina
na posicdo alfa, o que é relevante para promover altas concentracdes de hidroxiprolina na

molécula de colageno. Essa hidroxilagdo é de suma importancia, ja que é responsavel por
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manter as 3 cadeias alfa unidas. Nesse estagio, as moléculas de pro-colageno, ja excretadas da
célula para o espaco extracelular, sdo unidas pelas pré-colageno peptidases, formando assim as
fibrilas. Uma modificacdo enzimatica ainda ocorre nessa fase, a lisina hidroxilisina oxidacéo,
sendo a mesma critica para a formacdo das ligacbes cruzadas ou cross links, que é uma

caracteristica dos colagenos, essencial para sua forca tecidual (Figura 3).

¥ A NUCLEUS

.‘.‘Q,.."

o B ENDOPLASMIC RETICULUM

AT RRIND:

Fonte: | Aptdo Robbins SL, 1994,

Figura 3- Desenho esquematico da produgdo de colageno e suas ligacBes cruzadas
(cross links)

A sintese de CL, apds uma lesdo tecidual, ocorre através dos FB, estimulada por
diversos fatores, incluindo fatores de crescimento (PDGF, FGF, TGF-R) e citocinas (IL-1, IL-
4) que sdo secretados pelos proprios FB e por leucécitos. Além da producdo de CL
propriamente mencionada, a formacdo da rede de CL no tecido também depende da sua
degradagdo (Robbins, 1994).

As metaloproteinases (MMPs) sdo responsaveis pela degradacdo do CL e sdo
dependentes de ions zinco para sua atividade. Entre as MMPs estdo as colagenases, gelatinases
e as estromelisinas que atuam ndo somente nos colagenos, mas também nos proteoglicanos,
laminina e fibronectina. A regulacdo da atividade das MMPs, por sua vez, ocorre através dos
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (Robbins, 1994; de Mello etal., 2009).
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A degradacdo do colageno se inicia extracelularmente, num primeiro momento, pelas
metaloproteinases 1 e 8 (MMP-1 e MMP-8) e subsequentemente, por gelatinases, que séo as
metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9). A MMP-2 ¢, em especial, ativa no metabolismo
de uma gama de tipos de colagenos, incluindo os fibrilares (de Melloetal., 2009).

O balanco entre a nova producdo e degradacdo do coladgeno lesionado € de suma
importancia no ligamento apds algum grau de lesdo tecidual. Esse complexo processo
determinara a estrutura ligamentar final e, consequentemente, suas propriedades biomecanicas
(Robbins, 1994; Reynolds, 1996).

2.5 A Instabilidade ndo traumatica do quadril na crianga (subluxacdo e luxacao)

Na subluxacdo e luxacdo do quadril, ocorre perda da relagdo harménica entre CF e
CA, com lateralizacdo da primeira em relacdo ao acetabulo, isso pode ocorrer na populagéo
pediatrica devido a causas variadas e leva a alteracfes progressivas nessa articulagdo, podendo
ainda prejudicar sua fungdo de maneira significativa (Weinstein, 2005).

Certamente, uma das principais causas de luxacdo do quadril nas criancas é a DDQ.
Com uma incidéncia média mundial de 1 a 1,5 caso para cada 1000 nascidos vivos, a DDQ é
um conjunto de alteracdes anatbmicas que ocorre gradualmente, sendo que algumas delas
podem ser reversiveis num momento precoce. Com a progressdo dessas alteragdes, como a
hipertrofia dos ligamentos transverso e redondo, a hipertrofia e formacdo do limbus, eversdo
do labrum, a cdpula acetabular tornando-se cada vez mais rasa, ocorre a luxagdo do quadril. A
relacdo entre acabeca femoral e a cavidade acetabular fica alterada. Alguns fatores etiologicos
estdo relacionados com a DDQ, sendo eles: hormonais e genéticos. Existem ainda algumas
condicdes associadas a DDQ: torcicolo congénito (15-20% dos casos), metatarso aduto (1,5-
10% dos casos) e o oligpamnio (Herring, 2008; Guamiero, 2010).

Quando ndo diagnosticada e ndo tratada, a luxacdo do quadril pode trazer sérias
consequéncias para o funcionamento dessa articulagdo a medida que a crianca envelhece,
tornando-se um adolescente e mais tarde, um adulto com o quadril luxado. Existe limitagdo de
amplitude de movimento, contratura articular (mais frequentemente em flexao), discrepancia
de comprimento entre os membros inferiores, alteracdo funcional da musculatura glitea
(insuficiéncia de gliteo médio), além de dores limitantes. Portanto, o diagndstico precoce €
essencial para o sucesso no tratamento dessa patologia (Weinstein et al., 2003b; Herring,
2008; Guarniero, 2010).

Alexandre Zuccon



33

Revisdoda Literatura

O tratamento da DDQ, quando iniciado precocemente com uso do suspensorio de
Pavlik, tem alta taxa de sucesso (Mubarak etal., 1981; Mubarak e Bialik, 2003).

O diagnostico e tratamento tardio da DDQ, isto €, ap0s a idade da marcha, é mais
comum nos paises em desenvolvimento e se torna mais complexo e propenso a falhas e
complicacbes, tais como reluxacdo e osteonecrose da cabeca femoral (Milani et al., 1995;
Guarniero, 2010).

Doencas neuromusculares como a Paralisia Cerebral (PC) e os DFTN também podem
cursar com luxacdo de quadril e, nesses casos, a etiologia é diferente da citada anteriormente
para a DDQ. As alteragdes neurologicas causam desequilibrio muscular gue associado muitas
vezes a alteragOes, principalmente no fmur proximal como anteversdo excessiva e coxa valga,
propiciam um ambiente de instabilidade na relacdo entre cabeca femoral e acetabulo. Nesses
casos, o tratamento € ainda mais complexo e as reluxagbes sdo mais frequentes (Wilkinson e
Sedwick, 1988; Buckley et al., 1991; Brunner e Baumann, 1994; Heegetal., 1998).

Nas paralisias que caracteristicamente sdo flacidas, isto €, com tbnus muscular
diminuido e fraqueza muscular relevante como nos DFTN, aproximadamente metade dos
pacientes experimentam algum grau de instabilidade de quadril, durante os dez primeiros anos
de vida (Menelaus, 1998).

A Amiotrofia Espinhal Progressiva (AEP) é uma doenca de origem genética com
degeneracdo das células do corno anterior da medula e prevaléncia de um a cada vinte mil
nascidos vivos. Assim como outras doencas que cursam com paralisia flacida, também podem
apresentar instabilidade nos quadris e da mesma forma o tratamento cirdrgico é controverso no
meio ortopédico, ja que a ocorréncia de reluxacdo € frequente nesses casos. (Zenios et al.,
2005).

A correcdo cirargica da luxacdo do quadril é controversa nos DFTN assim como na
AEP e em outras patologias que cursam com paralisia flacida nos membros inferiores e o
tratamento conservador ndo € utilizado por ndo ser uma opcdo eficaz, além de ndo ter sido
comprovada sua seguranca. Alguns autores julgam importante a correcdo cirlrgica nesses
casos, paramelhora funcional ou mesmo para melhora em posicionamento e equilibrio da pelve.
(Heeg et al., 1998). J& outros autores ndo indicam a correcdo cirlrgica, pela alta taxa de
insucesso em manter a cabeca femoral centrada no fundo acetabular, e salientam os riscos de
complicacbes como a rigidez articular, além da propria reluxacdo, questionando assim, a
melhora funcional na marcha (Feiwell etal., 1978; Drummond et al., 1980; Gabrieli etal.,
2003; Zenios etal., 2005).
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Na PC, as criangas que apresentam comprometimento motor mais acentuado e com
pouco ou nenhum potencial para marcha tém mais chance de evoluirem com instabilidade ao
nivel do quadril. Os fatores associados, como mencionado anteriormente, sdo o desequilibrio
muscular, além da anatomia do fémur proximal, que por ndo ser estimulado por descarga de
peso e deambulacdo, mantém anteversdo femoral e o angulo cervicodiafisario aumentados e
assim, progressivamente, ocorre a lateralizacdo da cabeca femoral em relacdo ao acetabulo
(Scrutton, 1989; Flynn e Miller, 2002).

A luxacdo do quadril ndo tratada, nos pacientes com PC, pode trazer consequéncias
ainda mais trdgicas para a vida dessas criangcas, que passam a apresentar limitacdo no
movimento articular e contraturas, principalmente limitacdo da abducdo, aumentando a
dificuldade para higiene perineal, além de aumentar a dificuldade em posicionamento, causar
dor, obliquidade pélvica e estar relacionada com surgimento ou evolugdo de escoliose.
(Senaran etal., 2006) Alguns estudos mostram que pacientes com PC e luxacdo do quadril ndo
tratada, na fase adulta, frequentemente tém dor (Cooperman et al., 1987; Senaran et al.,
2006).

Existem ainda as luxagOes teratologicas que sdo entidade separada. Esses quadris ja
estdo luxados antes do nascimento, tém caracteristicas intrinsecas como limitagdo no
movimento articular e ndo sdo redutiveis ao exame fisico. Esses casos estdo associados a
sindromes neuromusculares que causam paralisia da musculatura e/ou neurolégica como, por

exemplo, as sindromes artrogripéticas (Herring, 2008).

2.6 A correcdo cirargica da instabilidade do quadril e a importancia do ligamento

redondo

O tratamento cirdrgico da luxacdo do quadril deve ser individualizado para cada caso,
de acordo com a patologia de base e com as alteraces anatbmicas encontradas. Sendo assim, é
muito diferente o tratamento de um quadril luxado em uma crianga com PC de outro com DDQ,
apesar de haver o mesmo objetivo final, ou seja, a centragdo da CF dentro da CA.

Diversas etapas do tratamento cirlrgico sdo realizadas classicamente, como a
capsuloplastia, resseccdo do LR, do pulvinar e por vezes do LT. Frequentemente € realizada a
tenotomia de adutores e psoas. Além disso, pode ser necessario procedimento (sse0 como
osteotomia do fémur e da pelve (Salter, 1961; Mubarak etal., 1992; Bertol etal., 2004).
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A técnica cirdrgica utilizada é um dos fatores relacionados a possibilidade de falha ou
complicacBes, sendo cada detalhe anatdmico j& citado nesse texto, importante para 0 sucesso
no tratamento.

Nos Gltimos anos, o estudo e interesse pelo ligamento redondo do quadril em cirurgias
ortopédicas, tanto na crian¢ca quanto no adulto, tem aumentado entre os cirurgibes ortopédicos
(Wenger etal., 2007; Simpson etal., 2011; Philippon etal., 2012; Bali et al., 2017).

Wenger etal. (2007) e (2008) analisaram as propriedades biomecéanicas do LR em
estudo com quadris de porcos e notaram uma semelhanca com o ligamento cruzado anterior
(LCA). Esses autores utilizaram um modelo experimental da luxacdo do quadril ndo traumatica
no suino, através de estabilizacdo da articulacdo do joelho do animal esqueleticamente imaturo,
provocando, possivelmente, desequilibrio das forgas atuantes no quadril e simulando posicao
de apresentacdo pélvica, que sabidamente é um fator de risco para a luxacdo dessa articulacao.

Outros autores obtiveram sucesso utilizando um modelo experimental para a luxagéo
do quadril, de forma similar, porém em coelhos (Michelssone Langenskidld, 1972; Greenhill,
1995).

Subsequentemente, Wenger etal. (2008) estudaram a manutencdo do LR na redugéo
cirdrgica aberta da luxacdo, em criancas com DDQ, notando que ndo houve falha na reducdo e
também ndo houve reluxacdo no periodo minimo de 1 ano de pos-operatdrio. Na série de casos
desses autores, foi utilizado sutura do LR no fundo acetabular e o procedimento foi realizado
através de via medial. Foi salientada a importancia de atingir o ponto mais isométrico possivel
para reconstrucdo do ligamento, a fim de proporcionar melhor restituicdo de suas fungdes, assim
como € realizado nas reconstrucdes de outros ligamentos, como o LCA no joelho. Nota-se a
mudanca em um dos passos cirdrgicos tradicionais na correcdo da luxacdo do quadril: a
manutencdo do LR em detrimento da resseccdo do mesmo, com objetivo de aumentar a
estabilidade do quadril, evitando assim a reluxag&o.

Na cirurgia de quadril no adulto, de maneira similar ao exposto anteriormente, existe
também interesse crescente no estudo, manutencdo e tratamento das lesGes do LR, pois este
parece exercer papel importante na funcdo articular, j& que apresenta receptores
proprioceptivos, além de sua funcdo biomecénica, relacionada a estabilidade do quadril
(Philippon et al., 2012).

Na década de 2010 foram publicados alguns estudos a respeito do LR enfatizando as
controversias a respeito de suas caracteristicas e funcdo. Também foi citado o maior interesse
em manter esse ligamento integro nos diversos procedimentos cirirgicos no quadril humano

devido & sua importancia como estabilizador articular e também por sua possivel participagao
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na propriocep¢do e nocicepcdo da articulacdo (Martin et al., 2012; Martin et al., 2014;
O’Donnell et al., 2014; Dehao et al., 2015).

Assim como em outros ligamentos, o0s colagenos tipos 1 e 3 sdo o0s principais
componentes do LR. O CL € o principal responséavel pela resisténcia ténsil ligamentar e parece
haver relevancia na proporcdo existente entre os tipos de colageno para que suas propriedades
estejam mantidas (Frank, 2004).

Alguns estudos mostram que o LR, em casos de luxacdo do quadril, tem suas
propriedades alteradas, apesar de ndo excluirem sua importancia (Michaels e Matles, 1970;
Ippolito et al., 1980).

Existe ainda controvérsia sobre o uso do LR na cirurgia para reducdo aberta de quadris
luxados em criancas. Também ndo hd consenso sobre as propriedades biomecanicas e
histologicas de ligamentos redondos de quadris luxados. Alguns autores acreditam que 0s
ligamentos sofrem alteracbes relevantes em sua estrutura histologica, porém outros ndo
acreditam nessa possibilidade (Ippolito etal., 1980; Hosalkar et al., 2011).
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3 OBJETIVO

Comparar as propriedades histologicas, bioquimicas e biomecanicas do ligamento
redondo de quadris luxados ou subluxados, com quadris ndo Iluxados de coelhos
esqueleticamente imaturos, através de um modelo experimental de luxacdo ndo traumatica de

quadril.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado em reunido da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
realizada em 25/04/2013, com protocolo: 1012/2013.

4.1 Animais de experimentacdo

O protocolo experimental foi realizado conforme o “Guia de procedimentos e
utilizagdo de animais de laboratério”, publicado pelo U.S. National Institute of Health e
aprovado pelo “Comité de Etica no Uso de Animais” (CEUA) da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP -Universidade Estadual Paulista.

Foram utilizados 88 coelhos esqueleticamente imaturos, da raga Norfolk, com
aproximadamente 35 dias de vida, peso inicialmente aproximado de 600 a 800g, provenientes
do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista
(UNESP).

4.2 Ambiente de experimentagdo

Os coelhos foram mantidos no Biotério do Laboratério de Técnica Cirtrgica e Cirurgia
Experimental, onde permaneceram durante todo o periodo experimental, em sala fechada, a
temperatura de 23 + 2°C, controlada por ar condicionado, umidade de 60+ 5% e periodo claro-
escuro de 12 horas. Os animais foram alojados em gaiolas individuais, recebendo ragédo
comercial padrio (Purina, Brasil) e agua “ad lbitum” durante o periodo do experimento e,

diariamente, as gaiolas foram lavadas.

4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Momento 0 (M0): modelo de experimentacao

Para o estudo do LR em quadris luxados, foi utilizado um modelo experimental da luxacdo de
quadril em esqueleto imaturo de coelhos, ja descrito em literatura (Greenhill et al., 1995). Esse

modelo consiste na estabilizagdo de um dos membros traseiros do animal (esqueleticamente

imaturo) com o joelho em extensdo. Apds algumas semanas (6 semanas no presente estudo) foi
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notada displasia e mstabilidade no quadril do membro ipsilateral, ja o membro contra-lateral
permaneceu sem alteracdo e pdde servir como lado controle.

Os coelhos foram submetidos, ap0s ato anestésico e antissepsia, a estabilizacdo em
extensdo do joelho de um dos membros traseiros, escolhido aleatoriamente, através de

passagem percutdnea de 1 fio de Kirchner de 1,5mm, auxiliado por intensificador de imagem
(fguras 4e5).

Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 4 - Estabilizagdo do joelho em extensdo completa de coelho da amostra. Realizado
sob anestesia, com antissepsia e de forma percutanea, utilizando 1 fio de
Kirschner de 1,5mm e com auxilio de intensificador de imagem
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 5- Intensificador de imagem demonstrando a posicdo do fio de Kirschner
estabilizando o joelho em completa extenséo

4.3.1.1 Preparo e técnica cirdrgica

Os animais foram submetidos a anestesia, através de infusdo de ketamina na dose de
30mg/kg intramuscular, xilazina 5mg/kg intramuscular e acepromazina 5mg/kg também
intramuscular, seguindo protocolo do laboratério de cirurgia experimental da Unesp, baseado
nas recomendacBes do Institutional Animal Care and Use Committee, além de serem
tricotomizados e pesados. Foi realizado preparo do membro a ser operado com antissepsia local
e realizado antibioticoprofilaxia com infusdo de enrofloxacino 10mg/kg, via subcutanea, no ato
anestésico e, apos 24h foi realizada uma nova infusdo. Foi realizada a perfuracdo da pele e dos
tecidos moles em regido distal da coxa de cerca de 1cm, na face lateral, proximo ao joelho,
como mostrado na figura 4. Foi introduzido de 1 fio de Kirschner de 1,5mm com perfurador
esterilizado a bateria, atravessando a articulagdo do joelho em extensdo completa, com auxilio
de intensificador de imagem para confirmar a posicdo adequada do fio, como mostrado na
figura 5. Foi realizado, subsequentemente, o corte do fio proximo ao fémur e suturada a pele
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com fio nylon 4,0mm, deixando o fio de Kirschner coberto por tecidos moles, em plano

profundo, adjacente ao fémur.

4.3.1.2 P6s-operatorio

Apds recuperacdo anestésica, o0s coelhos foram encaminhados para gaiolas
individuais, no Biotério do Laboratorio de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental, onde
permaneceram durante todo o periodo experimental, nas condicBes ja mencionadas no item 4.2
(ambiente de experimentacéo).

A analgesia foi realizada através de infusdo de tramadol 5mg/kg, via subcutanea, no

ato cirdrgico e nos 3 dias subsequentes, a cada 12 horas.

4.3.2 Momento 1 (M1): Identificando os quadris luxados (6 semanas ap6s MO0)

Os coelhos foram submetidos a eutanasia segundo protocolo do laboratério de cirurgia
experimental da Unesp, seguindo recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal, atraveés de infusdo de tiopental sodico 2,5%, por via intravenosa,
rapidamente, em bolus, de 3 a 5 ml, por animal. Apos atingir plano anestésico profundo, foi
injetado cloreto de potéssio, via intravenosa, 5ml por animal.

Foi realizado um estudo radiografico dos quadris ap6s 6 semanas do MO e
identificados os quadris subluxados ou luxados. Foram incluidos no estudo apenas os quadris
que apresentaram 50% ou mais de migracdo lateral da cabeca do fémur em relacdo ao rebordo
acetabular (subluxacdo maior ou igual a 50%), visto na radiografia de bacia de frente, como
pode ser exemplificado nas figuras 6 (A, B e C) e 7 (A, B e C). Para a mensuracdo da
porcentagem de migracdo da cabecga do fémur, foi utilizado um método amplamente conhecido
em literatura, através da marcacao da linha de Hilgenreiner (entre as cartilagens trirradiadas),
da linha de Perkins (perpendicular a primeira e no rebordo lateral acetabular) e outras 2 linhas
paralelas entre si, determinando os limites medial e lateral da CF (Reimers, 1980). Assim, pdde
ser determinado quanto da CF estava lateral ao acetdbulo. A mensuracdo pode ser verificada na
figura 7A.

Os coelhos que ndo apresentaram subluxacdo de pelo menos 50% ou luxacdo do
quadril foram excluidos do estudo. Nos coelhos que foram incluidos na amostra, foi realizada
a comparacdo das medias de migracdo da CF entre o lado luxado e controle, como pode ser

visto mais adiante, nos resultados.
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Fonte: arquivo pessoal do autor
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 6 - A) Imagem radiografica demonstrando luxacdo do quadril esquerdo (seta
branca) apo6s 6 semanas da estabilizacdo do joelho ipsilateral. B) Luxacdo do
quadril esquerdo (seta branca tracejada). C) Luxacdo do quadril esquerdo (seta
azul)
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 7- A) Imagem radiografica de quadril do lado direito apresentando 33% de
subluxacdo, sendo excluido do estudo. A linha H passa pelas cartilagens
trirradiadas dos quadris (similar a linha de Hilgenheiner tracada no rx de bacia
de criangas), a linha B é tracada perpendicularmente a linha H e no rebordo
acetabular (similar a linha de Perkins), a Linha C determina o limite medial da
cabeca do fémur ea linha A determina o limite lateral da mesma. A porcentagem
de migracdo € identificada a partir do célculo: distancia AB/AC x 100 = % de
migracdo da cabecga do fémur (similar ao realizado e descrito por Reimers, 1980).
B) Imagem radiografica mostrando quadril com 75% de migracéo lateral do lado
esquerdo (seta branca tracejada) e cobertura acetabular completa no quadril
direito (lado normal). C) Imagem radiografica mostrando quadril direito com
70% de migracdo lateral (seta azul) e cobertura completa do lado esquerdo (lado
normal)
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4.3.2.1 Definicdo da amostra

Dos 88 coelhos que inicialmente foram submetidos a estabilizacdo de um dos joelhos,
19 morreram, 28 ndo apresentaram subluxacdo de pelo menos 50% ou apresentaram algum tipo
de complicacdo e em 5 coelhos, ndo foram identificados os ligamentos redondos. Os coelhos
que sofreram subluxacdo de pelo menos 50% ou luxacdo do quadril no membro submetido a
estabilizacdo (MO) foram preparados para as avaliagdes, de acordo com o calculo amostral
demonstrado no item 4.3.2.2. Os coelhos que ndo sofreram subluxagdo do quadril de pelo
menos 50% ou tiveram algum tipo de complicacdo associada, foram descartados do trabalho
(figuras 7A e 8). Em cinco coelhos ndo foi possivel identificar os ligamentos redondos nos
quadris luxados. Os mesmos também foram excluidos do estudo, ja que ndo foi possivel analisar

os ligamentos (figura 9).

Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 8-  Imagem radiografica do membro traseiro esquerdo demonstrando
fratura de fémur e ndo ocorréncia da luxacdo do quadril. Coelho
excluido do estudo
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 9- Quadril luxado do coelho 03, mostrando capsula espessada (seta
azul), displasia acetabular (seta branca tracejada) e cabeca do fémur
sem o ligamento redondo, sendo possivel visualizar apenas a fovea
(seta branca)

Foi possivel identificar complicacdes em 13 dos 28 coelhos que foram excluidos por
ndo apresentar subluxacdo igual ou superior a 50%. A complicacdo mais frequente foi a perda
da fixacdo, relacionada a migracdo do fio de Kirchner, visto em 8 coelhos. As demais
complicacbes foram em ordem de frequéncia: fratura de fémur em 4 coelhos e pioartrite em 1

caso.
A identificagdo dos coelhos, seu status, complicacBes e testes realizados estdo

demonstrados no item apéndices.
4.3.2.2 Célculo amostral
Para realizarmos o calculo amostral neste estudo experimental foi necessario utilizar

alguma variavel, disponibilizada através da mensuracdo do comprimento ligamentar dos

primeiros coelhos que seriam preparados para analise histologica e bioquimica. O comprimento
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ligamentar foi utilizado também como defecho apds coleta dos outros ligamentos disponiveis
para essa mensuragdo, como pode ser visualizado no item 5.2 e tabela 3 dos resultados.

Dessa forma, foi possivel comparar o comprimento dos ligamentos entre os lados
luxado e normal, a partir desse grupo piloto. Essa quantidade amostral foi definida com base
no Teorema do Limite Central e da Lei dos Grandes Numeros, sendo que, esse tamanho
amostral garante que andlises estatisticas sejam fidedignas.

Para analise das estatisticas descritivas mais usuais (média, mediana, desvio padréo),
ou seja, comparativa de situacdo pareada, foi utilizado o teste T-Student Pareado. Com base nas
estatisticas descritivas desse grupo piloto, utilizando as medidas de 11 coelhos (os primeiros a
serem submetidos a avaliagdo histologica), foram obtidos os seguintes valores dos
comprimentos ligamentares: Luxado (X = 7,51; o = 1,06), Controle (X = 4,29; o = 0,72).
Assim, adotando um erro estatistico (alfa) de 5,0% e um poder estatistico de 80%, temos que a
amostragem deve ser de 35 coelhos para as analises a serem realizadas (zimografia /
biomecanica / celularidade / colageno, sendo as 2 ultimas dentro do grupo da avaliagao
histoldgica). Isto é, pelo menos 8 coelhos para cada analise acima descrita.

Os dados podem ser vistos na tabela 1 e a mensuracdo do ligamento pode ser

visualizada na figura 10.

Tabela 1 - Dados referentes aos 11 coelhos com medidas dos ligamentos em
milimetros (mm), utilizados para o célculo amostral

SO AE Luxado Controle

(mm)
Coelho 23 6,55 3,55
Coelho 24 7,09 4,8
Coelho 17 7,89 3,36
Coelho 19 8,45 4,03
Coelho 22 5,65 4,04
Coelho 27 8,11 5,67
Coelho 29 7,39 5,56
Coelho 30 6,99 3,73
Coelho 31 9,76 4,02
Coelho 26 8,12 3,92
Coelho 25 6,6 4,57
Média 7,51 4,29
Mediana 7,39 4,03
Desvio padrao 1,06 0,72
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 10 - Mensuracdo do ligamento redondo (seta branca), através de paquimetro
eletrdnico, desde sua origem acetabular (seta preta tracejada) até sua
insercdo na regido foveolar da cabeca do fémur (seta preta continua).
Nota-se ainda que pequena ressec¢do na regido acetabular (seta tracejada
preta) foi necessaria para melhor posicionamento do paquimetro

O comprimento dos demais ligamentos que foram submetidos as analises histoldgicas
e bioquimicas foi ainda comparado entre os lados (luxado X controle), isto €, também utilizado

como um dos desfechos.

4.3.3 Momento 2 (M2): estratificacdo e analises da amostra

Os quadris foram dissecados de maneira que a Unica conexdo remanescente entre o
fémur e o acetabulo fosse o ligamento redondo e foram divididos em 4 grupos (A, B, C, D), de
acordo com as analises realizadas. Dentro de cada grupo, ainda subdividimos a amostra de
acordo com o quadril avaliado, isto €, luxado ou controle.

A composicdo e estratificacdo da amostra é mostrada no fluxograma 1 e a distribuicao

dos coelhos entre as analises utilizadas foi realizada através de randomizacdo em grupo.
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4.3.3.1 Grupo A (analise biomecanica)

Inicialmente composto por 12 coelhos, porém houve exclusdo de 1 coelho durante esse
teste, restando 11.

Os quadris luxados (L) e os ndo luxados ou controles (C) foram submetidos a um
ensaio biomecénico, imediatamente ap6s a liberacdo de todas as estruturas moles (tenddes,
misculos, ligamentos e capsula articular) que conectam a articulagdo (cabeca femoral ao
acetabulo), mantendo a hemipelve, acetdbulo, LR e fémur (Figuras 12 e 13). O ensaio foi
realizado em maquina universal de ensaios tipo eletromecanica (EMIC, DL 10000) em
ambiente com temperatura controlada e estavel (20°C). A precisdo do sistema é de +/- (0,018 +
F3700)KN, conforme especificagdes danorma NBR6674 (ABNT, 1981). Realizamos a fixacdo
do fémur na estrutura fixa e da hemipelve na parte mével da maquina, através de uma junta do
tipo universal, para permitir a acomodacdo da pecga durante o ensaio. (figura 14).

No decorrer do preparo para a realizagdo do teste biomecénico, houve disparo
inadvertido da méquina para o teste, ndo sendo possivel a coleta dos dados de um dos coelhos.
Logo, esse coelho foi excluido do estudo, restando 11 coelhos para o ensaio biomecanico.

Os graficos dos testes dos 11 coelhos séo gerados no software acoplado a maquina e

mostrados a seguir, nos resultados.

Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 12 - Pecas ja preparadas para 0 ensaio biomecénico, apo6s dissec¢do
mostrando a hemipelve com acetabulo, o fémur e apenas o LR entre o
fémur e o acetabulo. Séo lados Controles (C), isto €, sem luxacéo
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Figura 13- A) foto de quadril luxado sendo preparado para 0 ensaio mecanico, notando em
detalhe a cabeca femoral (seta azul) fora da cavidade acetabular e o ligamento
redondo evidente, mais espessado e maior em comprimento (Seta branca). B)
foto do quadril contralateral (controle) do mesmo coelho. Nota-se a cabeca do
fémur (seta preta pontilhada) bem centrada no acetabulo (seta branca)

Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 14 - Foto damaquina de teste biomecanico. Hemipelve na parte movel (seta
azul) e o femur fixado na regido fixa da maquina (seta branca)
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4.3.3.2 Grupo B (anélise histologica): 14 coelhos que foram submetidos tanto a avaliagdo

de celularidade (B1) quanto do colageno (B2)

Os ligamentos redondos dos quadris luxados (L) e ndo luxados ou controles (C) foram
retirados e analisados histologicamente, quanto as fibras colagenas e a celularidade, ambos com
medidas quantitativas.

4.3.3.2.1 Morfologia e morfometria (preparo dos ligamentos para andlise histologica)

As amostras de ligamentos dos animais dos diferentes grupos experimentais (n =
14/grupo = luxado x controle) foram fixadas em metacarn (solucdo contendo 60% metanol,
20% acido acético e 10% cloroférmio) por 3 horas. Apds a fixacdo, o material foi desidratado
em série crescente de etanois, diafanizado em xilol e incluido em Paraplast. Cortes em paraplast
de 6um foram produzidos em micrétomo rotativo, coletados em laminas silanizadas e
armazenados até o momento de uso.

Cortes em parafina foram corados pela hematoxilina-eosina, para se obter uma analise
geral da estrutura dos ligamentos. Cortes foram corados por Picrosirius para deteccdo
automatica das fibras de colageno. As andlises foram realizadas em 70 campos microscopicos
(5 campos por animal de 14 animais/grupo = luxado X controle) em microscopio Leica™
DMLB 80 (Leica Microsystems, Nussloch, Germany) acoplado a camera digital e software de
analise de imagem (Leica™ DC300FX).

4.3.3.2.2 Determinagdo da celularidade (B1): 14 coelhos

Para a determinacdo da celularidade nos ligamentos dos diferentes grupos
experimentais foram utilizados 70 campos microscopicos (5 campos/animal de 14 animais
diferentes). A celularidade foi determinada pela deteccdo automéatica da &rea ocupada pelos
nicleos celulares (corados em azul) em relacdo a &rea total do campo microscopico (em
porcentagem) no aumento de 400X (Figura 15).
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Figura 15 - Fotomicrografias representativas de cortes de ligamento submetidos a
coloracdo por Hematoxilina e Eosina dos grupos normal ou Controle (a) e
Luxado (c). Estas imagens foram utilizadas para a detecgdo automéatica da
porcentagem de &rea ocupada pelos ndcleos celulares corados por
hematoxilina nos grupos Controle (b) e Luxado (d)

4.3.3.2.3 Quantificacdo das fibras de colageno (B2): 14 coelhos

A quantidade de colageno total nos ligamentos dos diferentes grupos experimentais
foi determinada pela técnica de Picrosirius. Foram capturados 5 campos aleatorios de cada
animal, sendo 14 animais/grupo (controle x luxado), totalizando 70 medidas/grupo com a
objetiva de 40X. A area ocupada pelo colageno (em vermelho) foi detectada automaticame nte

pelo software Leica™ QWin versdo 3.0, e expressa em porcentagem (%) (Figura 16).
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Figura 16 - Imagem representativa da quantificacdo automatica da fragdo volumétrica
ocupada pelo colageno nos ligamentos dos diferentes grupos
experimentais. As imagens a (Controle) e b (Luxado) representam cortes
histologicos de ligamentos corados por Picrosirius. Em c e d observa-se a
quantificacdo automdtica das fibras de coldgeno detectadas pela
histoquimica de Picrosirius

4.3.3.3 Grupo C (imunohistoquimica): 2 coelhos

Com relacdo & especificidade celular, avaliou-se por imunohistoquimica (analise
qualitativa) as células encontradas nas laminas, através da vimentina (abcam, ab92547, Reino
Unido), um marcador de células de origem mesenquimal, para denotar indiretamente o0s
fibroblastos. Logo, as células encontradas seriam equivalentes aos fibroblastos, com
reconhecida relacdo com a producdo de colageno (figura 17). Essa analise foi realizada em 2
coelhos, ja que se trata de avaliagdo qualitativa para identificar apenas o tipo celular.

Cortes em Paraplast coletados em laminas silanizadas (submetidos ao protocolo de
recuperacao antigénica por tratamento com tampdo citrato de sédio 10 mM pH 6,0 em micro -
ondas) foram mergulhados em solucdo contendo 3% de perdxido de hidrogénio diluido em
metanol para o bloqueio das peroxidases enddgenas. Em seguida, os cortes foram lavados em
PBS e embebidos em solucdo contendo 5% de leite em poé desnatado para o bloqueio das
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interacOes proteina-proteina inespecificas. Posteriormente, os cortes foram incubados com
anticorpo primario contra vimentina (abcam, ab92547, Reino Unido), um marcador de células
de origem mesenquimal. Em seguida, os cortes foram lavados em PBS e incubados com
anticorpo  secundario conjugado com peroxidase. A marcacdo foi revelada pela
diaminobenzidina (DAB) e os cortes foram contracorados pela hematoxilina. Os resultados

foram analisados ao microscépio e fotodocumentados.

Figura 17 - Fotomicrografias de ligamentos dos grupos Controle (A e B) e Luxado
(C e D) corados pro H.E. Observar o maior nimero de células no grupo
Luxado. As figuras E e F, G e H (grupos Controle e Luxado,
respectivamente)  representam reag¢des imunohistoquimicas para
deteccdo de vimentina. Barra de escalas: A, C, E e G: 100um; B, D, F
e H: 5um
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4.3.3.4 Grupo D (analise bioguimica por zimografia): composto por 8 coelhos

Os ligamentos redondos dos quadris luxados (L) e ndo luxados ou controle (C) foram
retirados e analisados através de zimografia para quantificacdo das metaloproteinases (MMP-2
e MMP-9).

4.3.3.4.1 Extracdo, quantificacdo de proteinas totais e realizacdo da técnica de zimografia

A atividade gelatinolitica da MMP-2 presente nos ligamentos de coelhos dos diferentes
grupos experimentais foi analisada por zimografia em gel de poliacrilamida contendo gelatina
(Justulin etal., 2010).

Para a extracdo das enzimas, uma proporcao de 30 mg de tecido para cada 0,1 ml de
uma solugdo de tampédo Tris-HCI 50mM, pH 7,5, contendo 0,25% de Triton X-100e 10 mM
CaCl foi triturada em um homogeneizador do tipo Politron por trés ciclos de 5 segundos cada
um. O homogeneizado foi incubado por 2 horas a 4°C para aumentar a eficiéncia da extracao.
Apos esse periodo, o homogeneizado foi centrifugado a 2.000 RPM por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi removido e o conteddo de proteinas quantificado pelo método de Bradford.
Amostras da extracdo (30pg de proteinas) foram submetidas a eletroforese, sob condigdes ndo
redutoras, em gel de poliacrilamida a 8% copolimerizado com 0,1% de gelatina. Depois da
eletroforese, os géis foram lavados duas vezes por 15 minutos em uma solucdo de 2,5% de
Triton X-100 para remover o SDS, seguindo-se por duas lavagens de 5 minutos em solucdo
tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 5 mM CaCl.. Posteriormente, 0s géis foram
incubados 12 horas na mesma solucdo a 37°C. Ao final, os géis foram corados com Coomassie
Brilliant Blue R-250. Andlises semiquantitativas por densitometria das bandas foram realizadas

utilizando-se o software Image J.
4.4 Andlise estatistica
4.4.1 Teste de Wilcoxon

O Teste de Wilcoxon é um teste ndo paramétrico utilizado para verificar se a luxagao
alterou ou ndo significativamente os ligamentos. Esse teste ndo paramétrico € utilizado quando
pode-se determinar tanto a magnitude quanto a direcdo dos dados (como neste estudo) e

pretende-se comparar as varidveis duas a duas, ja que existe no mesmo coelho o quadril luxado
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e o controle, isto é, o quadril ndo-luxado. Esse teste estatistico foi realizado na analise
biomecanica.
O nivel de significancia utilizado foi de 0,05 (5%) e os intervalos de confianca foram

construidos com 95% de confianca estatistica.

4.4.2 Teste t-Student Pareado

Para o teste estatistico das andlises histologicas (celularidade e quantificacdo do
colageno) e bioquimica (zimografia), os dados foram submetidos ao teste t-Student Pareado.
As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05 (5%). As
analises estatisticas foram realizadas no programa Prisma (versdo 5; GraphPad, Inc., San Diego,
CA, USA). Para comparacdo da porcentagem de migracdo lateral da cabeca do fémur nos
quadris luxados e controles e para comparagédo do comprimento dos ligamentos redondos entre

0s lados, tambhém foram utilizados o teste t-Student Pareado.
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5 RESULTADOS

5.1 Comparacdo da porcentagem de migracdo da cabeca do fémur entre o lado normal

(controle) e lado luxado nos coelhos incluidos na amostra

A média de migracdo da cabeca do fémur em relacdo ao rebordo acetabular no lado
controle foi de 1,44% enquanto a média no lado luxado foi de 75,19%, mostrando diferenca

significante entre os lados avaliados, como pode ser visto na tabela 2.

Tabela 2 - Comparacdo entre lados Controle e Luxado para porcentagem de migracéo
da cabeca do fémur, visto nas radiografias. Lembrando que foi utilizado como
valor minimo de 50% de migragdo no lado Luxado para inclusdo do coelho
na amostra

Porcentagem Controle  Luxado

Média 1,44% 75,19%
Mediana 0% 72,50%
Desvio padréo 3,85 16,6
CcVv 267% 22%
Min 0% 50%
Max 15% 100%
N 36 36
IC 1,26 5,42
P-valor <0,001

5.2 Comparagéo do comprimento do ligamento redondo entre o lado normal (controle) e
o0 lado luxado nos coelhos que participaram das andlises histologicas, imuno-histoquimica

e bioquimica

A média do comprimento do LR no lado luxado foi significantemente maior do que a
média no lado controle, como pode ser visto na tabela 3. Foram utilizados 46 ligamentos nessa
comparacao (23 coelhos). Apenas os dados do comprimento ligamentar do coelho 72 ndo foram
verificados, portanto dos 24 coelhos, foram utilizados 23 nessa comparacgdo, através do teste t-

Student Pareado.
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Comparacéo entre os lados Controle e Luxado para comprimento do ligame nto

Comprimento

Média

Mediana

Desvio Padrdo

CVv

Min

Max

N

IC

P-valor

Normal Luxado
4,08 7,80
3,92 7,89
0,62 1,17
15% 15%
3,29 5,65
5,67 10,48

23 23
0,25 0,48
<0,001

5.3 Analise biomecéanica

Nao houve diferenca significante entre os lados (luxado x controle) tanto na forca

méxima dos ligamentos redondos antes da ruptura, como na deformacdo maxima dos mesmos.

Os gréaficos 1 e 2 mostram a representacdo do ensaio biomecéanico (forca X

deformacdo) agrupados pelos lados controle e luxado, respectivamente.
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Gréfico 1 - Lado Controle (Fmax X Dméx)
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Grafico 2 - Lado Luxado (Fméax X Dmax)
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A tabela 4 mostra a comparacdo dos valores entre o lado luxado e o controle, com

l2 |2 |2 |o 5 |8 |7 s |o Lol2z 22| 28] 20 | 35| 28| 27 | 28| 20| 20

0000

relacdo a forca maxima dos ligamentos antes da ruptura, assim como média, mediana, desvio
padrdo, quartis, intervalo de confianga e o valor de p, que no caso, ndo foi significante

estatisticamente, segundo teste pareado de Wilcoxon.
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Tabela 4 - Compara forca maxima em Newtons (Fméx) entre os lados luxado e
controle

Forca Controle Luxado
Média 46,62 43,25
Mediana 46,85 40,6
Desvio 15,56 16,25
Padréo
Q1 35,48 32,16
Q3 56,36 51,16
N 11 11
IC 9,19 9,6
P-valor 0,594

A tabela 5 mostra a comparacdo dos valores entre o lado luxado e o controle, com
relacdo a deformacdo méxima dos ligamentos antes da ruptura, assim como as médias,
medianas, desvio padrdo, quartis, intervalo de confianca e o valor de p, que também ndo foi

significante estatisticamente, segundo teste pareado de Wilcoxon.

Tabela 5- Compara deformagdo méxima em milimetros (Dméx) entre os lados luxado
e controle

Deformacéo Controle Luxado

Média 4,558 3,943
Mediana 4,574 3,712
Desvio
padrio 1,194 1,888
Q1 4,033 2,872
Q3 4,960 4,906
N 11 11
IC 0,706 1,116
P-valor 0,328

Estatistica descritiva das médias de forca maxima e deformacdo maxima também

podem ser visualizados nos graficos 3 e 4, respectivamente.

Alexandre Zuccon



65
Resultados

Gréfico 3 - Comparacao das médias para Fmax (N) entre os lados Luxado e Controle
ou Normal
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Gréfico 4 - Comparacdo das médias para Dméax (mm) entre os lados Luxado e Controle
ou Normal
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5.4 Analise histologica

5.4.1 Celularidade
A quantidade de ocupacdo de células por campo analisado foi significantemente maior
nos ligamentos do grupo luxado, como pode ser visto na tabela 6. Deve-se ainda lembrar que

pela analise qualitativa (Imuno-histoquimica), essas células correspondem a fibroblastos.

Tabela 6 - Comparacdo da celularidade entre os lados Controle ou Normal e Luxado
através dos parametros: média, mediana, desvio padrdo, coeficiente de
variacdo (CV), valor minimo (Min), valor maximo (Max), nimero de campos
microscopicos avaliados (N) e intervalo de confianga (IC)

Celularidade Controle Luxado
Média 3,87% 6,83%
Mediana 3,46% 6,27%

Desvio
Padréo 2,13 3,47
CVv 55% 51%
Min 1,36% 1,51%
Max 11,05%  15,32%
N 70 70
IC 0,50 0,81
P-valor <0,001
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Gréfico 5 - Demonstracdo grafica dos valores evidenciados na tabela 6,
mostrando a diferenca na celularidade entre os lados Controle ou

Normal e Luxado
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5.4.2 Quantificagdo do colageno

A quantidade de fibras colagenas foi estatisticamente maior no lado controle quando

comparado ao lado luxado, como pode ser visualizado na tabela 7 e grafico 6.

Tabela 7 - Comparacdo da quantidade de coldgeno entre os lados Controle e Luxado
através dos seguintes parametros: média, mediana, desvio padrdo, coeficie nte
de variagdo (CV), valor minimo (Min), valor maximo (Mé&x), numero de
campos microscopicos avaliados (N) e intervalo de confianca (IC)

Colageno Controle Luxado
Média 84,5% 74,3%
Mediana 86,9% 75,3%
Desvio Padrao 9,5% 10,5%
CVv 11% 14%
Min 55,0% 51,7%
Max 96,3% 96,4%
N 70 70
IC 2,2 2,5
P-valor <0,001
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Gréfico 6 - Demonstracdo grafica dos valores evidenciados na tabela 7, mostrando a
representacdo grafica da area ocupada por colageno em porcentagem, nos
lados Normal ou Controle e Luxado
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5.5 Andlise bioguimica (zimografia)

Pela Zimografia foi possivel avaliar a quantidade de metaloproteinase (MMP) —2 em
suas formas intermedidria e ativa (tabela 8, grafico 7 e figura 18). Na forma ativa da MMP — 2,
houve diferenca importante, porém sem atingir significancia estatistica. O LR do lado luxado
conteve maior quantidade da MMP-2 do que o LR do lado controle. A MMP — 9 ndo foi

quantificavel pelo metodo utilizado (Figura 18).
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Tabela 8 - Valores arbitrarios em densitometria para as formas intermediaria e ativa
da MMP-2, ponderadas por mil e demonstrando as seguintes variaveis:
média, desvio padrdo, coeficiente de variacdo (CV), valor minimo (Min),
valor maximo (Max), numero de coelhos (N) e intervalo de confianca (IC)

} ) ) ~ Desvio _
Zimografia (por mil) Média 5 CvV Min Max N IC P-valor
Padréo

Forma Controle  6.453 873 14% 5.155 8.069 8 605
0,979

intermediaria  Luxado  6.472 1900 29% 3.102 9.088 8 1.316

Controle  294,4 78 26% 254 484 8 538
Forma ativa 0,068

Luxado  481,8 228 47% 247 872 8 158,3

Grafico 7 - Demonstracdo dos valores citados na tabela 8, comparando os lados
Normal ou Controle e Luxado, tanto para forma intermediaria quanto
para forma ativa da MMP-2
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Figura 18 - Representacdo da atividade gelatinolitica da MMP-2 determinada por gel de
zimografia nos ligamentos dos grupos controle e luxado. As bandas claras
no gel demonstram a atividade das formas intermediaria e ativa da MMP-2.
Nao foi detectada atividade da MMP-9

Controle Luxado

MMP-9

MMP-2 (Intermediaria)

MMP-2 (Ativa)
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6 DISCUSSAO

O LR ¢ estudado desde o século 19 e sempre foi motivo de controvérsias tanto a
respeito de sua estrutura, quanto de sua funcionalidade para a articulagdo (O’Donnell et al.,
2014). A funcdo do LR para o quadril, ainda hoje, € motivo de discussdo, ndo existindo uma
definicdo clara a esse respeito. Alguns autores acreditam que seja importante para auxiliar na
estabilidade articular, j& que em casos de ruptura traumatica, podem surgir sintomas de
instabilidade e dor (Rao et al., 2001).

Demange et al. (2007) realizaram um estudo biomecanico com 8 pecas de cadaveres
testando a amplitude de movimento articular dos quadris, antes e apds lesdo do ligamento
redondo e chegaram a conclusdo que apo6s a lesdo ligamentar, houve aumento da amplitude de
movimento de aducdo desses quadris e que, hipoteticamente, essa alteracdo poderia gerar
instabilidade progressiva no quadril in vivo.

Existem alguns estudos experimentais sobre afuncdo do LR na estabilidade do quadril
e podemos destacar o de Smith etal. (1963), no qual fizeram comparacdo, em quadris de cées
submetidos a ressec¢do do ligamento redondo isoladamente, com outros 2 grupos. Um deles
submetido aresseccdo apenas capsular e o outro de ambos (LR + cépsula articular). Osautores
notaram maior ocorréncia de luxacdo dos quadris submetidos a resseccdo associada e desta
forma, destacaram a possivel importancia do ligamento redondo na estabilidade articular.

Wenger et al. (2007) testaram, em estudo experimental com porcos, a resisténcia do
LR a forca maxima de tensdo até sua falha e concluiram que o comportamento biomecanico
desse ligamento é similar ao de outros como, por exemplo, o ligamento cruzado anterior do
joelho que, por sua importancia na estabilidade articular ja amplamente reconhecida,
frequentemente € reconstruido quando esta lesionado. Salientaram, assim, a importante
contribuicdo do LR como estabilizador do quadril e ainda foram além, discutindo a respeito da
manutencdo do ligamento em cirurgias para reducdo aberta de quadris com displasia, em
criangas.

Wenger etal. (2008) publicaram uma série de casos envolvendo 21 pacientes com
luxacdo de quadril, associada ndo somente a DDQ, mas também a PC, mielomeningocele e
deficiéncia congénita do fémur. Realizaram reducdo aberta da luxacdo e utilizaram sutura do
ligamento redondo para aumentar a estabilidade dos quadris. Nessa série, com seguimento de
1 ano, relataram ndo ter ocorrido casos de recidiva da luxacdo e consideraram o procedimento

seguro, apesar de reconhecerem a necessidade de maior tempo de acompanhamento.
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Enfatizaram ainda a importancia do ligamento como estabilizador do quadril humano, ainda
que existam controvérsias sobre o tema.

Bache et al. (2008) relataram bons resultados em 97% dos 109 quadris de criancas
com displasia do desenvolvimento, submetidas a redugdo cruenta associada a sutura do LR no
ligamento transverso, através de via medial. Acreditaram que a sutura do ligamento redondo
acrescentou estabilidade & articulagéo.

Mais recentemente, Youssef (2017) encontrou 97,5% de bons e excelentes resultados
utilizando técnica de reducdo cruenta de quadris com DDQ por via medial e associado a
ressec¢do parcial e sutura do LR em 40 quadris de 32 criancas, com media de idade de 12 meses
na ocasido da cirurgia. Salientou que ndo houveram casos de re-luxacdo e o autor acredita que
a sutura do LR foi um fator importante para os bons resultados obtidos, apesar de reconhecer
que seu estudo ndo é suficiente para recomendar esse procedimento de maneira geral.

Os ligamentos sé&o formados por componente celular e pela matriz extracelular. O tipo
celular predominante é o fibroblasto, que se localiza entre as fibras de colageno. Os fibroblastos
sd0 os principais responsaveis pela producdo de colageno e sabe-se que eles respondem as
mudancas biomecanicas de carga a que os tecidos estdo submetidos. O principal componente
estrutural dos ligamentos é o colageno, tipos 1 e 3. As fibras de coldgeno sdo responsaveis pela
forca mecénica estrutural do tecido (Goh etal., 2003).

A degradacdo do colageno é realizada através de uma familia de endopeptidades zinco
dependentes, denominadas de metaloproteinases (MMPSs), primeiramente pelas colagenases
(MMP-1 e MMP-8) e subsequentemente pelas gelatinases (MMP-2 e MMP-9). O controle da
atividade das metaloproteinases € realizado pelos inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) (de Malheiro etal., 2009).

Tendo em vista as possiveis alteracdes na forca que os ligamentos redondos de quadris
luxados e ou subluxados devem estar submetidos e, consequentemente, as mudancgas estruturais
nesses ligamentos, foi identificada a importancia da realizacdo desse estudo, com foco tanto
nas propriedades biomecénicas, quanto histologicas e bioquimicas dos ligamentos.

Como j& mencionado nesse texto, alguns estudos tém sugerido uma mudan¢a em um
dos passos da correcdo cirdrgica do quadril luxado na crianga: a manutencdo do ligamento
redondo. Porém, até 0 momento, ndo ha evidencias que o LR num quadril instavel mantenha
suas propriedades de maneira similar ao ligamento de um quadril normal e através deste estudo
foi possivel um melhor conhecimento dessas alteraces.

Bland e Ashhurst (2001) citaram a importancia da composicdo, do arranjo e das

propriedades bioquimicas adequados dos componentes colagenos para que a funcdo do tecido
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em questdo seja normal. Alteragdes bioquimicas ou na composicdo e arranjo do colageno
podem levar a uma funcdo anormal do ligamento.

Pelo modelo utilizado, a possibilidade de comparacdo das propriedades ligamentares
com o lado normal, foi um fator importante. Como salientado pelos estudos de Goh et al.
(2003) e de Malheiro et al. (2009), os fibroblastos, principais responsaveis pela producdo de
coldgeno nos ligamentos e seu metabolismo associado as metaloproteinases, estdo sujeitos a
mudancas de acordo coma carga mecanica que lhes séo aplicados. Isso pode alterar a resisténc ia
ligamentar e seu uso na prética clinica.

Alguns estudos mostram que as forgcas sobre os ligamentos estdo aumentadas guando
outras estruturas estabilizadoras da articulacdo em questéo estdo insuficientes ou danificadas.

Haimes et al. (1994), em estudo com joelhos humanos de cadaveres e Shelbume et
al. (2004), numa investigagdo com modelo de joelho humano computacional 3D, comprovaram
um aumento de forca e amplitude de movimento sobre o ligamento colateral medial em joelhos
com lesdo do ligamento cruzado anterior. De maneira analoga, quando avaliamos casos de
luxacdo de quadril, os mecanismos de estabilizacdo da articulagdo, tanto Gsseos quanto de
tecidos moles, estdo obviamente alterados e isso pode aumentar as forcas atuantes no LR e
assim alterar suas propriedades.

Dodds et al. (2008), em estudo experimental com luxacdo de quadril em porcos
jovens, salientaram alteracbes morfologicas relevantes em ligamentos redondos de quadris
subluxados devido ao estresse mecanico a que estdo submetidos cronicamente.

Existem casos descritos de auséncia do LR em quadris submetidos a reducdo aberta
em criancas com DDQ, como o de Li etal. (2015). Nesse estudo, os autores identificaram como
fator de risco para a auséncia do ligamento, a gravidade da luxacdo, isto é, nos quadris com
luxacdo mais grave, foi mais prevalente a auséncia do ligamento. A possivel causa para a
auséncia do ligamento, levantada pelos autores, foi a ruptura do mesmo no curso da luxagcdo do
quadril e, desta forma, sem o fator mecénico estabilizador ligamentar, esses quadris evoluiriam
com luxagcdes mais altas e graves.

Chamberlain et al. (2009), em estudo experimental com lesédo do ligamento colateral
medial de ratos, citaram as alteracdes histologicas que ocorrem nos ligamentos em cicatrizagao
e consideraram que apos lesdo ligamentar completa, as propriedades mecénicas dessa estrutura
nunca mais sao restituidas completamente.

No presente estudo foi possivel avaliar ndo somente as alteragdes morfologicas, mas
também as bioquimicas e biomecanicas a que os ligamentos redondos de quadris subluxados

ou mesmo luxados estariam submetidos. Desta forma, através de uma analise mais completa,
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isto é, estrutural, metabdlica, histoldgica e funcional do ligamento redondo de um quadril
instavel (subluxado ou luxado), esse estudo pode contribuir com o melhor entendimento a

respeito das possiveis alteracfes do ligamento, num ambiente de instabilidade.

6.1 Modelo experimental

O modelo experimental escolhido para estudo da luxacdo ndo traumatica do quadril no
esqueleto imaturo ja foi desenvolvido e estudado na literatura.

Michelsson e Langenskidld (1972) publicaram os resultados com experimento em
coelhos, no qual imobilizaram joelhos de membros traseiros em extensdo e notaram alteracoes
morfologicas nos quadris do membro ipsilateral. Alteracdes estas que se assemelhavam muito
com as que ocorrem em criangas com quadris displasicos. Dividiram essas alteracbes em
luxacdo, subluxacdo e alteracdes displasicas. Como causa principal da luxacdo ocorrida,
apontaram como a tensdo dos isquiotibiais, imposta pelo posicionamento do joelho em extensdo
e quadris permanecendo em flexdo, de maneira similar ao que ocorre em fetos que se
apresentam em posicdo pélvica intradtero. Essa forca excessiva dos isquiotibiais sobre a capsula
articular e ligamento redondo, progressivamente, levaria a subluxagcdo e luxacdo dos quadris.
Quanto mais jovens os coelhos foram submetidos a imobilizacdo, mais frequente foi a luxacao
dos quadris, tendo sido utilizados coelhos a partir de 1 a 2 semanas de vida. Notaram ainda que
quanto mais tempo foi mantida a imobilizacdo, mais alteracdes na morfologia do quadril foram
presenciadas, principalmente apds 3 semanas de imobilizacéo.

No presente estudo, foram utilizados coelhos a partir de 35 dias de vida por se tratar
de norma do biotério central, ja que essa é a idade minima de desmame dos animais.
Certamente, se usados animais mais jovens a taxa de luxacdo dos quadris teria sido maior e,
consequentemente, seria necessaria uma menor amostragem para atingir a seguranca estatistica
nos testes utilizados.

Quanto ao periodo de imobilizacdo dos joelhos em extensdo, a partir de 3 semanas, 0s
trabalhos mostram alteracdes morfolégicas significativas nos quadris. Logo, foi julgado como
suficiente o periodo de 6 semanas utilizado nesse estudo.

Greenhill etal. (1995) também utilizaram coelhos de 14 a 21 dias de vida, submetidos
a estabilizacdo em extensdo do joelho direito, do membro posterior, através de transfixagao
articular com fio de Kirschner, obtendo sucesso com o modelo experimental na génese de
alteracOes tipicas de displasia acetabular, nos quadris do mesmo lado. Os autores realizaram

analises dos quadris com intervalos semanais entre 1 e 8 semanas e notaram alteracfes
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significativas, atribuindo a causa da displasia a tensdo dos isquiotibiais que estaria relacionada
ao joelho em extensdo, de maneira analoga ao que ocorre na DDQ e também em quadris luxados
associados a PC.

Existem outros estudos experimentais na literatura utilizando outros animais para
estudo da luxacdo do quadril. A maioria deles usa modelo experimental muito similar ao
presente trabalho e confirmaram sucesso com esse método.

Dodds et al. (2008) realizaram estudo com porcos, de 4 a 6 semanas de vida,
estabilizando, com pino transarticular, um dos joelhos em extensdo de maneira similar a este
estudo e notaram instabilidade do quadril ipsilateral, apds 12 e 18 semanas de evolucéo.
Relataram que o modelo utilizado ocasiona alteragdes similares as evidenciadas em quadris
humanos de criancas com displasia do desenvolvimento.

Salter (1966) em artigo publicado sobre a DDQ em seus diversos aspectos, descreve
um experimento realizado por seu grupo no Canada, no qual utilizaram porcos recém-nascidos,
submetidos a imobilizacdo por 6 semanas, através de bandagens em uma das patas traseiras,
mantendo o joelho em extensdo e puderam notar o desenvolvimento de alteracbes morfoldgicas
associadas a displasia do mesmo lado no quadril.

A opcdo pelo modelo experimental ser realizado em coelhos, deveu-se a facilidade no
manejo com o animal, de pequeno porte, facilidade com o cuidado e experiéncia com o mesmo
no biotério e laboratorio experimental. Além disso, ja foi considerado como modelo adequado
para estudo da luxacdo e displasia de quadril em outros estudos, como ja citado anteriormente.

As alteracdes macroscopicas evidenciadas apos a dissecgdo dos quadris na preparacéo
das pecas para os testes realizados foram muito similares ao que se observa na préatica clinica.
Displasia acetabular, espessamento capsular e ligamentar, além da propria subluxacdo ou
luxacdo foram evidenciados nesse modelo utilizado. Além disso, também foram muito
evidentes as alteracBes radiograficas que ocorreram de modo muito parecido com quadris
instdveis de criancas com displasia de quadril.

A perda de amostragem ocorrida (morte de 19 coelhos = 21,5%) foi considerada
aceitdvel, guando comparamos com outros estudos experimentais envolvendo coelhos que

exibiram taxas similares, variando de 9 a 22% (Garcia Filho et al., 2012).
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6.2 Mecanismos de avaliagdo

6.2.1 Teste biomecanico

O ensaio de tracdo é largamente utilizado na indUstria para controle de qualidade na
especificacdo dos materiais. A forca aplicada € uniaxial e se realiza simultaneamente ao registro
do alongamento sofrido pelo material testado. O material deve ser mantido em sua posicdo por
amarras ou garras, que devem garantir o perfeito alinhamento axial na aplicacdo da carga e ndo
permitir qualquer escorregamento do material a ser testado (Branco, 1985).

O uso do teste biomecanico, através do ensaio de tracdo ja € utilizado na medicina ha
muito tempo e tem o principal objetivo de recriar as forcas a que o material ou tecido esta sujeito
in vivo. Em Ultima analise, o objetivo final com esse tipo de teste seria avaliar a funcdo do
tecido (Woo et al., 2000).

A carga, utilizada no ensaio, pode ser aplicada de maneira lenta e continua, como foi
realizado no nosso estudo, ou também pode ser aplicada de maneira ciclica.

Rodeo et al. (1993) e Garcia Filho et al. (2012) salientaram em seus estudos
experimentais que testes biomecanicos com cargas dindmicas ciclicas poderiam simular, de
modo mais fiel, as cargas fisiologicas, porém também observaram que a maioria das analises
experimentais utiliza cargas continuas, quase estaticas, como foi realizado no presente estudo.
Ainda a respeito das cargas ciclicas, deve ser lembrado que essa possibilidade de teste estd
melhor estabelecida em outros ligamentos, como o cruzado anterior nos joelhos, nos quais as
cargas, funcbes e propriedades ja sdo mais conhecidas.

A maquina para ensaios experimentais utilizada no laboratorio de cirurgia experimental
da Unesp (maquina universal de ensaios tipo eletromecanica EMIC, DL 10000) foi considerada
adequada para o tipo de analise realizada e sofre manutencGes periddicas, além de ser
certificada e seguir as normas da ABNT.

Todos os ensaios foram filmados e foi tomado um cuidado especial para atestar a
aplicacdo da carga de maneira uniaxial, sem escorregamento das pecas fixadas a maquina de
teste. Desta forma, apesar da ndo utilizacdo de cargas ciclicas, os resultados, com o ensaio
biomecanico de tracdo realizado, foram julgados como confidveis por seguirem as
recomendacgdes técnicas. Em apenas 1 dos doze coelhos, o teste ndo foi considerado adequado,
pois o disparo da maquina foi provocado acidentalmente e, portanto, esse animal foi excluido

do estudo.
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Woo et al. (2000) demonstraram, em publicacdo extensa sobre lesdo, cicatrizacdo e
propriedades biomecénicas dos ligamentos e tenddes, as caracteristicas avaliadas em testes de
tracdo. Salientaram que a principal funcdo dos ligamentos é transmitir cargas de tensdo e que
0s testes de tracdo dos ligamentos mostram uma curva nao linear (carga — deformagéo) e que
essa caracteristica € importante para auxiliar os ligamentos a garantir movimento harménico
articular, em circunstincias normais, e a restringir movimentos excessivos sob acdo de forcas
elevadas. Observaram ainda que os cuidados com o preparo do tecido também sao importantes,
como por exemplo o modo de congelar ou a irradiacdo do tecido, fatores que poderiam
influenciar no teste.

No presente estudo, o teste biomecanico foi realizado imediatamente apds a resseccao
da peca, logo ndo houve influéncia de congelamento ou outras formas de preparo.

Resende et al. (2008) realizaram estudo das propriedades mecanicas dos ligamentos
cruzados de 9 joelhos de cdes e fizeram consideracdes importantes a respeito da metodologia
do teste em si. Acrescentaram que a manutencdo das insercdes dsseas no teste com ligamentos
é de extrema importancia, assim como a fixacdo das pecas na maquina de ensaio. Outra
consideracdo importante esteve relacionada a velocidade e tipo de carga aplicada, que para
simular a lesdo in vivo seria interessante que o modelo de aplicagédo da carga fosse similar ao
que ocorre em condicGes naturais.

Os mecanismos de lesdo ligamentar nos ligamentos cruzados dos joelhos sdo
amplamente conhecidos, 0 que ndo ocorre no caso do LR. Quando estudamos as alteracGes do
LR na instabilidade do quadril na crianga, mais incertezas ainda sdo encontradas a respeito do
mecanismo de lesdo, logo a velocidade e tipo de carga aplicada ndo deve ter influenciado no
teste biomecanico utilizado nesse estudo. Os ligamentos foram mantidos com suas insercoes
0sseas, tanto na CF quanto na CA e a fixacdo das pecas na maquina de ensaios foi considerada
extremamente estavel.

As propriedades mecanicas do tecido podem ser mensuradas através do teste de tracdo
até sua falha, gerando gréafico carga x deformacdo e possibilitando, desta forma, analisar carga
méxima, deformacdo méxima, rigidez e energia (Branco, 1985; Woo etal., 2000).

No presente estudo, a andlise biomecénica foi realizada através do teste de tracdo, por
meio de graficos carga x deformacdo gerados, sendo avaliados: forca maxima e deformacéao
maxima na falha ligamentar, que sdo caracteristicas relevantes na avaliagdo biomecanica e além

disso, foram os dados disponibilizados na maquina de ensaio utilizada.
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Outras analises como curva stress x strain também sdo muito valiosas na mensuracao
das propriedades mecanicas teciduais, porém seria necessaria uma tecnologia mais avancada

em tal analise, a micrometria tecidual a laser, que ndo estava disponivel.

6.2.2 Histologia (celularidade e colageno) e imuno-histoquimica (vimentina)

A quantidade de células no tecido foi utilizada como parametro de avaliacdo
histol6gica, por sua relacdo com possivel presenca de quadro inflamatério no ligamento, o que
poderia influenciar na sua integridade e qualidade estrutural.

Provenzano etal. (2005) avaliaram as alteracGes histologicas, em estudo envolvendo
32 ratos submetidos a les@o do ligamento colateral medial, através de diversos parametros, entre
eles, estava a quantificacdo celular. Salientaram que a fragilidade ligamentar estd relacionada
ndo somente a lesdo de fibras colagenas, mas também as alteracdes inflamatorias associadas e
ao dano celular.

Desta forma, foi julgada importante a quantificacdo celular nos ligamentos,
comparando o lado normal com o luxado ou subluxado, pois assim ficou evidente o aumento
de células no lado luxado e com a possibilidade de identificar o tipo celular correspondente,
que no caso foi o fibroblasto, pdde-se comparar a atividade histologica ocorrida em ambos
ligamentos.

A imuno-histoquimica, realizada através do teste com a vimentina, proteina da classe
dos filamentos intermedidrios e expressa por células de origem mesenquimal, foi um teste
qualitativo utilizado com o objetivo de identificar a possivel correspondéncia das células
encontradas no tecido ligamentar com os fibroblastos. Essa correspondéncia foi confirmada
através dos 2 coelhos utilizados para o teste.

A vimentina é um reconhecido marcador de célula mesenquimal, j& que o citoplasma
dos fibroblastos € rico em filamentos de vimentina e tem sido utilizada para essa finalidade,
com resultados confiaveis na literatura (Gartner e Hiatt, 1993).

A importancia de identificacdo do tipo celular, encontrado em numero elevado nos
ligamentos, € relevante ja que se o aumento celular fosse através de células inflamatorias, muito
provavelmente, acarretaria um maior enfraguecimento do tecido ligamentar.

A quantificacdo do colageno foi realizada pela analise histologica apds preparo das
laminas e com técnica histoquimica especifica, isto é, o picrosirius. Essa substancia se liga as
moleculas de colageno e se dispde de forma paralela as fibras de colageno, o que aumenta sua

birrefringéncia a microscopia, sendo assim especifica para colageno.
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Junqueira et al. (1979) salientaram a importancia e eficacia desse método
(picrosirius) que € utilizado com frequéncia em estudos histologicos para identificacdo do

colageno fibrilar.

6.2.3 Zimografia

As metaloproteinases (MMPs) sdo endopeptidases zincodependentes. Elas participam
de diversos processos fisiolégicos e patoldgicos, estando relacionadas com a funcdo e estrutura
dos tecidos, por atuarem principalmente na degradacdo de componentes proteicos da matriz
extracelular, dentre estes esta o colageno.

Inicialmente, estdo atuantes a MMP-1 e MMP-8 que sdo colagenases.
Subsequentemente, as MMPs 2 e 9, que sdo gelatinases, passam a ter maior relevancia. Essas
MMPs tém especial importancia na degradacéo do colageno do tipo fibrilar, como os tipos 1 e
3 que sdo os principais componentes dos ligamentos (de Mello et al., 2009).

A zimografia € citada por diversos autores como um dos métodos mais completos de
analise realizada para identificar e quantificar a atividade enzimatica das MMPs e por isso foi

utilizada no presente estudo (Justulin etal., 2010; Kupai etal., 2010).

6.3 Resultados

A manuten¢do do LR na cirurgia para corre¢do da luxacdo do quadril na crianga esta
sendo levada em consideracdo por alguns autores, no intuito de diminuir as complicacdes,
principalmente a recidiva da luxacdo. Porém, o referido ligamento pode apresentar alteracao
morfologica e funcional em casos de instabilidade no quadril, logo, nesses casos, € necessario
conhecer melhor as suas propriedades.

Por motivos éticos ndo é possivel a comparacdo do LR entre um quadril luxado e o
normal em seres humanos, logo a possibilidade dessa comparacdo de maneira experimental €
de grande valia. Da forma como foi realizado o presente estudo, ndo foi possivel encontrar
similares na literatura.

A composicdo dos grupos (luxado X controle) para todas as andlises foi considerada
adequada, ja que foi realizado um grupo piloto com a varidvel comprimento ligamentar para
calcular a amostra necessaria nos testes estatisticos.

A diferenca entre osgrupos luxado e controle comrelagdo a migracdo lateral da cabeca

do fémur, mostrado no item 4.3.2 (momento M1) dos métodos e no item 5.1 dos resultados, foi
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evidente. A média de migracdo no grupo luxado foi de 75,19% e de 1,44% no grupo controle,
com p < 0,001. Logo, a amostra na composicdo de seus grupos foi considerada homogénea.

O motivo da escolha do valor de corte em 50% de migragdo da CF para determina¢do
da amostragem e ndo a de qualquer valor de migracdo esteve relacionado a quadros mais
evidentes de subluxacdo e que na pratica clinica teriam mais chances de serem submetidos a
tratamento cirlrgico.

Para avaliacio completa do ligamento foram testadas ndo somente as propriedades
morfoldgicas e bioquimicas, mas também as propriedades funcionais. Esse fator é relevante,
pois trouxe informacdes a respeito das alteracdes microscépicas e estruturais dos ligamentos.
Além disso, foi possivel analisar metabolicamente os ligamentos através dos testes
bioquimicos. E por Gltimo, os testes biomecanicos trouxeram informagfes importantes acerca
de sua funcao.

Provenzano et al. (2005) publicaram seus resultados relacionados a analise
biomecénica em ratos submetidos a lesdes no ligamento colateral medial de joelhos, grau 2
(lesdo parcial). Identificaram que quanto mais jovem, mais rapida a recuperacdo do rato,
relacionado a resisténcia biomecanica e compararam com outros trabalhos publicados, porém
estes, com lesdo completa ligamentar. Salientaram que a recuperacdo de lesbes ndo completas
seriam melhores, com menos sequela cicatricial ligamentar e portanto, mantendo mais
proximas do normal as propriedades biomecénicas do ligamento. Os autores afirmaram ainda,
através da andlise da expressdo do gene de colageno, que a producdo de colageno tipo 1 foi
maior do que a do colageno tipo 3 e isso esteve relacionado a menor alteracdo estrutural nos
ligamentos. Alm disso, ndo notaram infiltrado inflamatério com polimorfonucleares,
neutréfilos e outras células inflamatérias o que possibilitou a maior atuagdo dos fibroblastos
produzindo colageno e menores alteraches cicatriciais, consequentemente mantendo as
propriedades ligamentares.

Nos ligamentos redondos do presente estudo, foram identificadas alteracdes
morfoldgicas relevantes, tanto no comprimento ligamentar (média de 7,8mm no lado luxado X
4,08mm em média no lado controle, com p < 0,001), quanto nas caracteristicas histoldgicas, ao
compararmos 0 lado luxado com o controle. Porém, ndo foi possivel identificar
macroscopicamente uma lesdo ligamentar parcial ou completa nos espécimes utilizados para
anélise.

O comportamento do LR, nesse estudo, parece ter sido similar ao verificado em lesGes

parciais, com pouca ou nenhuma alteracdo inflamatoria, como demonstrado por Provenzano
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etal. (2002) e Provenzano etal. (2005). Provavelmente ocorreram alteracbes de maneira mais
lenta e gradual e isso possibilitou uma maior integridade biomecénica dos ligamentos avaliados.

Com relacdo as alteracGes histologicas, foi notado aumento de celularidade nos
ligamentos do lado luxado, em comparacdo com o lado controle. A média de ocupacédo célular
por campo microscépico no grupo luxado foi de 6,83% e no lado controle foi de 3,87%, com p
<0,001.

E importante enfatizar que o aumento do nimero de células nos ligamentos do lado
luxado se deu as custas de fibroblastos. Como os fibroblastos estdo relacionados com a sintese
de colageno, nota-se que ha alteracdo histologica ligamentar relevante. Além disso, a prépria
diferenca da ocupacéo de colageno nos ligamentos, entre os lados luxado e controle, é mais um
fator a ser considerado. O lado luxado apresentou, de maneira significativa, menos colageno do
que o lado controle (média de 84,5% para o lado controle e de 74,3% para o lado luxado, com
p < 0,001).

Levando-se em consideracdo as alteracGes histolégicas comprovadas nos ligamentos
do lado luxado, provavelmente, os ligamentos estdo submetidos a forcas aumentadas num
ambiente de instabilidade articular.

Nota-se ainda um estimulo orgénico, através do aumento do numero celular, com
objetivo de maior producdo de colageno, ja que este Ultimo pode estar sendo lesionado lenta e
progressivamente.

E importante salientar que foi evidenciada a auséncia do LR no lado luxado, em 5
animais. Esse fato pode estar relacionado com uma lesdo maior de fibras colagenas e
consequente enfraquecimento ligamentar. Se for analisado ainda que 41 coelhos evoluiram com
a instabilidade do quadril, pode-se levar em consideracdo que 12,2% desses quadris nao
apresentaram o ligamento. Esse fato é importante, pois pode significar que esses ligamentos
romperam no decorrer do experimento.

Existem relatos em publicacbes, como a de Li et al. (2015), que identificaram a
auséncia do LR em 18,67% dos 150 quadris operados em criangcas com DDQ. Os autores
identificaram a gravidade da luxagdo como um fator de risco para a ruptura do ligamento.

Em estudo extenso sobre a redugdo aberta de quadris com displasia do
desenvolvimento, Scaglietti e Calandriello (1962) ja& haviam notado a auséncia do LR em
diversos quadris. Discutiram sobre as possibilidades causais para essa constatacdo e dentre elas
citaram, a auséncia congénita ou a ruptura do LR durante ou apds a ocorréncia da luxacdo do

quadril.
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Walker (1980) estudou as caracteristicas do LR em 140 fetos humanos e ndo
encontrou auséncia do ligamento, mesmo nos quadris considerados displasicos e luxados.
Porém, sua amostra era essencialmente de quadris normais, apenas 3 quadris estavam luxados.
O autor cita a possivel importancia do ligamento na estabilidade da articulagéo.

Ao avaliar os estudos sobre a auséncia e morfologia do ligamento redondo, é notado
que em quadris locados, dificilmente ndo existe o LR, logo, o mesmo deve exercer funcéo
relevante na estabilidade dessa articulacéo.

Nos quadris que ndo apresentaram o ligamento, é dificil estabelecer se a lesdo acentuou
a instabilidade da articulacgio ou mesmo se a permanéncia do quadril luxado, exercendo
possivelmente maior forca sobre o ligamento, foi o fator determinante para sua ruptura. Porém,
deve sempre ser levado em consideracdo a possibilidade da auséncia do LR em quadris luxados,
como ja foi previamente demonstrado nos trabalhos de Scaglietti e Calandriello (1962), além
de Li et al. (2015) e também no presente estudo, ja que todos os cinco quadris que nao
apresentaram o LR estavam com 100% de migracdo da CF, isto €, completamente luxados.

Outro fator que deve estar relacionado com as mudancas ligamentares histoldgicas
notadas é a sua atividade tecidual. Esta foi mensurada, nesse estudo, através da zimografia,
quantificando as MMPs, que apresentaram alteragcbes importantes, apesar de ndo ter sido
estabelecida a significancia estatistica (maior quantidade da forma ativa da MMP-2 no lado
luxado, p = 0,068). Esse fendmeno pode ser entendido como aumento na atividade tecidual
bioquimica no LR, ja que as MMPs estédo relacionadas com o metabolismo do colageno. Logo,
maior quantidade de fibroblastos e maior quantidade de MMPs no tecido indicam maior
atividade metabolica tecidual, mais producdo e degradacdo de fibras colagenas, com objetivo
de remodelar e restituir a anatomia ligamentar. Sabe-se que 0 acimulo e formacdo da rede de
colageno estdo ndo so relacionados a sintese, mas também a degradacdo do colageno (Robbins,
1994).

Fato importante a ser levado em consideracdo foi a ndo deteccdo da MMP-9 na
zimografia. Sabe-se que a MMP-2 tem sua producdo e ativacdo relacionada as células
mesenquimais como o fibroblasto e a sintese e ativacdo da MMP-9 esta mais associada aos
polimorfonucleares e macrofagos, que sdo células relacionadas a fase aguda inflamatéria
(Reynolds, 1996). Como houve aumento na quantidade de fibroblasto no lado luxado, a MMP-
2 foi identificada em maior valor. J4 a MMP-9 ndo foi evidenciada, pois ndo ocorreu quadro
inflamatorio agudo evidenciado na andlise histoldgica. Esse é mais um fato que comprova as
alteracbes mais cronicas e menos cicatriciais nos ligamentos redondos dos quadris instaveis,

nesse modelo utilizado.
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Naavaliacdo biomecanica, ndo houve mudanga no comportamento mecanico, isto €, a
resisténcia ténsil mensurada pela forga maxima e a deformacdo maxima foram similares em
ambos 0S grupos, apesar de ser um pouco menor a Fmax, na média, no grupo luxado (Fmax =
46,62 no lado controle X Fméax = 43,25 no lado luxado, p = 0,594). Um dos fatores que pode
explicar esse fenbmeno é o fato de ndo haver lesdo completa do LR nos casos de luxacdo do
quadril avaliados, e talvez nem mesmo leséo parcial. Sabe-se que o ligamento de um quadril
luxado, provavelmente, fica submetido a forcas diferentes e talvez maiores do que num quadril
normal e isso deve alterar a estrutura morfologica ligamentar.

A resisténcia do ligamento esta relacionada com a sua integridade estrutural, ou seja,
se as fibras de colageno estiverem mais integras, a relacdo entre os tipos de colageno estiver
mantida, os cross links integros, os crimps também inalterados e a quantidade de colageno
estiver mantida, entre outras caracteristicas importantes (Woo etal., 1997 e Woo etal., 2000).

Como ndo ocorreu uma lesdo ligamentar, propriamente dita, a funcdo biomecénica dos
ligamentos redondos permaneceu sem alteragcdo quando comparada ao lado controle, no que diz
respeito a forca maxima.

Essa constatacdo € de suma importancia, pois nos fornece informacfes seguras sobre
a integridade funcional desse ligamento, mesmo num ambiente de instabilidade articular, como
0 da luxacdo ou subluxacdo do quadril.

Outra propriedade biomecénica importante avaliada foi adeformacdo maxima (Dméx)
do ligamento antes da ruptura. N&o houve alteracdo significativa entre os grupos luxado e
controle, em valores absolutos. A média de Dmax no grupo controle foi de 4,558 mm e no
grupo luxado foi de 3,943, com p = 0,328. Porém, se uma avaliacdo proporcional fosse
realizada, provavelmente seria encontrada uma alteracdo significativa, pois a média de
comprimento do ligamento no lado luxado submetido a essa mensuracdo foi de 7,80mm e no
lado controle foi de 4,08. Percentualmente, o ligamento no lado luxado aumentou seu
comprimento em 50,5% antes da ruptura, enquanto que no lado controle houve mais do que
100% de aumento em seu tamanho.

Esta avaliagdo ndo foi realizada nos ligamentos que foram submetidos ao ensaio
biomecanico pelo receio de interferéncia no teste, ja que para mensuracdo adequada dos
ligamentos, em alguns casos foi necessario pequena resseccdo 0ssea de parte acetabular (figura
10) e isso poderia enfraquecer o ligamento no teste mecanico.

A deformacdo do ligamento se relaciona com suas propriedades viscoelasticas. Seum
ligamento tem muita alteracdo estrutural e cicatricial, isso pode alterar sua capacidade de

deformacdo e absorcdo de energia antes da ruptura.
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Na analise do ensaio de tracdo, nota-se que os valores do eixo horizontal dos graficos
(onde esté localizada a deformagdo) sdo menores no lado luxado (grafico 2 do item 5.3 em
resultados), consequentemente a inclinagdo inicial do grafico, nesse lado, é mais vertical, isto
é, permitindo menor complacéncia tecidual, ou mesmo, menor deformacdo na fase elastica até
ocorrer a ruptura. 1sso significa que o LR no lado luxado deve ter menor elasticidade do que o
ligamento do lado controle. E importante mencionar que a inclinagdo da curva no grafico de
um ensaio de tracdo, na fase elastica, esta relacionada com arigidez do corpo de prova (no caso,
0 LR). O mbdulo de elasticidade ndo pode ser mensurado nesse estudo por ndo estar disponive |
a mensuracdo do didmetro do ligamento. Como o formato do LR ndo é totalmente homogéneo
e cilindrico, isso dificulta sua mensuracdo e pode interferir com o resultado, logo foi optado por
ndo utilizar essa medida.

Como pode ser notado, o ligamento no lado luxado apresentou menor deformacdo em
valores percentuais em relacdo a seu comprimento original, apesar de ndo ter sido realizada a
mensuracdo do comprimento nos ligamentos que foram submetidos ao teste biomecanico. Isso
mostra que pode haver alteragdo na elasticidade desses ligamentos em um ambiente de
instabilidade e provavelmente quanto maior as alteragdes estruturais, maior sera a alteracdo na
elasticidade do ligamento. Apesar dessa diferenca percentual na deformagédo do LR no lado
luxado, a resisténcia ténsil dos mesmos nao foi alterada de maneira significativa.

Uma consideragdo muito importante a ser feita neste ponto mais uma vez diz respeito
aos casos de luxacdo que ndo apresentaram o ligamento. Um questionamento a ser levantado,
nesse sentido, seria se com maior tempo de experimento, mais quadris luxados também nédo
apresentariam o LR. Essa questdo permanece e deve inclusive ser lembrada na pratica clinica,
nos casos de luxacdo de quadril mais graves, em pacientes com maior idade, logo com mais
tempo de luxacéo.

Em suma, apesar das consideracdes relevantes citadas no paragrafo anterior e levando
em consideracdo as analises realizadas no presente estudo, além das informacdes levantadas na
literatura correspondente, pode-se acreditar que os ligamentos redondos de quadris instaveis
(subluxados ou luxados) sofrem alteracbes morfoldgicas devido, provavelmente, ao prdprio
ambiente de instabilidade. Mas, de maneira geral, ndo ha alteracdo funcional relevante que
impossibilite o uso do ligamento nas cirurgias para corre¢do da luxacdo do quadril na infancia.
Lembrando que had necessidade de maior cautela em quadris com luxacdes mais graves e que
estdo nessa situagdo ha muito tempo, ja que existe a possibilidade de auséncia do ligamento
redondo nesses casos. Claro que essa afirmacéo carece ainda de melhor investigacdo através de

estudos clinicos com relevancia cientifica.
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O beneficio buscado com a utilizagdo do LR nas corregdes cirdrgicas de quadris
luxados na infancia é a maior eficicia do procedimento, diminuindo a taxa de reluxacdo. Sabe-
se através desse e de outros estudos que analisaram os ligamentos redondos do ponto de vista
morfoldgico, que os ligamentos sofrem alteracbes histoldgicas em ambiente de instabilidade.
Porém, na presente investigacdo as propriedades biomecanicas do LR puderam ser avaliadas
também e apesar de apresentarem forca ténsil menor do que o lado normal, essa alteracdo nédo
foi significativa, logo ha possibilidade de uso desse ligamento para auxiliar na estabilidade da
correcdo cirdrgica de um quadril luxado. Essa consideracdo € especialmente valida se
pensarmos que o principal auxilio na estabilidade do quadril seria nos primeiros meses de pos-
operatorio, até ocorrer a cicatrizacdo capsular, ligamentar e dssea, mantendo a congruéncia
articular apods esse periodo. Mesmo que o ligamento de um quadril luxado ndo apresente a
mesma qualidade histoldgica e bioquimica do LR de um quadril normal, a funcdo de auxiliar
na estabilidade daarticulacdo pds corregdo cirdrgica pode ser atingida, ainda que através de um
mecanismo contensor mais simples e sem exigir todas as propriedades visco-elasticas de um
ligamento normal.

Como ja mencionado anteriormente, sdo necessarios mais estudos clinicos que
comprovem ndo somente a eficicia da utilizacdo do LR na corre¢do cirdrgica do quadril luxado
na infancia, mas também sua seguranca. Além disso, a melhor técnica para realizar tal

procedimento também deve ser foco de investigagdes futuras.

6.4 Limitacbes do estudo

O fato do desenho do estudo ser experimental em animais € um fator limitante para
definicbes ou mesmo sugestdes a serem realizadas para pratica clinica. Porém, devido a
necessidade de comparacdo de propriedades entre ligamentos em quadris luxados e normais,
seria impossivel realizar o mesmo estudo em humanos.

Outro fator importante, ja citado anteriormente, foi a impossibilidade de mensurar o0s
ligamentos que foram submetidos ao teste biomecénico para atestar as possiveis alteracdes na
deformacdo dos ligamentos de maneira mais proporcional. Talvez com métodos de mensuragao
mais sofisticados, esse dado estaria disponibilizado para anlise.

A analise dos ligamentos por um tempo maior talvez pudesse acrescentar informac6es

a respeito do comportamento dos ligamentos em quadris luxados de modo mais cronico e
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inveterado, apesar de todos os estudos experimentais encontrados ndo ultrapassarem o limite
de 8 semanas. No presente estudo foi utilizado o periodo de 6 semanas.

Talvez uma analise estratificada dos quadris do grupo luxado trouxesse ainda mais
informacdes sobre quais ligamentos apresentariam mais alteragdes morfoldgicas e funcionais.
Isso foi inviabilizado, nesse estudo, pela necessidade de ampliar de maneira significativa a

amostragem.

Alexandre Zuccon



CONCLUSAO

Alexandre Zuccon



89

Conclusao

7 CONCLUSAO

No presente estudo foram identificadas alteracGes histoldgicas significantes e
bioguimicas importantes, estas sem significancia estatistica, entre os ligamentos dos grupos
luxado e controle, porém ndo houve alteracdo significantes no teste biomecanico.

Isso confirma a hip6tese inicial no que diz respeito a avaliagdo histoldgica e ndo
confirma em relacdo as alteracdes bioquimicas. Também ndo houve confirmacdo do ponto de
vista biomecénico, pois ndo houveram alteracbes biomecénicas relevantes nos ligamentos

redondos de quadris instaveis.
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APENDICE A — Identificacdo do coelho, status do quadril, peso inicial, peso final e anélise

realizada
Coelho Status Peso Inicial (g) | Peso Final () Anélise

1 Luxado 641 1980 Biomecénica
2 Luxado 605 2080 Biomecanica
3 Ruptura 627 1140 0

4 Morte 679 0

5 Morte 599 0

6 Luxado 781 2089 Biomecanica
7 Morte 641 0

8 Luxado 608 1841 Biomecénica
9 Nao Luxado 1000 2120 0

(perda fixacéo)

10 Morte 868 0

11 Luxado 775 2230 Biomecanica
12 Ruptura 1000 1824 0

13 Morte 960 0

14 Luxado 910 2114 Biomecanica
15 Morte 780 0

16 Morte 579 0

17 Luxado 624 1698 Histologia
18 Morte 612 0

19 Luxado 766 1818 Histologia
20 Morte 866 0

21 Né&o Luxado 640 1582 0

22 Luxado 860 1749 Histologia
23 Luxado 738 1819 Histologia
24 Luxado 694 1686 Histologia
25 Luxado 590 1943 Zimografia
26 Luxado 632 1781 Zimografia
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27 Luxado 620 1111 Zimografia

28 Nao Lixado 535 1688 0
(perda fixacdo)

29 Luxado 639 1509 Zimografia

30 Luxado 532 1875 Zimografia

31 Luxado 589 1602 Zimografia

32 Nao Luado 540 1480 0
(perda fixacdo)

33 Luxado 535 1648 Histologia

34 Luxado 739 1909 Histologia

35 Luxado 890 1710 Histologia

36 Ruptura 701 1790 0

37 Luxado 566 1660 Imunohistoquimica

38 Nao Luado 956 1982 0
(fratura fémur)

39 Luxado 518 1393 Histologia

40 Ruptura 594 1458 0

41 Morte 321 0

42 Luxado 659 1765 Histologia

43 Morte 641 0

44 Né&o Luxado 573 1727 0

45 Né&o Luxado 538 1756 0

46 Nao Luxado 463 864 0

(pioartrite)

47 Luxado 382 1129 Histologia

48 Luxado 549 1462 Histologia

49 Luxado 411 1447 Histologia

50 Luxado 364 1237 Zimografia

51 Luxado 353 1112 Histologia

52 Luxado 346 905 Zimografia

53 Morte 1200 0

54 Morte 1218 0
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Nao Luxado
55 1249 1224 0
(fratura fémur)
56 Luxado 1159 1609 Biomecanica
57 Nao Luxado 1321 1899 0
58 Morte 821 0
59 Nao Luxado 973 1261 0
Nao Luxado
60 821 1231 0
(fratura fémur)
61 Né&o Luxado 1176 1166 0
62 Luxado 989 1376 Biomecéanica
63 Morte 1069 0
64 Luxado 1183 1841 Biomecanica
65 Morte 986 0
66 Né&o Luxado 1284 1750 0
67 Nao Luxado 1233 1723 0
68 Nao Luxado 1143 1620 0
69 Luxado 703 1660 Biomecanica
Nao Luxado
70 598 2091 0
(fratura fémur)
Nao Luxado
71 656 1958 0
(perda fixacdo)
72 Luxado 613 1880 Imunohistoquimica
Nao Luxado
73 771 2660 0
(perda fixacéo)
Nao Luxado
74 719 1999 0
(perda fixacéo)
Nao Luxado
75 (perda 577 2111 0
fixacéo)
76 Nao Luxado 604 1984 0
77 Ruptura 552 1908 0
Nao Luxado
78 567 1990 0
(perda fixacdo)
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79 Né&o Luxado 472 1430 0
80 Morte 566 0
81 Né&o Luxado 686 1841 0
82 Né&o Luxado 589 1511 0
83 Luxado 432 1143 Biomecénica
84 Né&o Luxado 534 1381 0
85 Morte 518 0
86 Luxado 500 1894 Biomecanica
87 Morte 447 0
88 Né&o Luxado 397 1240 0
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ANEXO A - Certificado de aprovagédo do projeto de pesquisa pela CEUA

Comiss#o de Efica no

Criada at a Portaria DFM n® 611 de 13/12/2012

Certificado

CERTIFICAMOS que o (Protocolo CEUA 1012/2013) “Andlise biomecanica do ligamento redondo e da redugdo
cruenta associado a reconstrugdo do ligamento redondo de quadris luxados de coelhos imaturos através de técnica
utilizando tinel femoral”, a ser conduzido por Alexandre Zuccon, orientado pela Prof® Dr® Daniele Cristina Catdneo, Co-
orientado pelo Prof. Dr. Hamilton da Rosa Pereira, estd de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal - CONCEA, com a ressalva de que os “coelhos” sdo provenientes de Biotério convencional, sem condigdes de atestar a
Sanidade dos mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 25/04/2013

Prof®. Dr®. Noeme Sousa da Rocha Alberto Santos Capelluppi
Vice-Presidente da CEUA Secretdrio da CEUA

Distrito Rubi&o Junior, s/n°- Botucatu — S.P. CEP: 18.618-970 Fone: (14) 3880-1608/3880-1609 e-mail secretaria: capellu
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