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Objetivos: Descrever a anatomia microscépica da insercdo femoral do ligamento cruzado
posterior a fim de identificar e estabelecer diferencas entre as insercdes direta e indireta
desse ligamento.
Meétodos: Foram usados dez joelhos procedentes de amputagoes transfemorais. A insercao
femoral do ligamento cruzado posterior foi observada microscopicamente. A coloragao
hematoxilina e eosina foi feita para observar a morfologia da insercao do ligamento cru-
zado posterior. A coloracao azul de Alcian foi feita para determinar a localizagdo da matriz de
cartilagem e melhor ajudar na observacgao e diferenciacdo entre a insercao direta e indireta.
Resultados: Observou-se que a insercdo direta do ligamento cruzado posterior é uma estru-
tura mais complexa do que a insercdo indireta, por apresentar quatro camadas histolégicas
distintas (ligamento, fibrocartilagem néo calcificada, fibrocartilagem calcificada e 0sso). Os
condrécitos foram observados nas camadas ndo calcificadas e calcificadas de fibrocarti-
lagem. Foi observado que a inser¢ao indireta, composta de duas camadas nas quais o
ligamento estd inserido diretamente ao osso por fibras de colageno, estd localizada na regido
marginal do ligamento cruzado posterior entre a insercao direta e a borda da cartilagem
anterior do condilo.
Conclusdo: Através de andlise histolédgica, o presente estudo demonstrou que a insercao indi-
reta do ligamento cruzado posterior situa-se adjacente a borda da cartilagem anterior do
condilo femoral e apresenta um padrio histolégico no qual as fibras de colageno se inserem
diretamente no osso. A insercdo direta encontra-se posterior a insercio indireta e apresenta
quatro camadas histolégicas distintas.
© 2017 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Publicado por Elsevier Editora
Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Histological study of the posterior cruciate ligament femoral insertion

ABSTRACT

Objectives: To describe the microscopic anatomy of the posterior cruciate ligament femo-
ral insertion in order to identify and establish differences between the direct and indirect
insertions of this ligament.

Methods: Ten cadaveric knees were used for this study. The posterior cruciate ligament
femoral insertion was observed microscopically. Hematoxylin and eosin staining was per-
formed to observe the morphology of the posterior cruciate ligament insertion. Alcian blue
staining was performed to determine the location of the cartilage matrix and better assist
in the observation and differentiation between direct and indirect insertions.

Results: The direct insertion was observed to be a more complex structure than the indirect
insertion because it showed four different histological layers (ligament, uncalcified fibrocar-
tilage, calcified fibrocartilage, and bone). Chondrocytes were observed in the uncalcified and
calcified fibrocartilage layers. It was observed that the indirect insertion was composed of
two layers in which the ligament was anchored directly to the bone by collagen fibers. Indi-
rect insertion was located in the marginal region of the posterior cruciate ligament between
the direct insertion and the anterior articular cartilage.

Conclusion: Through histological analysis, it was demonstrated that the indirect insertion
was adjacent to the anterior articular cartilage and presents a histological pattern where
the collagen fibers insert directly into the bone (two-layer insertion). The direct insertion is

posterior to the indirect insertion and has four histologically distinct layers.
© 2017 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora
Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

O ligamento cruzado posterior (LCP) é considerado o esta-
bilizador primdrio da translacdo posterior da tibia e um
estabilizador secundério do varo, valgo e da rotacgdo externa do
joelho. O LCP é composto por dois feixes principais, o antero-
lateral (AL) e o posteromedial (PM).! Os dois feixes aumentam
seu comprimento com a flexdo do joelho, sugerindo uma
maior funcionalidade na flexdo do que na extensdo.” Estu-
dos clinicos e biomecanicos nos quais as duas bandas sdo
reconstruidas tém apresentado resultados superiores aos da
reconstrugdo com banda Unica.>* Essa técnica conta com a
identificacdo precisa dos pontos de insercao femoral do LCP,
objetivando o funcionamento correto dos enxertos em resis-
tir a translacdo posterior da tibia em relagdo ao fémur em
diferentes graus de flexdo do joelho.> A posi¢cdo dos tdneis,
especialmente no fémur, é atualmente considerada um dos
fatores mais importantes no restabelecimento da cinemaética
dessa articulacdo e, consequentemente, nos resultados clini-
cos da reconstrucéo anatémica do LCP.%’

A insercdo do ligamento ao osso, do ponto de vista
microscépico, apresenta duas estruturas distintas: insercdo
direta e indireta.’>'? Esses dois tipos de insercdo apresen-
tam diferencas histolégicas entre si. Enquanto a insercdo
direta apresenta quatro camadas histolégicas (ligamento,
fibrocartilagem nao calcificada, fibrocartilagem calcificada e
0sso), a insercdo indireta apresenta apenas duas (o liga-
mento estd inserido diretamente no osso, sem uma transicao
clara entre eles). Estudos recentes que envolveram ana-
lise microscépica do ligamento cruzado anterior (LCA) tém

discutido as diferencas existentes entre essas insercoes, do
ponto de vista histolégico e funcional.®'° Com relacdo ao
LCP, as informacdes sobre a correta posicao da sua insercao
femoral sdo conflitantes na literatura, com muitos autores
descrevendo diferentes métodos de localizar o sitio anato-
mico de insercdo femoral, porém poucos demonstram a sua
anatomia microscépica.>? 4

Dados anatdmicos mais precisos podem ajudar cirurgices
a escolher a melhor localizacdo do tunel femoral durante a
reconstrucdo desse ligamento, j4 que a compreensdo mais
clara da anatomia macroscépica e microscépica do sitio de
insercéo femoral pode minimizar os erros de posicionamento
dos tuneis femorais.

O objetivo do presente estudo foi descrever a anatomia
microscépica da insercdo femoral do LCP, a fim de identificar
e estabelecer diferencas entre as insercoes direta e indireta
desse ligamento.

Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética da
instituicdo (CAAE: 32641114.0.0000.5479).

Foram usados 10 joelhos (cinco do sexo masculino e cinco
do feminino) procedentes de amputacOes transfemorais em
virtude de problemas vasculares. Os critérios de exclusdo
incluiram qualquer sinal de cirurgia prévia, dano ligamentar
e sinais de osteoartrose moderada/grave, o que dificultaria a
anadlise dos dados. A andlise da lesdo ligamentar e da osteoar-
trose foirealizada de maneira subjetiva por dois cirurgides, no
momento da disseccao, que chegaram a um consenso quanto
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Figura 1 - Aparéncia macroscépica do condilo femoral
medial com a area de insercdo do LCP.

a inclusdo ou exclusdo do joelho no estudo. Previamente a
disseccéo, os joelhos foram armazenados em formaldeido a
10% e mantidos refrigerados a 5,3°C. A média de idade das
amostras foi de 61,2 anos (42 a 77). As dissec¢oes foram reali-
zadas no necrotério da institui¢do. Para a dissec¢do dos planos
anatomicos, uma incisdo longitudinal foi feita na linha medi-
ana do joelho e estendeu-se 5cm acima do polo superior da
patela até a tuberosidade anterior da tibia. As estruturas de
partes moles ao redor do joelho foram removidas para expor
a articulagdo. Em seguida, com uma serra oscilatéria, o con-
dilo femoral lateral foi osteotomizado em L invertido com
visualizacdo completa da insercdo do LCP no cdndilo femo-
ral medial (fig. 1). A sec¢do do corpo do LCP foi feita, enquanto
o coto proximal do ligamento foi mantido inserido no céndilo
femoral para permitir a visualiza¢do da insercdo ligamentar
no osso e uma andlise da morfologia e da posicdo femoral do
ligamento na drea do condilo femoral medial. Apés isso, o con-
dilo medial foi cortado com auxilio de serra circular em uma
orientacdo axial obliqua, paralela ao teto do intercéndilo, em
trés niveis (fig. 2), de modo que no fim das dissec¢des exis-
tiam dez amostras para o nivel 1; dez para o nivel 2 e dez para
o nivel 3; totalizando 30 amostras (fig. 3).

Estudo microscépico

Apbs a observagdo macroscoépica, cada amostra foi fixada
em solucdo salina de formol (10% tampao-neutro) por dois
dias. A descalcificacdo foi feita em EDTA (acido etileno-
-diamino-tetracético) durante dois a quatro dias, dependendo
da qualidade do osso. A desidratacdo foi feita numa série
de é4lcoois graduados. Apds isso, os blocos (amostras) foram
embebidos em cera de parafina e cortados em fatias de 5-pm
de espessura, no mesmo sentido em que haviam sido corta-
dos durante a disseccdo. As sec¢oes adjacentes foram entdo
coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e azul de Alcian em
pH 2.5. A coloragcdao H&E foi feita para observar a morfologia

Nivel 1

Nivel 2

Nivel 3

Figura 2 - Niveis de corte do condilo femoral. As pecas
foram cortadas no plano axial obliquo, paralelo ao teto do
intercondilo.

Figura 3 - Aparéncia macroscépica dos trés niveis em que o
condilo femoral medial foi cortado.

da insercdo do LCP. A coloracdo azul de Alcian foi feita para
determinar a localizagdo da matriz de cartilagem e melhor
ajudar na observacdo e diferenciacdo entre a insercao direta e
indireta.

Para quantificar a drea de insercdo, seccbes da mesma
foram cuidadosamente observadas com um microscépio de
luz convencional (Leica Galen III), sem a lente polarizada a
10x%, 20x e 40x de ampliacdo. Cada mensuracao foi feita em
trés niveis diferentes, j4 que havia trés amostras para cada
joelho. As seguintes medigoes foram feitas: distancia da borda
da cartilagem anterior para a borda de cartilagem posterior do
fémur (a-d); distdncia da borda de cartilagem anterior para a
margem anterior do LCP (a-b); distdncia da margem posterior
do LCP para a borda de cartilagem posterior do condilo medial
(c-d); distancia da margem anterior a margem posterior do LCP
(b-c) (fig. 2B). As medidas foram calculadas através do sistema
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a-b b-c c-d
| . | |

Figura 4 - Mensurag¢6es microscopicas: (a-b) distancia da
cartilagem anterior para a borda anterior do LCP; (b-c)
distdncia da margem anterior a margem posterior do LCP;
(c-d) distancia da margem posterior do LCP para a
cartilagem posterior; (a-d) soma de todas as medidas que
representa a distancia de uma borda a outra de cartilagem.

6ptico composto por trés sistemas de lentes (ocular, objetivas
e condensador) e uma fonte de luz, ao qual foi acoplada uma
régua micro e milimétrica. Com a ampliacdo da imagem, foi
possivel delimitar as areas de interesse e obter as medidas
necessarias com maior precisdo (fig. 4). Os valores resultantes
das mensuracdes foram apresentados como médias e desvios-
-padrao para cada nivel (nivel 1, 2 e 3) e para o total das pecas
analisadas.

Resultados
Observagdo macroscopica

Em todas as pecas a insercao femoral do LCP tinha um for-
mato de um quarto de elipse, variando apenas no tamanho. A
margem anterior do LCP situava-se adjacente a cartilagem do
condilo femoral medial, sendo impossivel perceber um espaco
livre entre a margem do ligamento e a borda de cartilagem.
A area de insercdo ligamentar situava-se quase que na sua
totalidade na metade anterior do céndilo femoral.

Estudo microscopico

Na coloracao H&E foram observadas quatro camadas na regidao
central da insercdo do LCP (insercdo direta) composta por
ligamento propriamente dito, fibrocartilagem nao calcificada,
fibrocartilagem calcificada e osso (fig. 5A). A insercao direta do
LCP foi observada como uma estrutura mais complexa do que
ainsercdoindireta, por conter essas quatro camadas histoldgi-
cas distintas. Estruturas similares ndo foram encontradas em
torno dainserc¢do do LCP. Os condrécitos foram observados nas
camadas nao calcificadas e calcificadas de fibrocartilagem. Foi
observado que a insercdo indireta, composta de duas cama-
das, em que o ligamento esta inserido diretamente ao osso
por fibras de colédgeno, estd localizada na regido marginal do
LCP entre a insercdo direta e a borda da cartilagem anterior
do céndilo (fig. 5B). Na coloracdo azul de Alcian, a drea da

Tabela 1 - Medidas microscépicas da insercdo femoral
do LCP

Nivel a-d a-b b-c c-d

1 30,2 + 3,9 3,9 +2,0 132 £ 1,9 13,1+ 2,6
2 26,2 + 4,2 3,1+1,9 13,4 + 2,5 10,2 + 2,2
3 23,8+ 2,6 3,4+ 0,6 12,5 + 2,1 7,9 + 3,6

Total 269 + 4,4 34+16 13,1+ 2,1 10,4 £+ 3,5

Dados expressos como média + desvio-padrdo (em milimetros).
a-d, distancia da borda de cartilagem anterior para a borda de car-
tilagem posterior do condilo femoral; a-b, distancia da borda de
cartilagem anterior para a margem anterior do LCP; b-c, distancia
da margem anterior a margem posterior do LCP; c-d, distancia da
margem posterior do LCP para a borda de cartilagem posterior do
condilo femoral.

insercao indireta nao foi corada e as camadas de cartilagem
nao calcificadas e calcificadas estavam posicionadas alguns
milimetros de distdncia da margem da cartilagem anterior
(fig. 6). As medicdes microscdpicas da insercdo femoral do LCP
estdo demonstradas na tabela 1.

Discussao

O achado mais importante do presente estudo foi ter demons-
trado, por andlise histolégica, que a insercao femoral do LCP
é composta por duas estruturas diferentes: insercao direta e
indireta. A insercdo indireta encontrou-se marginal a insercdo
direta e situa-se adjacente a borda da cartilagem anterior do
condilo femoral medial.

Subit et al.'' descreveram a microestrutura da insercéo
femoral e tibial do LCP ao osso sem, no entanto, estabelecer
diferencas entre insercao direta e indireta. Eles mostraram,
por microscopia ética, que a estrutura da insercao ligamentar
a0 0sso contém a zona de transicdo composta por fibrocartila-
gem ndo calcificada e fibrocartilagem calcificada e concluiram
que a insercao 6ssea do LCP tem uma estrutura histoldgica
similar aos outros ligamentos e tenddes ja descritos na lite-
ratura. No presente estudo foi possivel observar e estabelecer
diferencas histolégicas entre a insercdo direta e indireta da
insercdo femoral do LCP, semelhante ao que foi descrito por
Sasaki et al.® na andlise histolégica da insercéo femoral do LCA.
Observamos que a insercdo direta é composta de quatro cama-
das histolégicas (ligamento, fibrocartilagem nédo calcificada,
fibrocartilagem calcificada e osso), enquanto que, na insercao
indireta, o ligamento estd inserido diretamente no osso por
fibras de coldgeno e ndo apresenta a distin¢do entre as qua-
tro zonas descritas para a insergdo direta. A disting¢ao entre as
insercoes direta e indireta foi impossivel de ser estabelecida
na observagdo macroscépica.

A diferenciacdo entre os dois tipos de insercdo ligamen-
tar no osso (direta e indireta) tem sido explorada por varios
outros estudos recentes.® %1 Foi demonstrado, por estudos
que envolveram a andlise do LCA, que a insercdo direta,
localizada predominantemente na porcao mais central do
ligamento, desempenhou um papel importante na ligacao
mecanica entre o ligamento e o 0sso, em contraste com a
insercéo indireta.’™' A fibrocartilagem néao calcificada, pre-
sente apenas entre as camadas estruturais da insercao direta,
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Figura 5 - Histologia da insercdo femoral do LCP observada com coloragdo H&E. (A) A insercdo direta composta por quatro
camadas: (1) ligamento, (2) fibrocartilagem nao calcificada, (3) fibrocartilagem calcificada e (4) osso (aumento de 10X). (B)
Insercdo indireta composta por duas camadas: ligamento e osso.

/]

Figura 6 - Histologia da insercao femoral LCP observada
pela coloragdo Azul de Alcian. A fribrocartilagem calcificada
é corada, destaca dessa forma a insercéo direta do
ligamento.

desempenha um papel importante no controle da tensdo que
ocorre sobre o ligamento, compativel com a que ocorre quando
os musculos se contraem.”” Considerando que a inser¢do indi-
reta desempenha um papel como ancoragem dindmica de
tecido mole ao osso e permite certos movimentos de cisalha-
mento, a forca de ancoragem é mais fraca do que na insercéo
direta.’>'® Moulton et al.” demonstraram que as fibras da
insercdo direta tinham maior profundidade no osso e mais
interdigitacdes quando comparadas com as fibras da insercao
indireta. Esses achados sugerem que o ideal seria confeccionar
o tinel femoral na inser¢do direta do LCP.

Além de fazer uma andlise histoldgica da insercdo femo-
ral do LCP, mensuracdes de sua insercao foram obtidas, com
o objetivo de estudar a relagdo da insercdo ligamentar com a
borda de cartilagem anterior do condilo femoral. Mensuracoes
semelhantes foram feitas por Sasaki et al.® e Iwahashi et al.,””
porém envolveram a andlise da insercdo femoral do LCA. Acre-
ditamos que a andlise dessas mensuracdes pode ajudar o
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cirurgido na correta localizacdo do tinel femoral (ou tineis, a
depender da técnica usada) na reconstrugdo cirdrgica do LCP,
uma vez que o ideal seria posicionar o tinel na porcdo central
do ligamento, onde se encontram as fibras da insercao direta.

O presente estudo tem como limitagdes o baixo nimero
de amostras usado para as andlises, o que pode ndo ter
demonstrado o espectro completo de variagido anatémica do
ligamento. Fizemos ainda uma avaliacdo do LCP como um
todo, ao invés da analise das bandas separadamente, o que
é uma limitacdo para o uso desses dados na reconstrugdo do
LCP com dupla banda. Diferencas individuais tais como género
e tamanho do joelho estavam presentes, o que pode influen-
ciar no posicionamento e no tamanho da insercao ligamentar.
Além disso, a média de idade de 61,2 anos também pode ter
influenciado na mensuracdo, em funcdo da degeneracdo ja
existente no ligamento. Dessa forma, as medidas encontradas
neste estudo visam auxiliar na localizacdo da insercao femoral
do ligamento, porém cabe ao cirurgido levar em consideracdo
diferencas individuais no momento da reconstrucéo cirargica
do LCP.

Conclusido

Através de anadlise histolégica, demonstramos que a inserc¢ao
femoral do LCP é composta por duas estruturas: insercdo
direta e indireta. A insercdo indireta situa-se adjacente a
borda de cartilagem anterior do céndilo femoral e apre-
senta um padrdo histolégico no qual as fibras de colageno
se inserem diretamente no osso. Enquanto isso, a insercao
direta encontra-se posterior a insercdo indireta e apresenta
um padrao histolégico em que foi possivel observar quatro
camadas: ligamento, fibrocartilagem nao calcificada, fibrocar-
tilagem calcificada e osso.
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