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Resumo Objetivos As estruturas capsulo-ligamentares do ombro funcionam como estabiliza-
dores estaticos, juntamente com os musculos do biceps e do manguito rotador,
aumentando a superficie de contato da cavidade glenoide. Terminacdes nervosas livres
e mecanorreceptores foram identificados no ombro; no entanto, existem alguns
estudos que descrevem a presenca desses nervos na insercao do biceps. Este estudo
teve como objetivo descrever a morfologia e distribuicdo de terminacdes nervosas
utilizando imunofluorescéncia com protein gene product 9.5 (PGP 9.5) e microscopia

confocal.
Métodos Foram estudados seis complexos labrum-biceps de seis cadaveres conge-
Palavras-chave lados frescos. Os espécimes foram cortados coronalmente e preparados pelo método
~ biceps de imunofluorescéncia. Tanto em hematoxilina e eosina (H&E) quanto em imunofluo-
~ técnica de anticorpos  rescéncia, foi descrita a organizacio do tecido conjuntivo com fibras paralelas de
fluorescentes colageno.
= labrum Resultados No estudo de H&E, foram visualizadas estruturas vasculares e algumas
> mecanorreceptores estruturas nervosas, que foram identificadas pela presenca alongada da célula nervosa.

= terminacGes nervosas Todas as amostras analisadas com imunofluorescéncia e microscopia confocal
= ombro
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demonstraram baixa ocorréncia de morfotipos de corptlsculos sensoriais e terminacoes
nervosas livres. Identificamos terminacoes nervosas livres localizadas no labrum, insercao
bicipital e terminages nervosas esparsas ao longo do tendao. Terminais corpusculares com
aspecto fusiforme, cuneiforme e oval foram identificados no tend3o.

Conclusao Esses achados corroboram a hipotese de que a geracao de dor nas lesoes
labrais superiores de anterior a posterior (SLAP, na sigla em inglés) deriva da parte mais
proximal do cabo longo do biceps e ainda mais do labrum superior. Estudos quanti-
tativos futuros com um nGimero maior de espécimes podem fornecer mais informacées
sobre esses sistemas sensoriais.

Abstract Objectives The capsuloligamentous structures of the shoulder work as static stabil-
izers, together with the biceps and rotator cuff muscles, increasing the contact surface
of the glenoid cavity. Free nerve endings and mechanoreceptors have been identified in
the shoulder; however, there are a few studies that describe the presence of these
nerves in the biceps’ insertion. The present study aimed to describe the morphology
and distribution of nerve endings using immunofluorescence with protein gene
product 9.5 (PGP 9.5) and confocal microscopy.

Methods Six labrum-biceps complexes from six fresh-frozen cadavers were studied.
The specimens were coronally cut and prepared using the immunofluorescence
technique. In both hematoxylin and eosin (H&E) and immunofluorescence, the
organization of the connective tissue with parallel collagen fibers was described.
Results In the H&E study, vascular structures and some nerve structures were
visualized, which were identified by the elongated presence of the nerve cell. All
specimens analyzed with immunofluorescence and confocal microscopy demonstrated
poor occurrence of morphotypes of sensory corpuscles and free nerve endings. We
identified free nerve endings located in the labrum and in the bicipital insertion, and
sparse nerve endings along the tendon. Corpuscular endings with fusiform, cuneiform,
and oval aspect were identified in the tendon.

Conclusion These findings support the hypothesis that the generation of pain in the
superior labral tear from Anterior to posterior (SLAP) lesions derives from the more
proximal part of the long biceps cord and even more from the upper labrum. Future
quantitative studies with a larger number of specimens may provide more information
on these sensory systems.
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sido envolvido na presenca de nociceptores. Estudos histol6gi-
cos do complexo labral demonstraram a presenca de termina-

Introducao

O labrum superior da glenoide serve como local de fixa¢do da
insercdo do tenddo da cabeca longa dos biceps, sendo assim
suscetivel a lesdo produzida pelo seu descolamento da glenoide,
de anterior a posterior, conhecida como lesdo labral superior de
anterior a posterior (SLAP, na sigla em inglés).1 Andrews et al 2
foi o primeiro a descrever lesdes no labrum superior. Estas
podem ser observadas com frequéncia em jovens atletas de
“esportes de arremesso”, sendo secundarias a microlesdes
repetitivas.3 Também pode ocorrer em associagao com outras
situagdes traumaticas, como deslocamento glenoumeral pri-
mario ou recorrente* Clinicamente, observou-se que, apos
reparos anatdémicos da SLAP, os pacientes apresentaram um
periodo prolongado de dor, quando comparados aos submeti-
dos aos procedimentos de liberagio de biceps.”~/ O mecanismo
fisiopatolégico da dor, presente tanto na lesdo quanto no
reparo cirdrgico e na eventual falha do tratamento, tem
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¢des nervosas livres e mecanorreceptores.®° Sintomas como
dor, instabilidade e sensacdo de “travamento articular podem
ser atribuidos ao enfraquecimento do reflexo proprioceptivo.'°
Embora os relatos de lesdes por SLAP sejam frequentes na
literatura, estudos recentes tém relatado um aumento consi-
deradvel no ntimero de reparos cirtirgicos dessas lesdes na
Giltima década. '" Atualmente, os avan¢os em marcadores de
anticorpos especificos para terminagdes nervosas, associados a
microscopia a laser confocal, permitem a visualizacdo e
detalhamento de estruturas nervosas com imagens tridimen-
sionais.’>'* O objetivo desta investigacio foi avaliar histologi-
camente a por¢ao média do complexo biceps-labral superior.
No6s imaginamos que a zona de transi¢do entre o labrum e a
cabeca longa do tenddo do biceps conteria termina¢ées nervo-
sas e vasos. Esperamos estabelecer um paralelo entre nossos
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Fig. 1 (AeB)Secdo longitudinal e histoldgica (10 pm) manchada com hematoxilina e eosina. Observe os vasos sanguineos (circulos) no tendao do biceps.

achados e a fisiopatologia da SLAP e a tendinopatia da cabega
longa da do biceps.

Métodos

Foram utilizados 6 complexos biceps-labrais superiores
(SLBCs, na sigla em inglés) de cadaveres humanos congelados
(3 homens, 3 mulheres) com idades entre 20 e 70 anos.
A aprovacdo deste projeto foi concedida e acompanhada por
meio de nossa institucional pelo comité de ética (n°443.172).
Utilizamos um marcador pan-neuronal seletivo, o protein
gene product 9.5 (PGP 9.5) pan-axonal (Thermo Fisher
Scientific Inc., Rockford, IL, EUA), para destacar a inervag¢do
sensorial. Os trechos foram lavados com solucdo tampao de
fosfato frio de 0,1M (PBS, Laborclin, Pinhais, PR, Brasil)
contendo 3% Triton X-100 (TX-100, Inlab, Diadema, SP,
Brasil). Os tecidos foram lavados e incubados em anticorpos
primadrios por 2 horas; depois, o anticorpo secundario foi
conjugado a uma tag fluorescente (Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit IgG, Thermo Fisher Scientific Inc.). As se¢des foram
lavadas, seladas e os slides foram armazenados a -70 °C. Todas
as 36 sec¢des dos espécimes foram examinadas com um
sistema de microscopio de varredura a laser confocal
(LSM710, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Alemanha). Usamos
hematoxilina & eosina e a mancha tricromatica de Masson
nos espécimes de SLBC de por¢do média, e o nervo mediano
serviu como controle de qualidade para imunofluorescéncia.
Os resultados sdo expressos como meios e desvio padrdo
(DP). Os dados foram analisados usando o software GraphPad

Prism (versdo 6.0 para Windows, GraphPad Software, San
Diego, Califérnia, EUA).

Resultados

A andlise leve da microscopia das se¢des mostrou facilmente
o tenddo do biceps com vasos sanguineos escassos, espaga-
dos, finos e ligeiramente ondulados (~Fig. 1, A e B). Na parte
de transicdo entre o biceps e o labrum, pudemos observar
estruturas complexas, com células também alongadas suge-
rindo células nervosas (~Fig. 2 A, B e C).

0 microscépio confocal revelou terminacdes nervosas livres
através da cabeca longa do tenddo do biceps, de 1 a 6pm de
comprimento, em paralelo aos feixes de colageno dispostos,
também dissociados da presenca de vasos sanguineos (~Fig. 3).
Na por¢do média do SLBC, identificamos fibras nervosas
medindo entre 60 e 70 um de didametro e ramificando-se em
feixes nervosos menores (~Fig. 4).

Ademais, na por¢do média do SLBC, também se observou
fibras nervosas de menor calibre, de 7 a 10 pm de diametro,
préximas ao vaso, exibindo imunorreatividade periférica e
intraluminal para PGP 9.5. Nos slides submetidos a técnica
de recuperacdo antigénica, a presenca de terminagles
nervosas complexas com dimensdes variaveis, variando de
150 a 350um de comprimento e 80 a 100um de largura.
Observou-se na face articular das amostras, ao lado da
regido labral e da transi¢do labrum-biceps, axdnios entre
10 e 20pum de espessura, e diferentes formatos espaciais,
com predomindncia de formas de fuso, cbnico e oval
(~Fig. 5 A, B e C).

Fig. 2 TerminagOes nervosas de tecido conjuntivo fusiformes e conicas na zona de transicao entre o labrum e o biceps. Aumento de 50x (A),
100x (B) e 200x (C). Secdo histolégica longitudinal (10 pm) manchada com hematoxilina e eosina.
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Fig. 3 Secdo do tenddo do biceps (50 pm de espessura). Observe as
terminagdes nervosas livres (setas) no tecido conjuntivo, analisadas
pelo microscépio laser confocal (imunofluorescéncia, escala 50 pm).

Fig.4 Zonadetransicdo entre o labrum e o biceps. Observe afibra nervosa
na camada profunda medindo entre 60 e 70 pm de didmetro, bifurcando
em feixes nervosos menores (imunofluorescéncia, escala de 50 pm).

Discussao
O conhecimento da neuroanatomia das estruturas estabiliza-

doras passivas do ombro ajuda a compreender os mecanismos
proprioceptivos de protecdo e estabilizacdo articular. O tendao

300um
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da cabeca longa do biceps tem sido estudado como uma causa
de dor na articulacio glenoumeral, seja em tendinopatias.'”
Alpantaki et al.’® foram os primeiros a estudar esses elementos
neurais no tenddo longo do biceps, que descreveram como
contendo uma grande rede de fibras e sensores nervosos
simpdticos, ndo associados aos vasos sanguineos, e com dis-
tribui¢cdo neural predominantemente proxima a sua insercao.
Nossos achados foram parcialmente compativeis com os rela-
tados por Alpantaki et al. '® Encontramos algumas fibras
nervosas finas, seguindo seus préprios caminhos, isoladas
dos vasos e dispersas ao longo da estrutura de fibra de
coladgeno. Observou-se também, proximalmente, fibras
maiores na transi¢do labrum-biceps em torno de estruturas
vasculares, como relatado por Boesmueller et al,'” que
também demonstraram uma densidade de nervos no seg-
mento proximal do tenddo do biceps longo, semelhante a
por¢do anterior do labrum superior. De acordo com esses
autores, observou-se a presenca de estruturas neurais
ocorrendo predominantemente na por¢do mais proximal do
tenddo do biceps. Nas amostras submetidas a técnica de
recuperacdo antigénica, observamos terminagdes nervosas
complexas préximas a por¢do labral e a transicdo labrum-
bicipital, que sdo predominantemente distribuidas nas
camadas mais préximas da articulacdo glenoide, tornando-
se possivelmente a primeira regido a ser estimulada
pelo contato com a cabeca umeral durante o movimento do
ombro. Existem informagdes sobre a localizacdo de estruturas
neurais no labrum superior e ancora bicipital. Entre as descri-
¢des, Hashimoto et al.'® apresentaram a presenca isolada de
terminagdes nervosas livres no labrum e transi¢do capsular;
segundo Vangsness et al..% temos apenas terminagdes nervosas
livres; Witherspoon et al.’ descrevem apenas fasciculos ner-
vosos na periferia do labrum anteroinferior e posteroinferior.
Em relagdo ao aspecto fisiopatolégico da SLAP no ombro,
parece evidente que o tenddo bicipital atua como um potencial
gerador de dor, tendo maior densidade de estruturas neurais
(neurofilamentos) nas partes proximais, como observado em
outros estudos.'”-'%20 Identificamos terminacdes nervosas
nas trés regides (tenddo do biceps, transi¢do labrum e biceps,
labrum superior) do complexo formado pelo labrum superior e
pela insercdo bicipital, com aspectos bem diferenciados. No
segmento proximal do tendado do biceps, encontramos termi-
nagdes nervosas livres finas, sem associagdo com estruturas
vasculares, e ndo foram identificadas terminag¢des nervosas

Fig. 5 Terminacdes nervosas com formas diferentes, variando de 150 a 350 pm de comprimento por 80 a 100 pm de largura (técnica de

recuperacdo antigénica, escala 50 pm).
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complexas. Na zona de transicdo entre o labrum e os biceps,
encontramos feixes nervosos espessos, acompanhando os
vasos sanguineos arteriais presentes nesta area. Na regido
labral e na transi¢do labrum-bicipital, encontramos termina-
¢des nervosas complexas estruturas ovais, conicas e fusifor-
mes.?' Ha necessidade de novos estudos para confirmar
nossos achados, bem como para identificar com precisio os
mecanorreceptores, incluindo o teste de outros anticorpos e
marcadores celulares, aumentando assim o nimero de indi-
viduos na amostra, buscando compreender todos os fatores
relacionados a interacdo da biomecanica e ao sistema pro-
prioceptivo do ombro. O presente estudo preliminar mostra a
morfologia das terminag¢6es nervosas, assim como identifica
com precisdo 0s mecanorreceptores por imunofluorescéncia.
No entanto, o nimero de espécimes e incluindo outros anti-
corpos e marcadores celulares, seria interessante comparar as
condigdes anatdmicas e patolégicas.

Conclusao

Foram identificadas terminagdes nervosas nas trés regides
(tenddo do biceps, transi¢do labrum e biceps, labrum supe-
rior) do complexo formado pelo labrum superior e pela
insercdo bicipital, com aspectos bem diferenciados. No seg-
mento proximal do tenddo do biceps, encontramos termi-
nagdes nervosas livres finas, sem associagdo com estruturas
vasculares, e ndo foram identificadas terminacdes nervosas
complexas. Na zona de transi¢do entre o labrum e o biceps,
encontramos feixes nervosos espessos, acompanhando os
vasos sanguineos arteriais presentes nesta area. Na regido
labral e na transi¢do labrum-bicipital, encontramos termi-
nacgdes nervosas complexas, sendo possivel identifica-las em
relacdo ao formato espacial, que consistiu em estruturas
ovais, conicas e fusiformes.
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