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APRESENTACAO

Este e-book intitulado “Ciéncias da saude: pluralidade dos aspectos que interferem
na saude humana” leva ao leitor um retrato da diversidade conceitual e da multiplicidade
clinica do bindbmio saude-doenca no contexto brasileiro indo ao encontro do versado
por Moacyr Scliar em seu texto “Histéria do Conceito de Saude” (PHYSIS: Rev. Saude
Coletiva, Rio de Janeiro, 17(1):29-41, 2007): “O conceito de saude reflete a conjuntura
social, econémica, politica e cultural. Ou seja: saude nado representa a mesma coisa para
todas as pessoas. Dependera da época, do lugar, da classe social. Dependera de valores
individuais, dependera de concepgdes cientificas, religiosas, filoséficas”.

Neste sentido, de modo a dinamizar a leitura, a presente obra que é composta por
107 artigos técnicos e cientificos originais elaborados por pesquisadores de Instituicbes
de Ensino publicas e privadas de todo o pais, foi organizada em cinco volumes: em seus
dois primeiros, este e-book compila os textos referentes a promog¢éo da saude abordando
tematicas como o Sistema Unico de Salde, acesso a salde basica e anélises sociais
acerca da saude publica no Brasil; ja os ultimos trés volumes sao dedicados aos temas de
vigilancia em saude e as implicagdes clinicas e sociais das patologias de maior destaque
no cenario epidemiol6gico nacional.

Além de tornar publico o agradecimento aos autores por suas contribuicdes a este
e-book, é desejo da organizagcdo desta obra que o contetdo aqui disponibilizado possa
subsidiar novos estudos e contribuir para o desenvolvimento das politicas publicas em
saude em nosso pais. Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
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RESUMO: Este trabalho teve por objetivo fazer a andlise histoldgica e histoquimica dos
componentes fibrosos e néo fibrosos da matriz extracelular do ligamento suspensor da
tireoide. Foram utilizados 10 fetos humanos que tiveram os ligamentos de Berry dissecados,
fixados, preparados histologicamente e corados pelas técnicas da hematoxilina-eosina,
tricromo de Masson, picrosirius-hematoxilina e técnicas da reticulina e da hematoxilina férrica
padréo de Voerhoeff. Os espécimes de glandula tireoide analisados estavam na 10? semana
de desenvolvimento embrionario. Em seu parénquima havia a coexisténcia tanto da fase
cordonal quanto da folicular. Os foliculos visualizados eram rudimentares e ndo continham
coloides. Na analise microscépica, o nivel de colageinizagdo variou entre a camada superficial
e profunda do ligamento de Berry, sendo esta Gltima a mais fibrosa, fato que vem a justificar
a sua fungcado de ancoragem. Os cortes longitudinais do ligamento de Berry apresentaram
feixes de colagenos bem organizados, dispostos em paralelo e birrefringentes quando
polarizados. Foi verificado que as fibras colagenas estavam com distribuicdo uniforme ao
longo do ligamento, enquanto as fibras reticulares e elasticas foram encontradas em maior
concentragéo na regido profunda do ligamento de Berry.

PALAVRAS-CHAVE: Tireoide; Ligamento de Berry; Colageno; Fibras Reticulares; Fibras
Elasticas.

ANALYSIS OF FIBRILLARY COMPONENTS OF THE EXTRACELLULAR MATRIX
OF BERRY’S LIGAMENT IN HUMAN FETUS

ABSTRACT: This study aimed to perform the histological and histochemical analysis of the
fibrous and non-fibrous components of the thyroid suspensory ligament extracellular matrix.
Ten human fetuses that had Berry’s ligaments dissected, fixed, histologically prepared and
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stained using hematoxylin-eosin, Masson'’s trichrome, picrosirius-hematoxylin and Voerhoeff’s
standard iron hematoxylin and reticulin techniques were used. The analyzed thyroid gland
specimens were in the 10th week of embryonic development. In its parenchyma there was
a coexistence of both the cordonal and the follicular phases. The follicles visualized were
rudimentary and did not contain colloids. In the microscopic analysis, the level of collagenization
varied between the superficial and deep layers of Berry’s ligament, the latter being the most
fibrous, a fact that justifies its anchorage function. The longitudinal sections of Berry’s ligament
showed well-organized collagen bundles, arranged in parallel and birefringent when polarized.
It was found that collagen fibers were uniformly distributed along the ligament, while reticular
and elastic fibers were found in greater concentration in the deep region of Berry’s ligament.
KEYWORDS: Thyroid; Berry’s ligament; Collagen; Reticular Fibers; Elastic fibers.

11 VISAO GERAL DA MORFOLOGIA DA GLANDULA TIREOIDE

1.1 Embriologia da Glandula Tiredide

A glandula tirdide é a primeira das glandulas enddcrinas do corpo a se desenvolver,
aparecendo como uma outpouching do intestino anterior primitivo em torno da terceira
semana de gestacdo (aproximadamente no 24°dia). Ao longo da 4% & 7% semanas de
gestacdo, migra lentamente para o local final. A glandula tire6ide se forma como uma
proliferacéo (espessamento) das células epiteliais endodérmicas encontradas na superficie
mediana do assoalho da faringe em desenvolvimento. O local desse desenvolvimento
encontra-se entre duas estruturas-chave, o tubérculo impar e a cépula, e é reconhecido
como forame ceco (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2020).

O primérdio da tireoide alonga-se e sofre uma evaginagéo para formar o diverticulo
da tireoide, que cresce em direcéo caudal guiado por uma estrutura ductal chamada de
ducto tireoglosso, que permanece ligado a regido poéstero-dorsal da lingua (regido do
forame cego) durante a trajetéria de descida e degenera-se ap6s o posicionamento final da
glandula, que acontece na 7% semana de desenvolvimento. Esta fica situada anteriormente
& traqueia no nivel do segundo e terceiro anéis traqueais (GARCIA; FERNANDEZ, 2012).

E durante a sua trajetéria de descida que a glandula sofre intensa alteragdo em seu
padrao de organizacéo celular e de matriz extracelular, a nivel quantitativo e estrutural,
passando por trés estagios de desenvolvimento bem reconhecidos, a saber: primérdio,
diverticulo e a glandula propriamente dita. O primérdio da tireoide, internamente, é uma
estrutura oca com poucos elementos celulares e de matriz extracelular. No estagio de
diverticulo, observa-se a expansdo do componente celular e a formagdo de uma massa
sélida de células endodérmicas cuboides, que tende a se bifurcar em dois lobos principais
ligados por um istmo, transitando para o estagio terminal de glandula, ao final da 7% semana
de desenvolvimento (CARLSON, 2014).

Entre a 7% e a 9% semana de desenvolvimento observa-se estruturalmente, as células
endodérmicas cuboides organizados em corddes em meio a uma matriz extracelular bem
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vascularizada e com o nivel de colageinizagdo do conjuntivo variando do frouxo ao denso.
Na 10% semana de desenvolvimento, os corddes celulares formam pequenos grupamentos
com abertura de um Iimen e as células dispostas em camada Unica formando a estrutura
folicular tipica desta glandula. A partir da 11 semana de desenvolvimento, comeca
a aparecer no lumen dos foliculos, um material eosin6filo amorfo de natureza coloidal,
constituido principalmente por tireoglobulina (CARLSON, 2014; MOORE; PERSAUD;
TORCHIA, 2020).

1.2 Histologia da Glandula Tireéide

A gléndula tire6ide é uma glandula endécrina Unica com foliculos e componentes
extracelulares que armazenam grandes quantidades de horménio em uma forma inativa. E
envolvida pela capsula tireoidiana, que € uma camada fina e densa de tecido conjuntivo
que envia septos para o parénquima tireoidiano, subdividindo a glandula tirebide em varios
I6bulos. Cada lébulo da tiredide contém 20 a 40 foliculos redondos a ovais, medindo 30 a
500 microns de diametro (SKANDALAKIS, 2004). Os foliculos tireoidianos séo os principais
componentes funcionais e estruturais da glandula que sintetizam e liberam T3 e T4 no
centro dos foliculos. Cada foliculo tireoidiano € revestido por células epiteliais cuboidais e
contém um depoésito central de coloide secretado pelas células epiteliais sob a influéncia
do horménio hipofisario (TSH) (FLINT et al., 2014). Existem cerca de 3 x 108 foliculos na
glandula tireoide masculina adulta. Os foliculos tireoidianos s&o separados por um estroma
de tecido conjuntivo delgado contendo vasos linfaticos, vasos sanguineos e nervos. O
lumen do foliculo tireoidiano contém colbdide, que é recortado e palido em foliculos com
atividade secretora ativa, densamente eosinofilico em foliculos inativos e mais floculante
(“como um tufo ou tufo de 18”) e basofilico em idosos (SKANDALAKIS, 2004).

O segundo grupo de células secretoras da tireoide sdo as células parafoliculares ou C,
derivadas da crista neural, que contém e secretam o horménio calcitonina. Estao localizados
como células individuais ou agrupam-se em pequenos grupos no estroma interfolicular
(nos polos superiores dos lobos da tireoide) (FLINT et al., 2014; SKANDALAKIS, 2004). As
células parafoliculares ou C representam cerca de 0,1% da glandula tirebide, identificando
dez células parafoliculares por campo, de baixo aumento em adultos (DAS et al., 2017).
As células parafoliculares sdo mais abundantes em neonatos, diminuem em nimero em
adultos, apenas para aumentar e aparecer como agregados nodulares apés os 60 anos
(CARVALHEIRA; PEARSE, 1967). As células C tém citoplasma claro, nucleos ovais e sdo
dificeis de identificar com coloragcdo hematoxilina e eosina, portanto, uma coloragéo para
calcitonina é usada para sua identificagéo.

1.3 Anatomia Macroscépica da Glandula Tireéide

Atireoide é uma glandula vermelho-acastanhada altamente vascularizada, localizada

anteriormente na parte inferior do pescogo, estendendo-se do nivel da quinta vértebra
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cervical até a primeira toracica. A forma da glandula tireoide varia de H a U, formada por 2
lobos laterais alongados com polos superior e inferior conectados por um istmo mediano,
com altura média de 12-15mm, recobrindo o segundo ao quarto anéis traqueais. O istmo &
encontrado durante a traqueotomia de rotina e deve ser retraido (superior ou inferiormente)
ou dividido. Ocasionalmente, o istmo esta ausente e a glandula existe como dois lobos
distintos (WILLIAMS; BANNISTER, 1995).

A glandula tiredide fica adjacente as bainhas car6tidas e aos musculos
esternocleidomastoideo lateralmente em cada lado. A superficie lateral da glandula tireoide
€ coberta pelo musculo esternotireoideo, e sua fixagdo a linha obliqua da lamina da
cartilagem tireoide impede que o pdlo superior se estenda superiormente sob o musculo
tireo-hidideo (SKANDALAKIS, 2004; WILLIAMS; BANNISTER, 1995). Mais anteriormente
estdo o esterno-hidideo e o ventre superior do masculo omo-hidideo, coberto inferiormente
pela borda anterior do musculo esternocleidomastoideo, os musculos esterno-hiéideo e
esternotire6ideo sdo unidos na linha média por uma fascia avascular que deve ser incisada
para retrair o musculo da faixa lateralmente a fim de acessar a glandula tireoide durante a
tireoidectomia.

1.4 Fascias e Ligamentos

Aglandula tirebide € envolvida pela fascia visceral, uma divisdo da camada média da
fascia cervical profunda, que a fixa firmemente ao laringoesqueleto. O ligamento suspensor
anterior se estende da face stupero-medial de cada lobo da tireoide até a cartilagem cric6ide
e da tireoide. O aspecto postero-medial da glandula é fixado ao lado da cartilagem cricoide,
primeiro e segundo anel traqueal, pelo ligamento suspensor posterior (isto €, ligamento de
Berry). Esta fixagao firme da glandula ao laringoesqueleto € responséavel pelo movimento
da glandula tirebide e estruturas relacionadas durante a degluticao (DORION, 2017).

Em seu caminho para a laringe, o nervo laringeo recorrente geralmente passa
profundamente ao ligamento de Berry ou entre o ligamento principal e sua folha lateral.
Profundamente ao ligamento, mas lateral ao nervo, esta uma porgéo posteromedial do lobo
tireoidiano, que pode passar despercebida durante a tireoidectomia. Outra recomendacgao
para alocalizagé@o do nervo laringeo recorrente € o tubérculo de Zuckerkandl, uma extenséao
da tireoide, que fica proximo ao ligamento de Berry (GRAVANTE et al., 2007).

1.5 Ligamento de Berry

E uma condensacdo densa da fascia vascular pré-traqueal que liga a tireoide as
estruturas cricotraqueais posteriormente. Foi descrito pela primeira vez por Berry em 1888,
que cunhou o nome ligamento suspensor da glandula tire6ide.

O ligamento da glandula tireoide (ligamento de Berry) € um ligamento suspensor
que passa da bainha da tireoide para a propria tireoide, e para as cartilagens cricoide que
circundam a traqueia. Do lado posterior, a glandula é fixa ao cricoide e cartilagem traqueal
e cricopharyngeus muscular por um espessamento da fascia para formar o ligamento
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suspensor posterior de Berry. Este ligamento esta localizado em ambos os lados da
traqueia e se estende da cartilagem cricéidea aos primeiros anéis traqueais para a regiao
postero lateral de cada lobo da glandula tireoide. A relagéo do ligamento com as estruturas
anatémicas ao redor é importante para a cirurgia, (BOTELHO et al., 2012; WAFAE et al.,
2009). O ligamento suspensor posterior (ligamento de Berry) se estende da face postero-
medial da glandula até o lado da cartilagem cricéide, e primeiro e segundo anéis traqueais
(FANCY; GALLAGHER; HORNIG, 2010; FLINT et al., 2014; SKANDALAKIS, 2004;
WILLIAMS; BANNISTER, 1995). Esta fixacdo firme da glandula ao esqueleto laringeo
€ responsavel pelo movimento da glandula tireoide e estruturas relacionadas durante
a degluticdo. O ligamento de Berry também impede que a glandula tireoide afunde no
mediastino.

A relagéo do ligamento com as estruturas anatdmicas ao redor é importante,
principalmente no campo cirargico. O nervo laringeo recorrente (NRL), por exemplo, que
€ o principal nervo motor da maioria dos musculos intrinsecos da laringe, essencial para a
fonacéo, e ainda responsavel pela inervacao sensitiva da regiéo subglética e parte proximal
da traqueia (CERNEA et al., 2010; TOWNSEND JUNIOR et al., 2015), esta intimamente
relacionado com o ligamento de Berry, sendo este seu ponto mais vulneravel (BAILLEUX et
al., 2006; CERNEA et al., 2010; FERNANDO, 2001), e pode ser facilmente lesado durante
cirurgia da tireoide, causando paralisia das pregas vocais.

Em seu caminho para a laringe, o NLR) geralmente passa profundamente para o
ligamento suspensor posterior (ligamento de Berry) ou entre o ligamento principal e sua
folha lateral (WILLIAMS; BANNISTER, 1995). Profundamente ao ligamento, mas lateral ao
nervo, esta uma porgéo posteromedial do lobo tireoidiano, que pode passar despercebida
durante a tireoidectomia.

Alguns marcos cirargicos foram recomendados para identificar o NLR durante a
cirurgia da tireoide, incluindo a relagdo do nervo com a artéria tireoidiana inferior, a relagéo
do NLR com o sulco traqueoesofagico, a relagdo do NLR com o ligamento de Berry e a
relacdo do nervo ao tubérculo de Zuckerkandl. O NLR é comumente encontrado préximo
ao ligamento suspensor posterior (ligamento de Berry), com a grande maioria dos nervos
encontrados dentro de trés milimetros (ARDITO et al., 2004).

Os ultimos 2cm do curso extralaringeo do NLR s@o uma éarea de importancia
anatémica critica. E o local de maior risco para neuropraxia, o local de desenvolvimento
do joelho artificial e o ponto de tensdo maxima dentro desse nervo na tireoidectomia e o
seu local de bifurcacdo. Neste Ultimo segmento de 2cm, esta localizado o ligamento de
Berry (LB), que une a tireoide a traqueia. Duas camadas fasciais sdo descritas na regido
do LB, cobrindo os ultimos 2cm do curso extralaringeo do nervo recorrente. A camada
mais superficial, a camada fascial vascular superficial, contém ramos da artéria tiredide
inferior, da glandula paratire6ide superior e do tubérculo de Zuckerkandl. Apés a disseccao

e divisdo desta camada, o NLR é visto situando-se na camada mais profunda, o verdadeiro
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LB mais fibroso e mais denso. Na tireoidectomia, uma vez que a camada fibrosa do LB é
dividida, o NLR relaxa e adota um curso serpiginoso no sulco traqueoesoféagico. O LB pode
ser dividido em duas camadas, com tecido tireoidiano entre as duas camadas. Por causa da
rotacdo anteromedial da tiredide, laringe e traquéia, o NLR se encontra lateralmente ao LB
e profundamente & camada fascial vascular superficial. O NLR fica, portanto, entre as duas
camadas, mas ndo passa pelo LB. uma vez que o ligamento fibroso da camada do LB é
dividido, o NLR relaxa e adota um curso serpiginoso no sulco traqueoesofagico. O LB pode
ser dividido em duas camadas, com tecido tireoidiano entre as duas camadas. Por causa
da rotacdo anteromedial da tiredide, laringe e traquéia, o NLR se encontra lateralmente ao
LB e profundamente a camada fascial vascular superficial O NLR fica, portanto, entre as
duas camadas, mas nédo passa pelo LB. O NLR encontra-se lateral ao LB e profundamente
a camada fascial vascular superficial. O NLR fica, portanto, entre as duas camadas, mas
néo passa pelo LB (SRITHARAN et al., 2016).

Os cirurgides usam varias técnicas para identificar o NLR durante procedimentos
cirurgicos no pescogo. Estes variam na palpagdo, inspegdo direta, monitoramento
intraoperatério dos nervos e pontos de referéncia anatémicos, como o LB e o sulco
traqueoesofagico (STE). O LB é a estrutura fibrosa que ancora a glandula tire6ide aos trés
primeiros anéis da cartilagem traqueal (NYEKI et al., 2015). Mas, ainda nao foi amplamente
aceito e implementado como pratica padrao (ASGHARPOUR et al., 2012). O STE sulco
formado pelo pilar da traqueia anteriormente e do es6fago posteriormente, também & util
para identificar o NLR (WILLIAMS; BANNISTER, 1995). Marcos anatdmicos como LB e
STE vém com adverténcias que os cirurgides precisam estar cientes antes de usa-los na
sala de cirurgia. O LB tem sido considerado um dos marcos mais confidveis em cirurgia
cervical. Todas as indicacdes de dados apbiam essa afirmagédo. O LB deve ser usado em
todos os casos em que o NLR precisa ser identificado (ASGHARPOUR et al., 2012).

21 MATRIZ EXTRACELULAR DE LIGAMENTOS

A matriz extracelular dos tecidos é complexa e varia na sua composi¢ao conforme as
células presentes no tecido conjuntivo, sendo constituida por componentes fibrilares e néo
fibrilares. Entre seus componentesfibrilares merecem destaque as fibras colagenas, elésticas
e reticulares. Os componentes néo fibrilares estao representados pelos proteoglicanos e
proteinas néo colagénicas. Todos estes componentes estdo organizados em um complexo
sistema hierarquico, e interagem entre si através de ligacoes eletrostaticas, interagbes
hidrofobicas e pontes de hidrogénio permitindo uma organizagao estrutural e funcional da
matriz, principalmente nos tenddes, cartilagens e ligamentos (BENJAMIN; KAISER; MILZ,
2008; DE CAMPOS VIDAL; MELLO, 2011; FEITOSA et al., 2002, 2006, 2017; FEITOSA;
VIDAL; PIMENTEL, 2002; MARXEN et al., 2017; OTTANI et al., 2002; ROSS; PAWLINA,
2012; USHIKI, 2002).
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O colageno € uma glicoproteina que constitui a maior classe de proteinas fibrosas
insoluveis da matriz extracelular. Suas fibras apresentam como caracteristica morfolégica
a presenca de periodicidade axial, produzida pela superposicdo de moléculas de
tropocolageno que 5 formam fibrilas arrumadas em feixes ou fasciculos paralelos ao eixo
longitudinal do tend&o. Entre os feixes de colageno ocorrem células do tecido conjuntivo. A
maioria destas células corresponde aos fibroblastos cuja fungéo relaciona-se a sintese de
fibras, glicoproteinas e proteoglicanos da matriz (MARXEN et al., 2017).

O colageno do tipo | representa o mais comum dos colagenos, forma fibras grosseiras
e esté presente no tecido conjuntivo propriamente dito, padrao normal da pele, tendéao,
0sso, dentina e cemento. J4 o tipo Il de colageno, forma fibras delgadas e esta presente
quase exclusivamente nas matrizes da cartilagem hialina e elastica. O colageno do tipo I,
freqUentemente associado ao tipo I, € denominado, também, de fibra reticular mais delgada.
O colageno do tipo IV néo constitui fibras, estando presente nas membranas basais, em que
forma uma rede de moléculas de pro-coldgeno mantidas unidas, e formando uma base de
sustentacdo da lamina basal. O colageno do tipo V existe em pequena quantidade e origina
fibrilas muito delgadas, sendo encontrado associado com o colageno do tipo |, presente
na maioria do tecido intersticial, assim como o colageno do tipo VI. O colageno do tipo
VII constitui pequenos agregados conhecidos como fibrilas de ancoragem, onde também
dao sustentagdo a lamina basal para os feixes subjacentes de fibras colagenas do tipo | e
do tipo Il. O colageno tipo X| € encontrado nas cartilagens: hialina e elastica, participando
da estrutura das fibrilas de colagenos, juntamente com o colageno tipo Il (BIRK et al.,
1989; DE CAMPOS VIDAL; MELLO, 2011; KJAR et al., 2009; NIMNI; HARKNESS, 2018;
USHIKI, 2002).

A matriz extracelular de ligamentos, também é caracterizada pela presenga das
anisotropias 6pticas, que séo fenémenos de ordem espectral conhecido pelo dicroismo
e birrefringéncia. O dicroismo ocorre quando apenas um filiro polarizador € colocado
no sistema. Ele é expresso pela diferenca de absor¢cdo do objeto em duas dire¢cdes de
deslocamento do feixe de luz no proprio objeto, uma perpendicular ao outro. No entanto,
quando os dois filtros, o polarizador e o analisador se cruzam perpendicularmente e
dependendo da diferenga entre os indices de refracdo do objeto, entdo se observa
a birrefringéncia. De maneira pratica e objetiva, os componentes macromoleculares
birrefringentes anisotropicos apresentam brilho colorido ou néo, sob o efeito do Plano de
Luz Polarizada (PPL). Isso promove um realce destes materiais em detrimento a outros
nao birrefringentes (isotropicos), que ficam indistintos em um fundo escuro. As células
musculares estriadas, espermatozéides de algumas espécies animais, paredes celulares,
amido, colagenos e moléculas de DNA e RNA sdo exemplos de materiais biolégicos
estudados através da microscopia de polarizacao (VILARTA; VIDAL, 1989).

De acordo com Vidal e Carvalho (1990) e Vidal (1995) em se tratando do colageno,
a microscopia de polarizagcdo pode dar informag¢des de natureza micromorfolégica, pois
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evidencia esta glicoproteina pela sua birrefringéncia, que é causada devido a fatores de
birrefringéncia intrinseca e textural ou de forma. A birrefringéncia intrinseca corresponde
as médias de todas as transicbes de elétrons entre as ligagbes peptidicas, estabelecendo
informagdes sobre a direcdo de vibragdo e ressonéancia dos elétrons da regido de ligagao
peptidica na molécula de colageno ao longo da fibra. Ja a birrefringéncia textural ou de
forma, depende da geometria das moléculas, das concentragbes dos componentes dos
feixes de colageno e das diferengas entre seus indices de refragcéo.

As fibras reticulares derivam da polimeriza¢do do coldgeno do tipo Ill. Cada fibrila
tem cerca de 20 nm de didmetro e exibe o padréo de organizacdo em bandas semelhante
ao da fibrila de colageno do tipo I.. Essas fibras estdo dispostas em rede, o que justifica
0 seu nome e sao secretadas pelas células fibroblastos, adipécitos, musculares e células
de Schwann (no sistema nervoso periférico). Como os fibroblastos no tecido linfoide e
na medula 6ssea possuem uma morfologia diferenciada, estrelada e ramificada, devido
aos longos prolongamentos, foram chamadas células reticulares. Elas circundam a fibra
com seu citoplasma, isolando-a de outros componentes teciduais. As fibras reticulares
constituem o arcabouco dos érgdos hematopoéticos e linféides, como a medula 6ssea,
0 baco e os linfonodos. Compdem a lamina reticular da membrana basal e formam uma
delicada rede em torno das células adiposas, dos vasos sanguineos, das fibras nervosas e
das células musculares, (JUNQUEIRA, B. C. V.; CARNEIRO, 2017; USHIKI, 2002).

Além das fibras coldgenas e reticulares estdo presentes na matriz extracelular dos
ligamentos as fibras elasticas, mais finas que as fibras de colageno, porém, diferentemente
das fibras reticulares, elas se reorganizam em sua forma original, desde que, uma forca
mecanica cessa sobre aquela regido. A proteina principal do sistema elastico é a elastina.
O sistema elastico se organiza formando redes, com suas trés fibras: elasticas, oxitalanicas
e elauninicas. Essa organizagdo se da em etapas. Inicialmente, as fibras oxitalanicas,
formadas por feixes de microfibrilas com diversas glicoproteinas associadas, como a
fibrilina. A elastina comega a ser depositada entre as fibras oxitalanicas, formando as
fibras elauninicas. Por fim, a elastina continua a ser depositada até ocupar todo o espaco
central dos feixes de microfibrilas, formando as fibras elasticas, (JUNQUEIRA, B. C. V,;
CARNEIRO, 2017; PIMENTEL; CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2013).

Devido a diversidade dos componentes do sistema elastico, ele constitui uma familia
de fibras com caracteristicas variadas, inclusive resistir a tracdo e as forgcas mecanicas. As
fibras oxitalanicas ndo tém elasticidade, no entanto, resistem a forca de tragdo, enquanto
as fibras elasticas, ricas em elastina, tém um alto grau de elasticidade, impedindo que se
rompam, (JUNQUEIRA, B. C. V.; CARNEIRO, 2017; PIMENTEL; CARVALHO; RECCO-
PIMENTEL, 2013).

Em continuidade a linha de pesquisa, sobre a matriz extracelular desenvolvida no
Laboratorio de Biologia Celular e Estrutural do Departamento de Morfologia da Universidade
Federal de Sergipe, dando énfase principalmente aos ligamentos, tenddes e orgaos, nossa
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equipe buscou analisar histologica e histoquimicamente os componentes fibrilares da
matriz extracelular do ligamento de Berry em fetos humanos.

31 METODOLOGIA

Foram utilizados 10 fetos humanos procedentes do Laboratério de Anatomia da
Universidade Tiradentes, obtidos de acordo com a Lei 8.501 de 30 de novembro de 1992,
que trata do uso de cadaveres nao reclamados utilizados para estudos e pesquisas. Foram
incluidas as amostras de tireoide fetal que apresentavam integridade anatémica, com dez
semanas de desenvolvimento embrionario.

Foram dissecados dez fetos e retirados o LB, que foram fixados em paraformaldeido
a 10% em tampéo Milloning (Fosfato 0,1M, em pH 7,4) durante sete dias, a temperatura
ambiente, e posteriormente lavadas rapidamente em agua corrente. Em seguida foram
desidratados em uma série crescente de alcoois de 70, 80, 90 e 100%, diafanizados em
dois banhos de xilol e incluidos em parafina (BEHMER; TOLOSA; FREITAS NETO, 1976).

Os cortes histologicos longitudinais das amostras do LB foram desparafinados e
hidratados em uma série etanoélica de 100, 90, 80 e 70% e, por ultimo, em agua destilada. As
laminas foram submetidas as técnicas e método de colorac¢des especifica, para visualizagao
das células (técnica da hematoxilina e eosina, conforme (BEHMER; TOLOSA; FREITAS
NETO, 1976), fibras colagenas (técnica do tricromo de Masson, de acordo com (BEHMER;
TOLOSA; FREITAS NETO, 1976), anisotropias oticas das fibras colagenas (técnica do
picrosirius — hematoxilina segundo JUNQUEIRA et al., 1979), fibras reticulares (técnica da
reticulina conforme (BEHMER; TOLOSA; FREITAS NETO, 1976) e para as fibras elasticas
(técnica da hematoxilina férrica padrdo de Voerhoeff conforme (GOLDFISCHER et al.,
1983).

A analise das alteracdes estruturais e dos componentes da matriz extracelular do
ligamento de Berry foi realizada de forma descritiva, através de imagens capturadas por
camera de video e um microscoépio de luz da marca NIKON. Para analise das anisotropias
opticas, as laminas foram analisadas e documentadas em foto microscépio digital marca
NIKON empregando-se luz polarizada.

41 RESULTADOS

Imagem fotogréfica de um LB, anatomicamente integro em sua posi¢éo pdstero-
lateral aos lobos direito e esquerdo da tireoide, (Figura 1).
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Figura 1. Visao lateral do Ligamento de Berry (asterisco), do nervo laringeo recorrente (seta), da
glandula tireoide (estrela) e da traqueia (ponta de seta) de feto humano com idade gestacional de 10
semanas. procedente do Laboratério de Anatomia da Universidade Tiradentes.

Nos cortes longitudinais da glandula tireoide, corados pela técnica da hematoxilina-
eosina, foram observados um padréo de organizagéo cordonal e outro folicular, sem coloide
e com lumen estreito (Figura 2), constatando que as amostras estavam na 10® semana
de desenvolvimento embriondrio. Na camada superficial do ligamento e no parénquima
tireoidiano visualizou-se um tecido conjuntivo mais frouxo.

Figura 2. Corte longitudinal da glandula tireoide corada pela técnica da hematoxilina - eosina.
Na Figura 2A observa-se a presenca da fascia de tecido conjuntivo frouxo em torno dos foliculos
e corddes celulares tireoidianos, bem como do ligamento de Berry (asteriscos). Na Figura 2B,
foram verificadas fibras colagenas do ligamento de Berry entre os corddes celulares tireoidianos
(asteriscos). Na Figura 2C, foram encontrados foliculos tireoidianos rudimentares (circulo preto).
A Figura 2D evidencia a camada profunda do ligamento de Berry (asteriscos). As Figuras 2E e 2F
evidenciam tecido tireoidiano em arranjo cordonal (setas) e folicular (circulo preto), respectivamente.
Aumento: (A) 40x, (B, C, D, E e F) 400x.
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Nos cortes histolégicos do ligamento de Berry, corados pela técnica do tricromo
de Masson e por picrosirius-hematoxilina (Figuras 3 e 4), observou-se a fascia de tecido
conjuntivo frouxo na qual estéo inseridos o ligamento de Berry e a glandula tiredide (Figuras
3A e 4A). Foi verificada uma maior concentrag¢ao de fibras coldgenas na camada profunda
do ligamento de Berry. Essas fibras se apresentam de forma paralela (Figuras 3B, 3C e
4B).

Figura 3. Cortes histolégicos do ligamento de Berry de feto humano, corado pela técnica do tricromo
de Masson. Em 3A. Visdo panoramica do ligamento de Berry com coloragéo basofilica inserido no
parénqguima tireoidiano (asterisco amarelo e seta verde), e células tireoidianas em arranjo cordonal

(seta azul), foliculos tireoidianos rudimentares (circulo vermelho), Aumento 100x. Em 3B e 3C,
observa-se o paralelismo das fibras colagenas tipo |, constituindo a camada profunda do ligamento
(asterisco amarelo), e foliculos rudimentares (setas amarelas). Aumento 400x.

Figura 4. Cortes longitudinais do ligamento de Berry em fetos humanos, corados pelo método
de picrosirius-hematoxilina. Em 4A. Sem polarizagdo: observou-se a fascia de tecido conjuntivo
frouxo (seta verde e circulo azul) em torno da parte profunda do ligamento, que apresenta maior
concentracgéo de fibras colagenas (seta preta). Em 4B. Com polarizacéo: verificaram-se fibras de
colageno tipo | birrefringentes na parte profunda do ligamento (seta branca). Aumento de 400x.

Quanto ao nivel de colageinizagédo, foi observada a presenca de tecido conjuntivo
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frouxo, nas Figuras 5A e 5C (sem polarizacdo) em torno dos corddes e foliculos celulares.
A maior densidade de fibras colagenas, especialmente as mais espessas e resistentes,
conhecidas como colageno do tipo |, é visualizada na regido do ligamento de Berry, que
€ um ligamento suspensor da tireoide, cuja disposicdo das fibras colagenas atende ao
paralelismo que Ihe é caracteristico Figuras 5B e 5D (com polarizagdo).

Figura 5. Cortes longitudinais do ligamento de Berry em fetos humanos, corados pelo método do
picrosirius-hematoxilina. Em 5A (sem polarizagdo) pode-se visualizar nitidamente o ligamento de Berry
(seta amarela) e tecido tireoidiano em meio a tecido conjuntivo frouxo (asterisco amarelo). Aumento
de 40x. Em 5B (com polarizagéo) nota-se a presenca de fibras de colageno tipo | birrefringentes (seta
azul) no ligamento de Berry. Aumento de 40x. Em 5C (sem polarizagdo) pode-se observar area de
tecido tireoidiano em meio a tecido conjuntivo frouxo (circulo amarelo). Aumento de 100x. Em 5D (com
polarizagdo) é recorrente a presenca de colageno tipo | com intensa birrefringéncia (seta azul) no
ligamento de Berry. Aumento de 100x.

No corte longitudinal da glandula, corada pela técnica da reticulina de Gomori,
foi observado um padrdo de organizagdo cordonal e outro folicular, sem coloide e com
limen estreito (Figura 6), constatando que as amostras estavam na 10* semana de
desenvolvimento embrionario. Na camada superficial do ligamento e no parénquima
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tireoideano, foi observado um tecido conjuntivo mais frouxo, com presenca equitativa das
fibras coldgenas do tipo | e lll. A mesma organizagao foi observada também na Figura 4,
coradas por picrosirius-hematoxilina.

Figura 6. Corte longitudinal da glandula tiredide corada pela técnica da reticulina de Gomori. Na Figura
6A observa-se a visdo panoramica do ligamento de Berry (seta azul) em meio a tecido tireoidiano (seta
vermelha). Aumento 40x. A Figura 6B evidencia a presenca de fibras elasticas em tonalidade basofila
na por¢cao mais profunda e colageinizada do ligamento de Berry (seta amarela), em torno visualizam-se
lacunas compativeis com areas de tecido glandular tireoidiano (seta vermelha). Aumento de 400x.

Nos nossos achados, a Figura 7 representa as fibras elasticas que se apresentaram
delgadas, mais resistentes que o colageno, suportando grandes forgas tensionais e com
potencial de resiliéncia. Estas fibras foram também observadas ao redor dos vasos
sanguineos e naregiéo profunda do ligamento de Berry (Figura 7A). Na regido do ligamento
de Berry, a presenca destas fibras ocorreu em maior concentragdo (Figuras 7B e 7C),
dispostas de modo reticulado, uniforme e organizadas. Em muitas areas do ligamento de
Berry, pode-se detectar a presenca das fibras elasticas acompanhando o paralelismo das
fibras colagenas (Figura 7D).
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Figura 7. Corte longitudinal do ligamento de Berry em fetos humanos, corado pelo método da
hematoxilina férrica de Verhoeff. Em 7A, observam-se as fibras elasticas ao redor de uma artéria
(circulo vermelho e amarelo), bem como na camada profunda do ligamento (seta azul claro). Foi

visualizada a glandula tireoide (circulo azul escuro). Aumento de 10x. Em 7B e 7C, observam-se a
presenca das fibras elasticas dispostas de forma reticulada (seta vermelha) e em paralelo (seta preta)
na camada profunda do ligamento. Aumento de 400x. Em 7D, tem-se a presenca de fibras elasticas em
paralelo (seta preta) e de fibras colagenas espessas menos basofilas (setas verdes) dispostas ao longo
da camada profunda do ligamento. Aumento de 400x.

51 DISCUSSAO

O LB durante a dissec¢ao anatdmica foi visualizado em posicdo pdstero-lateral
aos lobos direito e esquerdo da tireoide, o que concorda com os estudos de Henry e
colaboradores (2017) e Rajabian e colaboradores (2017). Esta estrutura é responsavel
pela fixacdo da tireoide sobre o segundo e terceiros anéis traqueais, e para Rajabian
e colaboradores (2017) este ligamento possui duas camadas uma superficial e outra
profunda, a primeira expande-se e se anastomosa com a fascia conjuntiva que envolve a
glandula tireoide e a segunda constitui a por¢cdo mais fibrosa e representa o verdadeiro LB
com funcéo de ancoragem.

De acordo com Botelho e colaboradores (2012), a camada superficial do ligamento
atua como relevante ponto de referéncia em procedimentos cirlrgicos no pescocgo, para
se evitar lesdo do NLR, ramo do nervo vago, que fornece a inervagcao motora para a
musculatura intrinseca da laringe. A lesdo unilateral deste nervo pode provocar rouquidao
vocal e disfagia, e se for bilateral pode provocar dispneia grave, com necessidade de
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tragueotomia. O NLR se acomoda na camada superficial do LB, em seu aspecto medial,
este posicionamento é conhecido como justaligamentar. Ja a posicado intraligamentar tem
ocorréncia rara.

Na amostra analisada foram verificados fragmentos de glandula tireoide propriamente
dita com dois padrbes de organizagdo celular, um cordonal e outro folicular, com lumen
estreito e sem coloide, demonstrando que todos os espécimes de tireoide fetal estavam
na 10* semana de desenvolvimento embrionario, corroborando com Carlson (2014) e
Moore e colaboradores (2016). Segundo estes autores, a presenca de coloide no lumen
dos foliculos comeca a aparecer na 112 semana e, tende a aumentar progressivamente
alcancando niveis adultos com 35 semanas.

Neste estudo, verificou-se na camada profunda do LB maior concentragdo de
fibras colagenas do tipo |, em disposicao paralela, além de fibras reticulares e elésticas,
ratificando as consideragdes de Henry e colaboradores (2017) e Rajabian e colaboradores
(2017), quanto a consisténcia fibrosa desta camada e, por isso representando o verdadeiro
ligamento. Na camada superficial do ligamento e no parénquima da glandula tireoide, em
torno dos corddes e foliculos tireoidianos, foi observado um tecido conjuntivo mais frouxo,
com presenca semelhantementemente equitativa de fibras colagenas do tipo | e Ill, bem
como de fibras elasticas.

Quanto ao nivel de colageinizacdo, observou-se a presencga de tecido conjuntivo
frouxo, em torno dos corddes e foliculos celulares tireoidianos, assim como na parede dos
vasos sanguineos, com destaque para as fibras colagenas do tipo Ill, também chamadas
de reticulares, e as fibras elasticas. As fibras reticulares delgadas, tinham um arranjo
emaranhado, comum em 6érgéos e estruturas que sofrem variagcdo de volume durante o
seu desempenho funcional. Esta ocorréncia justifica a maior concentracdo destas fibras
na camada superficial do ligamento e na glandula tireoide que sofre variagdo volumétrica
coloidal, conforme seu estado funcional. Enaquanto isso as fibras elasticas eram delgadas,
mais resistentes que o colageno, suportam grandes forgas tensionais e tém potencial de
resiliéncia. Desse modo foram visualizadas em maior concentracdo na camada profunda
do LB, com predominio da disposicdo em paralelo, porém, haviam areas com arranjo em
rede, em concordancia com Junqueira e Carneiro (2017) e Gartner e Hiatt (2007).

A maior densidade de fibras colagenas, especialmente as mais espessas e
resistentes, conhecidas como colageno do tipo | foi visualizada na camada profunda do
LB, cuja disposi¢éo atendia ao paralelismo que Ihe é caracteristico, justificando a fungdo
de ancoragem atribuida a este ligamento, corroborando com Junqueira e Carneiro (2017)
e Gartner e Hiatt (2007).

As fibras colagenas tipo Ill denominadas de fibras reticulares, foram observadas
com destaque nas paredes dos vasos sanguineos, onde se apresentaram delgadas
com arranjo entrelacado. Estas fibras foram também detectadas na camada superficial
do ligamento e no parénquima da glandula tireoide. Em torno dos corddes e foliculo foi
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observado um tecido conjuntivo mais frouxo, com presenca equitativa das fibras reticulares.
Estes dados estdo de acordo com os encontrados na literatura, quanto a sua morfologia,
organizacgao e localizagdo em 6rgéos e estruturas que sofrem variagcdo de volume durante
o seu desempenho funcional, conferindo flexibilidade. No entanto, sao inelasticas e pouco
resistentes as forgas de tragdo, (GARTNER, 2007; JUNQUEIRA, B. C. V.; CARNEIRO,
2017).

Quanto as fibras elasticas, constituidas pela proteina elastina e por glicoproteinas,
sendo a principal a fibrilina tem suas moléculas de elastina arranjadas em fibras ou laminas,
ligando-se covalentemente através da acao da lisil-oxidase e da formacéo de desmosina e
isodesmosina a partir da lisina (USHIKI, 2002).

As propriedades mecanicas dos tecidos decorrem em grande parte dos componentes
da matriz extracelular, principalmente da relagédo entre elastina e coldgeno, que conferem
respectivamente a elasticidade e a resisténcia. Entretanto, em tendbes e ligamentos a
presenca das fibras elésticas ndo é tdo abundante como a das fibras de colageno. Nos
nossos achados, as fibras elasticas se apresentaram delgadas, mais resistentes que o
colageno, suportando grandes forgas tensionais e com potencial de resiliéncia. Na regiao
do LB, a presenca destas fibras ocorreu em maior concentracdo, dispostas de modo
uniforme e organizadas. Em muitas areas do ligamento, pode-se detectar a presenca das
fibras elasticas paralelas as fibras colagenas, arranjadas em rede de acordo com Junqueira
e Carneiro (2017) e Gartner e Hiatt (2007). As fibras elasticas foram também observadas

ao redor dos vasos sanguineos.

61 CONCLUSAO

Dessa maneira, concluimos que a matriz extracelular do LB, analisada na 102
semana de desenvolvimento embrionario mostrou a glandula tire6ide, com parénquima que
apresentava a coexisténcia tanto da fase cordonal quanto da folicular, e que os foliculos
visualizados eram ainda rudimentares e n&o continham coloides. Houve uma maior
concentracéo de fibras de colageno tipo |, reticulares e elasticas, na regido profunda do LB,
que é a camada mais fibrosa, quando comparada a superficial, fato que, vem a justificar
a sua funcédo de ancoragem e de relevancia clinica para o combate de determinadas

alteragOes relacionadas as pregas vocais.
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