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O objetivo deste estudo foi descrever as principais
alteracdes do liquido sinovial de seis poneis com sinovite
induzida através da administragdo intra-articular de 0,5 mL
de adjuvante completo de Freund. As caracteristicas fisico-
quimicas e citologicas foram avaliadas antes da indugao da
sinovite (T0), cinco dias pds-inducdo (T1) e, a partir dai,
as 12 (T2), 24 (T3), 48 (T4), 72 (T5), 96 (T6) e 120 horas
(T7). A articulagdo contralateral sadia serviu como controle.
A proteina, a viscosidade e a qualidade da precipitagdo da
mucina nao diferiram (P>0,05) entre as articulagdes em TO.
Em TI, o liquido sinovial das articulagdes com sinovite
apresentou aumento da concentragdo de proteina (6,5 g/
dL), baixa viscosidade e baixa qualidade do precipitado da
mucina, resultados que permaneceram estaveis até T7. Nas

RESUMO

articulagdes sadias nao foi observada diferenca na visco-
sidade e qualidade da mucina até o final do experimento,
mas, devido as artrocenteses, a proteina aumentou (p<0,05)
em T6 e T7. Nas articulagdes induzidas houve aumento
acentuado (p<0,05) de células nucleadas (>700 células/
mm?) em T1, com decréscimo em T3, mas permanecendo
em niveis considerados inflamatoérios durante todo tempo de
observacao. A contagem diferencial revelou predominancia
de neutrdfilos e presenga de células mesoteliais reativas. A
infiltracdo intra-articular com 0,5 mL de adjuvante completo
de Freund produz uma sinovite neutrofilica de intensidade
moderada a grave, semelhante a sinovite de ocorréncia na-
tural, reforcando a eficacia desse modelo para o estudo da
patofisiologia e tratamento de doengas articulares.
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ABSTRACT

PHYSICAL, BIOCHEMICAL AND CYTOLOGICAL CHARACTERISTICS OF SYNOVIAL FLUID WITH
INDUCED SYNOVITIS MODEL IN PONIES

The aim of this study was to describe the changes of
the synovial fluid caused by experimental synovitis induced
by an intra-articular injection of 0.5 mL of Freund’s complete
adjuvant in six adult ponies. The physical-chemical and
cytological parameters were evaluated before the synovitis
induction (TO), 5 days after induction (T1) and, after that,
at 12 (T2), 24 (T3), 48 (T4), 72 (T5), 96 (T6) and 120 hours
(T7). The contra lateral joint served as healthy control. The
protein, viscosity and mucin precipitation quality did not
differ (P>0.05) among the joints in TO. At T1, the synovial

fluid of the joints with synovitis showed an increased protein
concentration (6.5 g/dL), low viscosity and low mucin
precipitate quality, which remained stable until T7. Viscosity
and mucin precipitate quality did not change in the synovial
fluid of healthy joints until the end of the experiment. Due
to repeated arthrocentesis, protein increased (p <0.05) at
T6 and T7. Joints with synovitis had an increased total
nucleated cell count (>700 cells/mm?®, p <0.05) at T1,
that decreased at T3, remaining on an inflammatory level
during the observation period. The differential cell count
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showed neutrophil predominance and presence of reactive
mesothelial cells. The intra-articular injection of 0.5 mL
of Freund’s complete adjuvant produced a neutrophilic
synovitis of moderate to severe intensity, similar to the

KEY WORDS: Equine orthopedics, synovitis, synovial fluid.

INTRODUCAO

O modelo de carpite induzida através da ad-
ministragdo intra-articular de adjuvante completo
de Freund ¢ um modelo consistente de sinovite
equina e doenga articular degenerativa. Esse mo-
delo tem sido usado para estabelecer ou confirmar
a dose e a eficacia de muitos medicamentos uti-
lizados no tratamento de doenca articular equina
(WHITE, 1994). O modelo produz uma sinovite
que, se ndo tratada, resultard em doenca degene-
rativa detectavel radiograficamente em trés a seis
semanas. Os equinos submetidos a esse modelo
continuam se alimentando normalmente. Além
disso, os resultados de estudos que utilizaram
esse modelo tém sido equivalentes aos encon-
trados em situacdes clinicas de campo (HAMM
et al., 1984; WHITE, 1994), o que promove um
importante efeito na confiabilidade de tratamentos
médicos para doenca articular equina (WHITE et
al., 1996).

Apesar de haver muitas variagdes no liquido
sinovial inflamado, elas nao sao muito descritas,
principalmente quando utilizados modelos de
sinovite induzida. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi descrever as caracteristicas do liquido
sinovial de poneis com um modelo de sinovite
induzida através da administragdo intra-articular
do adjuvante completo de Freund.

MATERIAL E METODOS

Submeteram-se seis poneis machos inteiros,
clinicamente sadios, com idade entre dois e trés
anos e pesando, em média, 130 kg, a exame cli-
nico geral e radiografico do carpo para descartar
a presenga de doenca sistémica ou articular.

Apéds a avaliagdo clinica, cada ponei
foi sedado com xilazina®* a 10% (0,5 mg/kg)

natural synovitis, reinforcing the effectiveness of this model
in the study of the pathophysiology and treatment of joint
diseases.

e realizou-se antissepsia, com iodo povidine
seguido de dlcool, de ambas as articulagdes carpais
previamente tricotomizadas. De cada articulagdo
radiocarpiana colheu-se uma amostra de liquido
sinovial por meio de uma agulha 20 x 7 mm e
seringa de 5 mL. Apos, transferiu-se o liquido
para um tubo com EDTA. As caracteristicas do
liquido sinovial obtidas foram tabuladas e usadas
como referéncia (TO). Por ocasido da artrocentese
infiltraram-se, aleatoriamente, 0,5 mL de adjuvante
completo de Freund® na articulagdo radiocarpiana
esquerda ou direita de cada ponei para indugdo
da sinovite (WHITE et al., 1996). A articulagao
contralateral sadia serviu como controle.

Avaliaram-se a aparéncia, a cor € o volume
do liquido sinovial no momento da artrocentese. A
analise do fluido sinovial foi realizada através da
contagem de células nucleadas totais, da mensu-
racdo da proteina e da avaliagdao da qualidade do
precipitado da mucina e da viscosidade relativa.
Procedeu-se a determinacdo da qualidade do pre-
cipitado da mucina segundo VAN PELT (1974) e
MCcILWRAITH & TROTTER (1996). Conforme
a coagulacdo do precipitado, classificou-se a
qualidade da mucina em muito boa (1), razoavel
(2), baixa (3) ou muito baixa (4). A viscosidade
relativa foi avaliada mediante a unido e separagao
do liquido entre os dedos, sendo também clas-
sificada de 1 a 4, como descrito anteriormente.
Determinou-se a proteina por meio de refratome-
tria. A contagem das células nucleadas totais foi
realizada usando cadmara de Neubauer, tendo 4gua
destilada como diluente. Para anélise citoldgica,
o liquido foi centrifugado e o sedimento utilizado
para confec¢do do esfregago, sendo este posterior-
mente corado pelo método panotico rapido para
contagem diferencial de células (MAHAFFEY,
1992; McILWRAITH & TROTTER, 1996) ¢
avaliacao do grau de eritrofagocitose.
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Realizou-se a avaliagao das caracteristicas
do liquido sinovial antes da indu¢do da sinovite
(TO), 5 dias pds-indugao (T1) e, a partir dai, as 12
(T2),24(T3),48(T4),72(T5), 96 (T6) e 120 horas
(T7). O fluido sinovial foi colhido alternadamente
entre o aspecto dorsolateral e dorsomedial das
articulagdes radiocarpianas.

Analisaram-se os dados do fluido sinovial
em fatorial com dois grupos de articulacdes (sadia
e com sinovite induzida) e oito tempos (T0 —T7).
Para analise estatistica dos dados, foi realizada
analise de variancia das médias (ANOVA), segui-
da do teste Tukey ao nivel de 5% de significancia
utilizando o pacote estatistico SAS (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aparéncia do liquido sinovial foi avaliada
macroscopicamente no momento da puncao
articular. O liquido sinovial obtido na artrocentese
de todas as articulag¢des sadias no inicio do
experimento (antes da indugdo de sinovite) € nos
controles (articulagdes sadias) apresentou cor
amarelo-palha, sem turvagdo e boa viscosidade.
As caracteristicas macroscopicas sao consideradas
fisioldgicas, de acordo com McILWRAITH &
TROTTER (1996). A presenca de opacidade e de
algum material coagulado nas amostras obtidas
das articula¢des cinco dias apds a administracdo
do adjuvante completo de Freund foi considerada
indicativa de sinovite, sendo observada durante
todo o periodo de avaliacdo. A turvagao do liquido
sinovial € causada pela eleva¢dao na concentracao
de proteina e pelo aumento da celularidade
(McILWRAITH & TROTTER, 1996). As alteracdes
marcantes das caracteristicas macroscopicas
do liquido sinovial observadas neste estudo sdo
comuns em sinovite aguda de origem traumatica. Ja
na doenca degenerativa cronica e na osteocondrite
dissecante essas alteracdes, geralmente, sdo
minimas (McILWRAITH & TROTTER, 1996).

Para a contagem das cé¢lulas nucleadas, foi
utilizada agua destilada como diluente, pois o
acido acético, diluente normalmente utilizado,
precipita com o acido hialurénico do liquido si-
novial  MAHAFFEY, 1992). Nao houve variagao
no numero total de células nucleadas entre as

articulagdes antes da inducao da sinovite (TO).
No quinto dia ap6s a indugdo (T1), observou-se
aumento significativo no nimero de células nu-
cleadas nas articulacdes com sinovite induzida,
chegando a mais de 7000 células/mm?* (Figura
1). Essa celularidade permaneceu elevada até 12
horas (T2) do quinto dia, diminuindo a partir desse
momento. O aumento significativo das células
nucleadas para mais de 500 células/mm? nas ar-
ticulagdes com sinovite confirma a ocorréncia de
inflamagcdo (MAHAFFEY, 1992; McILWRAITH
& TROTTER, 1996). Apesar de posteriormente se
observar uma queda (3000 a 5000 células/mm?)
na celularidade, esta permaneceu sem diferenca
estatistica.

O numero de células nucleadas no fluido
sinovial de cavalos sadios varia entre 87 e 167 cé-
lulas/mm?. Mudangas qualitativas e quantitativas
nos leucdcitos indicam a magnitude da inflamagao
da membrana sinovial (McILWRAITH & TROT-
TER, 1996). Em artrite ndo infecciosa, a contagem
de células nucleadas totais geralmente ¢ inferior
a 30.000 células/mm?, como a encontrada neste
estudo, mas valores maiores que 100.000 células/
mm? podem ocorrer em artrite imunomediada,
induzida por endotoxina, e em artrite reativa
(BERTONE, 2003).

Na contagem diferencial de células do
liquido sinovial, ndo houve diferenga entre as
articulagdes em TO, sendo a percentagem média
de neutrdfilos das articulagdes de 8,4%. A per-
centagem de neutrofilos (Figura 1) diferiu entre
as articulagdes sadias ¢ com sinovite e entre os
tempos de coleta (p<0,05). Cinco dias apos a in-
dugao da sinovite (T1), constatou-se aumento da
percentagem de neutro6filos no liquido inflamado,
mantendo-se sem variacao até T6, com diminui¢ao
em T7. Tanto neutr6filos como células mononu-
cleares sdo observados no liquido sinovial sadio,
mas a percentagem de neutrdfilos geralmente ¢
inferior a 10% (McILWRAITH & TROTTER,
1996). Os neutrofilos sao, geralmente, as células
predominantes no liquido sinovial de cavalos com
doenga inflamatéria (MAHAFFEY, 1992).

Neste trabalho, a percentagem de neutroéfilos
das articulacdes com sinovite se manteve acima
de 80% até nove dias ap6s a indugdo da sinovite
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(TS), caindo para menos de 60% no dia seguinte
(T6). Os neutrofilos lesam os tecidos, pois li-
beram enzimas destrutivas e alteram o meio do
liquido sinovial (McILWRAITH & TROTTER,
1996). Nas articulagdes sadias, a percentagem de
neutrofilos foi aumentando no decorrer das artro-
centeses, permanecendo semelhante a das articu-
lagdes com sinovite induzida entre T3 e T5. Esse
aumento pode ser atribuido a hemorragia articular
causada pelo trauma das artrocenteses repetidas,
pois na hemartrose ocorre exsudacao neutrofilica
(MAHAFFEY, 1992). No final (T6 ¢ T7) esses
valores retornaram para valores fisioldgicos.

A percentagem de macrofagos (Figura 1),
assim como nos neutrofilos, diferiu entre as arti-
culagdes sadias e com sinovite e entre os tempos
de coleta (p<0,05). No liquido sinovial das arti-
culagdes sadias, a percentagem de macrofagos se
manteve mais elevada (p<0,05) do que no das arti-
culagdes com sinovite durante todo o experimento,
apresentando aumento significativo (p<0,05) em
T1 e T7. Nas articulagdes com sinovite induzida
ndo houve variacdo na maioria dos tempos de
coleta. A excecdo do aumento significativo foi
observada em T7. As células mononucleares
encontradas no liquido sinovial sdo linfocitos,
macrofagos e células mesoteliais (MAHAFFEY,
1992). Neste trabalho, a porcentagem de macro-
fagos do liquido sinovial das articulagdes sadias
se manteve em média acima de 50%, e em alguns
momentos (T1 e T7) chegou a 80%, tratando-se
de células predominantes no liquido sinovial sadio
(MAHAFFEY, 1992). Nas articulagdes com sino-
vite induzida, o nimero de macrdéfagos se manteve
baixo, aumentando somente em T7 (48,5%).

A percentagem de linfocitos ndo variou entre
as articulacdes sadias e com sinovite durante todo
periodo de experimento. A média variou entre
15,9% (TO) e 1,2% (T2) em todas as articulagdes
avaliadas, percentagem considerada fisiologica
(MAHAFFEY, 1992). O mesmo foi observado
na percentagem de eosindfilos, mantendo-se entre
2,3% (TO) e 0,08% (T2). A propor¢ao de macro-
fagos e linfocitos raramente fornece informagao
diagnéstica util, e sinovite linfocitica ¢ rara em
equinos (MAHAFFEY, 1992). A percentagem de
eosindfilos ¢, geralmente, inferior a 1% do total de

células nucleadas (MAHAFFEY, 1992). A sinovite
eosinofilica ¢ rara, podendo ocorrer como reagao
alérgica a um produto injetado na articulacao,
em virtude da migracdo de parasitas ou pode ser
idiopatica (BERTONE, 2003).

A presenca de eritrocitos variou bastante,
tanto nas amostras obtidas das articulagdes sadias
quanto nas com sinovite induzida. Apesar de se
alternar o local da artrocentese entre o aspecto dor-
somedial e dorsolateral, para minimizar o trauma
e, consequentemente, a hemorragia iatrogénica no
espago articular, foi observado um aumento pro-
gressivo no numero de eritrocitos. Eritrocitos ndo
sao considerados constituintes normais do liquido
sinovial. Quando encontrados em pequeno nimero
sdo atribuidos a contaminagdo da amostra no mo-
mento da artrocentese. A contagem de eritrocitos
pode variar muito, dependendo da contaminagao
durante a artrocentese (McILWRAITH & TROT-
TER, 1996) e do trauma resultante de artrocenteses
repetidas (TODHUNTER & LUST, 1992).

Uma indicagdo de contaminacdo no mo-
mento da coleta ¢ a presenca de plaquetas no
exame citoldgico. A fagocitose de eritrocitos por
macr6fagos em uma amostra recentemente colhida
e processada sugere que os eritrocitos ja estavam
no liquido no momento da colheita (MAHAFFEY,
1992). No caso de traumatismo recente pode
haver hemorragia articular significativa. Outras
causas de hemorragia articular incluem alteracdes
na coagulacdo e neoplasmas (FISHER, 2003).
Observou-se eritrofagocitose (Figura 1) a partir
da segunda artrocentese, tanto nas articulacdes
sadias quanto nas com sinovite, ndo se notando
diferenca entre as articulagdes. Ela foi atribuida
a trauma, causando infiltracdo de eritrdcitos no
liquido sinovial. Por esse motivo, ndo se realizou
a contagem de eritrocitos no fluido sinovial.

Células mesoteliais foram observadas a par-
tirde T1 (Figura 1) em todas as articulagdes, sendo
algumas reativas, exibindo borda citoplasmatica
com projecdes, no liquido sinovial das articulagdes
com sinovite induzida. As células mesoteliais dife-
riram entre as articulagdes sadias e com sinovite e
entre tempos. O maior aumento foi registrado nas
articulagdes sadias em T2 (2,6%), permanecendo
estaveis durante o resto do experimento. Células
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intactas de revestimento sinovial sdo ocasional-
mente aspiradas (MAHAFFEY, 1992). Trata-se de
células que se tornam facilmente reativas quando
ha aumento de liquido em cavidades corporais ou

processos inflamatérios (SHELLY, 2003), e foram
observadas no liquido sinovial das articulacdes
com sinovite.
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FIGURA 1. Valores médios das células nucleadas totais, neutréfilos, macrofagos e grau de eritrofagocitose do liquido sinovial
das articulagdes radiocarpianas com sinovite induzida (quadros pretos) e normais (circulos pretos) de poneis. (* diferenga

entre os grupos e entre os tempos).

Concentracao de proteina (Figura 1), visco-
sidade (Figura 1) e precipitagdo da mucina (Figura
1) nao diferiram (P>0,05) entre as articulagdes em
TO. Essas variaveis aumentaram nas articulacdes
com sinovite induzida em T1, permanecendo ele-
vadas até 120 horas (T7). Nas articulagdes sadias,
ndo se notou variagdo da viscosidade e da precipi-
tacdo da mucina até o final do experimento, mas
a proteina aumentou significativamente (p<0,05)
em T5 e T6. A artrocentese repetida nao modifi-
cou a viscosidade e qualidade da precipitacio da
mucina nas articulacdes sadias, no decorrer do
experimento.

O teste da qualidade do precipitado da muci-
na e de viscosidade ¢ um método semiquantitativo
que avalia o grau de polimerizagdo do 4cido hia-
lurénico no liquido sinovial  MAHAFFEY, 1992).

Quanto mais inflamada a articulagdo, menor sera
a coagula¢do da mucina. Isto ocorre porque ha
diluicao e redugdo na produgao do acido hialuro-
nico, diminuindo a viscosidade do liquido sinovial
¢ a lubrificacao dos tecidos articulares. Quando o
processo inflamatdrio aumenta, ha diminuigdo da
producdo de 4cido hialurénico e aumento de sua
degradagdo pelas enzimas lisossomais (BERTO-
NE, 2003). Mucina de qualidade boa ou razoavel ¢
associada com artrite traumatica ou degenerativa,
enquanto que mucina de qualidade baixa ou muito
baixa geralmente ¢ resultante de artrite séptica.
Entretanto, a correlagdo ndo ¢ muito forte, porque
mucina de baixa qualidade tem sido observada na
presenca de inflamagdo moderada (McILWRAI-
TH & TROTTER, 1996). Por esse motivo, o
teste da qualidade do precipitado da mucina ndo
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¢ rotineiramente utilizado (MAHAFFEY, 1992;
MCcILWRAITH & TROTTER, 1996).

As proteinas totais aumentaram de apro-
ximadamente 2 g/dL para até 7 g/dL na sinovite
induzida, atingindo niveis semelhantes aos encon-
trados por WHITE et al. (1996), usando o mesmo
modelo de sinovite. O aumento da permeabilidade
capilar, que ocorre durante o processo inflamatério
da articulacao, e as artrocenteses repetidas permi-
tem que proteinas com peso molecular elevado,
principalmente globulinas, penetrem no espago
articular, resultando em uma concentragao de pro-
teina proxima a do plasma (VAN PELT, 1974).

A quantidade relativa de albumina do liqui-
do sinovial inflamado diminui, enquanto que as
alfa 2 e gamaglobulinas aumentam (McILWRAI-
TH & TROTTER, 1996). O liquido sinovial ¢

considerado alterado quando a proteina total for
superior a 2,5 g/dL. Ja proteina acima de 4 g/dl,
como a observada nas articulagdes com sinovite
induzida, indica inflamag¢do grave (McILWRAI-
TH & TROTTER, 1996). O aumento de proteina
no liquido sinovial observado nos poneis deste
estudo, além de ser causado pela inflamacao indu-
zida pelo adjuvante, também pode ser atribuido,
em parte, a resposta inflamatoria desencadeada
pelas artrocenteses repetidas (CAMPBELL et al.,
2004). Um aumento discreto da proteina, porém
estatisticamente significativo, foi observado no
liquido sinovial das articulagdes sadias. Portanto,
as artrocenteses repetidas contribuiram para o
aumento da concentragdo de proteinas no liquido
sinovial de ambas as articulagdes, sadias e com
sinovite induzida.
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FIGURA 2. Valores médios das células mesoteliais, da proteina, grau de viscosidade e qualidade do coagulo da mucina
do liquido sinovial das articulagdes radiocarpianas com sinovite induzida (quadrados pretos) e normais (circulos pretos) de

poneis. (* diferenca entre os grupos e entre os tempos).

CONCLUSAO

A infiltracdo intra-articular com 0,5 mL de
adjuvante completo de Freund induz uma sinovite
neutrofilica de intensidade moderada a grave, com

elevada quantidade de proteinas e viscosidade bastan-
te diminuida. Essas caracteristicas sao semelhantes a
uma sinovite ocorrida naturalmente, demonstrando a
eficacia desse modelo para o estudo da patofisiologia
e tratamento de doencas articulares.
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