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RESUMO

Foram estudadas as caracteristicas fisico-quimicas e citologicas do liquido sinovial da bainha tendinea
digital de nove eqiiinos higidos. Verificou-se que o liquido é viscoso, amarelo claro, limpido, livre de
particulas e que ndo coagula a temperatura ambiente. Sua concentracdo média de acido hialurdnico foi
60,20mg/dl, a taxa de glicose, similar & plasmatica e sua concentragdo protéica nao ultrapassou 1,74g/dl,
com relagdo média albumina:globulina de 0,94. O niimero médio de células nucleadas foi de 313
células/pl, com predominancia de grandes células mononucleares e linfocitos. Houve correlagdo
significativa (r = - 0,649, P<0,01) entre o aumento da concentra¢do de acido hialurénico ¢ a diminuigdo
percentual de linfécitos. As mensuracdes das caracteristicas pesquisadas no liquido sinovial da bainha
tendinea digital de eqiiinos sdo de execucdo simples e passiveis de implantacio na rotina de atendimentos
clinico-cirrgicos.
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ABSTRACT

Physical, biochemical and cytological characteristics of the digital flexor tendon sheath synovial fluid
were studied in nine clinically normal horses. It is a viscous, pale yellow, clear fluid, without flocculent
material and does not clot at room temperature. Its hyaluronic acid mean concentration was 60.20mg/dL,
glucose levels were similar to the plasmatic levels, and its protein concentration was up to 1.74g/dL, with
mean albumin:globulin ratio of 0.94. Nucleated cells mean number was 313 cells/ul, with predominating
large mononuclear cells and lymphocytes. There was a significant correlation (r= -0.649, P<0.01)
between increasing hyaluronic acid concentration and decreasing Iymphocyte counts. Equine digital
tendon sheath synovial fluids can be easily evaluated, being feasible in clinical and surgical routine, and
the information may be useful to the diagnosis, treatment and prognosis of animals with tendon sheath
associated lesions.
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INTRODUCAO

O liquido sinovial (LS) existente nas cavidades
articulares e bainhas tendineas (BTs) pode ser
considerado um fluido especializado que reflete
alteragdes no tecido sinovial (Van Pelt, 1962) e
no metabolismo intra-articular ocasionadas pela
doenga (Van Pelt, 1962; 1974). Informagdes
obtidas pela analise do fluido podem indicar a
natureza e a extensdo das lesdes intra-articulares
e contribuir com outras técnicas auxiliares na
determinacdo do diagnostico, na defini¢do do
tratamento (Tew e Hotchkiss, 1981) e no seu
acompanhamento (Moyer, 1983), possibilitando
estabelecer prognoéstico fidedigno (Tew e
Hotchkiss, 1981). Esses principios também sio
aplicaveis a andlise do LS das BTs (Barnabé,
2001).

Nos eqiiinos, a infec¢do da BT é uma condi¢do
critica devido a severa claudicagdo que produz,
as dificuldades na cura da infec¢do das
estruturas sinoviais e as seqiielas que podem
produzir claudicagdes cronicas (Bertone, 1995).
A bainha tendinea digital (BTD) ¢ a mais
comumente afetada (Honnas et al, 1991;
Bertone, 1995). As enfermidades dessa bainha
sdo freqlientes nos cavalos atletas (Malark et al.,
1991), podendo limitar severa e
permanentemente o desempenho atlético desses
(Honnas et al., 1991).

O progndstico e o sucesso no tratamento da
tenossinovite estdo diretamente relacionados ao
seu diagndstico precoce (Barnabé et al., 2004) e,
apesar de a ultra-sonografia fornecer dados
sobre a extensdo da lesdo, informagdes
adicionais em casos de dificil diagnostico
podem ser obtidas pela avaliagdo do LS da
bainha digital (Malark et al., 1991), sendo
necessario o conhecimento de seus valores
normais para viabilizar a interpretagdo das
amostras alteradas (Barnabé et al., 2004). Sabe-
se também que alguns laboratorios de analise
apresentam variagdes no que consideram valores
normais ou patologicos para esse fluido (Trotter
e Mcllwraith, 1996), encorajando a pesquisa de
valores de referéncia para o LS das BTs. Assim,
o objetivo deste estudo foi analisar as
caracteristicas fisicas, quimicas e citoldgicas do
liquido sinovial da bainha tendinea digital de
eqiiinos higidos.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.57, n.3, p.288-294, 2005

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados nove eqiiinos sem raca definida,
machos, adultos e higidos, selecionados com
base na inexisténcia de doenga sistémica ¢ de
historico de doenca musculoesquelética, auséncia
de claudicagdo e quaisquer alteragdes ou dor
evidenciadas a palpagdo dos tenddes flexores
digitais ou de suas bainhas. Na véspera da
colheita do LS, os animais foram submetidos a
jejum alimentar e hidrico de nove horas.

Imediatamente antes da administra¢do da
medicacdo pré-anestésica, foram colhidas
amostras de sangue da jugular para dosagens
bioquimicas da glicemia, concentragdoes de
proteinas totais, albumina, globulinas, relagdo
albumina:globulina e atividades enzimaticas da
fosfatase alcalina (FA) e da aspartato
aminotransferase (AST). Em seguida, foram
feitas a lavagem dos membros, a tricotomia e a
higienizagdo da area a ser puncionada.

Os animais, submetidos a anestesia geral, foram
mantidos em decubito lateral durante a colheita
das amostras de LS. Aplicou-se bandagem
elastica compressiva em cada membro mantido
em extensdo, envolvendo-o proximo-distalmente
desde a regido média do metacarpo/metatarso
até abaixo da articulagdo metacarpo/metatarso-
falangeana (boleto), conforme descrito por
Malark et al. (1991). A regido a ser puncionada
foi submetida a anti-sepsia de rotina. Os tenddes
flexores do dedo foram localizados por palpagdo
e, dorsalmente a eles, inseriu-se uma agulha
hipodérmica 40x12mm na bainha digital, no
tergo médio da quartela. Com auxilio de seringa
de polietileno de 10ml, aspirou-se todo o LS
possivel. A puncdo foi realizada nos quatro
membros de cada animal.

O aspecto, o volume total de fluido ¢ a
viscosidade foram anotados no momento da
colheita de cada amostra, que entdo foi dividida
em duas aliquotas, uma contendo solucdo de
EDTA a 10%. Na aliquota sem EDTA foi
pesquisada a ocorréncia de coagulacdo. As
aliquotas foram enviadas imediatamente ao
laboratorio onde, com excecao da fragdo de LS
destinada as contagens celulares totais e
diferencial de células nucleadas (CN), passaram
por centrifugacdo a 1500g por cinco minutos,
sendo utilizadas para determinacdo da
densidade, qualidade do precipitado de mucina

289



Barnabé et al.

(QPM) e mensuragdo dos conteudos de glicose,
acido hialurénico (AH), proteinas totais,
albumina, globulinas, céalculo da relagdo
albumina:globulina (A:G) e quantificagdo das
atividades da FA e da AST.

A determinacdo da viscosidade foi realizada no
momento da transferéncia do LS da seringa de
colheita para os tubos de ensaio, estimando-se o
comprimento, em centimetros, do filamento
formado pela gota antes de se desprender de seu
bico. Considerou-se viscosidade diminuida
quando o comprimento do filamento foi inferior
a 5cm. As caracteristicas encontradas foram
atribuidos escores numéricos (diminuida = 1,
normal = 2) para posterior analise estatistica.

A formagdo de coagulo foi avaliada visualmente
na aliquota de LS sem EDTA acondicionada em
tubo de ensaio. A densidade do LS foi
determinada por refratometria ¢ a qualidade do
precipitado de mucina pela qualidade do
coagulo formado apos adi¢do de acido acético
ao LS. Os coagulos obtidos foram classificados
segundo Van Pelt (1967), atribuindo-lhes
escores numéricos (bom = 3, regular = 2, ruim =
1 e muito ruim = 0) para posterior andlise
estatistica.

Para a determinacdo das concentracdes de
glicose plasmatica e sinovial, empregou-se a
espectrofotometria, pelo método de Bondar e
Mead modificado'; para a concentragdo de acido
hialurénico, usou-se a colorimetria empregando-
se 100ul do LS, método de precipitagdo por
Alcian Blue, modificado por Little et al. (1990).
Solugdes purificadas de 4cido hialurdnico® com
diferentes concentragdes foram usadas como
padrao (Little et al., 1990).

A concentracdo sérica das proteinas totais foi
determinada pelo método do biureto® ¢ a do LS,
pelo método de Bradford (1976) em 5ul da
amostra, utilizando como padrdo solugdes
purificadas de albumina sérica bovina®. As
determina¢des das concentra¢des séricas e
sinoviais de albumina foram realizadas

! Kit Glicose HK - Labtest Diagnéstica S.A.- Lagoa Santa —
MG.

2 Hylartil Vet - Pharmacia & Upjohn AB — Uppsala —
Sweden.

® Kit Proteinas Totais - Labtest Diagnostica S.A.- Lagoa
Santa — MG.

* Sigma Chemical Co - St. Louis — MO — USA.
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colorimetricamente pelo método do verde de
bromocresol’. Foram calculadas as
concentragdes de globulinas e a relagdo A:G no
soro e no LS.

Na determinacdo das atividades enzimaticas
sérica e sinovial da FA, usou-se o método de
Bowers e McComb modificado® e, na da AST, o
método cinético UV,

Para as caracteristicas citologicas do LS, as
contagens globais de hemacias e CN foram
realizadas com hematocitometro de Neubauer.
As contagens diferenciais de CN foram
realizadas em laminas coradas com mistura de
metanol, May-Griinwald e Giemsa. Foram
contadas 100 células nucleadas de cada lamina,
sendo classificadas como linfocitos, grandes
células mononucleares, neutréfilos segmentados
e eosinodfilos. As grandes células mononucleares
constituiram-se de mondcitos, macrofagos e
eventuais células da membrana sinovial
(Mahaffey, 1992; Parry, 1999).

Os dados foram submetidos a analise de
varidncia para comparacdes entre os membros
toracicos e pélvicos. Caracteristicas subjetivas
como viscosidade e QPM, para as quais se
atribuiram escores numéricos, foram estudadas,
empregando-se analise de varidncia ndo
paramétrica, utilizando-se o teste de Kruskal-
Wallis. O coeficiente de correlagdo de Pearson
foi aplicado para estudar a correlagdo entre as
variaveis pesquisadas no LS, bem como para
associar algumas delas com sua correspondente
sangiiinea. Todas as analises foram realizadas
utilizando-se o programa SAS System 6.12,
sendo considerado o nivel de significancia de
P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores obtidos (médiaterro padrdo) no
sangue para glicemia (92,73mg/dl£3,05),
proteinas totais (7,13g/d1+0,18), relagdo A:G
(0,74+0,07) e atividades enzimaticas séricas da
FA (251,54U/1+17,81) e da AST

5 Kit Albumina - Labtest Diagnéstica S.A.- Lagoa Santa —
MG.

® Kit Fosfatase Alcalina PNP - Labtest Diagnéstica S.A.-
Lagoa Santa — MG.

" Kit AST/ GOT - Labtest Diagnostica S.A. - Lagoa Santa —
MG.

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.57, n.3, p.288-294, 2005



Caracteristicas fisico-quimicas e citologicas...

(252,60U/ml+31,68) encontram-se dentro dos
limites de normalidade para a espécie eqiiina
segundo Kaneko et al. (1997).

Nao houve diferencas significativas (P>0,05)
entre os membros toracicos e pélvicos quanto as
caracteristicas pesquisadas no LS da BTD. O
namero de amostras analisadas por caracteristica
variou em fung¢do do volume de LS, obtido na
puncdo, e da ocorréncia de coagulagdo.

Obteve-se LS em 83,3% das pungdes realizadas
na BTD. Nas 30 amostras colhidas houve
predominio do aspecto amarelo claro, limpido e
auséncia de particulas em suspensdo. Duas
amostras foram contaminadas com sangue
durante a puncdo da bainha, o que, segundo
Boon (1997), é comum, em conseqiiéncia da
ruptura de capilares subsinoviais (Van Pelt,
1974) e essa pdde ser confirmada pela
inexisténcia de amostras com coloragdo alterada
no inicio da pungdo (Parry, 1999) e auséncia de
xantocromia apds sua centrifugacdo (Van Pelt,
1962; Mahaffey, 1992; Parry, 1999). Essas
amostras  apresentavam-se avermelhadas e
coagularam a temperatura ambiente.

A viscosidade (medianaterro-padrao: 2+0,09;
onde 2=normal) do LS foi normal em 70% das

30 amostras e diminuida nas restantes.
Correlagdo negativa (r=-0,489; P<0,01) foi
verificada entre a viscosidade ¢ o volume de LS
aspirado, atribuida a diluicdo da concentragdo de
AH (Van Pelt, 1962; Tew e Hotchkiss, 1981).

Os coagulos de mucina (medianaterro-padrdo:
2+0,11; onde 2=regular) formados nas 22
amostras de LS foram classificados como bons
em 45,5% das analises ¢ como regulares nas
demais. A formagdo desses tipos de coagulo em
amostras de LS obtidas de eqiiinos sadios
também foi relatada por Van Pelt (1962) e pode
ser explicada pelas diferencas quantitativas ou
qualitativas de proteinas totais (Rowley et al.,
1982; Mcllwraith, 1987) e AH de cada uma
delas, pois ambas as substincias atuam na
formagdo do coagulo. Correlagdo positiva
(r=0,760; P<0,01) foi verificada entre a
qualidade do coagulo de mucina e a viscosidade
do LS, atribuida a influéncia exercida pela
quantidade e qualidade do AH presente na
amostra (Van Pelt 1962; 1967).

Volume, densidade e caracteristicas quimicas e
citologicas do LS da BTD dos eqiiinos
encontram-se na Tab. 1.

Tabela 1. Numero de amostras, médias, erros padrdo ¢ valores limite para volume, densidade e
caracteristicas quimicas e citologicas do liquido sinovial da bainha tendinea digital de eqiiinos higidos

Variavel B5Es Ll i~ Valores limite
amostras erro-padrdo
Volume (ml) 30 1,95+0,18 0,20 — 4,00
Densidade 30 1,014 £ 0,001 1,010 - 1,021
Glicose (mg/dl) 29 98,23 +£2,67 70,20 — 125,50
Acido hialurénico (mg/dl) 28 60,20 + 4,26 15,65-113,33
Proteinas totais (g/dl) 30 1,15+ 0,05 0,60 — 1,74
Relagdo A:G 22 0,94+0,11 0,41-2,84
FA (U/N) 28 28,06 + 1,56 8,20 —49,70
AST (U/ml) 29 56,17 £2,29 36,67 — 83,81
Hemécias (células/pl) 25 6.714 £1.370 400 —24.140
Células nucleadas (/ul) 25 313£98 0-1.640
Neutrofilos segmentados (%) 25 1,90 £ 0,33 0-6
Linfécitos (%) 25 32,42 +4,77 3-83
Grandes células mononucleares (%) 25 65,56 £ 4,76 16 - 96
Eosinofilos (%) 25 0,12 + 0,07 0-1

Verificaram-se  correlagdes positivas  entre
densidade e concentracdes de acido hialurénico
(r=0,410; P<0,05) e de proteinas totais (r=0,404;
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P<0,05) no LS, explicadas pela presenga dessas
substincias no fluido. Observou-se correlagdao
negativa entre a densidade e o volume aspirado
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(r=-0,456; P<0,05), justificada pela diferenca de
dilui¢do do AH e das proteinas na solugdo.

A concentragdo média de glicose no LS foi 7,1%
maior que a plasmatica, sendo consideradas
similares, conforme descrito por Curtiss (1964) e
Van Pelt (1974). A correlagdo entre as
concentragdes de glicose no LS e no plasma foi
positiva (r=0,696; P<0,01), atribuida a tendéncia
de equilibrio existente em condi¢des normais,
permitida pela livre difusdo desta substancia
através da membrana sinovial (Mahaffey, 1992).
O jejum a que os animais foram submetidos ¢
requerido para que ocorra o equilibrio entre as
concentragdes desse agucar nos compartimentos
sinovial e sangiiineo, pois, conforme Zeller et al.
(1941), alteragdes na concentragdo de glicose no
LS sdo passiveis de atraso em relacdio a
exacerbacdes ou remissdes de sua concentragdo
plasmatica. Além disso, sua taxa de difusdo pela
barreira sangue-membrana sinovial,
aparentemente, ndo ¢ rapida o suficiente para
manuten¢do do equilibrio dindmico (Van Pelt,
1962). Nao se observou correlacdo (P>0,05)
entre a concentragdo de glicose e a contagem
eritrocitaria do LS.

Observou-se correlagdo negativa entre a
concentragdo de AH (r=-0,395; P<0,05) e o
volume de LS aspirado, justificada pela menor
diluigdo desse composto em virtude do volume
liquido reduzido (Van Pelt, 1962). As
correlagdes  positivas  verificadas entre a
quantidade de AH e a viscosidade (r=0,713;
P<0,01) e entre a primeira ¢ a QPM (1r=0,701;
P<0,01) eram esperadas, pois essas ultimas
caracteristicas refletem a quantidade e a
qualidade do hialuronato do LS. Observou-se
correlagdo negativa entre a concentracdo de AH
e a porcentagem de linfocitos (r=-0,649; P<0,01)
no LS, atribuida a acdo inibitoria do hialuronato
sobre a migracdo de linfocitos para a cavidade
sinovial. Sua  concentra¢do ¢  forma
tridimensional levam a exclusdo estereométrica
desses leucocitos, sugerindo efeito
antiinflamatoério do AH (Mcllwraith, 1997).

A concentragdo de proteinas no LS
correspondeu, em média, a 16,2% de sua
concentragdo sérica. A relagdo A:G no LS foi
maior que a do sangue nos animais estudados,
confirmando os relatos de Curtiss (1964) ¢ Van
Pelt (1967), que afirmaram que o LS normal
apresenta proporcionalmente mais albumina que
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o sangue, devido a diferenca de peso molecular
de ambas (Jones et al., 1993), refletindo-se na
permeabilidade seletiva da membrana sinovial a
compostos de alto peso molecular, como ¢ o caso
das varias fragdes globulinicas.

Embora a atividade média da AST no LS
verificada neste experimento seja menor que a
sérica, esse valor pode estar discretamente
superestimado, pois houve correlagdo positiva
entre AST e o nimero de hemacias (r=0,439;
P<0,05) presentes na amostra, condizente com a
liberagdo da enzima por estas células. Kramer e
Hoffmann (1997) descreveram a existéncia de
AST nos eritrdcitos e a sua liberagdo no plasma
antes da hemolise. Observou-se correlagao
positiva entre a atividade da AST e a
porcentagem de neutrofilos  segmentados
(r=0,414; P<0,05) no LS, o que também foi
descrito por Curtiss (1964) em relagdo ao
conteudo leucocitario, e verificado,
indiretamente, por Mcllwraith (1987) pela
correlag@o positiva entre o nimero de leucdcitos
no campo microscopico e os niveis enzimaticos.
As correlagdes sdo explicadas pela liberacdo de
AST pelos neutréfilos segmentados, gerando
uma propor¢ao direta entre o seu numero nas
amostras sinoviais e a atividade enzimatica.

Neste ensaio, o numero de hemacias nas
amostras de LS variou consideravelmente (Tab.
1), sendo imputado & contaminagdo da amostra
de LS no momento da pungdo, ainda que ndo
tenha sido notada visualmente. O valor médio da
contagem global de CN manteve-se entre aqueles
considerados normais para o LS (Van Pelt, 1967,
1974; Tew e Hotchkiss, 1981; Malark et al.,
1991). As grandes células mononucleares
predominaram, seguidas pelos linfocitos,
neutréfilos segmentados e eosinéfilos. Algumas
amostras apresentaram inversao de
predominancia entre as grandes células
mononucleares € os linfocitos, mas ambos os
tipos celulares sempre foram os mais abundantes.
A variagdo pode estar fundamentada na
influéncia que a concentracdo e o grau de
polimerizagdo da molécula de AH exercem sobre
a migragdo linfocitaria para a cavidade sinovial,
sem que certa alteragdo na concentragdo de
hialuronato no LS modifique caracteristicas
peculiares de normalidade desse fluido.

As alteragdes patologicas decorrentes da
tenossinovite, provavelmente, se manifestam
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precocemente no LS, como descrito nos
processos articulares por Tulamo et al. (1989),
alterando sua composi¢do fisico-quimica e
citologica antes que outros sintomas clinicos
aparecam. Assim, uma vez conhecidos os valores
de referéncia para o LS da BTD dos eqiiinos, sua
analise prové informagdes que agilizam o
diagnéstico (Barnabé, 2001; Barnabé et al.,
2004), podendo ajudar no estabelecimento do
grau de severidade das lesdes associadas a essas
estruturas, propiciando elementos dindmicos para
reavaliacdes de casos clinicos e progndstico mais
acurado.

CONCLUSOES

As mensuragdes das caracteristicas pesquisadas
no LS da BTD de eqiiinos sdo de execugdo
simples e passiveis de implantagdo na rotina de
atendimentos clinico-cirrgicos, podendo trazer
contribuigdo  significativa ao  diagnostico,
tratamento e prognostico de animais com
alteragdes patologicas da BTD. A contaminagdo
de amostras de LS com pequena quantidade de
sangue ndo ocasiona prejuizos a sua analise.
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