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Resumo

Este estudo objetivou investigar a presenca de componentes-chave, mastécitos e miofibroblastos, para desenvolvimento da
contratura articular em ovinos e avaliar a potencialidade desta espécie como modelo experimental para estudo deste
problema. Foram utilizadas 15 cédpsulas articulares de joelhos de ovelhas Santa Inés sadias para localizac¢do da proteina a-
SMA, identificando a presenca de miofibroblastos pela técnica de imuno-histoquimica, e mastdcitos, pela coloragdo de
Azul de Toluidina, em microscépio de luz. Os controles positivos foram corados satisfatoriamente pelas respectivas
técnicas entdo padronizadas. Nas capsulas articulares, raros mastocitos foram corados. Estudos sobre lesdes de capsula
articular de ovinos devem ser conduzidos para confirmar a presenca de miofibroblastos e desenvolvimento da contratura
articular.

Palavras-chave: Cépsula articular. Eixo Fibrose. Ovinos. a-SMA. Mastocitos.
Abstract

This study aimed to investigate the presence of components, mast cells and myofibroblasts, to develop joint contraction in
sheep and evaluate a potential as an experimental model for the development of this problem. Fifteen capsules of Santa
Inés ewe lambs were used to localize the o-SMA protein, identifying a presence of myofibroblasts by the
immunohistochemical technique, and mast cells by the Toluidine Blue staining under a light microscope. In the joint
capsules, rare mast cells were stained. Studies on joint capsule lesions of sheep should be conducted to confirm the presence
of myofibroblasts and joint contracture development.

Key-words: Joint capsule. Fibrosis axis. Sheep. a-SMA. Mast cells.
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Introducéo

As contraturas articulares ou perda de movimentos sdo complicacdes severas de doencas
articulares que podem limitar permanentemente a funcao de extremidades (MORREY et al., 1981). A
capsula articular é a estrutura critica que limita o0 movimento. Os tratamentos atuais para contratura
em seres humanos tém pouca eficicia e hd uma evidente necessidade de esclarecimento sobre a
patofisiologia dessa disfungéo cronica e incapacitante (TIMMERMAN et al., 1994; COHEN;
HASTING, 1998).

Pesquisas ja foram feitas na tentativa de descobrir o mecanismo de desenvolvimento da
contratura articular e Hildebrand et al. (2004a,b, 2005, 2007, 2008b) propuseram um eixo de formacéo
da fibrose que explica esse mecanismo. Desses estudos esses conseguiram determinar um eixo
fibrotico que leva ao estabelecimento da contratura articular e seus componentes sdo 0s
miofibroblastos, mastdcitos e neuropeptideos. Também mostraram que 0s ndmeros desses
componentes estdo aumentados na capsula articular de pacientes com contratura pés-traumatica.

As articulacdes do ovino sdo modelos promissores para a investigacao dos estados normais e
patoldgicos, pela semelhanga com a mecanobiologia de determinadas articulagdes humanas e pela
susceptibilidade a doencas articulares (DAWSON, 1987; APPLEYARD et al., 1999; HOLY et al.,
2000; CALLADO et al., 2001; TAPPER et al., 2006; SPADARI et al., 2013).

Assim, investigacdes sobre contratura articular em animais, especialmente os ovinos, poderdo
levar ao aumento de diagndstico e a melhoria do conhecimento do mecanismo deste problema,
contribuindo igualmente para a saude humana e animal. Portanto, foram padronizadas as técnicas de
identificacdo de miofibroblastos e mastdcitos para investigar a presenga desses componentes-chave
para o desenvolvimento da contratura articular no joelho ovino, a fim de se avaliar a potencialidade
desta espécie como modelo experimental para estudo desta patologia.

Material e métodos

Esta pesquisa esta em acordo com as normas da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), registrado sob nimero 016037/2012-34.

Animais

Foram utilizados 15 ovinos da raca Santa Inés, fémeas, adultas, sadias, obtidas em Abatedouro
Municipal da regido de Garanhuns, PE. A regido Nordeste em 2013, segundo a Organizacdo das
Nacdes Unidas, teve a pior seca dos ultimos 50 anos, o que levou a escassez de alimento nos 1.400
municipios atingidos (ONU, 2013), inclusive na regido de Garanhuns. Com isso, houve um aumento
do abate de fémeas, justificando a maior oferta deste género para as coletas de capsula articular neste
experimento. Os animais foram avaliados quanto a higidez das articulacdes e somente 0s que nao
apresentaram sinais de doenga articular ao exame fisico foram incluidos no estudo. Apos o abate do
animal, foram coletadas as cépsulas da articulagdo do joelho, nas regiGes mediais e laterais ao
ligamento patelar.

Imuno-histoquimica
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Fragmentos da capsula articular do joelho de cada animal foram coletados e imersos em solugéo
de formol tamponado a 10% por 24 horas, para posteriormente serem processados na rotina histolégica
em aparelho histotécnico (LupeTec, Sdo Carlos, SP). Os blocos de parafina contendo os fragmentos
de cépsula articular foram cortados em micrétomo manual (Leica, Sdo Paulo, SP) com espessura de 5
pm, utilizando laminas polarizadas (Imunoslide, Rio de Janeiro, RJ).

As laminas contendo os cortes histoldgicos foram desparafinadas em estufa a aproximadamente
60°C por no minimo uma hora, diafanizadas em dois banhos com xilol e reidratadas em concentrac6es
decrescentes de alcool para entdo iniciar as coloragdes imuno-histoquimica e citoquimica pelo Azul
de Toluidina. Em todas as reac¢6es foram adicionados um controle positivo e um negativo.

Dentre as etapas da técnica imuno-histoquimica a recuperacdo antigénica foi realizada pelo
calor imergindo as laminas em citrato de sédio 10 mM e pH 6,0 em banho-maria a 95°C, com
subsequente resfriamento a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, realizou-se o bloqueio
(Envision, Dako, S&o Paulo, SP) das peroxidases enddgenas por 20 minutos, ap6s delimitacdo dos
cortes com caneta hidrofobica (DakoPen, Dako, S&o Paulo, SP). As proteinas inespecificas foram
blogueadas (Protein Block, Dako, S&o Paulo, SP) por 20 minutos. O anticorpo priméario (Monoclonal
anti a-SMA antibody produced in mouse, Sigma, S&o Paulo, SP) foi adicionado na diluicdo de 1:100
por duas horas em temperatura ambiente aproximadamente 27°C, ou overnight (18 horas) a 4°C. Em
seguida, o anticorpo secundario (Anti-Mouse 1gG (whole molecule)-peroxidase antibody produced in
rabbit, Sigma, S8o Paulo, SP) foi aplicado as sec¢fes em temperatura ambiente por 60 minutos. O
substrato Diaminobenzidina (DAB)/peréxido foi aplicado as sec¢bes por 10 minutos conforme
recomendacdes do fabricante. A agua destilada foi utilizada em todos os processos, realizando duas
lavagens rapidas com &gua destilada e uma com Tris HCI pH 7,4 ou Tris EDTA pH 9,0. As laminas
foram rapidamente contracoradas com Hematoxilina de Harris por 30 segundos, e, apds 10 minutos
em agua corrente, passaram pelo processo de reidratacéo e diafanizacdo em bateria de concentracdes
crescentes de alcool e xilol, respectivamente, e apds foram montadas com laminula e Entellan (Merck,
Damstadt, Germany) para serem avaliadas em microscépio de luz.

O controle positivo para a a-SMA utilizado foram cortes histolégicos de cérvice ovina (Figura
1A), e o controle negativo, as mesmas laminas de capsula articular, porém, sem o anticorpo primario
(Figura 1B).

Para a evidenciacdo dos mastdcitos foi realizada a coloracdo de Azul de Toluidina (TOLOSA
et al., 2003), especifico para células metacromaticas, como o mastécito. A técnica consiste em, apos a
diafanizacdo e desidratacdo, imergir as laminas em solucéo a 0,1% de Azul de Toluidina (Vetec, Rio
de Janeiro, RJ) em éagua destilada, por 30 minutos. Como controle positivo foram utilizados cortes
histologicos de corddo umbilical bovino.

As imagens dos cortes foram capturadas em aumentos de 50, 100 e 400 vezes para cada amostra
com camera digital (Leica, Recife, PE) acoplada ao microscépio de luz.

Resultados e discussao

A rotina de imuno-histoquimica foi realizada com variacfes até se obter a padronizacdo da
técnica. No inicio do processo de padronizagéo, utilizaram-se laminas histologicas comuns, sem adicéo
de produto fixante. Foi observado que os cortes de capsula articular nestas laminas, quando submetidos
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a rotina imuno-histoquimica, ndo mantiveram a integridade do tecido. Com isso, testou-se a utilizagédo
de laminas tratadas com poli-lisina (Poly-L-lisine - Sigma Chemical Co, USA), onde uma parte das
laminas foi adicionada solucéo de 10% de poli-lisina em agua destilada, e outras foram adicionadas
100% de poli-lisina. Apesar da recomendacgéo do uso de laminas tratadas com poli-lisina em rotina
imuno-histoquimica (VOLPATO et al., 2012), no presente experimento essa substancia ndo favoreceu
a permanéncia e a qualidade do tecido estudado. Assim, optou-se pela utilizacdo de laminas
polarizadas, que proporcionou maior aderéncia do tecido, ainda que ndo garantisse a integridade deste
em todas as laminas preparadas com a técnica de imuno-histoquimica.

Observou-se que a completa desparafinizacao dos cortes para iniciar a preparacéo histologica foi
fundamental para o reconhecimento especifico da a-SMA pelo anticorpo primario.

N&o foi observada diferenca na utilizacao das solucdes de Tris HCI ou Tris EDTA para lavagem
das laminas.

A realizacdo da recuperacdo antigénica pelo calor pode ter contribuido para a perda da
integridade do tecido de algumas laminas (Figura 2). Utilizaram-se trés métodos diferentes para esta
etapa: por meio de banho-maria, micro-ondas em poténcia maxima por 15 minutos, e panela de pressédo
comum (20 segundos ap0s atingir a pressdo). O banho-maria mostrou-se como 0 método mais préatico
para uso em qualquer laboratoério de pesquisa.

O blogueio das peroxidases enddgenas foi realizado com o uso de um bloqueador especifico do
kit comercial Envision utilizado por 20 minutos. Também se utilizou solucdo de metanol e perdxido
de hidrogénio a 8% durante o processo de padronizacdo da técnica. Notou-se que, por apenas
acrescentar gotas ao corte histolégico e ndo lavar a lamina como na solucdo de metanol e peroxido de
hidrogénio, o uso do bloqueador do kit preservou melhor a integridade do tecido.

O bloqueio das proteinas inespecificas foi feito em camara Umida na temperatura ambiente ou
em estufa seca a 40°C. Como ndo houve diferenca entre as técnicas, optou-se pela padronizacdo em
temperatura ambiente.

Para a preparacdo da solucdo de anticorpo primario a ser utilizado, este foi diluido em Tris HCI
pH 7,4 com concentracdo de 1:100 e também foram feitos testes com concentracdes de 1:50
(anticorpo:diluente). Também se utilizou diluicdo em TRIS EDTA pH 9,0 ou solucdo de PBS
autoclavado, ambas em concentracdo de 1:100. N&o houve diferenca entre as solucdes utilizadas e,
pela praticidade e pelo custo, optou-se pelo Tris HCI pH 7,4. A concentracdo de 1:100 foi mais
adequada para evidenciar as estruturas que contém a a-SMA na capsula articular de ovelhas (artérias
e miofibroblastos) e estd em acordo com o utilizado para também identificar miofibroblastos por
Monument et al. (2010) em cépsula articular de coelhos e Volpato et al. (2012), estudando piometra
em cadelas. J& autores como Lima et al. (2011), em pesquisa sobre endométrio de vacas, e Zuccari et
al (2011) ao investigarem tumores de mama em cadela, utilizaram satisfatoriamente a concentracédo de
anticorpo primario de 1:50.

Notou-se que 0 anticorpo secundario monoclonal a-SMA alcalino fosfatase produzido em
camundongo (Sigma, Sao Paulo, SP) era incompativel com o anticorpo primario. Logo, substituiu-se
este pelo anticorpo monoclonal SMA sem fosfatase, com preparacdo para 0 DAB, quando obteve-se
éxito na marcacdo da proteina.

N&o houve diferenca quanto ao método de incubacdo do anticorpo por duas horas em cdmara
Umida em temperatura ambiente ou overnight (18 horas) a 4°C, assim como Hubner et al. (2005)
observaram.

A Hematoxilina de Harris € um corante amplamente utilizado na contracolora¢do imuno-
histoquimica (HUBNER et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006; LIMA et al., 2011; VOLPATO et al.,
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2012), por marcar os nucleos de todas as células do tecido avaliado, delimitando a identificagdo imuno-
histoquimica, possibilitando a analise histomorfométrica.

A coloracédo de Azul de Toluidina foi adequada para localiza¢do dos mastdcitos e ja € uma técnica
consagrada para tal (TOLOSA et al., 2003). A técnica de imuno-histoquimica oferece maior precisdo
para marcar proteinas especificas (marcadores), como a triptase ou a quimase, para a identificacdo dos
mastdcitos, tal como Monument et al. (2010) utilizaram. Comparando ambas as técnicas, o0 Azul de
Toluidina oferece vantagem porque alia especificidade e baixo custo, ainda que nao tenha a precisdo
da imuno-histoquimica.

Cépsulas articulares saudaveis possuem baixo nimero de mastécitos (HILDEBRAND et al.,
2008b), assim como constatado nesse estudo. Raros campos observados continham um mastocito e,
em determinados cortes nenhum exemplar foi visibilizado. Em cépsulas lesionadas esse numero pode
variar, assim como relatado por Monument et al. (2010), que observaram um aumento no nimero de
mastdcitos em capsulas com contratura pos-traumatica.

Devido ao baixo nimero dos tipos celulares estudados, ndo se avaliou histomorfometricamente
miofibroblastos ou mastocitos.

Reac0es inespecificas aconteceram na marcagdo imuno-histoquimica (Figura 3) na regido em
que poderiam ser localizados os miofibroblastos. Como as artérias (musculo liso) da cépsula e o
controle positivo (cérvice) foram satisfatoriamente marcados (Figuras 1 e 2), entdo outros estudos
deverdo ser conduzidos para a confirmacdo da presenca do miofibroblasto em cépsulas articulares.
Hildebrand et al. (2004) e Abdel et al. (2012) observaram um aumento de quatro a cinco vezes no
numero de miofibroblastos em cépsulas articulares que apresentaram contratura pos-traumatica.
Portanto, estudos posteriores que avaliem capsulas articulares lesionadas de ovinos poderdo confirmar
a presenca desse tipo celular nesse tecido.

Figura 1 — Fotomicrografia dos controles positivo (A) e negativo (B) da técnica de imuno-
histoquimica. Em A nota-se fibras musculares longitudinais e transversais marcadas na
cérvice ovina e em B observa-se apenas os nucleos marcados com a contracoloragio de
Hematoxilina de Harris. inclusive na regido de uma artéria (seta). A e B. aumento de
400x.
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Figura 2 — Fotomicrografias de capsula articular de joelho ovino marcadas pela imuno-
histoquimica e contracoradas pela Hematoxilina de Harris (A) e coradas pelo Azul de
Toluidina (B). Observa-se que em A a musculatura lisa da artéria (*) foi marcada pela
imuno-histoquimica e a regido perivascular teve integridade comprometida pelas etapas
da técnica. comparativamente ao corte de capsula corada pela téenica de Azul de
Toluidina (B). A e B. aumento de 100x.

Figura 3 — Fotomicrografias de capsula articular de joelho de ovelha (A) e cérvice de ovelha (B)
marcadas pela imuno-histoquimica e contracoradas pela Hematoxilina de Harris. As
setas indicam reacdes inespecificas a marcacdo de ¢-SMA ¢ em B nota-se que a
musculatura lisa da cérvice encontra-se corada em maior intensidade (*) do que a
coloracdo inespecifica (seta). A. aumento 400x. B. aumento de 100x.

Concluséao

O ntmero de mastécitos encontrado em capsula articular sadia do joelho de ovinos é baixo,
porém estudos sobre capsulas articulares lesionadas de ovinos devem ser conduzidos para confirmar a
presenca de miofibroblastos e avaliar a variacdo do nimero das células analisadas e a patofisiologia
do desenvolvimento da contratura articular.
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