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Identificacao de Cristais de Urato Monossddico no Liquido Sinovial

Identification of Monossodium Urate Crystals in Sinovial Fluid
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RESUMO
A andlise laboratorial do liquido sinovial (LS) é determinante na distin¢io entre artrite
séptica e artrite induzida por cristais. A identificacao dos cristais de urato monossodico
(UMS) ou de pirofosfato de célcio diidratado (PPCD) com uma contagem elevada de
neutroéfilos sdo dados laboratoriais usados em reumatologia para o diagndstico correto
de um quadro clinico de gota ou pseudogota, respetivamente.
O microscédpio de luz polarizada é o método padrao para a sua dete¢do e identificagio,
aproveitando as diferentes caracteristicas de birrefringéncia destes cristais.
Diversos estudos demonstram, no entanto, que este método sofre de falta de coeréncia
entre observadores, devido a sua componente subjetiva e a algumas limita¢des da
propria técnica.
A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier é aqui apresentada
como técnica fidvel e eficaz na identificagdo de UMS isolado a partir da matriz bioldgica
usando etanol como extrator da matéria organica e inorganica a eliminar.
Palavras-Chave: Liquido sinovial, Cristais (UMS e PPCD), Microscopia de luz
polarizada, Espetroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier

ABSTRACT
Laboratory analysis of synovial fluid is key on distinguishing septic from crystal induced
arthritis. The identification of monossodium urate (MSU) or calcium pyrophosphate
dihydrate (CPPD) crystals in the presence of a high neutrophil count is the criteria
used in rheumatology for the correct diagnosis of gout and pseudogout, respectively.
Polarized light microscopy is the “gold” standard for its detection and identification,
based on distinct birefringency properties of these crystals.
Several studies demonstrate, however, a lack of inter-observer agreement, due to
subjective issues and limitations of the technique itself.
Fourier transformed infra-red spetroscopy is described herein as an efective and
reliable technique for the identification of MSU crystals, isolated from its biological
matrix, using ethanol as an extractant of undesirable organic and inorganic matter.
Keywords: Synovial fluid, Crystals (UMS and CPPD), Polarized light microscopy,
Fourier Transformed Infrared spectroscopy
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INTRODUCAO

A identificacdo dos cristais de urato
monossédico (UMS)! e pirofosfato de
calcio diidratado (PPCD) no liquido
sinovial (LS), coexistindo com uma
contagem elevada de leucdcitos
polimorfonucleares  (indicativo  de
inflamacao aguda) é a unica forma
correta de diagnosticar um ataque de
gota ou pseudogota, respetivamente.

Os cristais referidos mostram diferentes
caracteristicas de birrefringéncia, e o
microscépio de luz polarizada é o método
padrao para a sua dete¢do. Contudo,
diversos estudos tém demonstrado, que
a sua identificacao, sofre de uma falta de
coeréncia entre diferentes observadores,
tanto pela sua componente subjetiva
como por algumas limita¢oes da prépria

técnica®>.

DEFINICAO

O LS é um liquido viscoso encontrado
nas cavidades articulares. E constituido
por um ultrafiltrado nao seletivo (exceto
as proteinas de alto peso molecular)
do plasma através da membrana
sinovial, cujas células, (sinovidcitos)
contribuem ainda com a secrecao de
um  mucopolissacarideo  contendo
acido hialurénico (responsavel pela
viscosidade) e uma pequena quantidade
de proteinas, cerca de um quarto da
concentragao plasmatica.

A sua func¢ao além da lubrificagdo
das articulagdes, fornece nutrientes a
cartilagem articular e diminui o choque
de compressio nas caminhadas e
corridas®.

Sdao apresentados valores normais de
alguns parametros do LS na Tabela 1°.

Tabela 1. Caracteristicas do liquido sinovial sob condi¢ao fisiolégica normal

Volume < 3.5mL

Cor Incolor a amarelo palido

Aspeto Limpido

Viscosidade Formar filamento de 4-6 cm
Leucdcitos < 200 celulas /uL

Neutrofilos < 25%

Cristais Nenhum

Glicose: diferenca do < 10 mg/dL menor do que a glicemia
plasma

Proteina total < 3g/dL
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As lesdes nas membranas articulares
originam um quadro de artrite (dor
e rigidez nas articulagbes) e os
testes laboratoriais mais utilizados
no diagnéstico diferencial, incluem
contagem de neutréfilos, presenca
e identificacdo de cristais, exame
bacteriolégico  direto e  cultural.
Associando a cor, o aspeto, a viscosidade
e o doseamento da glicose, é possivel
classificar a artrite de acordo com a sua
origem: nao inflamatoéria, inflamatoria
de origem imunoldgica, inflamatoria
induzida por cristais, séptica e
hemorragica.

Numa artrite inflamatéria induzida
por cristais o LS tem aspeto turvo, cor
leitosa, baixa viscosidade, contagem
de glébulos brancos até 100.000/uL,
neutréfilos <70%, valor de glicose
diminuido e presenca de cristais>.

TIPO DE CRISTAIS

Os principais cristais observados no LS
em condic¢bes patofisioldgicas sio UMS
ou PPCD.
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Outros, como hidroxiapatite (fosfato
bésico de calcio), colesterol, corticoste-
roides e de oxalato de calcio, sao de im-
portancia clinica relativa.

Algumas patologias associadas ao tipo
de cristais encontram-se na Tabela 2°.

A gota é uma artrite inflamatéria
resultante da deposicdo de cristais
de UMS nas articulacdes e em outras
localizacdes. E mais prevalente em
homens, sendo muito rara em mulheres
antes da menopausa.

Na Tabela 3° estio descritas as
caracteristicas dos cristais, as quais
se associa uma propriedade muito
importante sob luz polarizada -
birrefringéncia.

A IDENTIFICACAO DE CRISTAIS

A  microscopia de luz polarizada,
aproveitando a  caracteristica de
birrefringéncia é o método mais utilizado
na identificacao de cristais no LS.

O microscédpio de luz polarizada contém
duas lentes, assemelhando-se a grelhas,
que permitem a passagem da luz de

Tabela 2. Descri¢dao dos cristais e circunstancias em que poderao ocorrer

Tipo Significado

UMS Gota

PPCD Pseudogota
Colesterol Inflamacao crénica

Corticosteroide

Apés infiltragdes

Oxalato de calcio

Didlise renal

Hidroxiapatita (fosfato de
calcio)

Osteartrose (degeneracdo da cartilagem
calcificada
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Tabela 3. Caracteristica dos cristais que poderdao ocorrer no LS em condi¢des nao fisioldgicas

. Luz polarizada
Cristal Forma P
compensada
Tres . . A . .
UMS Agulhas ’—;%( Birrefringéncia negativa
8 oo g g
- V==
uadrado rémbico S . . .
PPCD Q ’ '\-ﬁ\u — | Birrefringéncia positiva
varetas s o e
Placas entalhadas, @ e A .
Colesterol Y ‘_rf\ Birrefringéncia negativa
rombico e
. . Placas planas, de © Birrefringéncia positiva
Corticosterdide P - .
forma variavel She e negativa
», 920
\Y) Lo
Oxalato de calcio Envelope octaédrico, »
" ou duas piramides % &N P Birrefringéncia negativa
diidratado . -
unidas pelas bases By ® B
Apatite (fosfato Particulas pequenas. f - J . oA
1 Requer microscopia & & Y, Sem birrefringéncia
de calcio) letroni \ =
eletrénica. g —

forma laminar (Figura 17). Se os eixos
dos planos em que a luz pode atravessar
a 12 lente (polarizador) e a 22 lente
(analisador) forem ortogonais nenhuma
luz passa e o campo fica completamente
escuro. Uma estrutura cristalina,
com  caracteristicas  anisotropicas
(birrefringéncia), colocada entre as
duas lentes, ird refratar a luz incidente
num determinado angulo. A rota¢ao do
analisador permitird a passagem da luz
quando o eixo do seu plano coincide
com o eixo 6tico de anisotropia. Nestas
condi¢bes, o cristal surgird brilhante
num campo escuro’.

A utilizagdo de um compensador
vermelho  confere  aos  cristais
variabilidade de cor consoante o
alinhamento do seu eixo de vibragao
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lenta com o maior eixo do cristal. A
birrefringéncia negativa ou positiva
tem a ver com o efeito de subtra¢iao ou
adi¢ao que os cristais exercem na luz de
vibragao rdpida do compensador.

O processo de pesquisa de cristais no LS
requer, em primeiro lugar, determinar a
presencaouniodecristais, e, em seguida,
a sua identificacao correta. Na medida
em que o microscopio de luz polarizada
com ou sem compensador é o método
padrio para a sua identificacdo, também
¢ amplamente utilizado para determinar
se uma amostra de LS contém ou nao
cristais. Sendo os cristais de PPCD
fracamente birrefringentes, ou em certas
ocasides podendo ndo sé-lo de todo, a
sua detecao podera passar despercebida
no campo escuro se a pesquisa é
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polarizador

anisotropia

A: diregdo de progressdo no analizador
P: dire¢do de progressao no polarizador
C: diregdo do eixo otico de anisotropia

analisador .

Figura 1. Anisotropia entre grelhas cruzadas

realizada desta forma e, especialmente,
se a andlise é efetuada por alguém sem
experiéncia®®>. A microscopia dtica
convencional deve, por isso, ser o ponto
de partida em qualquer investigacao.

Os cristais de USM sao birrefringentes,
com um forte alongamento negativo
quando vistos sob luz polarizada
compensada. Deverd ser assegurado
que os cristais a serem analisados estao
alinhados de acordo com o eixo de
vibragao lenta do compensador. Quando
o eixo do cristal de USM se alinha com
aquele, toma a cor amarela, e quando fica
perpendicular torna-se azul. O cristal de
PPCD tem um comportamento inverso,
e por isso, quando o maior eixo do cristal
de PPCD ¢ paralelo toma a cor azul e
quando perpendicular fica amarelo.

As possiveis causas de falha na detegio
de cristais de UMS que ocorrem em 25%
dos pacientes com artrite gotosa aguda
incluem erro de amostragem do LS, a
presenca de cristais ultramicroscopicos
(isto é, cristais pequenos demais para
serem observadas por microscopia
Otica  convencional) ou, sendo

detetdveis, apresentam baixa defini¢ao,
e a dissolucio”!®. Neste dltimo caso,
poderia o atraso no processamento da
amostra ser a principal causa, contudo,
¢ consensual ndo ocorrer qualquer
alteragdo em amostras preservadas a 4°C
colhidas com ou sem EDTA ou heparina
sédica como anticoagulante!"'2.

OBJETIVO

Pretendeu-se com o presente trabalho
encontrar um método alternativo a
microscopia polarizada que permita
uma correta classificacio dos cristais
em amostras de LS, ultrapassando
as limitagdes da avaliagdo subjetiva
da observagio inter-individual, das
diferentes abordagens processuais e
influéncias fisiopatolégicas que poderao
alterar a forma como sio revelados.
A espetroscopia de infravermelho
encontra-se  pouco divulgada em
trabalhos cientificos na drea da
reumatologia, apesar da reconhecida
exatidio que pode oferecer. E um tipo
de espectroscopia de absor¢ao que usa
a regido do infravermelho do espetro

61



Barros M.R., Laranjeira P]J.

eletromagnético e  baseia-se nas
vibra¢oes dos atomos de uma molécula.
O espetro é obtido pela passagem da
radia¢ao do infravermelho através duma
amostra cristalina e calculada a fracao
da radiagdo incidente que ¢é absorvida a
uma determinada energia.

Os  espetrofotémetros com  um
interferometro e explorando o modelo
matematico da transformacgao de Fourier,
fornecem espectros de infravermelho
de alta qualidade, e simultaneamente
minimizam o tempo necessario para a
obtenc¢ao de dados e o seu processamento
por sistemas computorizados cada vez
mais avancados'?.

MATERIAL E METODOS

O LS colhido em tubo com K3EDTA
e em tubo sem aditivo foi analisado
paralelamente em preparagbes a fresco,
nao coradas, por microscopia Otica
convencional.

A detecao de cristais com formas
de agulhas/varetas determinou o
prosseguimento da andlise com vista a
sua identificacdo através de microscopia
polarizada, ndo compensada, recorrendo
a um Microscopio Olympus BX 51-P
acoplado a uma camara digital DP 71.
Napreparagiodaamostraparaaobtengao
do espetrograma de infravermelhos
procurou-se isolar os cristais a partir
da matriz bioldgica, aproveitando as
propriedades fisico-quimicas do etanol,
nomeadamente, o seu baixo ponto de
evaporagao, o seu poder dissolvente de
compostos polares e apolares e o facto
de ser utilizado em indmeras técnicas
de purificacio de cristais. Além disso, os
cristais de UMS s3o convenientemente
insoltiveis no etanol’®.

Para o efeito, 2,5 a 3 mL de LS colhido
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em tubo contendo K3EDTA e em tubo
sem aditivo foram centrifugados a
5.000 r.p.m durante 5° e eliminado o
sobrenadante por aspiragao.

Os sedimentos obtidos em ambos os
tubos foram lavados em 2 ciclos com
etanol arrefecido em banho de gelo
seguido de centrifugacdo e eliminagao
do sobrenadante. A integridade e a
recuperacao dos cristais foi controlada,
em ambos os tubos, por observacao
microscopica com luz polarizada sem
compensador (ver figuras 2C e 2D)
Procedeu-se a retoma apenas do
sedimento obtido no tubo original
com K3EDTA, em vidro de relégio, e
a obtenciao do extrato seco em estufa
(Heraeus) a 60°C. A secagem do extrato
foi monitorizada por inspec¢do visual e
levou 2 horas a completar-se.

A totalidade do extrato seco, cerca de
0,07mg, foi misturada com 300mg de
brometo de potassio (KBr) (FT-IR grade,
Sigma Aldrich) por pulverizagio em
almofariz de 4gata, seguido da produgao
de um comprimido com o auxilio de um
compressor hidraulico (Graseby Specac).
A aquisicao do espetrograma de infra-
vermelhos a partir do comprimido obtido
foi efetuada num espetrofotometro ATI
Mattson FTIR Genesis Series.

RESULTADOS

A observaciao das amostras em
preparacio a fresco e dos extratos
obtidos dos tubos com K3;EDTA e
sem aditivo, apds ultima lavagem com
etanol, usando um microscopio de luz
polarizada ndo compensada, permitiu a
visualizagdo e registo digital de alguns
campos de grande ampliagio (400 x)
com cristais de UMS - Figuras 2A e 2B e
Figuras 2C e 2D, respetivamente.
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Figura 2B. Preparagao a fresco de LS colhido em tubo sem aditivo
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Figura 2C. Controlo do extrato no tubo K3EDTA apés ultima lavagem
do sedimento com etanol

Figura 2D. Controlo do extrato no tubo sem aditivo apés altima lavagem
do sedimento com etanol
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O espetrograma de infravermelho
revelou a presenca de cristais de UMS
com um coeficiente de correlacio de
0,8696 para a amostra pura. O espetro
de absor¢io do UMS (foto digital
do écran do computador ligado ao
espetrofotémetro ATI Mattson FTIR
Genesis Series) e respetiva tabela de
coeficientes de correlacao com os mais
semelhantes de uma livraria KS da base
de dados, encontram-se representados
na Figura 3.

CONCLUSAO

A andlise microscépica do LS é um dos
procedimentos basicos para diagnosticar
doencas das articulacdes, tais como a
artrite séptica, ou a induzida por cristais,
como por exemplo, a gota, para a qual
existe tratamento eficaz.

A clinica altamente caracteristica de gota
tem permitido o seu reconhecimento
desde a antiguidade, e constituiu,
especialmente em associagdo com
hiperuricemia, a base do reconhecimento
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da doenca.

A descrigao de McCarty e Hollander de
cristais de UMS no LS, em 1961, tornou-
se o teste padrdao. Contudo, a adesao ao
diagndstico, comprovado pela presenca
de cristais, tanto para a gota como para
a artrite associada a cristais de PPCD,
manteve-se baixa entre reumatologistas,
persistindo a abordagem cldssica
associada a critérios mais focados na
componente clinica.

A observagao por microscopia O6tica
convencional complementada com a
de luz polarizada, sem compensador,
parece-nos suficiente para a
classificacao correta de cristais desde
que acompanhada por programas de
avaliacdo externa da qualidade que
uniformizem critérios de avaliacao entre
diferentes observadores. Os cristais
de PPCD sao facilmente identificados
pelo seu aspeto romboidal ou forma
paralelepipédica e uma vez que lhes
falta frequentemente a birrefringéncia,
podem ser melhor visualizados por
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Figura 3 - Espetrograma de infravermelho do UMS
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microscopia dtica convencional. Apenas
os cristais em bastonete de PPCD sao
suscetiveis de serem confundidos com a
forma de agulha dos cristais de UMS, e é
aqui que o microscépio de luz polarizada,
com ou sem compensador, tem um papel
definitivo quer na sua distin¢do, quer na
identificacao definitiva dos altimos.

Partindo da hipdtese de que a transicao
de uma articulagio saudavel para
uma articulacdo artritica deve ser
acompanhada por uma alteragdo
na composicdo do fluido sinovial, a
“impressao digital molecular” infra
vermelha, combinada com os métodos
de reconhecimento padronizados pode
distinguir amostras “normais” de LS
daquelas com tipos especificos de doenga.
No entanto, a variabilidade natural (sem
relacdo com qualquer estado de doenga)
limita a interpretagao das diferengas que
existem entre pacientes. A espetroscopia
de infravermelho da amostra total de LS
tem por isso grandes limitagdes.

O espectro de FTIR de cristais no LS é
praticavel na andlise de rotina desde que
estes sejam isolados facilmente a partir
da matriz bioldgica. A identificagdo de
cristais no LS através de FTIR encontra-
se pouco documentada e serd, decerto,
pouco utilizada, porque lhe falta a
rapidez que oferece a microscopia de luz
polarizada e pela aparente dificuldade
no isolamento dos cristais. No entanto,
numa  perspetiva  laboratorial, a
experiéncia aqui documentada oferece
sensibilidade, especificidade e rapidez
permitindo ultrapassar as limitagdes
da subjetividade de uma observagao
microscépica e da interpretagio das
possiveis variantes da artropatia por
cristais.
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