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RESUMDO

Introducio: A identificagao de cristais no liquido sinovial é feita habitualmente através do exame micros-
copico com luz ordindria, luz compensada e algumas coloracgdes. No entanto, dadas as suas pequenas di-
mensdes e diminutas concentracdes no liquido sinovial, por vezes nem mesmo apés centrifugacao estes
se conseguem identificar utilizando esses métodos.

Objectivos: Analisar a detecgao de cristais no liquido sinovial de doentes com monoartrite nao infeccio-
sa, sem histéria de traumatismo ou patologia osteoarticular antecedente, em microscopia de luz polari-
zada e em microscopia electrénica.

Material e Métodos: Foram avaliadas amostras de liquido sinovial de doentes com monoartrite nédo in-
fecciosa, sem histdria de traumatismo ou patologia osteoarticular prévia. Os liquidos sinoviais obtidos fo-
ram observados numa fase inicial no microscépio de luz polarizada e com a coloracdo com vermelho de
alizarina. Posteriormente, analisimos as mesmas amostras por microscopia electrénica de transmissao e
espectroscopia de dispersdo de energia, tentando identificar cristais e caracterizar a sua composicao qui-
mica.

Resultados: Foram observadas 45 preparacdes de 23 amostras de liquido sinovial. Por microscopia de luz
polarizada identificAmos cristais em 11 desses liquidos, 3 com pirofosfato de célcio, 6 com «cristais con-
tendo célcio» e 2 com monourato de sédio. Nas restantes 12 amostras nao identificimos qualquer tipo de
cristal e os liquidos apresentavam caracteristicas mecanicas. As amostras foram posteriormente analisa-
das por microscopia electrénica de transmissao convencional e espectroscopia de dispersao de energia.
Confirmdmos a presenca dos cristais anteriormente identificados e na totalidade das 12 amostras sem cris-
tais identificados por microscopia de luz polarizada encontramos cristais contendo célcio.

Discussdo: Os microcristais parecem ser um achado universal em liquidos sinoviais de doentes com
osteoartrose. A prevencao da sua formacgdo poderd contribuir para travar a destrui¢do articular nesta pa-
tologia.

Palavras-Chave: Cristais; Microscopia electréonica; Osteoartrose.

ABSTRACT

Background: In clinical practice crystal identification in synovial fluid is made by polarized light micros-
copy and with some specific stainings. Nevertheless, sometimes we are unable to identify crystals by the-
se means, either because they are too small or because they are widespread on the fluid.

Aims: To compare the identification of crystals in synovial fluid from patients with non-infectious
monoarthritis but no history of local trauma or articular disease, using polarized light and electronic
microscopy.

Methods: We analized synovial fluid samples from patients with non-infectious monoarthritis and no his-
tory of local trauma or articular disease. First we used a polarized light microscope and alizarin red stai-
ning. Later we used conventional transmission electron microscopy and energy dispersive spectroscopy,
in order to identify and characterize crystals.

Results: Fourty-five samples from 23 synovial fluids were analyzed. Under polarized light microscopy we
identified crystals on 11 samples: 3 with calcium pyrophosphate crystals, 6 with calcium basic phospha-
te crystals and 2 with sodium monourate crystals. On the remaining 12 samples we were unable to iden-
tify crystals. Samples were then analyzed by conventional transmission electron microscopy and energy
dispersive spectroscopy confirming the presence of the previously identified crystals. On the remainig 12
samples we were able to identify calcium basic phosphate crystals.

Discussion: Microcrystals seem to be an universal finding in synovial fluid of patients with osteoarthritis.
The prevention of their deposition in joints might contribute to stop joint damage in this disease.

Keywords: Crystals; Electron microscopy; Osteoarthritis.
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IDENTIFICACADO DODE CRISTAIS NO LiQUliDO
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Patricia Nero', Isabel Nogueira™, Rui Vilar™,
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Introducao

Em Portugal, segundo vérios estudos publicados, as
doencas reumdticas sdo a principal causa de recur-
so a consulta de Clinica Geral, o primeiro motivo
de absentismo laboral, a primeira causa de refor-
ma precoce e a principal causa de invalidez.!*

De acordo com dados do Inquérito Nacional de
Satde de 1995/1996, as doencas reumadticas cons-
tituem 15,5 % das incapacidades temporérias nas
2 semanas que antecederam este inquérito, logo
apos as doencgas do aparelho respiratoério (21,1%) e
a frente das doencas do aparelho cardiovascular
(10%). No entanto, as doencgas osteoarticulares apa-
recem em primeiro lugar como causa de incapaci-
dade tempordria por mais de 90 dias: 29,4%, larga-
mente a frente das doencas do aparelho cardiovas-
cular (13,8%).

Segundo um inquérito epidemiolégico sobre
doencas reumaticas organizado pela Sociedade
Portuguesa de Reumatologia em 19967, com a co-
laboracdo de 432 clinicos gerais de todo o pais, a
doencareumadtica era a causa dereformaem5,17%
da populacdo. No «Estudo Epidemiolédgico sobre a
Doenca Reumadtica em Portugal» este valor foi bas-
tante mais elevado, 34,6%?3.

Apatologia reumadtica foi a terceira causa de me-
dicacdo crénica, 21,3%, atrds da patologia psiqui-
ca (36,5%) e gastrointestinal (33,2%), num trabalho
sobre a importancia das doencas reumaéticas nos
cuidados de satde primérios realizado em 1997 na
drea da grande Lisboa.*

As artropatias microcristalinas sdo um grupo de
doencas crénicas caracterizadas pela deposicdo de
cristais nos tecidos muisculo-esqueléticos. Consti-
tuem cerca de 6% das doencas reumadticas, de acor-
do com o inquérito epidemiolégico de reumatis-

*Servico de Reumatologia, Hospital de Egas Moniz, Lisboa
**Unidade de Ciéncia e Engenharia de Superficies do Instituto de
Ciéncia e Engenharia de Materiais e Superficies, Instituto Superior
Técnico de Lisboa

mos organizado pela Sociedade Portuguesa de Reu-
matologia em 1996, atrds referido.

Os cristais encontrados nas articulagées podem
ser inertes ou podem, por mecanismos meca-
nicos ou bioquimicos, desencadear processos
inflamatérios articulares ou lesdes degenerativas
cronicas.

Sao vérios os tipos de cristais que se podem
depositar numa articulacao, e podem ser encon-
tradas misturas numa mesma articulacdo. A sua
identificacdo no liquido sinovial é feita habitual-
mente através do exame microscépico com luz or-
dindria, luz compensada e algumas colorac¢des. Os
cristais sdo assim identificados com base nas suas
caracteristicas individuais, nomeadamente a sua
forma, a sua birrefringéncia e as caracteristicas de
coloracao.

Os cristais que mais frequentemente consegui-
mos identificar pela observa¢do microscépica do li-
quido sinovial sdo os de monourato de s6dio e de
pirofosfato de célcio, através das suas formas e ca-
racteristicas particulares de birrefringéncia, e os
«cristais contendo célcio», nos quais se incluem a
hidroxiapatite, através da coloracdo com o verme-
lho de alizarina.® No entanto, dadas as suas peque-
nas dimensoes e diminutas concentracdes no li-
quido sinovial, por vezes nem mesmo apés centri-
fugacdo estes se conseguem identificar.

Coloca-se entdo a questdo se a frequéncia da
presenca de cristais na etiologia das doencas arti-
culares ndo poderad estar sub-valorizada.

Objectivos

Analisar a deteccdo de cristais no liquido sinovial
de doentes com monoartrite ndao infecciosa, sem
histéria de traumatismo ou patologia osteoarti-
cular antecedente, em microscopia de luz polari-
zada e em microscopia electrénica de transmissao,
utilizando a difraccao de electrdes e a espectrosco-
pia de dispersdo de energia.
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Material e Métodos

Este foi um estudo transversal, em que foram
avaliadas amostras de liquido sinovial, por mi-
croscopia de luz polarizada e microscopia elec-
trénica de transmissdo convencional. As amostras
de liquido sinovial foram obtidas através da reali-
zacdo de artrocentese, em condicoes de assépsia,
em doentes com monoartrite seguidos em con-
sulta externa ou internados no Servigco de Reuma-
tologia do Hospital de Egas Moniz. Nenhum des-
tes doentes tinha histéria prévia de traumatismo
ou doenca osteoarticular conhecida, nem tinha
realizado sinoviortese ou outra infiltracdo in-
tra-articular nos 3 meses antecedentes. Todos
os doentes consentiram na realizacao da artrocen-
tese para fins diagnésticos, sem que tenha sido
alterado algum procedimento clinico de rotina
do Servico de Reumatologia do Hospital de Egas
Moniz.

Os liquidos sinoviais obtidos foram observados
numa fase inicial no microscépio de luz polariza-
da disponivel no Sector de Técnicas do Servico de
Reumatologia do Hospital de Egas Moniz, com luz
ordindria, luz polarizada com e sem compensador
e com a coloracdo com vermelho de alizarina, se-
guindo o método de rotina praticado nos servicos
de Reumatologia.®

O microscépio 6ptico utilizado foi um micros-
copio Leica® DMLS, com as seguintes caracteristi-
cas:

— microscopio para as ciéncias da vida equipado
com polarizacao simples

— objectivas de 10, 40, 60 e 100, semi-planas acro-
maticas

tubo triocular

platina XY e sobre-platina rotativa
polarizador/analizador

cmount para ligacdo de cdmara de video

30W de luz

Agrupamos os liquidos de acordo com a sua
observacao, em liquidos de caracteristicas meca-
nicas ou microcristalinas, conforme descrito num
trabalho realizado no nosso Servigo e publicado
anteriormente.®

Posteriormente analisimos amostras dos mes-
mos liquidos por microscopia electrénica, de var-
rimento e de transmissao, na Unidade de Ciéncia
e Engenharia de Superficies (UCES) do Instituto
Superior Técnico de Lisboa (IST).

As amostras foram preparadas, de acordo com
uma técnica anteriormente descrita,” na véspera

da sua observacéao, deixando secar uma gota de li-
quido sinovial sobre uma grelha de cobre coberta
com um filme de formvar com uma fina camada
de carbono.

Foi utilizado o microscépio de transmissao Hi-
tachi® H-8100, com as seguintes caracteristicas:
filamento de tungsténio
tensdo de aceleracdo de 75 a 200kV
resolucdo de ponto a ponto de 2,7 A
detector de espectroscopia de dispersdo de
energia (EDS) da marca ThermoNoran®, com reso-
lugdo energética de 142 eV

O tamanho de feixe utilizado sobre cada cris-
tal para a aquisicdo dos espectros variou entre 10
e 30 nm.

Algumas amostras, mais significativas e em me-
lhores condicdes, foram registadas utilizando
emulsées fotogréficas, através de uma maquina
interna do microscépio.

A identificagdo dos cristais em microscopia
electréonica de transmissao (TEM) baseou-se na
observacdo das amostras, juntamente com a
difraccdo electrénica, que permitiu distinguir os
cristais de material amorfo depositado na grelha.
A caracterizagdo da composi¢do quimica foi feita
através da aquisicao de varios espectros de EDS de
cristais em cada amostra. Este tipo de espectro é
construido com base na detec¢do dos raios-X
emitidos pela amostra ao incidir sobre ela o feixe
de electroes, e permite identificar que elementos
estdo presentes. Da posterior andlise destes es-
pectros € possivel obter a quantificacdo dos ele-
mentos detectados. A técnica utilizada para a
quantificacdo tem o nome de correccao ZAF, e
permite obter as quantidades relativas dos varios
elementos, tendo em conta as diferencas entre os
nameros atébmicos (Z), a absor¢do dos raios-X pela
prépria amostra (A) e a fluorescéncia induzida por
alguns elementos (F). Obtivemos assim a razao
entre a percentagem atémica de célcio e a de fos-
foro para cada espectro, razao essa que tem o mes-
mo valor da razdo molar entre esses mesmos ele-
mentos.

As razdes molares de cdlcio/fésforo sdo conhe-
cidas para alguns dos «cristais contendo calcio»,
que possuem estes dois elementos na sua compo-
sicdo, permitindo deste modo a sua identificac3o.
Assim, a razdo calcio/fosforo de 1,67:1 esta asso-
ciada a cristais de hidroxiapatite, a de 1,4:1 a cris-
tais de octafosfato de célcio, a de 1:1 a cristais de
dihidrato de fosfato de célcio ou brushite e arazao
1,5:1 a cristais de trifosfato de célcio.”
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Resultados

Foram observadas 45 preparacées de 23 amostras
de liquido sinovial. Por microscopia de luz polari-
zada identificdmos cristais em 11 desses liquidos,
sendo 3 com pirofosfato de célcio, 6 com «cristais
contendo célcio» e 2com monourato de sédio. Nas
restantes 12 amostras nao identificimos qualquer
tipo de cristal e os liquidos apresentavam caracte-
risticas mecanicas.

As 23 amostras foram posteriormente anali-
sadas por TEM. Foram efectuadas mais do que
uma prepara¢do por amostra, pois depardmo-nos
com algumas dificuldades: 3 liquidos foram elimi-
nados (um microcristalino, com cristais de pirofos-
fato de célcio, os outros dois mecanicos) por se en-
contrarem mal preservados e ndo permitirem uma
analise fidvel, algumas amostras ficaram muito es-
pessas, outras danificadas pelo feixe de electrées,
noutras ainda os cristais estavam muito con-
densados ou muito dispersos, obrigando a sua re-
peticdo. No total, estuddmos por completo 40 pre-
paracdes, 2 de cada um dos 20 liquidos em boas
condic¢6es (Quadro I). Foi necessaria a observacao
de duas amostras de cada liquido dada a dispersao
dos cristais e a dificuldade em obter boas areas
para andlise. Foram realizados em média 6 espec-
tros por cada amostra, dependendo da qualidade
das mesmas. Como referido anteriormente, foto-
grafimos as amostras mais representativas dos
cristais observados.

Amostras de liquido microcristalino, como
classificado por microscopia de luz polarizada
Como foi anteriormente referido, das 3 amostras
onde foram identificados cristais de pirofosfato de
célcio, 1 foi eliminada por ma preservagao do li-
quido sinovial. Nas outras duas, por TEM, iden-
tificAmos cristais de forma rombdide, de dimen-
soes variaveis entre os 100 e 300 nanémetros de
comprimento e os 50 e 100 nanémetros de es-
pessura, compativeis com cristais de pirofosfato
de célcio. Estes cristais danificavam-se rapidamen-
te por accao do feixe de electrdes, pelo que néo foi
possivel a andlise da sua composicdo quimica
ou a obtencao de fotografias em boas condicoes
técnicas.

Nas duas amostras com cristais de monourato
de sédio, confirmdmos a presenca de cristais em
forma de agulha, com dimensoes muito varidveis
entre 0s 300 e 0s 1.000 nanémetros de comprimen-
to e os 50 nanémetros de espessura. Este tipo de

Figura |. Amostra 5 (correspondente a um liquido sinovial
com cristais de calcio identificados em microscopia de luz
polarizada) — Cristais contendo cilcio e fésforo (detectados
em espectroscopia de dispersio de energia) visualizados em
microscopia electrénica de transmisso.

cristal ainda se danificava mais rapidamente que
os de pirofosfato de célcio, pelo que néo foi possi-
vel a andlise da sua composi¢cdo quimica ou a
obtencao de qualquer fotografia.

Nas 6 amostras com «cristais contendo calcio»,
foi possivel identificarmos a presenca de cristais de
forma esférica e ovalada, por vezes isolados outras
vezes agrupados, com dimensodes varidveis entre os

500 nm

Figura 2. Amostra 10 (correspondente a um liquido sinovial
sem cristais identificaveis em microscopia de luz polarizada
e compativel com uma etiologia mecanica) — Cristais con-
tendo clcio e fosforo (detectados em espectroscopia de dis-
persdo de energia) visualizados em microscopia electrénica
de transmissio.
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20 e os 100 nandmetros, tendo a maioria entre os
30 e 50 nanémetros de didmetro (Figura 1). Avalia-
mos a sua composicdo quimica, confirmando a
predominancia do célcio e do fésforo. Quando cal-
culdmos a razdo molar entre o célcio e o fésforo
para cada uma das amostras, depardmo-nos com
valores dispares, sendo grande a heterogeneidade
da composicdo dos cristais em cada preparacdo
destas 6 amostras.

Amostras de liquido mecanico,

como classificado por microscopia

de luz polarizada

Em todas as preparacdes das amostras de caracte-
risticas mecénicas (n=10) foram identificados cris-
tais de célcio e fosforo, com as mesmas caracteris-
ticas estruturais e morfolégicas dos «cristais con-
tendo célcio» atrds descritos (Figura 2).

Analise quimica das 20 amostras

Discussao

O nosso trabalho vem reforcar a eventual impor-
tancia dos microcristais nos processos degenera-
tivos articulares, e nomeadamente dos «cristais
contendo célcio».

Em metade das nossas amostras identificimos
por luz polarizada diferentes tipos de microcristais,
enoutra metade os liquidos apresentavam caracte-
risticas mecanicas. Em todos estes sem excepc¢ao,
a microscopia electrénica de transmissdo veio
confirmar a presenca de «cristais contendo calcio»
de diferentes composicoes. Estes ntimeros sdao
muito superiores aos referidos na literatura, em
que os cristais sdo identificados em 30 a 50% dos
liquidos sinoviais de doentes com osteoartrose.?
Explicagoes possiveis para a nao identificacdo des-
tes cristais por microscopia de luz polarizada sao
as suas pequenas dimensdes, nalguns casos tam-
bém a sua pequena concentracao e grande disper-

molar entre o calcio e o fésforo.

Quadro I. Estao caracterizadas as 20 amostras, de acordo com os achados na observacido por microscopia
de luz polarizada e electrénica de transmissdo. Para cada amostra sao apresentados os tipos de cristais
observados por microscopia electrénica e quando nao os conseguimos caracterizar apresentamos a razao

Numero | Caracteristicas
da na luz Composicao/razao molar Calcio/Fésforo dos cristais visualizados
amostra polarizada em que foi possivel fazer a caracterizagcdo quimica

| Cristais Ca brushite 0,48 0,85 0,83 1,23 0,78 | 1,22 | 0,71
2 Cristais Ca octacdlcio | octacélcio | 1,26 0,55 0,78 0,57 - -
3 Cristais Ca brushite brushite brushite tricalcio octacélcio | 0,75 | 0,42 | 0,64
4 Mecénico octacilcio | 0,85 0,57 0,55 0,80 0,50 | 0,60 | 0,67
5 Cristais Ca brushite brushite 0,80 0,49 1,21 0,75 | 0,46 | -
6 Cristais PPC N3o foi possivel a caracterizagdo quimica

7 Mecénico brushite brushite brushite tricélcio dihidrato - - -
8 Mecénico octacdlcio | octacélcio | octacdlcio | octacilcio | 0,61 - - -
9 Cristais Ca dihidrato | dihidrato | dihidrato | octacilcio | 0,37 0,8 225 | -
10 Mecénico dihidrato | dihidrato | brushite 0,50 0,43 0,74 | 0,84 | 0,75
I Cristais PPC Nio foi possivel a caracterizagdo quimica

12 Cristais MUS Nio foi possivel a caracterizagdo quimica

13 Mecanico brushite octacalcio | 0,64 06l apatite 072 | 1,20 | -
14 Mecénico octacdlcio | 0,74 0,88 0,63 0,80 066 | 0,79 | -
15 Cristais Ca octacdlcio | brushite dihidrato | 0,64 1,20 087 | 0,66 | —
16 Cristais MUS Nio foi possivel a caracterizagdo quimica

17 Mecénico brushite 0,56 0,80 0,86 0,83 062 | 042 | -
18 Mecanico brushite brushite brushite apatite 0,64 - - -
19 Mecénico tricalcio octacélcio | octacdlcio | octacilcio | 2,38 0,67 - -
20 Mecénico octacdlcio | octacélcio | brushite brushite 1,20 - - -

Legenda: Cristais Ca: cristais contendo calcio; PPC:pirofosfato de célcio; MUS:monourato de sédio; brushite:cristais de dihidrato de fosfato
de célcio; octacalcio: cristais de octafosfato de calcio; tricalcio: cristais de trifosfato de calcio; apatite:hidroxiapatite
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sdo no liquido sinovial e ainda a sua libertacao in-
termitente a partir da cartilagem.

E grande a polémica sobre o papel dos micro-
cristais na fisiopatologia dos processos degenera-
tivos articulares. Alguns autores defendem que os
microcristais sdo responsaveis pelo desencadear
de alteracdes que destroem a cartilagem, outros
defendem que estes se formam durante a sua evo-
lucdo, contribuindo posteriormente para o seu
agravamento.®

O que parece unanime é que tém de facto um
papel importante na fisiopatologia da osteoartro-
se. O facto de os termos identificado em todos os
liquidos mecanicos, abona a favor desta teoria.
Nesse pressuposto, se conseguirmos evitar a sua
formacao e deposicao, alterando as caracteristicas
do meio articular, poderemos eventualmente con-
tribuir para a prevencdo da osteoartrose ou pelo
menos para o atraso da sua evolucao.

No nosso trabalho ndo conseguimos caracteri-
zar todos os cristais identificados devido a grande
dispersdo dos resultados obtidos para algumas
amostras. Uma razdo que tera contribuido para
esta dispersdo é o facto de os cristais se danifica-
rem facilmente sob a acc¢ao do feixe de electroes,
perdendo, ao fim de algum tempo, as suas carac-
teristicas cristalinas. De facto, dadas as pequenas
dimensodes dos cristais e a sua composicao, os tem-
pos necessdrios a aquisicao dos espectros foram
bastante longos (entre 3 a 4 minutos), o que terd
agravado a degradacao dos cristais. Por outro lado,
nos cristais mais pequenos ha a considerar a dis-
persao do feixe ap6s incidir na amostra, que pode
ter levado a deteccao do sinal proveniente do cris-
tal em questdo, mas também de uma determina-
da drea em seu redor, podendo introduzir distor-
¢oes no espectro. Além destes factores, a técnica
utilizada para a analise quimica (EDS) tem associa-
dos erros nao despreziveis, que podem, em certos
casos, chegar aos 20% do valor quantificado. Estes
erros poderdo ser reduzidos se forem utilizados
padrdes de composicdo certificada e semelhante
adas amostras a analisar. Por fim, ndo podemos ex-
cluir a hipétese de termos identificado cristais que
ndo foram ainda caracterizados.

Confirmamos ainda que a microscopia de luz
polarizada parece ser um método fidedigno na
identificacdo de cristais de monourato de s6dio e
de pirofosfato de célcio. O estudo da sua compo-
sicdo quimica ndo parece ser possivel por micros-
copia electrénica de transmissao, uma vez que se
danificam rapidamente por acg¢ao do feixe de elec-
troes, como ja havia sido descrito.”

Em resumo, os microcristais parecem ser um
achado universal em liquidos sinoviais de doentes
com osteoartrose. A prevencao da sua formacao
podera contribuir para travar a destruicao articu-
lar nesta patologia.
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