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PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA DE IMUNO-HISTOQUÍMICA E 

INVESTIGAÇÃO DE COMPONENTES DESENCADEADORES DA 

CONTRATURA ARTICULAR EM OVINOS 
 

 

RESUMO 

 

As contraturas articulares são complicações severas de doenças articulares que podem 

limitar permanentemente a função de extremidades. Os tratamentos atuais para contratura 

em seres humanos têm pouca eficácia e há uma evidente necessidade de esclarecimento 

sobre a patofisiologia dessa disfunção crônica e incapacitante. A articulação do ovino é um 

modelo promissor para a investigação dos estados normais e patológicos, pela semelhança 

com a biomecânica de determinadas articulações humanas. O objetivo deste trabalho foi 

investigar por meio das técnicas de imuno-histoquímica e citoquímica a presença de 

componentes-chave para o desenvolvimento da contratura articular na espécie ovina e 

avaliar a potencialidade desta espécie como modelo experimental para estudo desta 

patologia. Para tanto, foram utilizadas 15 cápsulas articulares de joelhos de ovelhas Santa 

Inês sadias para localização de miofibroblastos e mastócitos. Para investigação de 

miofibroblastos foi realizada a técnica de imuno-histoquímica. Após a preparação para 

rotina histológica, a recuperação antigênica foi realizada por aquecimento em citrato, 

seguida pelo bloqueio das peroxidades, bloqueio de proteínas inespecíficas e então, o 

anticorpo primário foi incubado. Após, o anticorpo secundário foi acrescentado aos cortes, 

e o cromógeno DAB foi adicionado. As lâminas foram contracoradas com Hematoxilina de 

Harris e montadas. Na técnica citoquímica, foi aplicada a coloração de Azul de Toluidina 

para evidenciação dos mastócitos. As análises dos cortes foram feitas em microscópio de 

luz. Os controles positivos da pesquisa de α-SMA (cérvix ovina) e de mastócitos (cordão 

umbilical) foram marcados ou corados satisfatoriamente pelas respectivas técnicas. Nas 

cápsulas articulares, a proteína foi observada na parede de artérias e raros miofibroblastos 

foram observados em cada corte, assim como poucos mastócitos foram corados. Outros 

estudos sobre lesões de cápsula articular de ovinos devem ser conduzidos para confirmar a 

presença de miofibroblastos e o desenvolvimento da contratura articular. 

 

Palavras-Chave: Cápsula articular. Eixo fibrose. Ovelhas. α-SMA. Mastócitos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

STANDARDIZATION OF IMMUNOHISTOCHEMICAL TECHNIQUE AND 

INVESTIGATION OF COMPONENTS RELATED TO JOINT CONTRACTURE 

IN SHEEP 
 

ABSTRACT 

 

Joint contractures are a severe complication of joint injuries that can permanently limit the 

extremity function. Current treatments for contractures in humans have little effect and 

there is an obvious need for clarification of the pathophysiology of this chronic and 

disabling dysfunction. Sheep joint is a promising model for the investigation of normal and 

pathologic states by the similarity with the biomechanics of certain human joints. The aim 

of this study was to investigate by the techniques of immunohistochemistry and 

cytochemistry the presence of key components for the development of joint contractures in 

sheep and to evaluate the potential of this species as an experimental model to study this 

disease. Therefore, we used 15 knee joint capsules of healthy Santa Inês ewes to identify 

myofibroblasts and mast cells. For investigation of myofibroblasts was performed 

immunohistochemical technique. Following histologic routine preparation, the antigen 

retrieval was performed by heating in citrate, followed by peroxidases blockage, blocking 

nonspecific protein and then primary antibody was incubated. After the secondary antibody 

was added to the cuts, and DAB chromogen was added. Slides were counterstained with 

Harris Hematoxylin and mounted. In cytochemical technique was applied the stain 

Toluidine Blue to disclosure mast cells. Analysis of the cuts was made under a light 

microscope. Positive controls of  myofibroblasts (ovine cervix) and mast cells (umbilical 

cord) were stained satisfactorily by the standard techniques. In joint capsules, α-SMA 

protein was observed in the wall of arteries and rare myofibroblasts were observed in each 

section, as well as few mast cells were scored. Other studies about ovine joint capsule 

injuries must be conducted to confirm the presence of myofibroblasts and the development 

of joint contracture. 

 

Keywords: Joint capsule. Fibrose axis. Ewes. α-SMA. Mast cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As contraturas articulares ou perda de movimentos são complicações severas de 

doenças articulares que podem limitar permanentemente a função de extremidades. Os 

tratamentos atuais para contratura em seres humanos têm pouca eficácia e há uma evidente 

necessidade de esclarecimento sobre a patofisiologia dessa disfunção crônica e 

incapacitante.  

A cápsula articular é a estrutura crítica que limita o movimento da articulação 

prejudicada. É uma estrutura fibrosa que conecta as extremidades dos ossos que formam a 

articulação. A cápsula é composta predominantemente de água, colágeno e proteoglicanas, 

além de componentes desencadeadores da contratura articular, como mastócitos, 

neuropeptídeos e miofibroblastos (AKESON et al., 1980; HILDEBRAND; FRANK, 

2001). Pesquisas já 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 formação da fibrose que explica esse fenômeno. Através de 

vários estudos esses pesquisadores conseguiram determinar que há um eixo fibrótico que 

leva ao estabelecimento da contratura articular e seus componentes são os miofibroblastos, 

mastócitos e neuropeptídeos. Também mostraram que os números desses componentes 

estão aumentados na cápsula articular de pacientes com contratura pós-traumática. 

 Articulações de ovino são semelhantes quanto à biomecânica de algumas 

articulações humanas (TAPPER et al., 2006). Além disso, a raça Santa Inês tem se 

difundido no Brasil tropical devido à sua rusticidade e produtividade nos mais diversos 

climas brasileiros. A procura por animais da raça Santa Inês vem despertando o interesse 

de novos criadores. A carne, cada vez mais valorizada, chega a ultrapassar em 50% do 

valor da carne bovina (SANTA INÊS, 2006), o que aumenta a importância de estudos 

sobre essa raça. Assim, acredita-se que investigações sobre contratura articular em animais, 

especialmente os ovinos, levarão ao aumento no diagnóstico e a ampliação do 

conhecimento do mecanismo deste problema, contribuindo igualmente para a saúde 

humana e animal. Portanto, foi investigada a presença de alguns dos componentes-chave, 

como mastócitos e miofibroblastos, para o desenvolvimento da contratura na articulação do 

joelho na espécie ovina, a fim de se avaliar a potencialidade desta espécie como modelo 

experimental para estudo desta patologia. 
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2   OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

Analisar a cápsula articular do joelho de ovinos Santa Inês sadios por meio de 

técnicas específicas que identifiquem componentes desencadeadores da contratura 

articular.   

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 Investigar a presença de componentes do eixo fibrótico, tais como 

miofibroblastos e mastócitos, na cápsula da articulação do joelho de ovinos 

Santa Inês sadios, por meio das técnicas de imuno-histoquímica e da 

coloração de Azul de Toluidina, respectivamente. 

 Padronizar a técnica de imuno-histoquímica para identificação da proteína 

α-actina de músculo liso (α-SMA), para observação dos miofibroblastos em 

cápsula articular sadia do joelho de ovinos Santa Inês. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1 Cápsula articular 

A cápsula articular é uma estrutura fibrosa que conecta as extremidades dos ossos 

que formam a articulação. Ela é uma estrutura hipocelular com matriz com predomínio de 

água, colágeno e proteoglicanas (AKESON et al., 1980; HILDEBRAND; FRANK, 2001). 

A matriz está organizada em fibrilas que têm orientações em várias direções em camadas 

de tecido de superficial a profundo (GOHLKE et al., 1994). Devido a esse arranjo de 

fibrilas a cápsula sustenta a articulação em várias direções (GRIGG; HOFFMAN, 1993). A 

inervação da cápsula articular sugere um papel dinâmico na propriocepção, nocicepção e 

neuroinflamação articular (FULLER et al.,1991; GRUBB, 2004). Há pouca descrição das 

características celulares normais ou alterações em condições patológicas desta estrutura.  

 

3.2 Eixo fibrótico 

 Enquanto a importância cirúrgica da excisão da cápsula articular patológica está 

bem estabelecida, a compreensão das alterações da cápsula articular é rudimentar. 

Hildebrand et al. (2004a,b, 2005, 2007, 2008b), através de estudos in vivo e in vitro, com 

análises imuno-histoquímicas, biomecânicas e moleculares, demonstraram a participação 

crucial de miofibroblastos, mastócitos e neuropeptídeos no eixo fibrótico da formação da 

contratura articular. Esse problema é bem divulgado na medicina humana, porém é 

raramente relatado na medicina veterinária.   

 

3.3 A Contratura Articular 

A contratura articular é uma consequência frequente de artrites, traumas, afecções 

neurológicas e queimaduras e é secundária a alterações na estrutura da cápsula articular 

(TRUDEL; UHTHOFF, 2000). A cicatrização da cápsula articular implica em fibrose e 

contração do tecido conjuntivo que a constitui, levando à redução da amplitude do 

movimento (PERRY, 1987; HILDEBRAND et al., 2004a, b, 2007).  

Lesões de articulações, particularmente de cotovelo, estão sob risco de perda 

permanente de movimento, também conhecida como contratura articular (PERRY, 1987). 

Contraturas articulares limitam o funcionamento de uma extremidade, por exemplo, a 

perda do movimento do cotovelo torna difícil o posicionamento da mão no espaço. 

Atividades da rotina humana diária (alimentação, higiene pessoal, vestir-se) requerem 
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movimentos do cotovelo de pelo menos 30º-130º no arco de movimento de extensão-

flexão; o movimento normal é de 0º-150º (MORREY et al., 1981). Ao longo dos últimos 

séculos, tem sido descrito o benefício da movimentação precoce da articulação após a 

lesão, prevenindo ou reduzindo a gravidade da contratura articular pós-traumática 

(PERRY, 1987). Entretanto, apesar das modalidades de tratamento atuais incluindo 

movimentação precoce, as contraturas articulares pós-traumáticas ainda são um problema 

comum.  

 As contraturas articulares são secundárias a mudanças nas estruturas da articulação. 

Observações em articulações humanas e estudos experimentais em animais indicam que a 

cápsula articular é a estrutura crítica causando perda de movimento (AKESON et al., 1980; 

COONEY, 1993; TRUDEL; UHTHOFF, 2000). Procedimentos cirúrgicos para contraturas 

articulares pós-traumáticas em cotovelo baseiam-se na excisão ou divisão da cápsula 

articular e são seguidos de programas de reabilitação intensiva e imobilização com tala por 

6-9 meses. Mesmo com essa abordagem radical, tipicamente os pacientes recuperam 

apenas metade do movimento perdido (TIMMERMAN et al.,1994; COHEN; HASTING, 

1998).  

Em estudos anteriores, Hildebrand et al. (2004a,b;  2005; 2007; 2008a, b), 

desenvolveram uma nova metodologia para descrever as mudanças na cápsula utilizando 

como modelo de contratura articular o joelho de coelho, onde a lesão e 

imobilização/movimento são combinados. Neste estudo, portanto, os pesquisadores 

pretenderam ampliar o conhecimento sobre a cápsula articular e descobrir a base do 

mecanismo para o desenvolvimento da contratura, e, finalmente iniciar um novo programa 

de prevenção e tratamento efetivo. Os perfis celulares, da matriz e dos fatores de 

crescimento estão alterados muito precocemente no processo e permanecem anormais nos 

estágios crônicos da formação da contratura pós-traumática (HILDEBRAND et al., 2008a). 

Mudanças na cápsula articular em estágios crônicos do modelo animal são semelhantes às 

contraturas articulares pós-traumáticas de cotovelo humano (HILDEBRAND et al., 2005). 

Um conjunto de observações promissoras é a associação do problema com números 

elevados de miofibroblastos, mastócitos e neuropeptídeos contidos em fibras nervosas 

(HILDEBRAND et al., 2008a). Estes três fatores têm sido implicados em outras condições 

caracterizadas pela contratura e fibrose (FOREMAN, 1987; XU et al., 2002; MAURER et 

al., 2003; GRUBER, 2003; REED et al., 2004; GRUBB, 2004;  TESSIER et al., 2007; 

NESTERENKO et al., 2009). Os miofibroblastos podem exercer forças na matriz 
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extracelular e sintetizar colágeno, o maior componente sólido da cápsula. Os mastócitos 

contêm fatores que potencializam a função miofibroblástica e neuropeptídeos como a 

Substância P (SP) e Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) estimulam os 

mastócitos a liberarem esses fatores.  

 

3.4 Miofibroblastos 

Os miofibroblastos são fibroblastos especializados que expressam a proteína contrátil 

α-actina de músculo liso (α-SMA) e participa do processo de fechamento normal de 

ferimentos de pele. Eles estão sendo associados à contratura e fibrose em humanos. 

Exemplos incluem cirrose hepática, fibrose pulmonar, complicações na cicatrização da 

córnea, e tração relacionada com descolamento de retina (TOMASEK et al., 2002). 

Condições musculo-esqueléticas associadas com miofibroblastos incluem contratura de 

Dupuytren, capsulite adesiva (“frozen shoulder”) e “clubfoot” (ZIMNY et al., 1985; 

BERNDT et al., 1994; BUNKER; ANTHONY, 1995). Dados de Hildebrand et al. (2004a) 

mostraram que o número de miofibroblastos estão elevados em cápsulas articulares de 

pacientes com contraturas cubitais quando comparados com tecidos similares de pacientes 

sem contraturas. A perda de movimento está significativamente correlacionada com o 

número de fibroblastos (r
2
=0.56–0.89, p<0.0001) (HILDEBRAND et al., 2004a; 

GERMSCHEID; HILDEBRAND, 2006).  

Abdel et al. (2011), em trabalho de pesquisa sobre o tempo e atividade destas células 

no mecanismo da contratura articular, observaram que o número de miofibroblastos é 

maior no início das lesões até duas semanas após, e com o tempo diminui gradativamente. 

É evidente a importância de se procurar mecanismos de controle da elevação do número 

dessas células no início do problema para que se possa controlar ou até mesmo reverter 

sem muitas seqüelas a contratura articular.   

O processo de contração ativa mediada por miofibroblastos é dependente da α-SMA, 

a qual é utilizada como marcador para miofibroblastos. Fibras da proteína contrátil α-SMA 

intracelular estão ligadas à matriz extracelular através do complexo fibronexo da 

membrana celular, no qual miofibroblastos podem exercer forças na matriz (ZIMNY et al., 

1985; TOMASEK et al., 1992; BERNDT et al., 1994; BUNKEY; ANTHONY, 1995; 

TOMASEK et al., 2002; GERMSCHEID; HILDEBRAND, 2006). Um papel proposto do 

miofibroblasto no processo de contratura de tecidos moles seria a contração local da matriz 

através da conexão citoesqueleto-fibronexo-matriz extracelular associada a remodelação da 
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matriz que estabiliza o novo arranjo contraído. Os miofibroblastos podem contribuir para a 

formação da contratura por secretar colágeno tipo I (TOMASEK et al., 2002).
 

Vários fatores que alteram a formação e a função dos miofibroblastos e a expressão 

da -SMA foram identificados (ZIMNY et al., 1985; TOMASEK et al., 1992; BERNDT et 

al., 1994; DESMOULIERE, 1995; BUNKER; ANTHONY, 1995; TOMASEK et al., 2002; 

GERMSCHEID; HILDEBRAND, 2006). TGF-1 é descrito como o maior estimulador e 

tem vários efeitos no aumento do número/função dos miofibroblastos. A proteína -SMA 

intracelular é expressa e agrupada em fibras tensionadas. Além disso, os complexos 

fibronexos de adesão estão aumentados e a secreção do colágeno está elevada. A 

sinalização do TGF-1 envolve as proteínas de transcrição SMAD para a síntese de 

colágeno, mas parece ser um elemento de resposta diferente para TGF-1 no promotor de 

-SMA (ZIMNY et al., 1985; TOMASEK et al., 1992; BERNDT et al., 1994; 

DESMOULIERE, 1995; BUNKER; ANTHONY, 1995; TOMASEK et al., 2002; EVANS 

et al., 2003; GERMSCHEID; HILDEBRAND, 2006). O fator de crescimento de nervo 

(NGF) é outra molécula que estimula a conversão de fibroblastos em miofibroblastos, 

aumenta a contração do gel de colágeno por fibroblastos, e NGF e seus receptores foram 

detectados em fibroblastos (MICERA et al., 2001).  

 

3.5 Mastócitos 

Os mastócitos são células de origem hematopoiética que atingem a maturação final 

no tecido conjuntivo periférico (HEBDA et al., 1993; GRUBER, 2003; 

KRISHNASWAMY et al., 2006). São largamente distribuídos pelos tecidos conjuntivos, 

incluindo pele e cápsulas articulares e estão envolvidos na cicatrização de feridas cutâneas 

e queimaduras (HEBDA et al., 1993; BUCKLEY et al., 1998; EGOZI et al., 2003). Estas 

células foram avaliadas quanto ao papel na patogênese da fibrose (DOWDALL et al., 

2002; GRUBER, 2003; KRISHNASWAMY et al., 2006). Várias observações sugerem 

uma conexão entre a atividade dos mastócitos e desordens musculoesqueléticas 

caracterizadas por contraturas (BUCKLEY et al,1998).  

A hemartrose pós-traumática agrava as alterações teciduais resultantes, o que reforça 

o papel dos mastócitos no desenvolvimento da contratura (HORISBERGER et al, 2011). 

Com isso, Monument et al. (2011), demonstraram em modelo animal que o uso de anti-

histamínico (Cetotifeno) pode atuar na diminuição da gravidade das contraturas articulares 

e manifestações moleculares nas cápsulas articulares pesquisadas. Ainda, foi observado 
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que o número de miofibroblastos e mastócitos nas cápsulas de animais tratados com 

Cetotifeno foi reduzido.  

 

3.6 Fatores neurológicos  

Todas as estruturas articulares exceto a cartilagem articular são inervadas 

(SCHAIBLE; GRUBB, 1993). Os nervos das articulações contêm fibras mielínicas e 

amielínicas.  Cerca de 20% dos axônios são mielinizados e possuem mecanoceptores com 

grandes diâmetros e nociceptores com diâmetros menores.  Os outros 80% dos axônios são 

amielínicos, metade dos quais são fibras sensitivas (nociceptores), e o restante, fibras 

eferentes simpáticas (CRAIG et al., 1998). Os nociceptores reagem a estímulos mecânicos 

e térmicos, assim como a processos inflamatórios na articulação (FULLER et al., 1991; 

GRIGG; HOFFMAN, 1993; HOGERVORT; BRAND, 1998; GRUBB, 2004). Uma 

proporção significativa das fibras sensitivas amielínicas que suprem a articulação do joelho 

contém SP e CGRP (HANESCH et al., 1997). Fibras nervosas imunorreativas a SP e 

CGRP foram identificadas nas cápsulas articulares do joelho, ombro e vértebras cervicais 

em várias espécies, inclusive humanos (HALATA et al., 1985; KARAHAN et al., 2002; 

KALLAKURI et al., 2004).  

 Neuropeptídeos contidos nos neurônios em articulações amplificam respostas 

inflamatórias. A severidade de artrite induzida experimentalmente em joelhos de ratos 

pode ser significativamente reduzida pela transecção da raiz dorsal, desconectando o 

gânglio da raiz dorsal e a medula espinhal, embora deixando intactos os axônios 

conectados à periferia (REES et al., 1994).  Efeitos semelhantes são notados quando a 

depleção de neuropeptídeos da articulação é provocada utilizando capsaicina (AHMED et 

al., 1995). Estas observações indicam que um circuito da medula espinhal media a maior 

parte da liberação de neuropeptídeos que amplificam a resposta inflamatória (FOREMEN, 

1987).  De acordo com esse modelo, sinais aferentes são transportados por neurônios 

nociceptivos mielínicos e amielínicos do gânglio da raiz dorsal para o corno dorsal da 

medula espinhal, onde eles fazem sinapse com neurônios secundários ou interneurônios, os 

quais então ativam outros neurônios peptidérgicos para conduzir impulsos de volta para a 

periferia, onde a SP, CGRP e outros neuromoduladores são liberados (KARAHAN et al., 

2002).  

 Crescentes evidências sugerem que os neuropeptídeos podem participar de 

síndromes fibróticas por meio da interação nervo-mastócito. Terminações nervosas 
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peptidérgicas foram detectadas em estreita associação com mastócitos na pele, ligamento, 

cápsula articular e intestino (FOREMAN, 1987; HART et al., 1995; KARAHAN et al., 

2002; JARVIKALLIO et al., 2003; DE JONGE et al., 2004).
 
Está bem descrito que a SP e 

a CGRP podem causar a degranulação de mastócitos (FOREMAN, 1987; HART et al., 

1995; STEINHOFF et al., 2003). Portanto, um mecanismo neurológico, que atua por meio 

dos neuropeptídeos SP e CGRP, pode explicar porque mastócitos são estimulados 

resultando em ativação de fibroblasto-miofibroblasto e fibrose (FOREMAN, 1987; 

MAURER et al., 2003; KRISHNASWAMY, 2006). 

BEYE et al. (2006) relataram que a transecção do nervo femoral (denervação) 

prejudica a cicatrização dos ligamentos do joelho de coelhos. Além disso, a SP e CGRP 

diminuem os níveis de RNAm de fatores de crescimento e moléculas da matriz em tecidos 

cicatriciais explantados do ligamento colateral medial (SALO et al., 2007). A aplicação 

local de NGF aumenta significativamente a cicatrização do ligamento colateral medial de 

ratos, aumentando o crescimento de axônios na cicatriz, a angiogênese, o tamanho da 

cicatriz, a rigidez da cicatriz em 30%, a resistência a tração da cicatriz em 40% e, 

finalmente, a força de tração da cicatriz em 55% comparado à cicatrização normal do 

ligamento colateral medial de ratos (MAMMOTO et al., 2008). 

 

3.7 Articulação do ovino 

A mecanobiologia de articulações (TAPPER et al., 2006) e o processo de 

osteogênese do ovino (HOLY et al., 2000) são semelhantes aos humanos. Desta forma, o 

ovino torna-se uma opção de modelo experimental para pesquisas sobre sistema locomotor. 

Além disso, essa espécie apresenta suscetibilidade à doença articular (DAWSON, 1987; 

APPLEYARD et al., 1999; CALLADO et al., 2001; SPADARI et al., 2013). Sabe-se que 

ovinos adultos podem se infectar com lentivírus (Artrite Encefalite Caprina e Maedi-

Visna), causando complicações respiratórias e artrite carpiana (DAWSON, 1987; 

PÉTURSSON et al., 1989; CONCHA-BERMEJILLO, 1997; CALLADO et al., 2001). 
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Resumo  

As contraturas articulares são complicações severas de doenças articulares que podem limitar 
permanentemente a função de extremidades. Os tratamentos atuais têm pouca eficácia e há 

necessidade de esclarecimento sobre a patofisiologia dessa disfunção. A articulação do ovino 

apresenta biomecânica favorável de um modelo animal para a investigação dos estados normais e 

patológicos. O objetivo deste trabalho foi investigar a presença de componentes-chave, como 
mastócitos e miofibroblastos, para o desenvolvimento da contratura articular na espécie ovina e 

avaliar a potencialidade desta espécie como modelo experimental para estudo deste problema. Para 

tanto, foram utilizadas 15 cápsulas articulares de joelhos de ovelhas Santa Inês sadias para 
localização da proteína α-SMA, identificando a presença de miofibroblastos pela técnica de imuno-

histoquímica, e mastócitos, pela coloração de Azul de Toluidina, em microscópio de luz. Os 

controles positivos foram corados satisfatoriamente pelas respectivas técnicas então padronizadas. 

Nas cápsulas articulares, raros mastócitos foram corados. Outros estudos sobre lesões de cápsula 
articular de ovinos devem ser conduzidos para confirmar a presença de miofibroblastos e o 

desenvolvimento da contratura articular. 

Palavras-chave: Cápsula articular. Eixo fibrose. Ovelhas. α-SMA. Mastócitos.   

 

STANDARDIZATION OF IMMUNOHISTOCHEMICAL TECHNIQUE AND 

INVESTIGATION OF COMPONENTS RELATED TO JOINT CONTRACTURE IN 

SHEEP 

 
Abstract  

Joint contractures are a severe complication of joint injuries that can permanently limit the 
extremity function. Current treatments have limited efficacy, and there is a need for clarification of 

the pathophysiology of this disfunction. Sheep joint presents favorable biomechanical features of 

an animal model for the investigation of normal and pathologic states. The aim of this study was to 
investigate the presence of key components such as mast cells and myofibroblasts for the 

development of joint contractures in sheep and to evaluate the potential of this species as an 

experimental model to study this disease. Therefore, we used 15 knee joint capsules of healthy 
Santa Inês ewes for location of α-SMA protein of myofibroblasts by immunohistochemical 

technique and mast cells by Toluidine Blue staining in light microscopy. Positive controls were 

stained satisfactorily then standardized by the respective techniques. Rare mast cells were stained. 
Other studies about ovine joint capsule injuries must be conducted to confirm the presence of 

myofibroblasts and the development of joint contracture. 
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Introdução 

As contraturas articulares ou perda de movimentos são complicações severas de 

doenças articulares que podem limitar permanentemente a função de extremidades 

(MORREY et al., 1981). A cápsula articular é a estrutura crítica que limita o movimento. 

Os tratamentos atuais para contratura em seres humanos têm pouca eficácia e há uma 

evidente necessidade de esclarecimento sobre a patofisiologia dessa disfunção crônica e 

incapacitante (TIMMERMAN et al.,1994; COHEN; HASTING, 1998).  

Pesquisas já 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 formação da fibrose que explica esse mecanismo. Desses estudos esses 

conseguiram determinar um eixo fibrótico que leva ao estabelecimento da contratura 

articular e seus componentes são os miofibroblastos, mastócitos e neuropeptídeos. 

Também mostraram que os números desses componentes estão aumentados na cápsula 

articular de pacientes com contratura pós-traumática. 

As articulações do ovino são modelos promissores para a investigação dos estados 

normais e patológicos, pela semelhança com a mecanobiologia de determinadas 

articulações humanas e pela susceptibilidade a doenças articulares (DAWSON, 1987; 

APPLEYARD et al., 1999; HOLY et al., 2000; CALLADO et al., 2001; TAPPER et al., 

2006; SPADARI et al., 2013).  

Assim, investigações sobre contratura articular em animais, especialmente os ovinos, 

poderão levar ao aumento de diagnóstico e à melhoria do conhecimento do mecanismo 

deste problema, contribuindo igualmente para a saúde humana e animal. Portanto, foram 

padronizadas as técnicas de identificação de miofibroblastos e mastócitos para investigar a 

presença 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 está em acordo com as normas da Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), registrado sob 

número 016037/2012-34. 
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Animais 

Foram utilizados 15 ovinos da raça Santa Inês, fêmeas, adultas, sadias, obtidas em 

Abatedouro Municipal da região de Garanhuns, PE. A região Nordeste em 2013, segundo a 

Organização das Nações Unidas, teve a pior seca dos últimos 50 anos, o que levou à 

escassez de alimento nos 1.400 municípios atingidos (ONU, 2013), inclusive na região de 

Garanhuns. Com isso, houve um aumento do abate de fêmeas, justificando a maior oferta 

deste gênero para as coletas de cápsula articular neste experimento.  

Os animais foram avaliados quanto à higidez das articulações e somente os que não 

apresentaram sinais de doença articular ao exame físico foram incluídos no estudo. Após o 

abate do animal, foram coletadas as cápsulas da articulação do joelho, nas regiões mediais 

e laterais ao ligamento patelar. 

 

Imuno-histoquímica 

Fragmentos da cápsula articular do joelho de cada animal foram coletados e imersos 

em solução de formol tamponado a 10% por 24 horas, para posteriormente serem 

processados na rotina histológica em aparelho histotécnico
1
. Os blocos de parafina 

contendo os fragmentos de cápsula articular foram cortados em micrótomo manual
2
 com 

espessura de 5 µm, utilizando lâminas polarizadas
3
. 

As lâminas contendo os cortes histológicos foram desparafinadas em estufa a 

aproximadamente 60°C por no mínimo uma hora, diafanizadas em dois banhos com xilol e 

reidratadas em concentrações decrescentes de álcool para então iniciar as colorações 

imuno-histoquímica e citoquímica pelo Azul de Toluidina. 

Em todas as reações foram adicionados um controle positivo e um negativo. 

Dentre as etapas da técnica imuno-histoquímica a recuperação antigênica foi 

realizada pelo calor imergindo as lâminas em citrato de sódio 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
4
 das peroxidases endógenas por 20 minutos, após 

delimitação dos cortes com caneta hidrofóbica
5
. As proteínas inespecíficas foram 

                                                             
1 LupeTec, São Carlos, SP. 
2 Leica, São Paulo, SP.  
3 Imunoslide, Rio de Janeiro, RJ. 
4
 Envision, Dako, São Paulo, SP. 

5
 DakoPen, Dako, São Paulo, SP 
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bloqueadas
6
 por 20 minutos. O anticorpo primário

7
 foi adicionado na diluição de 1:100 por 

duas horas em temperatura ambiente aproximadamente 27°C, ou overnight (18 horas) a 

4°C. Em seguida, o anticorpo secundário
8
 foi aplicado às secções em temperatura ambiente 

por 60 minutos. O substrato Diaminobenzidina (DAB)/peróxido
4
 foi aplicado às secções 

por 10 minutos conforme recomendações do fabricante. A água destilada foi utilizada em 

todos os processos, realizando duas lavagens rápidas com água destilada e uma com Tris 

HCl pH 7,4 ou Tris EDTA pH 9,0. As lâminas foram rapidamente contracoradas
 
com 

Hematoxilina de Harris por 30 segundos, e, após 10 minutos em água corrente, passaram 

pelo processo de reidratação e diafanização em bateria de concentrações crescentes de 

álcool e xilol, respectivamente, e após foram montadas com lamínula e Entellan
9
 para 

serem avaliadas em microscópio de luz. 

O controle positivo para a α-SMA utilizado foram cortes histológicos de cérvice 

ovina (Figura 1A), e o controle negativo, as mesmas lâminas de cápsula articular, porém, 

sem o anticorpo primário (Figura 1B). 

Para a evidenciação dos mastócitos foi realizada a coloração de Azul de Toluidina 

(TOLOSA et al., 2003), específico para células metacromáticas, como o mastócito. A 

técnica consiste em, após a diafanização e desidratação, imergir as lâminas em solução a 

0,1% de Azul de Toluidina
10

 em água destilada, por 30 minutos. Como controle positivo 

foram utilizados cortes histológicos de cordão umbilical bovino. 

As imagens dos cortes foram capturadas em aumentos de 50, 100 e 400 vezes para 

cada amostra com câmera digital
11

 acoplada ao microscópio de luz
11

.  

Resultados e Discussão 

A rotina de imuno-histoquímica foi realizada com variações até se obter a 

padronização da técnica. No início do processo de padronização, utilizaram-se lâminas 

histológicas comuns, sem adição de produto fixante. Foi observado que os cortes de 

cápsula articular nestas lâminas, quando submetidos à rotina imuno-histoquímica, não 

                                                             
6
 Protein Block, Dako, São Paulo, SP. 

7
 Monoclonal anti α-SMA antibody produced in mouse, Sigma, São Paulo, SP. 

8
 Anti-Mouse IgG (whole molecule)-peroxidase antibody produced in rabbit, Sigma, São 

Paulo, SP. 
9
 Merck, Damstadt, Germany. 

10
 Vetec, Rio de Janeiro, RJ.  

11
 Leica, Recife, PE 
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mantiveram a integridade do tecido. Com isso, testou-se a utilização de lâminas tratadas 

com poli-lisina
12

, onde uma parte das lâminas foi adicionada solução de 10% de poli-lisina 

em água destilada, e outras foram adicionadas 100% de poli-lisina. Apesar da 

recomendação do uso de lâminas tratadas com poli-lisina em rotina imuno-histoquímica 

(VOLPATO et al., 2012), no presente experimento essa substância não favoreceu a 

permanência e a qualidade do tecido  estudado. Assim, optou-se pela utilização de lâminas 

polarizadas, que proporcionou maior aderência do tecido, ainda que não garantisse a 

integridade deste em todas as lâminas preparadas com a técnica de imuno-histoquímica. 

Observou-se que a completa desparafinização dos cortes para iniciar a preparação 

histológica foi fundamental para o reconhecimento específico da α-SMA pelo anticorpo 

primário. 

Não foi observada diferença na utilização das soluções de Tris HCl ou Tris EDTA 

para lavagem das lâminas.  

 A realização da recuperação antigênica pelo calor, pode ter contribuído para a perda 

da integridade do tecido de algumas lâminas (Figura 2). Utilizou-se três métodos diferentes 

para esta etapa: por meio de banho-maria, micro-ondas em potência máxima por 15 

minutos, e panela de pressão comum (20 segundos após atingir a pressão). O banho-maria 

mostrou-se como o método mais prático para uso em qualquer laboratório de pesquisa. 

O bloqueio das peroxidases endógenas foi realizado com o uso de um bloqueador 

específico do kit comercial Envision utilizado por 20 minutos. Também utilizou-se  

solução de metanol e peróxido de hidrogênio a 8% durante o processo de padronização da 

técnica. Notou-se que, por apenas acrescentar gotas ao corte histológico e não lavar a 

lâmina como na solução de metanol e peróxido de hidrogênio, o uso do bloqueador do kit 

preservou melhor a integridade do tecido. 

O bloqueio das proteínas inespecíficas foi feito em câmara úmida na temperatura 

ambiente ou em estufa seca a 40°C. Como não houve diferença entre as técnicas, optou-se 

pela padronização em temperatura ambiente. 

Para a preparação da solução de anticorpo primário a ser utilizado, este foi diluído 

em Tris HCl pH 7,4 com concentração de 1:100 e também foram feitos testes com 

concentrações de 1:50 (anticorpo:diluente). Também utilizou-se diluição em TRIS EDTA 

pH 9,0 ou solução de PBS autoclavado, ambas em concentração de 1:100. Não houve 

diferença entre as soluções utilizadas e, pela praticidade e pelo custo, optou-se pelo Tris 

                                                             
12

 Poly-L-lisine - Sigma Chemical Co, USA. 
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HCl pH 7,4. A concentração de 1:100 foi mais adequada para evidenciar as estruturas que 

contém a α-SMA na cápsula articular de ovelhas (artérias e miofibroblastos) e está em 

acordo com o utilizado para também identificar miofibroblastos por Monument et al. 

(2010) em cápsula articular de coelhos e Volpato et al. (2012), estudando piometra em 

cadelas. Já 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 concentração de anticorpo primário de 1:50. 

Notou-se que o anticorpo secundário monoclonal α-SMA alcalino fosfatase 

produzido em camundongo
13

 era incompatível com o anticorpo primário. Logo, substituiu-

se este pelo anticorpo monoclonal SMA sem fosfatase, com preparação para o DAB, 

quando obteve-se êxito na marcação da proteína.  

Não houve diferença quanto ao método de incubação do anticorpo por duas horas em 

câmara úmida em temperatura ambiente ou overnight (18 horas) a 4ºC, assim como 

Hübner et al. (2005) observaram.  

A Hematoxilina de Harris é um corante amplamente utilizado na contracoloração 

imuno-histoquímica (HÜBNER et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006; LIMA et al., 2011; 

VOLPATO et al., 2012), por marcar os núcleos de todas as células do tecido avaliado, 

delimitando a identificação imuno-histoquímica, possibilitando a análise 

histomorfométrica. 

A coloração de Azul de Toluidina foi adequada para localização dos mastócitos e já é 

uma técnica consagrada para tal (TOLOSA et al., 2003). A técnica de imuno-histoquímica 

oferece maior precisão para marcar proteínas específicas (marcadores), como a triptase ou 

a quimase, para a identificação dos mastócitos, tal como Monument et al. (2010) 

utilizaram. Comparando ambas as técnicas, o Azul de Toluidina oferece vantagem porque 

alia especificidade e baixo custo, ainda que não tenha a precisão da imuno-histoquímica.  

Cápsulas articulares saudáveis possuem baixo número de mastócitos 

(HILDEBRAND et al., 2008b), assim como constatado nesse estudo. Raros campos 

observados continham um mastócito e, em determinados cortes nenhum exemplar foi 

visibilizado. Em cápsulas lesionadas esse número pode variar, assim como relatado por 

Monument et al. (2010), que observaram um aumento no número de mastócitos em 

cápsulas com contratura pós-traumática. 

                                                             
13

 Sigma, São Paulo, SP 
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Devido ao baixo número dos tipos celulares estudados, não se avaliou 

histomorfometricamente miofibroblastos ou mastócitos. 

Reações inespecíficas aconteceram na marcação imuno-histoquímica (Figura 3) na 

região em que poderiam ser localizados os miofibroblastos. Como as artérias (músculo 

liso) da cápsula e o controle positivo (cérvice) foram satisfatoriamente marcados (Figuras 1 

e 2), então outros estudos deverão ser conduzidos para a confirmação da presença do 

miofibroblasto em cápsulas articulares. Hildebrand et al. (2004) e Abdel et al. (2012) 

observaram um aumento de quatro a cinco vezes no número de miofibroblastos em 

cápsulas articulares que apresentaram contratura pós-traumática. Portanto, estudos 

posteriores que avaliem cápsulas articulares lesionadas de ovinos poderão confirmar a 

presença desse tipo celular nesse tecido. 

 

 

Figura 1 –  Fotomicrografia dos controles positivo (A) e negativo (B) da técnica de imuno-histoquímica. 

Em A nota-se fibras musculares longitudinais e transversais marcadas na cérvice ovina e em B 

observa-se apenas os núcleos marcados com a contracoloração de Hematoxilina de Harris, 

inclusive na região de uma artéria (seta). A e B, aumento de 400x. 
 

 

 

 

 

A B 
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Figura 2 – Fotomicrografias de cápsula articular de joelho ovino marcadas pela imuno-histoquímica 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-histoquímica e a região 

perivascular teve integridade comprometida pelas etapas da técnica, comparativamente ao corte 

de cápsula corada pela técnica de Azul de Toluidina (B). A e B, aumento de 100x. 

 

 

Figura 3 –  Fotomicrografias de cápsula articular de joelho de ovelha (A) e cérvice de ovelha (B) marcadas 

pela imuno-histoquímica e contracoradas pela Hematoxilina de Harris. As setas indicam 

reações inespecíficas à marcação de α-SMA e em B nota-se que a musculatura lisa da cérvice 
encontra-se corada em maior intensidade (*) do que a coloração inespecífica (seta). A, aumento 

400x. B, aumento de 100x. 

Conclusão  

 O número de mastócitos encontrado em cápsula articular sadia do joelho de 

ovinos é baixo, porém estudos sobre cápsulas articulares lesionadas de ovinos devem ser 

conduzidos para confirmar a presença de miofibroblastos e avaliar a variação do número 

das células analisadas e a patofisiologia do desenvolvimento da contratura articular. 

B 

* 

A B 

* 

A 
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6 ANEXO 
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DIRETRIZES PARA AUTORES 

Os trabalhos podem ser redigidos em português, inglês. Os nomes dos autores, bem como a filiação institucional de cada um dos  

mesmos, devem ser inseridos nos campos adequados a serem preenchidos durante a submissão, e não devem aparecer no 

arquivo. Ciência Animal Brasileira sugere que o número máximo de autores por artigo seja de 6 (seis). Artigos com número 

superior a 6 (seis) serão considerados exceções e avaliados pelo Conselho Editorial e, se necessário, solicitada a correção. O não 

atendimento de tal proposta pode implicar em recusa de sua publicação. Sugere-se um número máximo de 20 páginas e as 

figuras, gráficos e tabelas devem ser colocados no corpo do texto onde forem citados. É importante ressaltar que pesquisas feitas 

com animais devem citar a aprovação da pesquisa pelo Comitê de Ética em Pesquisas com Animais da instituição onde foi 

realizada a pesquisa. A falta dessa aprovação impede a publicação do artigo. Os textos devem ser organizados da seguinte forma: 

Para submissões em português: 

Título em português: Fonte Times New Roman 14, caixa alta, centrado, negrito;  

Resumo: Fonte Times New Roman 11, espaço 1, justificado, com um máximo de 200 palavras; 

Palavras-chave: idem, e no máximo 5 palavras chave; 

Título em inglês: Fonte Times New Roman 12, caixa alta, centrado; 

Abstract (e não Summary): Fonte Times New Roman 11, espaço 1, justificado; 

Keywords: idem 

Introdução: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5; 

Material e Métodos: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5; 

Resultados e Discussão: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5 (Preferivelmente evitar a separação destes 

tópicos) 

Conclusões: Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5; 

Agradecimentos: (opcional) Fonte Times new Roman 12, justificado, espaçamento 1,5; 

Referências: (e não bibliografia) Usar fonte Times New Roman 11, espaço 1 entre linhas e colocar espaço 6 pontos acima e 

abaixo do parágrafo. As referências devem estar em ordem alfabética pelo sobrenome do primeiro autor, seguindo a NBR 6023, 

da ABNT. Não colocar nenhum tipo de recuo no parágrafo. 

Para as submissões em língua inglesa, a tipografia e espaçamentos são os mesmos, na seguinte sequência:  

Título em inglês (Title); 

Abstract; 

Keywords; 

Título em português (obrigatório); 
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Resumo em português (obrigatório); 

Palavras-chave; 

Introduction; 

Material and Methods; 

Results and Discussion; 

Conclusions; 

Acknowledgments (opcional) 
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costumam gerar artigos em revistas cientificas e técnicas, cujo acesso, normalmente, é mais fácil.Solicita-se, também, priorizar 

referências de periódicos, e não de livros-texto. O editor científico pode solicitar essas informações no momento de sua 

editoração. Seu atendimento agilizará a sua publicação. O processo de resgate fácil das informações é o ponto principal de uma 

referenciação bibliográfica, técnica ou eletrônica. 
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CONDIÇÕES PARA SUBMISSÃO 

Como parte do processo de submissão, os autores são obrigados a verificar a conformidade da submissão em relação a todos os 

itens listados a seguir. As submissões que não estiverem de acordo com as normas serão devolvidas aos autores. 

1. A contribuição é original, e não está sendo avaliada para publicação por outra revista.  

2. Os autores devem estar cientes de que são os responsáveis diretos por todo o conteúdo de seu artigo.  
3. Os arquivos para submissão estão em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF (desde que não ultrapasse os 

2MB). No arquivo da submissão, excluir apenas os nomes e identificação dos autores, todos os outros elementos 

(título em português e em inglês, resumo, palavras chave, abstract e key words) devem permanecer no arquivo. O 
preenchimento do cadastro inclui todos os autores envolvidos (máximo de 6 autores), selecionando o contato 
principal. Atentar para o item 6 destas normas. 

4. Todos os endereços de URLs no texto (Ex.:http://www.ibict.br) estão ativos e prontos para clicar. 

5. O texto está em espaço 1,5 com linhas numeradas; usa uma fonte de 12-pontos Times New Roman; emprega itálico 
ao invés de sublinhar (exceto em endereços URL); com figuras e tabelas inseridas no texto, e não em seu final. 
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7. A identificação de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da opção Propriedades no Word, garantindo 

desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliação por pares (ex.: artigos). Os nomes de 
TODOS os autores, com sua respectiva identificação institucional, foi cadastrada nos metadados da submissão, 
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Nome do autor, título do documento, etc. 

8. Nos casos de artigos que envolvam pesquisa com animais, é obrigatória a inserção da aprovação pelo Comitê de 
Ética da instituição de origem do trabalho 
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c. Autores têm permissão e são estimulados a publicar e distribuir seu trabalho online (ex.: em repositórios 
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gerar alterações produtivas, bem como aumentar o impacto e a citação do trabalho publicado (Veja O Efeito do 
Acesso Livre). 
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