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ARTICULO ORIGINAL

Efecto de la edad sobre el tamaiio de los proteoglicanos del cartilago articular equino*

Age related effect on proteoglycans size in equine articular cartilage

H Adarmes”, L Aracena, M Galleguillos, E Gonzalez
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile. Santiago, Chile.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of age on proteoglycans size in equine articular cartilage. Cartilage samples were obtained from
metacarpophalangeal joints of crossbred equines inmediatelly after slaughter, and alloted in three groups according to the equine’s age: 1.5-2 years
(n =7); 4-5 years (n = 6) and over 10 years (n = 4). The cartilage extracts (100 mg /pair joints) were pooled for each age group and fractionated by
exclution and ion exchange gel chromatography. Proteoglycan content of each fraction was determined by colorimetric reaction with safranine-O.
The elution profile of Sepharose CL-2B, showed that proteoglycans appear as an polydisperse population of different size and similar molecular
mass per age group. The size of proteoglycans decreased with age. A similar result was obtained measuring molecular mass and hydrodynamic radio
values of proteoglycans when maximal absorbance values of each age group were used. These results show an inverse relationship between age and
proteoglycans size of equine articular cartilage, which could affect the cartilage ability to undergo reversible compression.

Palabras clave: cartilago, edad, proteoglicanos, glicosaminoglicanos.
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INTRODUCCION

El funcionamiento normal de las articulaciones mo-
viles o diartrosis depende de la integridad del cartilago
articular que contiene un 2-5% de condrocitos encarga-
dos de regular la composicion de la matriz extracelular
(MEC), la que a su vez proporciona a estas células las
condiciones necesarias para sus funciones (Caplan 1984).

La MEC del cartilago articular contiene basicamente
agua, colageno y proteoglicanos. El coldgeno predomi-
nante en el cartilago es el tipo 11, que es un homopolimero
de tres cadenas denominadas alfa 1(II) (Eyre 2002). En-
tre los proteoglicanos de la MEC del cartilago articular,
el agrecan se encuentra en mayor cantidad (Hedlund y
col 1999) y estd formado por una proteina central a la
que se unen numerosas cadenas de carbohidratos modi-
ficados denominados glicosami-noglicanos (GAGs) de
naturaleza polianidnica, debido a su contenido de gru-
pos carboxilo y sulfato y que varian su composicién, de-
pendiendo del tejido considerado (Mc Ilwraith 1996, Platt
1996, Todhunter 1996). El agrecan adopta formas muy
extendidas, ocupando un gran volumen en relacion a su
masa y uniéndose a gran cantidad de agua, debido a la
repulsidn entre los grupos aniénicos, proporcionandole
al cartilago su capacidad de amortiguacion (Friedlander
y Goldberg 1991). En el cartilago articular el GAG que
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predomina es el condroitin sulfato, encontrandose me-
nores cantidades de queratdn sulfato (Alberts y col 1989).

El agrecan, junto al 4cido hialurdnico y las proteinas
de unidén, forman agregados macromoleculares de gran
tamafio que inmovilizan a los proteoglicanos en la MEC,
impidiendo su degradacion y difusion a través de los po-
ros de la matriz (Hardingham y Bayliss 1990, Jackson y
col 1991).

El envejecimiento del cartilago articular produciria una
serie de modificaciones, tanto postranscripcionales de la
cadena proteica central como del nimero, tamafio y pro-
porcién de condroitin sulfato y queratdn sulfato, que se
traduciria en la disminucién del tamafio del agrecan y del
contenido total de proteoglicanos del cartilago. Asi se ha
descrito que a través de la edad disminuye el contenido de
condroitin sulfato, mientras que aumentaria el contenido
de queratan sulfato (Dziewiatkowski y col 1989). Ademas,
apareceria una mayor heterogeneidad en la masa molecular
de los proteoglicanos y una disminucién del tamafio pro-
medio de los agregados macromoleculares, conduciendo
a una menor eficiencia para cumplir su funcién, la cual
depende de la interaccién de los proteoglicanos con otras
moléculas de la MEC del cartilago que incluyen el agua
(Hardingham y Bayliss 1990, Bayliss y col 2000). No hay
antecedentes de trabajos que relacionen el ejercicio con el
tamafio de los proteoglicanos, aunque el trauma generado
por el mismo puede considerarse como un mecanismo ini-
ciador de la activaciéon de las cascadas de factores
proinflamatorios asociados a la pérdida de componentes
de la MEC del cartilago. En un trabajo in vitro (Bachrach
y col 1995), que utiliz6 explantes de cartilago sometidos a
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cargas compresivas, se establecié una relacién entre la
duracién de la compresion y la sintesis de proteoglicanos,
pero no se aportan antecedentes respecto del tamafio de
los mismos.

En este trabajo se plantea la hipétesis sobre la exis-
tencia de una relacion inversa entre la edad de los equinos
y el tamafio de los proteoglicanos de la matriz extracelular
del cartilago articular, empledndose una metodologia
basada en la separaciéon cromatogrifica con el objetivo
de purificar parcialmente los proteoglicanos y luego
determinar su tamafio relativo.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion y seleccion de muestras. Se utilizaron
cartilagos de articulacién metacarpofaldngica de equinos
mestizos recién beneficiados en un matadero de la zona
central de Chile, cuya edad fue determinada por
cronometria dentaria con el fin de seleccionar 3 grupos
etarios: grupo A de 1,5 a 2 afios (n=7), grupo B de
4 a5 afios (n = 6) y grupo C mayor de 10 afios (n =4).
Con las articulaciones obtenidas se procedi6 a disectar y
seleccionar los cartilagos provenientes de articulaciones
normales desde el punto de vista macroscopico (Adarmes
y col 2003). De cada equino se seleccionaron ambas arti-
culaciones metacarpofaldngicas, obteniéndose de ellas
100 mg de cartilago desde 1la misma zona de la superficie
articular y que corresponde a la que generalmente se en-
cuentra alterada en los cuadros osteoartriticos. Posterior-
mente los cartilagos se agruparon de acuerdo con la edad,
en una sola muestra representativa de cada grupo etario
y finalmente se almacenaron a —20°C hasta su procesa-
miento.

Debido a nuestro interés en caracterizar una zona
definida de la superficie articular, la que aparece habi-
tualmente dafiada al examen visual en los procesos
degenerativos articulares, se obtuvo de articulaciones
macroscOpicamente normales una cantidad limitada de
cartilago, que impide el trabajo y tratamiento individual
de las muestras, debido a las restricciones cuantitativas
de la metodologia colorimétrica. Para describir la varia-
cion del tamaiio de los proteoglicanos a través de la edad,
las muestras de cartilago se agruparon en los rangos de
edad descritos, con el objetivo de purificar una cantidad
suficiente de proteoglicanos detectable por la metodolo-
gia colorimétrica, al igual como se ha descrito en otros
trabajos como el de Carrino y col (2000).

Obtencion del extracto de cartilago. El cartilago fue tri-
turado en frio y resuspendido en una solucién de extrac-
cién que contenia acetato de sodio 0,05 M, pH 6 (acetato
de sodio 0,05 M; guanidina 4 M; benzamidina 5 mM;
dcido 6 aminocaproico 0,1 M; EDTA 0,01 M; PMSF
0,001 M; NEM 0,001 M; azida de sodio 0,02%), con
agitacion por 18 horas a 4°C y posteriormente filtrado
para obtener el extracto de cartilago.
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Procedimiento para la purificacion y cuantificacion de
los proteoglicanos. Para purificar el extracto de cartila-
go, se realizaron sucesivamente cromatografias de ex-
clusién y de intercambio i6énico, midiendo en los eluidos
de cada cromatografia la presencia de proteinas por su
absorbancia a 280 nm y el contenido de proteoglicanos
por su unién a un colorante catiénico como es la safra-
nina-O al 0,02% en acetato de sodio 50 mM, pH 4,8, en
una membrana de nitrocelulosa utilizando un aparato de
microfiltracién “dot-blot” (Carrino y col 1991). El com-
plejo coloreado se disolvié en una solucién de
cetilpiridinio al 10% y luego se midié su absorbancia a
536 nm. El método de la safranina-O permitié una esti-
macién cuantitativa de los proteoglicanos, obteniéndose
una relacién lineal entre la absorbancia y la cantidad de
proteoglicanos.

En una primera etapa de purificacion se realizé una
cromatografia de exclusién en Sephadex G-50 con un
rango de discriminacién de 1.500 a 30.000 Da. A la co-
lumna de 30 x 0,7 cm previamente equilibrada, se le agre-
g6 1,5 ml del extracto de cartilago de cada grupo etario,
que se eluy6 con solucién acetato 0,05 M, pH 6 (acetato
de sodio 0,05 M; urea 8 M; cloruro de sodio, 0,15 M
azida de sodio 0,02%), obteniéndose en un colector de
fracciones automadtico, 16 fracciones de 500 ul con con-
tenido de proteoglicanos en el volumen de exclusion.

El conjunto de fracciones (16) con reaccién positiva
ala safranina-O se someti6 a cromatografia de intercam-
bio i6nico con DEAE Sephacel, en una columna de
4,5 x 1,3 cm en que los proteoglicanos por su caricter
polianiénico permanecen unidos a la resina. La elucién
de la columna se realiz6 utilizando la misma solucién de
acetato de la cromatografia de exclusién, con una
gradiente lineal de NaCl de 0,15 a 1 M y una velocidad
de flujo de 10 ml/hora, obteniéndose 50 fracciones de
500 pl positivas a la reaccion con safranina-O. Con esta
separacion se obtuvieron lecturas semejantes de protei-
nas, proteoglicanos y conductividad (mMho) en los
3 grupos de edad. El maximo contenido de proteoglicanos
se detectd con una fuerza idnica similar (14-15 mMho)
en todos los casos. Las fracciones positivas a safranina-
O se dializaron contra agua destilada durante 24 horas a
4°C, en una membrana de didlisis de 3.500 Da como punto
de corte. La muestra se liofilizé a —50°C por 18 horas y
se conservo a —20°C hasta su andlisis posterior.

Separacion de poblaciones de proteoglicanos segiin masa
molecular. Finalmente, el liofilizado que corresponde a
los proteoglicanos parcialmente purificados de cada gru-
po etario se resuspendi6 en 500 pl de solucién de acetato
de sodio 1M, pH 6 que contenia guanidina 4 M y azida
de sodio 0,02%, el cual se sometié a una segunda
cromatografia de exclusion que permitié la separacion
de poblaciones de proteoglicanos seglin su tamafo
molecular, en Sepharosa CL-2B con un rango de discri-
minacién de 70.000 a 40 x 10° Da, con dimensiones de



la columna de 93 x 0,7 cm a una velocidad de flujo de
5 ml/hora, obteniéndose fracciones de 500 pl.

Cdlculo de variables relacionadas con la masa molecular
de los proteoglicanos. Los datos obtenidos con este frac-
cionamiento constituyeron el perfil de proteoglicanos y
de su andlisis se originaron los siguientes datos: el volu-
men total de la columna (Vt = 7tr 2 h); el volumen vacio
(Vo) que es el necesario para eluir aquellas moléculas de
alta masa molecular (> 200 x 10° Da), cuyo tamafio sea
mayor que el del poro de la resina, utilizdndose para ello
proteoglicanos en condiciones agregantes sin guanidina
(Nakano y Scott 1989); el volumen de elucién (Ve) que
representa al volumen de la fraccién en que se encuentra
la poblacién de proteoglicanos mds representativa de la
muestra; el coeficiente de particion (Kav) que permite
comparar proteoglicanos de diferentes muestras en cuanto
a su masa molecular y distribucién (Ohno y col 1986), el
cual se calcul6 en base a la siguiente relacion:

La masa molecular (Mw) se estim6 a partir del Kav
en base a la siguiente féormula:

log Mw =— (1,65 £0,27) Kav + (6,58 + 0,08)

que permitié determinar el tamafio molecular del
proteoglicano eluido en la fraccion de médxima lectura a
536 nm (Ohno y col 1986) y expresado en kilodaltons
(kDa).

El radio hidrodinamico (Rs) de los proteoglicanos se
calculd a partir del Kav (Ohno y col 1986) y se expreséd
en Angstrom (A), a partir de la siguiente férmula:

log Rs =— (0,69 £0,04) Kav + (2,57 £ 0,01)

Con estos calculos se obtuvo una estimacién del ta-
mafio (Mw) y de las caracteristicas fisicoquimicas (Rs)
de los proteoglicanos de cada muestra, realizindose una
comparacién cualitativa entre los distintos grupos etarios.

RESULTADOS

Con el objetivo de minimizar el error experimental,
se debe sefialar que las muestras de cartilago de cada gru-
po etario se homogeneizaron en la misma relacion de mg
de cartilago y ml de solucién de homogeneizacién. Con
respecto a las separaciones cromatograficas, se utilizé
una misma columna para cada una de ellas, con los lava-
dos correspondientes entre cada una de las filtraciones.

La determinacién del contenido de proteinas, por su
absorbancia a 280 nm en los eluidos de las diferentes
separaciones cromatograficas, sélo tuvo como finalidad
la evaluacién del grado de purificacién de la fraccion de
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proteoglicanos. Asi, en los eluidos obtenidos por separa-
cion cromatografica en Sepharosa CL-2B no se encontrd
presencia de proteinas a través de esta metodologia, lo
que reflejaria una separacion adecuada de las proteinas
no relacionadas con la proteina central de los
proteoglicanos en las cromatografias previas.

A través de la separacion cromatografica de exclu-
sion con Sepharosa CL-2B, se demuestra que los proteo-
glicanos de cada grupo etario estdn constituidos por una
poblacién heterogénea en términos de masa molecular y
que entregaron valores méaximos diferentes de
absorbancia a 536 nm, para las fracciones 24-25,29 y 32
correspondientes a los grupos A, B y C respectivamente
(figura 1), lo que indicarfa la tendencia a la disminucién
del tamafio de las poblaciones de proteoglicanos, a
medida que aumenta la edad de los animales.

A pesar de que el grupo A presenta un predominio de
proteoglicanos de mayor masa molecular, también mues-
tra la presencia de poblaciones de menor masa (fraccio-
nes 29 y 31), aunque en menor proporcién que lo obser-
vado en los grupos de mayor edad. Esto indicaria que
estas poblaciones de proteoglicanos de menor tamafio ya
se encuentran presentes en los grupos de menor edad y
que aumentan su proporciéon a medida que la edad
aumenta.

Con el objetivo de calcular la masa molecular (Mw)
y el radio hidrodindmico (Rs) se determind el valor del
coeficiente de particion (K, ) para cada grupo de edad
(cuadro 1). Se establecié que tanto la masa molecular
como el radio hidrodindmico disminuyeron a medida que
aumento la edad de los animales.

DISCUSION

La no deteccién de proteinas por su absorbancia a
280 nm en los eluidos obtenidos por la separacién
cromatografica con Sepharosa CL-2B no indica nece-
sariamente su ausencia, ya que el agrecdn, que es el
proteoglicano cuantitativamente mds importante del car-
tilago articular, posee una proteina central relativamen-
te grande de 220 kDa, pero que representa el 10%

Cuadro 1. Valores de coeficiente de particién, masa molecular
(kDa) y radio hidrodinamico (A) de la poblacién proteoglicanos
del cartilago articular con mdxima absorbancia, proveniente de
equinos de distinta edad.

Values of_ partition coefficient, molecular mass (kDa) and
hydrodynamic radio (A) of articular cartilage proteoglycans population
with greater absorbance, obtained from equines of different ages.

Muestra A B ¢
(1¥2—2 afios) (4 -5 afios) (> 10 afos)
K, 0,11 0,20 0,26
Mw (x 10° kD) 2,49 1,78 1,42
R, A) 312 270 246
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Figura 1. Perfil de elucién de la separacion cromatografica en Sepharosa CL2B, de los extractos de cartila-
go de la articulacion metacarpofaldngica de equinos de distinta edad.

Age related elution profile of Sepharose CL-2B gel chromatography, from cartilage extracts of equine

metacarpophalangeal joint.

aproximadamente de la masa molecular total del
agrecan, constituido fundamentalmente por los GAGs.
La ausencia de absorbancia a 280 nm para proteinas
s6lo indicarfa un escaso contenido de aminoacidos aro-
maticos ya que en la proteina central del agrecan se ha
descrito la repeticion de residuos de serina, glicina y
treonina, indispensables para la unién a los GAGs (Kiani
y col 2002).

Los resultados obtenidos en la figura 1 muestran la
presencia de poblaciones heterogéneas de proteoglicanos
con una masa molecular continua para cada grupo etario,
lo que coincide con lo descrito por Hardingham y Bayliss
(1990). Esta poblacién heterogénea corresponderia fun-
damentalmente al proteoglicano agrecan, que es el que
se encuentra en mayor proporcién en el cartilago articu-
lar y le proporciona al tejido su capacidad de amortigua-
cion, debido a su alto contenido en condroitin sulfato y
queratan sulfato (Kiani y col 2002), que son reconocidos
por la metodologia colorimétrica con Safranina-O.

Al analizar los maximos de absorbancia de cada gru-
po etario, se encontré una disminucién de la masa
molecular de los proteoglicanos con el aumento de la
edad, aspecto que también ha sido descrito en distintas
especies animales que incluyen al cartilago articular hu-
mano (Hardingham y Bayliss 1990) y el cartilago hiali-
no de distintas zonas de la oveja (Dziewiatkowski y col
1989). Ademds, se encontraron poblaciones de proteogli-
canos de mayor tamafio aunque en baja proporcién en
los grupos de menor edad (fraccién 18 del grupo A 'y
fraccion 19 del grupo B), que se encuentran ausentes en
el grupo C de mayor edad.
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La disminucidn del tamafio de los proteoglicanos as{
como la heterogeneidad de la masa molecular detectada
a través de la edad, se podria asociar con incrementos de
la actividad proteolitica y/o con la alteracién del proceso
de biosintesis. Posiblemente la poblacién heterogénea
detectada corresponde a un mismo tipo de proteoglicano
que es el agrecdn, debido a que constituye el 90% del
contenido de proteoglicanos del cartilago (Hedlund y col
1999). En nuestro andlisis no influirian los proteoglicanos
pequeilos de naturaleza no agregante descritos en el car-
tilago como son el biglicano, decorina y fibromodulina,
debido a que constituyen una pequefia fraccion de los
proteoglicanos del cartilago, sobre la base de la materia
seca (Todhunter 1996) y a su bajo contenido en GAGs
que impide que la metodologia colorimétrica empleada
sea capaz de detectarlos en estas condiciones.

La actividad proteolitica en el cartilago se ha relacio-
nado con la actividad de metaloproteinasas (MMPs), las
que, junto con la expresion constitutiva y actividad de
una familia de proteasas (ADAMTS o agrecanasas), se
traducirian en la disminucién del tamafio de los
proteoglicanos (Moulharat y col 2004, Wachsmuth y col
2004). La actividad catabdlica de estas enzimas sobre la
proteina central del agrecan produciria fragmentos G1
descritos por técnicas inmunohis-toquimicas, Western
blott y radioimmunoanalisis, tanto en el cartilago
osteoartritico humano como en los obtenidos desde arti-
culaciones clinicamente normales, lo que sugiere la par-
ticipacion de estas enzimas en el recambio molecular de
la MEC del cartilago articular humano. Ademds, se en-
contré que en las articulaciones normales el contenido



de estos fragmentos G1 aumentaba en los individuos de
mayor edad, lo que se asociaria con un incremento de la
actividad catabélica a través de la edad (Lark y col 1997,
Wells y col 2003). La actividad enzimdtica podria expli-
car la presencia en el grupo de menor edad (A) de dos
fracciones (29 y 31) enriquecidas en proteoglicanos y
que son coincidentes con los maximos de absorbancia
para los grupos de mayor edad (fraccion 29 para el grupo
B y fraccion 32 para el grupo C). Este incremento coin-
cidente de proteoglicanos de masa molecular semejante
en los tres grupos de edad analizados podria indicar la
existencia de una misma actividad enzimadtica responsa-
ble del recambio molecular normal y que podria incre-
mentar su actividad a través de la edad.

Existen antecedentes que demuestran que la activi-
dad metabdlica del condrocito es regulada por citoquinas,
algunas de ellas de tipo anabdlico como son el factor de
crecimiento tipo insulina (IGF-1) (Verschere y col 1996)
y por el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) (Hickery y col 2003). Entre las citoquinas
catabdlicas se ha descrito a la interleuquina-1 (IL-1), que
participaria en la patogenia de la osteoartritis, demos-
trandose que en explantes de cartilago humano normal
(Hickery y col 2003) y de equino normal y osteoartritico
(Morris y Treadwell 1994) reduce la sintesis de
proteoglicanos, mientras que el TGF-8 demostré un efecto
anabdlico restringido a etapas de inmadurez del tejido
esquelético humano (Hickery y col 2003), lo que sefiala-
ria la participacion de otros estimulos anabdlicos. El es-
timulo con IL-1 en explantes de cartilago equino normal
provoco la disminucién de la sintesis de componentes de
la matriz extracelular y un incremento de la sintesis y
actividad de enzimas degradativas del tipo de la
estromelisina, estableciéndose, ademads, que la actividad
metabdlica global del cartilago disminuyé con el aumento
de la edad de los individuos (Morris y Treadwell 1994).
En relacién a nuestros resultados y a base de los antece-
dentes proporcionados, no queda claro si el recambio
molecular normal a través de la edad es regulado por las
mismas citoquinas proinflamatorias que se describen para
el proceso degenerativo del cartilago, o bien, si aparecen
otros mecanismos que regulan el incremento de la acti-
vidad enzimética y que expliquen la degradacién de la
matriz extracelular del cartilago articular con la edad.

Otro factor que podria afectar la sintesis de
proteoglicanos en términos cuantitativos, es la disminu-
ci6on del nimero de condrocitos por procesos de apoptosis
y/o alteracién de su funcionalidad a través de la edad
(Adams y Horton 1998). Este factor por si solo no expli-
caria la heterogeneidad en la masa molecular, salvo si se
plantea un desbalance entre el proceso de sintesis dismi-
nuida y una actividad proteolitica normal. En cultivo de
cartilago procedente de equinos de edades entre 9 meses
y 20 afios, se demostré que la velocidad de incorpora-
cién de *S disminuye con la edad, lo que se traduciria
en disminucién de la sintesis de proteglicanos (Igbal y
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col 2000), aunque en otro estudio que también utilizé la
incorporacién de S en explantes de cartilago articular
equino proveniente de la articulacion metacarpofaldngica
equina, se establecié que el contenido de glicosamino-
glicanos permanece constante a través de la edad (Platt y
col 1998). También se ha descrito que una variacién de
mayor importancia se relacionaria con las cadenas de
GAGs, tanto en nimero y longitud como en el patrén de
sulfatacién de las cadenas de condroitin sulfato
(Hardingham y Fosang, 1992, Platt y col 1998). A través
de la edad, el monémero de proteoglicano del cartilago
humano se caracteriza por una disminucién del tamafio y
nimero de cadenas de condroitin sulfato y un aumento
en el nimero de cadenas de queratdn sulfato (Hardingham
y Bayliss 1990), observandose, ademads, que la disminu-
cién de la sintesis de agrecdn se relaciona con una menor
incorporacion de sulfato en las cadenas de GAGs (Bolton
y col 1999). A medida que aumenta la edad, la disminu-
cién del tamaiio de los proteoglicanos, asi como la mo-
dificacién de su calidad, constituirian los factores que
predispondrian a dafio del cartilago articular y al desa-
rrollo de la enfermedad degenerativa articular.

Otro factor que podria incidir en nuestro resultado se
relacionaria con el ejercicio de los animales. En nuestro
trabajo no hay antecedentes del trabajo efectuado por los
animales utilizados; sin embargo, la ausencia de lesio-
nes articulares macroscpicas indicaria que su trabajo
fisico fue insuficiente como para provocar lesiones que
son habituales a nivel de matadero, es especial, en los
animales de mayor edad. Ademads se ha descrito in vitro
que la compresion ciclica de cartilago no modifica
significativamente el tamafio ni la agregabilidad de los
proteoglicanos del cartilago recién sintetizados (Sah y
col 1991). En condrocitos de equino se encontré que su
compresién dindmica no altera la sintesis de
proteoglicanos, a pesar de que inhibe la sintesis de 6xido
nitrico, un radical libre gaseoso que se ha relacionado
con la patogenia de la osteoartritis y con la apoptosis de
condrocitos, indispensables para la sintesis de las molé-
culas de la matriz extracelular del cartilago (Wiseman y
col 2003).

Los antecedentes obtenidos desde la elucién
cromatografica permitieron calcular los valores de masa
molecular y radio hidrodindmico, los que mostraron dis-
minucién a través de la edad (cuadro 1). La disminucién
de ambas variables a través de la edad se relacionaria
directamente con la disminucién de la longitud de las
cadenas de GAGs de los proteoglicanos, debido al cam-
bio de la relacién condroitin/queratdn sulfato
(Hardingham y Bayliss 1990). Ambas variables
interrelacionadas, masa molecular y radio hidrodindmico,
explicarfan la disminucién de la capacidad de retencién
de agua con la consiguiente alteracién de la funcién de
amortiguacion y la mayor fragilidad del cartilago con el
aumento de la edad, lo que estd relacionado con la ma-
yor frecuencia de patologias articulares en los individuos
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de mayor edad. Los eluidos positivos a safranina-O en
los tres grupos analizados proporcionaron valores de masa
molecular semejantes con el tamafio descrito para el
agrecén que es de aproximadamente 3 x 10°Da (Alberts
y col 1989), lo que demostraria que en los eluidos se
obtienen fundamentalmente distintas poblaciones del
mismo proteoglicano que es el agrecan.

Los resultados obtenidos en este estudio reflejan qui-
zas de mejor forma la condicién natural en que se en-
cuentran los proteoglicanos en la matriz del cartilago ar-
ticular equino, puesto que los trabajos con explantes que
evaluan la incorporacién de S eliminan la participacién
de otros factores que intervienen en la homeostasis del
cartilago articular.

Finalmente se puede concluir que la separacién
cromatografica permiti6 la purificacién parcial de pobla-
ciones dispersas de proteoglicanos de distinto tamafio y
de masa molecular continua para cada uno de los grupos
de edad.

A través de los valores mdximos de absorbancia a
536 nm se encontré un incremento en la poblacién de
proteoglicanos de menor tamafio con el aumento de la
edad.

A medida que aumenta la edad se encontré disminu-
cién del tamaiio molecular y del radio hidrodindmico,
que se asociarian con la disminucién de la capacidad
funcional del cartilago.

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de la edad sobre el tamaiio de
los proteoglicanos, se utilizaron cartilagos de equinos mestizos de
matadero de 1,5 a2 afios (n = 7), de 4 a 5 afios (n = 6) y mayores de 10
afios (n = 4), obtenidos desde la articulacién metacarpofaldngica cla-
sificada como normal desde el punto de vista macroscépico. De cada
par de articulaciones se obtuvieron 100 mg de cartilago, que se agru-
paron en una sola muestra representativa por edad y se sometieron a
fraccionamientos cromatograficos sucesivos de exclusion e intercam-
bio iénico, obteniéndose perfiles de elucién cuyo contenido de
proteoglicanos se detectd utilizando la reaccién colorimétrica con
safranina-O. El perfil de elucion obtenido desde una columna CL-2B
permitié detectar poblaciones de proteoglicanos de distinto tamailo,
pero continuas en términos de su masa molecular para cada grupo de
edad, evidencidndose una disminucién del tamafio de los proteoglicanos
a medida que aumentaba la edad, lo que también se estableci6 al cal-
cular la masa molecular y el radio hidrodindmico de los proteoglicanos
al utilizar los valores maximos de absorbancia de cada grupo etario.
Estos resultados demostrarian la relacion inversa entre la edad de los
equinos y el tamaio de los proteoglicanos, lo que afectarfa la capaci-
dad normal de amortiguacion del cartilago.
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