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COMUNICACION

Determinacion de nitrito como metabolito estable del 6xido nitrico
en el liquido sinovial de articulacién metacarpofaldngica equina®

Nitrite determination as a stable metabolite of nitric oxide in synovial fluid of equine
metacarpophalangeal joint

Adarmes H, JP Solis, A Miiller, M Galleguillos*

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

SUMMARY

The striking feature of osteoarthritis (OA) is fibrilation and loss of articular cartilage. Nitric oxide (NO") has been involved as an important biological
mediator of OA and its production is significantly higher in OA cartilage. NO® suppresses cartilagenous matrix synthesis and induces condrocytes
apoptosis in articular cartilage. The NO® production was indirectly determined by measuring nitrite by Griess reaction. Nitrite concentration of synovial
fluid was compared in different equine metacarpophalangic joint conditions. Joint classification and age determination were carried out by macroscopic
examination. It was considered a normal joint group NN (n =47) the one without any visual damage of articular structures. The damaged groups
considered a) a group with a congestive synovial membrane without cartilage damage NA (n = 25), b) a group with damaged cartilage and normal
synovial membrane AN (n=23) and c) a group with damaged cartilage and congestive synovial membrane AA (n = 15). A damaged cartilage showed
erosions and multiple wear lines and a damaged synovial membrane showed a congestive appearance. There were no significant differences in nitrite
concentration between the analyzed groups. Only in the NA group a non significant increase (44.4 £ 32.6 umol/L) was detected, that was possibly
associated to the absence of cartilage loss and so with a major response to proinflammatory stimulation originated in the congestive synovial membrane.
Nitrite concentration decreased in a non significant way in the damaged cartilage and synovial membrane group AA (26.3 £ 22.1 umol/L) which might

be explained by cartilage loss in this in vivo model.
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INTRODUCCION

El 6xido nitrico (NO") es un radical libre que participa
en la patogenia de muchas enfermedades que incluyen
la osteoartritis en especies como el hombre, el perro y
el equino, debido a que es sintetizado por condrocitos y
sinoviocitos como consecuencia del estimulo de citoquinas
proinflamatorias (Moshage 1997, von Rechenberg y col
2000, Davis y col 2001, Spreng y col 2001, Tomita y col
2001, Tung y col 2002). E1 NO" se sintetiza a partir de la
L-arginina, por la actividad de la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS), que posee tres isoformas, NOS-I, NOS-II
y NOS-III (Murrell y col 1995, Moshage 1997, Ralston
1997, Clancy y col 1998, Stichtenoth y Frolich 1998,
Miranda y col 2001, Ersoy y col 2002, Lee y col 2002). La
NOS-I 'y la NOS-III son descritas como isoformas consti-
tutivas (cNOS) y pueden ser objeto de regulacion génica
(Forstermann y col 1998), mientras que 1a NOS-II representa
la isoforma inducible (iNOS) ya que se expresa en células
estimuladas por diferentes citoquinas proinflamatorias
como la interleuquina-1 (IL-1), interferon gamma (INF-
Y) y el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-o). La NOS-II

Aceptado: 20.05.2009.
#  Proyecto DID I-14-2/2001. Universidad de Chile.
*  Casilla 2 correo 15, La Granja, Santiago, Chile; mgallegu@uchile.cl

produce concentraciones mucho mas elevadas de NO" con
respecto a la actividad de NOS-I'y NOS-III (Murrell y col
1995, Moshage 1997, Ralston 1997, Stichtenoth y Frolich
1998, Davis y col 2001, Tomita y col 2001).

Los condrocitos constituirian la fuente mas importante
de NO’ en la articulacién (Jang y Murrell 1998). También
se ha establecido que el cartilago osteoartritico equino
produce mayores concentraciones de NO* (van der Harst
y col 2006) y que los condrocitos superficiales de cartilago
normal humano sintetizan 2 a 3 veces mas NO* que los de
zonas profundas al ser estimulados con IL-1. También se
ha demostrado que esta respuesta disminuye a través de
la edad (Hauselmann y col 1998). La osteoartritis (OA)
o Enfermedad Degenerativa Articular (EDA) se caracte-
riza por la pérdida focal de cartilago debido al estimulo
de las vias catabdlicas inducido por la IL-1 y el TNF-o
(Mazzetti y col 2001). Se produce pérdida de la funcién del
cartilago, originada por su erosion y por la reduccién del
contenido de proteoglicanos y de coldgeno, acompaiiado
de cambios tanto en la estructura como en la agregacion
de estas moléculas (Mcllwraith 1996).

En relacidon al papel que desempeiia el NO* en el
cartilago existen planteamientos contradictorios, ya que
por un lado participarfa como modulador endégeno del
recambio de la matriz extracelular en diferentes zonas
del cartilago articular (Hduselmann y col 1998) e incluso
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podria proteger de la degradacién del agrecan (Bird y col
2000). Por otro lado, también se ha sugerido que el NO*
serfa uno de los responsables de la destruccién del cartilago
en la osteoartritis de rodilla humana (Karan y col 2003) y
podria existir una relacién entre la apoptosis de condrocitos
en el cartilago equino y el incremento de la concentracién
de NO* (van't Hof y col 2000, Kim y col 2003).

La cuantificaciéon de NO* es dificil en medios biol6-
gicos, debido a su corta vida media (de 6 a 10 segundos)
y a sus bajas concentraciones y por eso se cuantifican
sus metabolitos estables: nitrito y nitrato (Ralston 1997,
Stichtenoth y Frolich 1998, Miranda y col 2001, Spreng y
col 2001, Ersoy y col 2002). El nitrito es el tinico producto
estable resultante de la autooxidacién del NO* en soluciones
acuosas como liquido cefalorraquideo y liquido sinovial. El
nitrato, en cambio, se forma por la reaccion entre el NO* y
la oxihemoglobina, lo que implica que el nitrato existe en
mayor proporcion en plasma y suero (Stichtenoth y Frolich
1998, Miranda y col 2001, Ersoy y col 2002).

Si bien los modelos in vitro sefialan el incremento
de la sintesis de NO" en el cartilago osteoartritico como
consecuencia del estimulo con IL-1, posiblemente en un
modelo articular in vivo se podria esperar que la pérdida
de cartilago y la apoptosis de condrocitos (van't Hof y col
2000, Kim y col 2003) provocarian una menor sintesis
de NO' y, por ende, una menor concentracién de nitrito
en el liquido sinovial. En este trabajo se utilizé el liquido
sinovial de la articulacién metacarpofaldngica equina
obtenido inmediatamente después del sacrificio de los
animales. En estas condiciones, la concentracion de nitrito
del liquido sinovial reflejaria la sintesis de NO" por el
conjunto de estructuras articulares y particularmente del
cartilago articular. Se buscé establecer si la concentracién
de nitrito del liquido sinovial se relaciona con diferentes
estados de alteracion articular, tanto de la membrana
sinovial como del cartilago articular, y asi establecer si
la concentracién de nitrito podria constituir un marcador
de diferentes estados de alteracion articular.

MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

Se obtuvo liquido sinovial (LS) por artrocentesis
aséptica, desde la articulacién metacarpofaldngica de
equinos criollos de matadero, inmediatamente después
del beneficio de los animales, a los que se determiné su
edad por cronometria dentaria. La puncién se realiz6 por
la cara palmar (recesos sinoviales) utilizando jeringas de
5 mL con agujas 21 G x 1V2. Se seleccionaron articulacio-
nes metacarpofaldngicas normales y otras con alteracién
del cartilago y/o de la membrana sinovial, en base a la
inspeccion visual post mortem. Cada articulacién meta-
carpofaldngica seleccionada para este estudio proviene
de equinos diferentes. Se consideré como normal (NN)
a aquellas articulaciones sin alteraciones visibles de esos
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tejidos articulares (n= 47), es decir, con un cartilago de
superficie lisa y brillante, de color blanco nacarado y
una membrana sinovial sin signos de congestién. Las
articulaciones alteradas fueron divididas en a) aquellas
que presentaron s6lo congestidon de la membrana sinovial
(NA) (n=25), b) aquellas que presentaron sélo dafio del
cartilago articular como focos de erosidn y lineas de roce
(AN) (n=23) y c) aquellas que presentaron tanto dafio
del cartilago (focos de erosién y lineas de roce) como
congestién de la membrana sinovial (AA) (n=15). Para
la seleccion de las articulaciones metacarpofalangicas,
tanto normales como alteradas, se considerd que el LS
debfia presentar un color amarillo claro, translicido y sin
derrame sanguinolento, de lo contrario la articulacién con
su liquido sinovial fueron eliminados.

Las muestras de LS obtenidas se centrifugaron a
1.000 x g durante 20 minutos. Los sobrenadantes se alicuo-
taron y se conservaron a -20°C hasta su procesamiento.

DETERMINACION DE NITRITO

En el LS se determiné la concentracion de nitrito
utilizando la reaccién de Griess (Miranda y col 2001),
que detecta especificamente nitrito y no nitrato (Moshage
1997, Miranda y col 2001). El reactivo de Griess se prepara
mezclando una solucidén de N-1-(naftil) etilendiamina
dihidrocloruro (0,1% p/v en 5% de HCI) con una solucién
de sulfanilamida (2% p/v en 5% HCI). Ambas soluciones
son estables por varios meses a 4 °C protegidas de la luz;
éstas se mezclaron inmediatamente antes de realizar la
reaccién colorimétrica.

Debido a que esta reaccion se podria alterar por compues-
tos como los S-nitrosotioles y derivados de la L-arginina, las
muestras de LS se desproteinizaron (Miranda y col 2001)
por dilucién 1:7 con etanol. Las proteinas precipitadas
se separaron por centrifugacién a 1.000 x g durante 20
minutos. La reaccion colorimétrica se obtiene agregando
a 300 pL del sobrenadante desproteinizado, 300 uL del
reactivo de Griess y se completa un volumen final de 900
UL con agua destilada, estableciéndose su absorbancia a
540 nm. Como estdndar se utilizé6 NaNO, 0,1 mM en un
rango entre 0,9 pmoles y 10 pmoles. La concentracion se
expresé como umoles de nitrito/L.

La reaccién de Griess se basa en la formacién de
un croméforo por la reaccién de sulfanilamida con ni-
trito en medio 4cido, seguido de un acoplamiento con
aminas biciclicas tales como el N-1-(naftil) etilendiamina
dihidrocloruro.

DETERMINACION DE PROTEINAS

Los objetivos de esta determinacién fueron a) esta-
blecer la ausencia de proteinas en el sobrenadante, luego
de desproteinizar el liquido sinovial con etanol para la
determinacién de nitrito, b) eliminar aquellos liquidos
sinoviales cuya concentracion de proteinas estuviese muy



por encima de los 20 g/L que indicaria una inflamacién
articular intensa (Adarmes y col 2008) y c) establecer
alguna relacion entre la concentracién de proteinas con
la de nitritos en el liquido sinovial.

Para esta determinacion, el LS o el sobrenadante ob-
tenido luego de la desproteinizacién fueron diluidos en
una relacién 1:10 con agua destilada y la concentracién de
proteinas se determind por el método espectrofotométrico
de Lowry y col (1951) a 750 nm, utilizando seroalbimina
de bovino (BSA) como estdndar en un rango entre 5 Ug 'y
50 pg. Los resultados se expresan como g/L.

ANALISIS ESTADISTICO

A los valores promedio de nitrito y de proteina de las
muestras se les establecid un nivel de significancia (P < 0,05)
a través de un andlisis de varianza y posteriormente por la
prueba de Tukey (Infostat 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se formaron cuatro grupos articulares
a partir de diferencias macroscépicas evidenciables a
simple vista, tanto a nivel del cartilago articular como de
la membrana sinovial. Esta diferenciacién entre los grupos
se refuerza en el hecho de que las lesiones del cartilago
articular aparecen en aquellos equinos de mayor edad
(AN 9,9 £+ 4,2 afios y AA 10,7 + 3,8 afios).

Se evalu6 la concentracion de NO,™ en el liquido
sinovial equino inmediatamente después del beneficio
de los animales. El NO* es extremadamente 14bil ya que
interacciona rapidamente con O, para generar una variedad
de 6xidos de nitrégeno, que incluyen los nitritos y nitratos
como los productos estables mas importantes del NO* en
los fluidos bioldgicos. El NO,™ se midi6 a través de la
reaccion de Griess, que es el método mas utilizado, debido
a que el NO,"es el tinico producto estable que se genera
por la descomposicién del NO* en soluciones acuosas in
vitro. Sin embargo, también se ha detectado NO,~ en forma
predominante, en fluidos extracelulares como plasma u
orina (Nagano 1999). En la seleccion de las muestras
se descartaron aquellos liquidos sinoviales con derrame
sanguinolento, debido a que la oxihemoglobina podria
reaccionar con el NO,~ para generar metahemoglobina y
de ese modo afectar el contenido de NO,~ (Nagano 1999).
Ademas, se descartaron aquellos liquidos sinoviales que
presentaron turbidez.

En nuestros resultados no se encontré diferencia
significativa para los valores de proteina y de nitrito en
el liquido sinovial de los distintos grupos articulares
seleccionados, ni tampoco alguna relacién entre ambas
concentraciones (cuadro 1).

Sélo se pudo apreciar un incremento no significativo
de la concentracién de nitrito en las articulaciones con
dafio en alguna de la estructuras articulares (NA y AN).
La tendencia de los nitritos a aumentar en el grupo NA

LIQUIDO SINOVIAL, NITRITO, EQUINO

Cuadro 1. Clasificacion articular, edad promedio de los equinos
(afios), concentracion de proteinas (g/L) y de nitrito (Wmol/L) del
liquido sinovial de la articulacién metacarpofalangica equina.

Joint classification, average age (years), synovial fluid
concentration of proteins (g/L) and nitrite (Lmol/L) in equine metacar-
pophalangeal joint.

Edad Promedio  Proteinas Nitrito
Articulacion +DE +DE +DE
(afios) (g/L) (umol/L)
NN 5,3%+3,6 152+6,3 29,4+279
NA 4,4 +3,1 134+84 44,4 +32,6
AN 9,9+42 144+ 74 327+ 270
AA 10,7+3,8 10,8+ 54 26,3 £ 26,1

NN: Cartilago y membrana sinovial macroscépicamente normales.
NA: Cartilago normal y membrana sinovial congestiva.

AN: Cartilago alterado y membrana sinovial normal.

AA: Cartilago alterado y membrana sinovial congestiva.

(44,4 £ 32,6 umol/L) se podria asociar a que el estimulo
proinflamatorio de la membrana sinovial congestiva
encontraria una masa de cartilago normal, lograndose
estimular una mayor sintesis de NO* por los condrocitos.
Este modelo NA se podria asemejar con una sinovitis leve,
dado que la concentracién de proteinas en ninguno de los
casos presenta diferencias significativas y no representa
valores asociados a inflamaciones mas intensas (Adarmes
y col 2008).

En el grupo AN que representaria una osteoartritis
moderada, basicamente por el dafio en el cartilago articular,
también aparece una tendencia a aumentar del contenido
de nitrito (32,7 £ 27 umol/L) al igual que lo descrito en
el trabajo de von Rechenberg y col (2000). Sin embargo,
el incremento no tan elevado como en el grupo NA podria
reflejar una menor masa de cartilago asociada a la pérdida
de tejido, a pesar de que se ha descrito una mayor sintesis
de NO" en el cartilago equino osteoartritico in vitro (van
der Harst y col 2006).

En el caso del grupo (AA) que representaria una
osteoartritis severa, se encontré una disminucién no sig-
nificativa del contenido de nitrito (26,3 + 26,1 wmol/L)
a pesar del estimulo que podria generar la membrana
sinovial alterada a través de citoquinas proinflamatorias.
Esta tendencia a disminuir de los nitritos en este grupo
AA se podria relacionar con dos aspectos: a) la mayor
pérdida de tejido articular reflejada por el mayor dafio del
tejido cartilaginoso y b) al hecho de que se ha observado
una disminucidn de la sintesis de nitrito por el cartilago
equino a través de la edad (van der Harst y col 2006). Este
grupo AA constituye el grupo de mayor edad (10,7 + 3,8
aflos) y este factor podria ser relevante en este resultado.
La diferencia no significativa en la concentracién de nitrito
del grupo AA con respecto al grupo AN no se deberia a
la edad, que es ligeramente inferior en este tltimo grupo
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(9,9 £ 4,2 afios), por lo que la diferencia se podria asociar
auna mayor cronicidad del cuadro patolégico en el grupo
AA con la consiguiente pérdida de cartilago. También
se ha descrito que la disminucién de nitrito en el liquido
sinovial se podria explicar por el incremento de la apop-
tosis de condrocitos, que constituye una de las causas
principales de los cambios patolégicos dependientes de
la edad (Hashimoto y col 1998).

Von Rechenberg y col (2000) en un modelo in vitro
demostraron a través de la reaccién de Griess que la
concentracion de NO* fue mayor en el medio de cultivo
de explantes de cartilago articular equino que en el de
membrana sinovial, lo que indicaria una mayor actividad
del condrocito en la produccién de NO*. Ademas, en
ese trabajo se compararon tejidos articulares normales
con aquellos provenientes de osteartritis moderada y
osteoartritis severa, detectandose en el caso de la os-
teoartritis moderada incremento significativo de NO* en
los explantes de cartilago y de membrana sinovial. Para
realizar la comparacién en dicho trabajo se utilizaron 25
mg de tejido hidratado/mL de medio de cultivo, tanto
para cartilago como para membrana sinovial, de modo
que la concentracién de nitrito del medio de cultivo sélo
refleja la actividad metabdlica de esa cantidad de tejido.
Por el contrario, nuestro trabajo refleja el contenido total
de nitrito del liquido sinovial producido por el conjunto
de estructuras articulares in vivo.

Se concluy6 que en estados de alteracion severa de
la articulacién (AA) disminuyd la concentracién de NO-,
posiblemente debido a una menor capacidad de sintesis
provocada por la pérdida de tejido cartilaginoso y/o por
apoptosis de condrocitos, lo que coincide con los equinos
de mayor edad. Ademads, en los estados intermedios de
alteracidn articular (AN y NA) aument6 la concentracién
de NO’ en forma independiente de 1a edad. No se encontré
relacion entre las concentraciones de proteina y de nitrito
en el liquido sinovial.

Para responder al efecto de la edad in vivo se podria
evaluar la concentracién de nitrito en el liquido sinovial
de equinos de edades diferentes con sus articulaciones
normales. Por otro lado, el inconveniente del modelo in
vitro es que al comparar cantidades similares de condro-
citos o de cartilago en un medio de cultivo no se refleja
la actividad total del conjunto de estructuras articulares
del modelo in vivo.

RESUMEN

La osteoartritis (OA) se caracteriza por fibrilacién y erosién del cartilago
articular. El 6xido nitrico (NO*) serfa un importante mediador biolégico
de la OA y su produccion es significativamente mayor en el cartilago OA.
El NO- inhibe la sintesis de matriz cartilaginosa e induce la apoptosis en
el cartilago articular. Se determiné indirectamente la produccién de NO*
a través de la concentracion de nitrito utilizando la reaccién de Griess. Se
compard la concentracion de nitrito del liquido sinovial de la articulacién
metacarpofaldngica equina con diferente condicién patolégica. La clasificacién
articular y la edad se determinaron por inspeccién macroscépica. El grupo
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normal NN (n = 47) no presentd dafio visual de las estructuras articulares.
Los grupos con dafio articular fueron: a) un grupo con membrana sinovial
congestiva sin dafio del cartilago NA (n = 25), b) un grupo con daiio del
cartilago y con membrana sinovial normal AN (n = 23), y ¢) un grupo con
dafio del cartilago y con membrana sinovial congestiva AA (n = 15). El
cartilago articular dafiado presentd erosiones y mdltiples lineas de roce
y la membrana sinovial dafiada present6 aspecto congestivo. No hubo
diferencia significativa entre los grupos analizados. S6lo hubo tendencia a
aumentar en el grupo NA (44,4 + 32,6 umol/L), posiblemente asociado a la
integridad del cartilago y a su mayor respuesta al estimulo proinflamatorio
de la membrana sinovial congestiva. La concentracién de nitrito tendié
a disminuir en el grupo con dafio de cartilago y membrana sinovial AA
(26,3 £ 22,1 pmol/L) que se explicaria por la pérdida de cartilago en este
modelo in vivo.
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