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ARTICULO ORIGINAL

Contenido de glicosaminoglicanos, aldehidos y proteinas en el liquido sinovial de la
articulacion metacarpofalangica equina normal y alterada*

Concentration of glycosaminoglycan, aldehydes and protein in synovial fluid from normal
and damaged equine metacarpophalangeal joints

H Adarmes!”, A Croxatto!, M Galleguillos'!, E Gonzilez !

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile,
Santa Rosa 11735 La Pintana, Santiago, Chile.

SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate the influence of severity of osteoarthritis on the concentration of degradation products
from the cartilage extracellular matrix on synovial fluid. Total protein and aldehyde group concentrations were determined as indicators
of collagen degradation. The concentration of glycosaminoglycans (GAGs) in sinovial liquid was also determined, both the total
amount (GAGsT) and the fractions corresponding to the GAGs other than hyaluronic acid or sulfated GAGs (GAGsG), that consist
mostly of chondroitin and keratin sulfate. The hyaluronic acid content of the synovial fluid was calculated as the difference between
the concentrations of GAGsT and GAGsS. Samples of synovial fluid were collected from metacarpophalangeal joints of crossbred
equines immediatelly after slaughter, by aseptic needle aspiration and then, following post mortem joint examination, were divided
into four groups: a normal group as control (n=17 ) and three alterated groups, obtained from joints with different degrees damage
(+=15;++ =12 and +++ = 18 samples). The synovial fluid aldehyde concentrations were determined by a colorimetric reaction
between aliphatic aldehydes and N-Methyl Benzothiazolidon Hydrazone. A colorimetric method with Alcian Blue using different
MgCl, concentrations, was used to quantify GAGsT and GAGsS. These results showed an increase of total protein concentration in
the more alterated group (+++) (P < 0,05). The collagen degradation product concentration increased in the group less altered (+)
compared whith the more alterated group (+++) and collagen protein concentration showed an increase in both less alterated groups
(+ and ++) compared with the more alterated group (+++) (P < 0,05). The GAGsT, GAGsS and hyaluronic acid concentrations did
not show statisticant differences between groups. GAGsT and hyaluronic acid concentrations showed a tendency to decrease in the
more damaged samples. These results indicate that collagen degradation product concentration in synovial fluid could be used as a
marker of initial changes in the osteoarthritis process.

Palabras clave: liquido sinovial, colageno, glicosaminoglicanos.
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INTRODUCCION

La articulacion metacarpofalangica del equino cursa
frecuentemente con procesos de naturaleza inflamatoria
y degenerativa (Maldonado y col 1983). El cartilago ar-
ticular de las articulaciones moviles esta formado por
condrocitos, incluidos en una abundante matriz
extracelular (MEC) de coldgeno tipo II y de
proteoglicanos con sus glicosaminoglicanos (GAGs)
(Todhunter, 1996). Los condrocitos se encargan de re-
gular activamente la produccion y destruccion de estos
componentes de la MEC del cartilago (Morris y Treadwell
1994).
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El principal colageno del cartilago articular es el
fibrilar tipo I, compuesto por tres cadenas polipeptidicas
al (I), cuyos extremos corresponden a zonas extendi-
das no helicoidales, mientras la regién comprendida en-
tre ellas, que representa aproximadamente el 95% de la
molécula, se organiza formando una triple hélice
estabilizada por entrelazos intermoleculares, en los que
participan las formas aldehidicas alisina e hidroxialisina
que proporcionan resistencia a las fuerzas de traccion
(Ricard-Blum y Ville 1989).

Los proteoglicanos, junto al colageno tipo II, consti-
tuyen los componentes orgdnicos cuantitativamente mas
importantes de la MEC del cartilago y son responsables
de gran parte de las propiedades fisicoquimicas del teji-
do (Bayliss y col 1999, Réisdnen y Messner 1999). Los
proteoglicanos estan formados por una proteina central,
a la que se unen covalentemente los GAGs, siendo el
agrecan el proteoglicano mas abundante (aproximada-
mente 90%) y el de mayor tamafio (3 x 10° Da) (Palmer
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y Bertone 1994, Hedlund y col 1999). La capacidad de
amortiguacion del cartilago se debe a la gran retencion
agua y a la repulsion de los grupos anionicos de los
proteoglicanos (Palmer y Bertone 1994, Mcllwraith 1996,
Résdnen y Messner 1999).

El agrecan forma grandes estructuras macromo-
leculares en la MEC del cartilago articular, a través de su
union no covalente con una molécula de acido hialurénico
(Tulamo y col 1996, Maroudas y col 1998). La forma-
cion de estos agregados es muy importante desde el pun-
to de vista fisiologico, ya que permite la retencion del
agrecan y por ende de agua en la MEC del cartilago, ase-
gurandose asi la amortiguaciéon normal del cartilago
articular (Maroudas y col 1998).

El recambio de la MEC del cartilago esta regulado
por una serie de factores relacionados con la distribu-
cion de la carga mecanica y la presencia de algunas mo-
léculas como el factor de crecimiento tipo insulina (IGF)
[y [Ty el factor de crecimiento transformante 3, que es-
timularian la sintesis de MEC. Por otro lado, la
interleuquina 1 (IL-1) (Morris y Treadwell 1994) y el
factor de necrosis tumoral o (Billinghurst y col 1995)
producidos por sinoviocitos y condrocitos inhibirian la
sintesis de matriz extracelular e inducirian la sintesis y
activacion de enzimas denominadas metaloproteinasas
(MMPs) que degradan los componentes de la matriz
extracelular del cartilago (Yoshihara y col 2000; Jin y
col 2003). Los colagenos fibrilares presentan una rigi-
dez y gran resistencia a la hidrolisis proteolitica, relacio-
nada con sus entrelazos intermoleculares, que determi-
nan que su recambio molecular sea lento. Se ha descrito
que la colagenasa tisular o intersticial o MMP-1 separa
las tres cadenas a1 (II) de la triple hélice en puntos espe-
cificos del coladgeno tipo I (Mcllwraith 1996).

Los proteoglicanos poseen un recambio mas dinami-
co y la hidrdlisis de la proteina central en sitios especifi-
cos por accion de las MMPs provoca la liberacion de gran-
des fragmentos de proteoglicanos que difunden fuera del
tejido hacia la cavidad sinovial (Todhunter 1996).

Las MMPs son a su vez inhibidas por dos inhibidores
tisulares de las MMPs (TIMPs): los TIMP — 1 y TIMP —
2 (Mcllwraith 1996). El desbalance del recambio de la
matriz provocado por la pérdida de regulacion de la sin-
tesis y de la actividad de las MMPs provoca la pérdida
gradual de componentes de la MEC del cartilago que
conduce finalmente al desarrollo de la enfermedad
degenerativa articular u osteoartritis, que se describe
como progresiva, estructural y funcional, con deterioro
del cartilago articular y acompafiada de un intento de re-
paracion de las superficies articulares con neoformacion
6sea (Mcllwraith 1996).

Existen trabajos cuyo objetivo ha sido caracterizar la
pérdida de componentes de la matriz durante la enferme-
dad degenerativa articular, a través de relacionar la con-
centracion de colageno (Maldonado y col 1983), GAGs
totales y de queratan sulfato del liquido sinovial con el

dafio del cartilago en las patologias articulares (Todhunter
y col 1997, Okumura y Fujinaga 1998). Ademas, se ha
descrito que la concentracion de queratan sulfato repre-
sentaria mejor a los componentes propios de la matriz
extracelular del cartilago (Todhunter y col 1997). El daiio
del colageno del cartilago articular constituiria un even-
to central en la patogénesis del envejecimiento del carti-
lago y de la osteoartritis (Tiku y col 2003).

En este trabajo se planted como hipdtesis la relacion
directa entre la severidad anatémica del cuadro
osteoartritico y la concentracion de componentes de la
MEC del cartilago en el liquido sinovial. Para esto se
evalud la concentracion total de proteinas, de GAGs dis-
tintos del 4cido hialurénico y de grupos aldehidicos.
Ademas, se estimo la concentracion de acido hialurénico
del liquido sinovial.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizo liquido sinovial obtenido por artrocéntesis
(Byars y col 1982), desde la articulacion metacarpo-
falangica de equinos mestizos mayores de tres afios, se-
gln cronometria dentaria y recién beneficiados en el
matadero “La Pintana” (Region Metropolitana). Se cla-
sificaron 17 muestras como normales y 45 como pato-
logicas, de acuerdo al aspecto macroscdpico de la arti-
culaciéon. Se clasificaron como normales aquellos
liquidos sinoviales obtenidos de articulaciones cuyo car-
tilago era de color blanco nacarado, con su superficie
lisa y brillante, sin lineas de roce o zonas de erosion.
Ademas, la membrana sinovial no debia presentar sig-
nos de congestion, mientras que el liquido sinovial de-
bia ser de color amarillo claro, transparente, sin floculos
ni trazas de material sanguinolento (Gonzalez y col
1994, Adarmes y col 2003).

A su vez, las muestras patologicas se dividieron en
tres grupos (+, ++, +++) segun la magnitud de las lesio-
nes. Asi, una cruz (+) (n = 15) correspondi6 a aquellas
articulaciones cuyos cartilagos presentaban cambios le-
ves de color con lineas de roce. Dos cruces (++) (n = 12)
correspondi6 a francos cambios de coloracion del carti-
lago articular, con lineas de roce manifiestas y pequefios
focos de erosion. Tres cruces (+++) (n = 18) correspon-
dio6 a alteraciones del cartilago en su grado méximo, con
grandes focos de erosion (Gonzalez y col 1994). El li-
quido sinovial obtenido se mantuvo en hielo y luego se
realizé su procesamiento en el laboratorio, para lo cual
se centrifugd a 950 x g durante 20 minutos a 4 °C. Los
sobrenadantes se congelaron a —20 °C, para realizar lue-
go las siguientes determinaciones, previa dilucion 1:4 de
estas muestras de liquido sinovial.

En la determinacion de proteinas (Lowry y col 1951)
se utiliz6 seroalbumina de bovino al 0,1%, a partir de la
cual se prepar6 una curva estandar con un rango de can-
tidad de proteina entre 50 y 500 ug, estableciéndose la
absorbancia espectrofotométricamente a 595 nm. Los re-



sultados se expresaron como g de proteina/L de liquido
sinovial.

Para la determinacion de grupos aldehidos asociados
al coldgeno, se utilizé el método descrito por Sawiki y
col (1961), modificado por Paz y col (1965) y adaptado
por Horwath y Tabora (1972). A partir de una soluciéon
de acetaldehido 10 M se prepar6 una curva estandar en
un rango de cantidad de acetaldehido entre 2,0 y 8,8 ug.
La absorbancia se determind espectrofotométricamente
a 670 nm, expresandose los resultados como g de
aldehidos/L de liquido sinovial. Esta técnica consiste en
la formacion de un complejo coloreado, por la reaccion
de los aldehidos alifaticos con el N-Metil Benzotiazolidon
Hidrazona (MBTH) al 1% en presencia de FeCl, al 0,2%.
Para esto se utilizaron 0,8 ml de una solucion diluida
(1:4) de liquido sinovial y 0,2 ml de MBTH al 1%. Des-
pués de 30 minutos a temperatura ambiente se agregaron
2,5 ml de FeCl, al 0,2% y 6,5 ml de acetona. Para deter-
minar la concentracion de GAGs totales (GAGs T) y de
GAGs diferentes del acido hialurénico (GAGs S) se uti-
liz6 el método colorimétrico de Bartold y Page (1985)
descrito por Adarmes y col (2003).

Finalmente se realizo la estimacion del contenido de
acido hialurénico al calcular la diferencia entre GAGs T
y GAGs S.

Andlisis estadistico. Mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov se establecié que los datos experimentales no
difieren significativamente de una distribucion normal.
Los valores experimentales de cada grupo se sometieron
a un analisis de varianza y luego se realizo6 la prueba de
Duncan con el fin de establecer las diferencias entre gru-
pos homogéneos (Zar 1996) utilizando un programa
Computacional Statistica 6.0. Se consider6 un nivel de
significancia de P < 0,05. Los valores obtenidos se ex-
presan como media = DE para cada variable analizada.

RESULTADOS

La concentracion de proteinas totales del liquido
sinovial refleja los procesos de ultrafiltracion del plasma
sanguineo en la membrana sinovial y el recambio
molecular de las estructuras articulares. Los resultados
indican que la concentracion de proteinas fue
significativamente mayor (P < 0.05) s6lo en el grupo con
dafio mas severo (+++) (cuadro 1).

La concentracion de residuos aldehidicos en el liqui-
do sinovial (cuadro 2) que representan los productos de
degradacion del colageno mostrd un incremento signifi-
cativo en el grupo menos alterado (+) con respecto al
mas alterado (+++) (P < 0,05). Con la finalidad de esta-
blecer la proporcion de proteina colagenosa en el liquido
sinovial, se calculo la relacion aldehidos/proteinas, en-
contrandose que ésta disminuy6 en forma significativa
(P <0,05) en el grupo mas alterado (+++) con respecto a
los grupos menos alterados (+y ++).

LIQUIDO SINOVIAL, COLAGENO, GLICOSAMINOGLICANOS

La concentracion de GAGs T y de GAGs S en el li-
quido sinovial no mostré variaciones significativas entre
los grupos analizados (P > 0,05), observandose en el caso
de los GAGs T una tendencia a disminuir en el grupo
mas alterado (+++) comparado con el normal, mientras
que los GAGs S muestran una tendencia a aumentar en
el grupo mas alterado (+++) (cuadro 3). Con respecto al
contenido de acido hialurénico del liquido sinovial, tam-
poco se encontraron variaciones significativas entre los
grupos analizados (P > 0,05), observandose sélo una ten-
dencia a disminuir (P <0,08) en el grupo con mayor dafio
articular comparada con el grupo normal.

Cuadro 1. Concentracion promedio = DE de proteinas (g/L)
en el liquido sinovial de la articulacion metacarpofalangica
equina.

Average (+ SD) synovial fluid protein concentration
(g/L) in equine metacarpophalangeal joints.

Clasificacién de la articulacion Proteinas (g/L)

Normal (n = 17) 11,7 £242
Alterada + (n = 15) 12,4 +£2,8
Alterada ++ (n = 12) 12,1 £4,32
Alterada +++ (n = 18) 15,7 + 6,3

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Cuadro 2. Concentracion promedio + DE de aldehidos (g/L)
y relacion g aldehidos/g proteinas + DE en el liquido sinovial
de la articulacién metacarpofalangica equina.

Average (+ SD) aldehyde concentration and relationship

between aldehydes and protein concentration in equine
metacarpophalangeal joints.

Clasificacion de Aldehidos Relacion
la articulacion (g/L) x 10 3 aldehidos/ proteinas
x 1073
Normal (n = 17) 4,06 + 1,32 0,35 £ 0,12
Alterada + (n = 15) 5,34+242 0,45 +0,22
Alterada ++ (n=12) 4,42+ 1,8% 0,41 £0,22
Alterada ++ (n=18) 3,41+ 1,1° 0,25 +0,1°

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

Cuadro 3. Concentracion promedio de GAGs totales (GAGs
T), de GAGs distintos del 4cido hialurénico (GAGs S) y de
acido hialuroénico (A.H.) (g/L) £ DE del liquido sinovial de la
articulacién metacarpofalangica equina.

Average (= SD) concentrations of total GAGs (GaGs T),
GAGs other than hyaluronic acid (GAGs S) and hyaluronic acid (A.H.)
in synovial fluid from equine metacarpophalangeal joints.

Clasificacion de GAGs T GAGs S A.H.
la articulacion (g/L) (g/L) (g/L)
Normal (n = 17) 1,91+04 031+02 1,57+0,5

Alterada+ (n=15)  1,72+0,5 027+0,09 1,44 +04
Alterada++(n=12) 1,84+04 037+02 147+0,5
Alterada +++ (n=18) 1,60 03 0,41+£02 1,19+0,3




H ADARMES Y COL

DISCUSION

Para la obtencion de un diagnostico precoz de la alte-
racion del cartilago articular se ha buscado detectar y/o
medir la concentracion de moléculas propias de la MEC
del cartilago articular, en diferentes liquidos bioldgicos
que incluyen el fluido sinovial (Maldonado y col 1983,
Thonar y col 1985; Little y col 1990; Alwan y col 1991;
Fuller y col 1996; Todhunter y col 1997; Okumura y
Fujinaga, 1998; Frisbie y col 1999). Se evalud en el li-
quido sinovial de la articulacion metacarpofalangica
equina con distintos grados de alteracion el contenido
del conjunto de componentes organicos mas abundantes
de la MEC del cartilago, como son el coladgeno y los
GAGsSS.

La concentracion de proteinas del liquido sinovial no
constituye s6lo un reflejo de la degradacion de la MEC,
sino que también del proceso de ultrafiltracion a nivel de
la membrana sinovial y la razén de medir su concentra-
cion se relaciond con el alto contenido de proteina
colagenosa de la MEC, que es aproximadamente dos ter-
cios el peso seco del cartilago articular adulto (Eyre 2002)
y con la finalidad de utilizar este parametro para deter-
minar la proteina colagenosa a través de la relacion de
aldehidos/proteinas totales. Esta concentracion se encon-
tr6 aumentada significativamente (P < 0,05) en el grupo
mas alterado, lo que concuerda con lo descrito por Tew
(1982). Este incremento podria reflejar una mayor de-
gradacion de los componentes de la MEC del cartila-
go por accion de diversas metaloproteinasas, o bien, una
alteracion en la capacidad de ultrafiltracion de la mem-
brana sinovial, aunque esta alteracion se asocia especial-
mente a los procesos de naturaleza inflamatoria aguda
(Tew 1980).

El desbalance entre la sintesis y degradacion del
colageno, asi como el incremento de la actividad de las
colagenasas (Squires y col 2003), se relaciona con alte-
raciones del coldgeno del cartilago articular, lo que cons-
tituye un evento central en la patogénesis del envejeci-
miento del cartilago y de la enfermedad degenerativa
articular (Tiku y col 2003),

La concentracion de grupos aldehidos representati-
vos de los productos de degradacion del colageno del
cartilago aumento significativamente en el grupo menos
dafado (+) respecto del mas dafiado (+++). Con el obje-
tivo de relacionar el contenido de aldehidos con el carac-
ter colagenoso de la proteina, se establecio la relacion
aldehidos/proteinas, la que también demostrd una dismi-
nucién significativa (P < 0,05) del componente
colagenoso del liquido sinovial, a medida que el dafio se
hace maés severo, al compararlo con los grupos con dafio
leve (+) y moderado (++). Esto se podria asociar a la
mayor degradacion de colageno en los procesos inicia-
les, debido a la liberacion de mediadores de la inflama-
cion desde la membrana sinovial, con activacion de
MMPs que afecten la superficie del cartilago y a la pre-

sencia de colageno menos entrelazado en esa zona. Por
otro lado, los procesos articulares degenerativos aumen-
tan con la edad, factor que también influye en el incre-
mento de la cantidad de entrelazos del colageno del tipo
de la hidroxilisilpiridinolina y lisilpiridinolina (Ricard-
Blum y Ville 1989), o bien del tipo de la pentosidina
(Brama y col 1999), menos degradables por accion
enzimatica, lo que podria explicar la menor cantidad de
proteina colagenosa en el liquido sinovial del grupo mas
alterado.

En este resultado se debe considerar también la me-
todologia utilizada, por cuanto la reaccion del MBTH
permite el reconocimiento de grupos aldehidos, que se
asocian posiblemente a productos de degradacion de
colageno menos entrelazados, y por el contrario, al au-
mentar la madurez del colageno con la formacién de
entrelazos mas irreversibles, los grupos aldehidos podrian
encontrarse menos disponibles para la reaccion con el
MBTH.

Por otro lado, los GAGs T, los GAGs S y el éacido
hialurénico no mostraron cambios significativos entre los
grupos analizados, detectandose una tendencia a dismi-
nuir del acido hialurénico en el grupo mas alterado (+++),
lo que también ha sido descrito por otros autores (Tulamo
y col 1996) y que predispondria a incrementar atin mas
el dafio mecanico del cartilago articular.

Ademas, la concentracion de GAGs S representati-
vos de la MEC del cartilago aument6 en forma no signi-
ficativa en los tres grupos alterados, siendo esta tenden-
cia mayor en el grupo mas alterado (+++), lo que podria
sugerir que a medida que aumenta el dafio del cartilago,
se produce mayor degradacion de los proteoglicanos de
la MEC del cartilago por accion de metaloproteinasas
del tipo de la estromelisina 0 MMP-3 (Brama y col 2000)
o bien se produce la sintesis de moléculas de proteogli-
canos que no logran formar parte de MEC del cartilago,
con la pérdida consecuente de los GAGs S hacia el liqui-
do sinovial.

Estos resultados podrian indicar la pérdida asincronica
de los componentes colageno y GAGs de la MEC del
cartilago articular en que la pérdida inicial de la red de
colageno predispondria a la degradacion posterior de los
proteoglicanos, lo que se puede asociar a una activacion
diferenciada de las cascadas enzimaticas relacionadas con
el proceso degradativo.

Se puede concluir que: la concentracion de proteinas
del liquido sinovial de la articulacién metacarpofalangica
equina fue mayor en el grupo con osteoartritis severa
(+++). La concentracion de grupos aldehido del liquido
sinovial de la articulacion metacarpofaldngica equina,
representativos de productos de degradacion del
colageno, se encontr6 aumentada en la osteoartritis leve
(+), mientras que el caracter colagenoso de la proteina
del liquido sinovial fue mayor en la osteoartritis leve (+)
y moderada (++). La concentracion de GAGs T, de GAGs
S y de 4acido hialurénico no mostr6é cambios significati-



vos entre los grupos analizados; s6lo la concentracion de
acido hialurénico mostr6 una tendencia a disminuir en el
grupo con osteoartritis severa (+++).

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue relacionar la severidad del cuadro
osteoartritico con la concentracion de moléculas de la matriz
extracelular del cartilago en el liquido sinovial. Para ello se
midieron las concentraciones de proteina total y de grupos
aldehidos como productos de degradacion del colageno.
Ademas, se midi6 la concentraciéon de glicosaminoglicanos
(GAGs) del liquido sinovial en su valor total (GAGs T) y de
una fraccion de éstos, que corresponde a los GAGs diferentes
del acido hialurénico o GAGs sulfatados (GAGs S), entre los
que se describen esencialmente condroitin sulfato y queratan
sulfato. El contenido de acido hialurdnico se calculd por
diferencia entre las concentraciones de GAGs T y de GAGs S.
Las muestras de liquido sinovial se obtuvieron por artrocéntesis
aséptica desde articulaciones metacarpofalangicas de equinos
mestizos en matadero, inmediatamente después del beneficio
de los animales y luego separadas en cuatro grupos, después
del examen visual post mortem de las articulaciones: uno normal
como control (n=17) y tres grupos alterados provenientes de
articulaciones con diferentes grados de alteracion articular
(+ =15; ++ = 12 y +++ = 18). La concentracion de grupos
aldehidos se determiné a través de una reaccion colorimétrica
entre aldehidos y N-Metil Benzotiazolidon Hidrazona. Ademas,
para cuantificar los GAGs Ty los GAGs S se utilizé un método
colorimétrico con Alcian Blue usando diferentes concen-
traciones de MgCl,. El grupo con dafio articular més severo
(+++) mostrd incremento de la concentracion de proteinas y
disminucion de productos de degradacion de colageno y de la
proteina colagenosa (P < 0,05), mientras que la concentracion
de GAGs T, de GAGs S y de acido hialurénico no mostrd
diferencias significativas entre los grupos analizados (P > 0,05),
detectandose solo tendencias a disminuir en la concentracion
acido hialurénico y a aumentar en la concentracion de GAGs S
en el grupo con dafio articular mas severo (+++). Estos
resultados indican que la concentracion de productos de
degradacion del colageno en el liquido sinovial podria ser
utilizada como marcador precoz de los cambios iniciales del
proceso osteoartritico.
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