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RESUMEN

La osteoartritis es la enfermedad articular mas comun en la especie equina, que
provoca dolor y disminucion de la movilidad articular, cuya consecuencia es la
disminucién del desempefio deportivo. La osteoartritis se caracteriza por la
destruccion del cartilago articular, que se manifiesta por Ulceras focales y

fragmentacion.

El 6xido nitrico (NO) participaria como un importante mediador biologico en la
patologia articular, que podria alterar la homeostasis del cartilago conduciendo a
su destruccion. EI NO es un radical libre, gaseoso, sintetizado a partir del
aminoacido L-arginina, por una familia de isoenzimas conocidas como Oxido
nitrico sintasas (NOS). Se ha descrito que el NO participaria en una amplia
variedad de procesos bioldgicos, siendo oxidado en el medio biolégico a nitrito y
nitrato, los que se han utilizado como marcadores de su biosintesis. En las

articulaciones diartrodiales los condrocitos son la principal fuente de NO.

Para desarrollar el presente trabajo, se obtuvo liquido sinovial de 110
articulaciones metacarpofalangicas de equinos mestizos de matadero, cuya
seleccién se realiz6 de acuerdo al aspecto macroscopico (normal o alterado) del
cartilago articular y de la membrana sinovial, generandose cuatro grupos de
articulaciones: NN = cartilago y membrana normales (n = 47); NA = cartilago
normal y membrana alterada (n= 25); AN = cartilago alterado y membrana normal
(n = 23); AA = cartilago y membrana alterados (n = 15). Se determinaron las
concentraciones de proteina y de nitrito por los métodos de Lowry y de Griess,
respectivamente. Ademas, se determiné la edad de los animales por cronometria
dentaria. Se aplico andlisis de varianza y una posterior prueba de Tukey para

observar diferencias entre grupos articulares.

El promedio de edad de los equinos fue de 5.3 + 3.6 afos en el grupo NN, 4.4 +

3.1 afos en el grupo NA, 9.9 + 4.2 afios en el grupo AN y 10.7 + 3.8 afios en el



grupo AA. Los grupos NN y NA presentaron una edad significativamente menor

(p = 0.001) que los grupos AN y AA.

La concentacion de proteina en el liquido sinovial fue de 15.2 + 6.3 mg/mL en las
articulaciones NN, 13.4 + 8.4 mg/mL en las articulaciones NA, 14.4 + 7.4 mg/mL
en las articulaciones AN y 10.8 + 5.4 mg/mL en las articulaciones AA. No se
encontré diferencias significativas (p < 0.05) de concentracion de proteinas entre

los grupos.

La concentracion de nitrito en el liquido sinovial fue de 29.4 + 27.9 uM en las
articulaciones NN, 44.4 + 32.6 uM en las articulaciones NA, 32.6 + 27 uM en las
articulaciones AN y 26.3 + 26.1uM en las articulaciones AA. No se encontrd
diferencias significativas (p < 0.05) en la concentracion de nitritos entre los grupos

de articulaciones.

Estos datos sugieren que las articulaciones normales (NN) especialmente en su
cartilago son mas frecuentes en equinos jovenes, presentando una leve tendencia
a tener un promedio de concentracion de proteinas mayor y nitritos detectables en
baja concentracién, pero si la membrana sinovial se encuentra alterada (AN) se
produce un aumento del promedio de los nitritos probablemente por la
estimulacion de la membrana sinovial al cartilago articular a través de citoquinas.
Las articulaciones con mayor alteracion (AA) fueron aquellas pertenecientes al
grupo de mayor edad promedio y que presentdé menor concentracion promedio de
proteinas y de nitritos, lo que se explicaria por la destrucciéon tanto de la
membrana como del cartilago y por ende, menor cantidad y funcionalidad de los

sinoviocitos y condrocitos.



SUMMARY

Osteoarthritis is the most common joint disease in horses that produce joint pain
and loss of mobility which consequence is a poor performance in equine athletes.
The osteoarthritis is characterized by articular cartilage destruction, with local
splitting and fragmentation. Nitric oxide (NO) has been implicated as an important
biological mediator in the articular pathology and can modify the homeostasis of
the cartilage that promotes its destruction. NO is a free and gaseous radical,
synthesized from the amino acid L-arginine by a family of isoenzymes called the
nitric oxide synthases (NOS). NO can to play a role in a variety of physiological
processes and is oxided to nitrite and nitrate in the biological medium that has
been used as markers of the production of NO. Chondrocytes are the major source
of NO in diarthrodial joints.

Synovial fluids were collected from 110 metacarpophalangal joints of crossbreed
equine at slaughter-house. The selection of four articular groups: NN = cartilage
and membrane normals (n = 47); NA = cartilage normal and membrane altered (n
= 25); AN = cartilage altered and membrane normal (n = 23); AA = cartilage and
membrane altered (n = 15); was determined by macroscopic appearance (normal
or altered) of articular cartilage and synovial membrane. Concentrations of protein
and nitrite were determined by Lowry and Griess colorimetric reactions,
respectively. The age of equines was also determinate by dental chronometry.

ANOVA and Tukey test were aplicated to determined diferences into the variables.

The age media were of 5.3 + 3.6 years in NN joints, 4.4 + 3.1 years in NA joints,
9.9 + 4.2 years in AN joints and 10.7 + 3.8 years in AA joints. The age of the
groups NN and NA were significat minor (p = 0.001) than AN and AA groups.

The synovial fluid protein concentration were of 15.2 £ 6.3 mg/mL in NN joints,
13.4 + 8.4 mg/mL in NA joints, 14.4 £ 7.4 mg/mL in AN joints and 10.8 =+ 5.4

mg/mL in AA joints. No significant differences (p < 0.05) of concentration of



proteins were found.

The synovial fluid nitrite concentration were of 29.4 £ 27.9 uM in NN joints, 44.4 +
32.6 uM in NA joints, of 32.6 £ 27 uM in AN joints and 26.3 £ 26.1 uM in AA joints.
No significant differences (p < 0.05) of concentration of nitrites were found

between the groups.

This dates suggest than the normal joints (NN) in special its cartilage are more
frequents in young equines, and presented a mild tendecy in major concentration
of proteins and nitrites detectables in low concentrations, but if the synovial
membrane is injured (AN) was produced a tendency augment of nitrites probability
for the estimulation mediated for citokines of the membrane to the articular
cartilage. The joints with major alteration resulted to by the group than also
presented a age major (AA) with mild minor concentration of proteins and nitrites,
it can to by explicated for the destruction of the synovial membrane and cartilage

and low cellularity and functionality of this tissues.
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INTRODUCCION

Las patologias que afectan al sistema musculo esquelético son responsables de
un importante niamero de consultas dentro de la practica de la clinica equina. Un
gran porcentaje de ellas corresponde a problemas podales, especialmente
aguellos que involucran a las articulaciones moviles o diartrodiales, constituyendo
estas patologias una de las principales causas del bajo rendimiento fisico de los
equinos afectados. La osteoartritis (OA) o enfermedad degenerativa articular
(EDA) es una de las patologias mas importantes, tanto por su prevalencia como
por sus consecuencias de tipo invalidante. El dolor articular y la pérdida de la
movilidad causada por la OA son causas comunes del bajo rendimiento y del
retiro prematuro de equinos desde las competencias (Todhunter y Lust, 1992).

La caracteristica mas relevante de esta patologia, es la alteracion estructural y
funcional progresiva del cartilago articular, caracterizado por la aparicion de
Ulceras locales y fragmentacion, que termina por afectar a todos los tejidos y
estructuras articulares, generando esclerosis del hueso subcondral y formacion de
osteofitos. La sinovitis e hidroartrosis se pueden asociar ocasionalmente con la

enfermedad, generando dolor y disfuncion de la articulacion afectada.

Debido a las caracteristicas antes mencionadas, la osteoartritis puede ser
diagnosticada, clinica y radiolégicamente, cuando ya tiene un curso prolongado.
Los cambios radiologicos estan ausentes en estados iniciales de la enfermedad.
Las radiografias de contraste tienen utilidad limitada para demostrar erosion del

cartilago articular (Mcllwraith, 1982).



Los traumas mecanicos se han sefialado como el origen comun de la OA, que
podria ser un evento traumatico Unico suficiente para provocar dafio de los tejidos
articulares, o bien, eventos trauméaticos repetitivos y de baja intensidad,
igualmente nocivos para la articulacion. El desarrollo de la OA en caballos ha sido
asociado con el estrés de la carrera y el entrenamiento, lo que apoya la idea de
gue el estrés mecanico es la mayor causa de OA en esta especie (Cantley et al.,
1999).

La articulacion metacarpofalangica del equino es una de las mas afectadas por
esta patologia, y por eso se ha utilizado como modelo de estudio en el Laboratorio
de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Para los estudios se han utilizado equinos mestizos de
matadero con el objetivo de caracterizar el dafio provocado por esta patologia a
nivel de cartilago articular, a través de la medicion de moléculas liberadas desde
la matriz del cartilago hacia el liquido sinovial, las que eventualmente podrian ser

utilizadas como indicadoras del proceso degenerativo de este tejido.

En los dltimos afios, se ha descrito que el 6xido nitrico (NO) seria un mediador
local de la inflamacion articular en la artritis reumatoidea (AR) y la osteoartritis
(OA) en varias especies, postulandose que el NO y las enzimas proteoliticas
conocidas como metaloproteinasas de matriz (MMPsg) jugarian un papel
importante, tanto en la homeostasis del cartilago articular, como en la cascada de
destruccion de éste (Goldring, 2000).

En esta Memoria de Titulo se busco establecer la relacion entre la concentracion
de nitrito como derivado del NO en el liquido sinovial y la alteracion macroscépica
del cartilago articular equino, de articulaciones metacarpofalangicas normales y
alteradas, de equinos mestizos de matadero, como potencial indicador de dafio

articular, in vivo.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre capaz de reaccionar con una amplia
variedad de moléculas y grupos quimicos, tales como el hierro (Fe) del grupo
hemo, grupos sulfhidrilos o tioles, anién superoxido (O2) y oxigeno molecular (O;).
Debido a esta capacidad, el NO tiene una vida media corta (<15 segundos) en el
medio biolégico, ya que es una molécula gaseosa sin carga eléctrica y de pequefio
tamafo, el NO tiene la capacidad de difundir libremente a través de la membrana

celular y puede actuar en forma autocrina o paracrina (Jang y Murrell, 1998).

En solucién acuosa, tal como es un medio biolégico, el NO se oxida a nitrito (NO3")
por accion del O, (Ignarro et al.,, 1993). En la sangre, el NO, es rapidamente
oxidado a nitrato (NOg3) por la oxihemoglobina (Jang y Murrell, 1998). In vitro el
NO, y el NO3 son metabolitos estables del NO y son usados como moléculas

marcadoras para determinar indirectamente la presencia de NO.

Una cantidad significativa de NO, puede acumularse y ser analizado en fluidos
carentes de grupos hemo tales como el liquido cefalorraquideo y sinovial (Green
et al., 1982).

En los vertebrados, el NO es sintetizado por una familia de isoenzimas llamadas
oxido nitrico sintasas (NOS), que estan codificadas en genes distintos. Hasta la
fecha se han descrito tres isoformas, las que utilizan el aminoacido L-arginina
como sustrato. La éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS, NOS-Ill) (Lamas et al.,
1992) y la neuronal (nNOS, NOS-I) (Bredt et al., 1991), llevan los nombres de las
células de las cuales fueron aisladas por primera vez. Ambas enzimas son
expresadas de manera constitutiva, es decir, siempre se encuentran presentes en
la mayoria de los tejidos en las que se han descrito, y para su actividad requieren

de Ca*™-calmodulina.



La eNOS es sintetizada en el endotelio vascular y el NO producido por ella esta
involucrado en la vasodilatacion regulando la presion del flujo sanguineo, el control
de la agregacion plaquetaria y la regulaciéon de la contractilidad del miocardio
(Schulz et al., 1992), siendo el producto derivado de esta enzima denominado
originalmente como factor relajador derivado del endotelio (EDRF) (Furchgott y
Zawadski, 1980). EI NO derivado del endotelio difunde en las células musculares
adyacentes e interactlia con el grupo hemo de la enzima guanilato ciclasa soluble,
estimulando la produccién del mensajero intracelular guanosinamonofosfato ciclico
(GMPc), que produce relajacion de la musculatura lisa. Las funciones de la via de
transduccion de la seflal NO-GMPc han sido estudiadas en muchos sistemas
organicos, incluyendo el sistema nervioso central donde éste puede actuar como
un neurotransmisor involucrado en la memoria (Jang y Murrell, 1998) y en la
funcién motora (Moroz et al., 1993) no descartandose la existencia de otras vias
dependientes de NO. En el sistema nervioso periférico el NO esta involucrado en
la modulacion o relajacion del tracto gastrointestinal (Ward et al., 1992), la
modulacién de los cuerpos cavernosos y del glande siendo el NO el mediador final

comun de la ereccién (Moncada y Higgs, 1993)

Debido a la participacion del NO en numerosas vias de regulacion intracelular y el
gran interés que provoco en el medio cientifico, se le proclamé como la “molécula

del afio” por la prestigiosa revista Science en 1992 (Koshland, 1992).

Se ha descrito que, a diferencia de las NO sintasas constitutivas, la enzima NO
sintasa inducible (INOS, NOS-Il) (Xie et al, 1992), normalmente se encuentra
ausente en las células, pero que puede ser expresada en respuesta a citoquinas,
tales como interleuquina 1-p (IL-1p), factor de necrosis tumoral o (TNF-o) o
interferon y. Las endotoxinas bacterianas o lipopolisacaridos (LPS) también
pueden estimular la expresiéon de INOS, y muchas veces actuan en forma

sinérgica con citoquinas para expresar iNOS in vitro (Jang y Murrell, 1998).



Muchas células tienen la capacidad de expresar INOS, entre las cuales se
incluyen macrofagos, neutréfilos, hepatocitos, células musculares lisas y
condrocitos (Jang y Murrell, 1998). La actividad de la INOS es independiente de
Ca'*?-calmodulina y una vez expresada, es capaz de generar NO de manera
sostenida. El exceso de NO puede ser potencialmente citotdxico, razon por la cual
se ha asociado a la INOS con una accion antimicrobiana y antitumoral en la
respuesta inmune del huésped asi como en la generacion de dafio tisular (Nathan
y Hibbs, 1991).

Existen trabajos realizados durante la ultima década, que relacionan al NO con
enfermedades articulares, en los que no se ha podido establecer cual es su
verdadero papel en estas patologias. Distintos grupos de trabajo han presentado
al condrocito como el mayor productor de NO en articulaciones diartrodiales,
estableciéndose que expresan la isoforma iINOS. La membrana sinovial también
tiene la capacidad de expresar iINOS, presumiblemente por sinoviocitos tipo A o

tipo macroéfago (Jang y Murrell, 1998).

Existe evidencia de que el NO es un modulador del proceso inflamatorio, con
propiedades proinflamatorias tales como promover la vasodilatacion y
permeabilidad capilar, promover la hipotension o colapso vascular en la sepsis,
generar efectos citotoxicos, activar la ciclooxigenasa, reaccionar con O, para
formar el toxico peroxinitrito (ONOO-). Por otra parte, se le han atribuido
propiedades antiinflamatorias por medio de la inhibicion de los procesos de:
adhesion de leucocitos al endotelio, expresion de la P-selectina en endotelio y
plaguetas evitando la trombosis microvascular, la proliferacion de linfocitos,
degranulacion de las células mastociticas, produccion de oxidantes en fagocitos y

la inhibicién de la ciclooxigenasa (Clancy et al., 1998).



Por lo tanto, hasta la fecha no existe consenso sobre el papel del NO en el
proceso inflamatorio, por lo que resulta interesante reconocer la presencia y medir
la concentracién de nitrito en el fluido sinovial equino, in vivo, considerando

alteraciones articulares macroscopicas.

Se ha descrito un gran numero de mediadores quimicos que participan en la
degeneracion del cartilago articular, tales como prostaglandinas, leucotrienos,

radicales libres, proteasas y NO (Goldring, 2000).

Farrell et al. (1992) demostré la existencia de niveles elevados de NO,™ en suero y
fluido sinovial en pacientes humanos que padecian de artritis reumatoidea (AR) y
osteoartritis (OA). La produccion de NO y la expresion de iNOS en pacientes
humanos con AR fueron detectadas en la membrana sinovial y el cartilago por
técnicas de inmunodeteccion y por transcripcion reversa por reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) (Jang y Murrell, 1998).

Se ha descrito que el cartilago humano afectado por osteoartritis es capaz de
generar espontaneamente una cantidad sustancial de NO, por sobre las 72 hrs.
en cultivos celulares in vitro. En estas mismas condiciones, pero en presencia de
inhibidores de NOS se reducen los niveles basales de NO, y al adicionar

citoquinas o LPS se incrementa la produccion de NO,™ (Jang y Murrell, 1998).

Otros estudios han presentado que el NO es producido sélo en niveles basales en
la membrana sinovial equina, pero su produccidn es considerablemente mas alta
en explantes de cultivos de cartilagos articulares equinos (Frean et al., 1997;
Rechenberg et al., 1997).



Tung et al. (2002), describieron que la interleuquina 13 recombinante equina (IL-
1B re), incrementa la expresion de la iINOS en cultivos de cartilago articular equino
de una manera dosis dependiente con un aumento paralelo de la concentracion de
NO, en el medio de cultivo. Ademas se determind que la dexametasona y los
glicosaminoglicanos polisulfatados disminuyen significativamente, tanto la
expresion génica de la INOS como la concentracion de NO, en el sobrenadante
del medio del cultivo estimulado con IL-1f re. Por otra parte se encontré que la
fenilbutazona y el acido hialurénico no tuvieron efectos consistentes en la
expresion de la iINOS y tampoco una influencia significativa en el contenido de

NO- en el medio de cultivo estimulado con IL-1 re.

Rechenberg et al. (2000), realizaron un estudio con explantes de cartilago articular
y membrana sinovial de equino, encontrando concentraciones de NO, mayores en
explantes de cartilago comparado con explantes de membrana sinovial. Ademas,
se encontré que la mayor concentracion de NO, es producida por cartilago con
OA moderada, seguida por articulaciones normales con concentraciones de NOy’
intermedias y finalmente, el cartilago con OA severa con menor concentracion.
Ademas, determinaron que tanto el cartiiago como la membrana sinovial
osteoartritica, expresan la INOS y la ciclooxigenasa 2 (COX-2) que catalizan la

sintesis de NO y de prostaglandina E;, (PGE,), respectivamente.

Se ha establecido que el NO, la PGE,; y las MMPs tienen un papel en la cascada
de degradacién del cartilago, como también en la homeostasis del cartilago
articular (Macllwraith, 1996; Platt, 1996). La producciéon endégena de NO puede
suprimir la sintesis de la matriz y ademas existe evidencia que puede inducir la

apoptosis de los condrocitos (Goldring, 2000).

Muchas enzimas incluidas la iINOS, la COX-2 y la fosfolipasa A,, modulan las
funciones de los condrocitos durante la osteoartritis. Los condrocitos son capaces
de expresar estas enzimas cuando son estimuladas soélo por la IL-13 o en

combinacion con el TNF-a. (Rechenberg et al., 2000).
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En distintos modelos animales de artritis experimental, la administracion de
inhibidores de NOS suprime o disminuye los signos y sintomas de la enfermedad.
Esto sugiere que in vivo existe una relacion entre el NO y la artritis, especialmente
en el modelo de artritis inflamatoria (Jang y Murrell, 1998). Esto se hace mas
consistente con el trabajo de Pelletier et al. (2000), quienes constataron una
reduccion significativa de la progresion de la OA por inhibidores especificos de la

iNOS en un estudio in vivo.

Otro estudio in vitro ha mostrado que el NO inhibe la sintesis de proteoglicanos,
demostrado por la menor incorporacién metabélica de sulfato (SO4) dentro de los
glicosaminoglicanos, y que puede ser revertida por inhibidores de la NOS (Jang y
Murrell, 1998).

Algunos estudios prueban que el NO incrementa la actividad de las MMPs en el
cartilago y que los inhibidores de NOS bloguean el incremento de actividad. El NO
activa a las MMPs en condrocitos de cartilago bovino. Se demostré que la
actividad metaloproteinasa también es dependiente de NO en condrocitos de
conejo estimulados con IL-1. En condrocitos de cartilago bovino, el NO estimulado
por IL-1 aumentd la produccion de PGE-2, un efecto que pudo ser revertido con
adicién de inhibidores de NOS (Jang y Murrell, 1998).

Se ha presentado que el TNF-a estimula al sinoviocito a producir NO en OA
(Hilliquin et al., 1997), y que este a su vez se ha relacionado con la producciéon de
estromelisina (MMP-3) en caninos con OA (Kammermann et al., 1996). El TNF-a
también estimula la produccion de gelatinasa (otra MMP) en combinacién con IL-1
(Stadler et al., 1991).

Ademas, otros estudios sugieren que el NO generado por la iINOS podria inducir la
apoptosis en cultivos de explantes de condrocitos y sinoviocitos humanos

normales estimulados con citoquinas o extraidos de pacientes con AR (Blanco et



al., 1995; Hof et al., 2000). Recientemente se ha presentado a la apoptosis como
la principal via de la muerte condrocitaria en OA humana (Blanco et al., 1998;
Hashimoto et al., 1998).

Kim et al., (2003) trabajando con cartilago articular equino normal y osteoartritico,
demostré que la distribucion topografica de la apoptosis condrocitaria, la
degradacion de la matriz del cartilago y la produccién de NO se sobreponian casi
completamente en las areas de lesiones de cartilagos articulares equinos con OA,

sugiriendo que estos fenomenos patoldgicos estan intimamente relacionados.

Stadler et al. (1991), describio in vitro que el NO,™ representa un 51.5% del total de

NO producido desde condrocitos articulares.

De acuerdo a los antecedentes presentados, es posible sefialar que el NO podria
tener participacion en la fisiopatologia de la OA, y una manera de detectarlo es
determinando la concentracion de su producto final estable, el nitrito (NO3). Por lo
tanto, la medicién de su concentracion en el fluido sinovial, podria ser atil para

detectar en forma precoz la OA equina, o evaluar el tratamiento.

A diferencia de los estudios revisados, en esta Memoria se propone detectar el
NO, directamente desde el liquido sinovial, lo que permitirA evaluar su

concentracion in vivo.

En el siguiente esquema se resumen los procesos hasta ahora conocidos en que
participa el NO dentro de las articulaciones diartrodiales de acuerdo a las

investigaciones revisadas (figura 1).
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|

INFLAMACION —— DEGRADACION DE LA MATRIZ

Figura 1: efectos del NO sobre el condrocito y el cartilago articular.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar la concentracion de NO, del liquido sinovial proveniente de la

articulacion metacarpofalangica equina normal y alterada macroscopicamente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar un método colorimétrico para la determinacion de la

concentracion de NO;™ en el liquido sinovial equino.

2. Determinar la estabilidad del NO,; en el liquido sinovial a distintas

temperaturas de conservacion y a través del tiempo.

3. Determinar y comparar la concentracion de NO, en el liquido sinovial
proveniente de la articulacibn metacarpofalangica normal y alterada

macroscopicamente.
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MATERIALES Y METODOS

Material biologico:

Se recolectaron en total 120 articulaciones metacarpofalangicas de equinos
mestizos, en ayuno de 24 horas, beneficiados en el matadero Municipal de La
Pintana, en alrededor de 15 visitas a esta planta faenadora, identificandose la
edad segun cronometria dentaria (Richardson, 1997). Del total de articulaciones,
se descartaron 10 por pérdidas accidentales o debido a recoleccion de datos
insuficientes, seleccionandose finalmente 110 articulaciones para desarrollar el

trabajo.

Recoleccién de las muestras y procesamiento:

Las muestras recolectadas, se trasladaron embaladas en bolsas de polietileno a
temperatura ambiente a la Facultad; alli se procedié a debridar la piel sobre la
articulacion metacarpofangica y se desinfectdé con alcohol yodado la zona de los
sacos volares, por donde se procedi6 a realizar la artrocéntesis de esta
articulacién con aguja 21 G x 1%” y jeringa de 5 mL. Una vez obtenido el liquido
sinovial se mantuvo en bafio de hielo, mientras se terminaba todo el proceso
(Figura 2).

Figura 2: artrocéntesis de la articulacion metacarpofalagica a nivel de los sacos volares.
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Luego, se realizé la diéresis de las articulaciones metacarpofalangicas para
observarlas y clasificarlas en normales o alteradas segln sus caracteristicas

macrocopicas.

El liquido sinovial obtenido fue centrifugado a 1000 x g por 20 minutos para
eliminar células y restos de tejido. El sobrenadante fue alicuotado y congelado a

-20°C, para luego realizar la medicion de proteinasy de NO;'.

Clasificacion macroscopica:

Se consider6é normal aquella articulacion que presentd su membrana sinovial no
congestiva, su cartilago articular con su superficie lisa, brillante y de color blanco

nacarado (figura 3A), cuyo liquido sinovial era de color amarillo claro translucido.

Se consideré alterada aquella articulacion cuyo cartilago presentoé lineas de roce
y/lo focos de necrosis o de erosion, y cambio de coloracion. En la membrana
sinovial se observo la presencia de congestion (figura 3B), siendo descartados los

liguidos que presentaban sangre.

Figura 3: fotografia que muestra una articulacion macroscépicamente normal (A) y una

articulacion alterada (B).
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Las muestras se clasificaron de acuerdo a la normalidad y alteracion
macroscopica de cartilago articular y membrana sinovial, con lo que se generaron

cuatro grupos:

NN: cartilago normal y membrana sinovial no congestiva n: 47
NA: cartilago normal y membrana sinovial congestiva n: 25
AN: cartilago alterado y membrana sinovial no congestiva  n: 23
AA: cartilago alterado y membrana sinovial congestiva n: 15
total : 110
Estos grupos se analizaron segun edad, concentracion de proteina y

concentraciéon de nitrito.

Medicidn de proteinas en el liguido sinovial equino

La medicion de proteinas en el liquido sinovial, se realiz6 para tener un parametro
adicional conocido que permitiera evaluar normalidad o alteracion de cada

articulacion.

El liquido sinovial se descongelé a temperatura ambiente y diluyé 1:10 con agua
destilada.

Se utilizé el método espectrofotométrico descrito por Lowry et al. (1951), usando
seroalbumina de bovino (BSA) como estandar, en un rango entre 5 pg y 50 pg de
BSA leyendo la absorbancia a 750 nm., en un espectrofotémetro UNICAM UV/Vis
Spectrometer. A cada una de las muestras se le midié la concentracion de

proteinas por triplicado, calculandose el promedio para cada determinacion.
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Se utilizaron las siguientes soluciones para la reaccion de Lowry:
Soluciéon ABC, formada por:

A: carbonato de sodio al 2 %: 9.8 mL

B: tartrato de sodioal 1 % : 100 puL

C: sulfato de cobreal 1 % : 100 uL

Reactivo de Folin diluido 1:1 en agua destilada.

En la tabla 1 se muestra el esquema de trabajo para la medicién de proteinas en

el liquido sinovial.

Tabla 1: protocolo para la medicion de proteina. Cada muestra fue analizada por triplicado y cada fila indica lo que se

agrega a cada tubo eppendorf y el orden en que se realiza.

Estandar o BSA H.0 c.s.p. Liquido Solucion Reactivo Absorbancia
muestra lug/lpl 200pL sinovial ABC (uL) | Folin 1:1(uL) | a 750 nm.
(uL) 1:10(uL) x 15 min. X 30 min.
5 195 - 1000 100
S1
S2 10 190 - 1000 100
S3 15 185 - 1000 100
S4 25 175 - 1000 100
S5 30 170 - 1000 100
S6 50 150 - 1000 100
Muestra - 190 10 1000 100
Muestra - 190 10 1000 100
Muestra - 190 10 1000 100
Blanco - 200 - 1000 100
Blanco - 200 - 1000 100
Blanco - 200 - 1000 100
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Método de medicidn de nitritos:

El método aplicado mas frecuentemente en la deteccion de NO, es la reaccion
colorimétrica de Griess (Green et al., 1982), la cual forma un cromoéforo a partir de
la diasonizacion de sulfanilamida (SULF) por NO,  en medio acido, seguido por el
acoplamiento con aminas biciclicas tal como la N-1 (natftil) etilendiamina (NEDD),

como se muestra en la figura 4.

NHZ /\/NHZ
M, ~ M
NH, NH
NO,-
—_—— + —_—
H+
SO,NH, SO,NH, '|\||
Ifanilamid N
sulfaniiamida N-(1-naftil)-etilendiamina
SO,NH,
producto diazonio
(A e 543 nm)

Figura 4: reaccidn colorimétrica de Griess

Para el analisis de NO;’, el liquido sinovial se descongel6 a temperatura ambiente
y fue diluido 1:7 en etanol absoluto para precipitar las proteinas y luego se
centrifugd a 1000 x g por 20 min para obtener el sobrenadante que se utilizé para
la reaccion colorimétrica de Griess, leyendo la absorbancia a 540 nm a los 15
minutos, en un espectrofotometro UNICAM UV/Vis Spectrometer.

Se prepararon las siguientes soluciones:
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- NaNO; 0.1 mM, para la curva de calibraciéon de NO; en un rango entre 0.9

pmoles a 10 umoles de NaNO; |

- Reactivo de Griess: fue preparado con una solucion de NEDD (0.1 % p/ven 5 %

HCI) y otra de SULF (2 % p/v en 5 % de HCI). Ambas soluciones son estables por

varios meses almacenadas a 4°C protegidas de la luz y fueron descartadas si

aparecia coloracion. Se adoptdé como protocolo, mezclar ambas soluciones para

formar el reactivo de Griess, minutos antes de su utilizacion (no mas de 30 min.).

En la tabla 1 se muestra el esquema de trabajo para la medicién de NO;".

Tabla 2: protocolo para la mediciéon de nitrito. Cada muestra fue analizada por triplicado y
cada filaindica lo que se agrega a cada tubo eppendorf y el orden en que se realiza. S1 a S5
son cantidades crecientes de NaNO, (curva estandar).

Estandar o NaNO, Muestra 1:7 H,0 c.s.p. Reactivo de Absorbancia
muestra 0.1mM en etanol (uL) 600 pL Griess (uL) 540 nm.
(umoles) x 15 min.
0.9 - 591 300
S1

S2 1.8 - 582 300
S3 2.7 - 573 300
S4 7.2 - 528 300
S5 10 - 500 300
Muestra - 300 300 300
Muestra - 300 300 300
Muestra - 300 300 300
Blanco - - 600 300
Blanco - - 600 300
Blanco - - 600 300
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Medicion de nitrito en el liquido sinovial equino

1.- Estandarizacion de la medicién de nitrito:

Con el fin de precipitar y eliminar las proteinas del liquido sinovial que interfieren
con la reaccion colorimétrica de Griess, se probo la dilucién con etanol absoluto
1:7, y con acetonitrilo a diluciones 1:3 y 1:7; luego los liquidos se centrifugaron a

1000 x g por 20 min para separar el sobrenadante.

El reactivo de Griess, se prepard con sulfanilamida (SULF) al 2 % en solucion de
acido clorhidrico (HCI) al 5 % o con SULF en solucion de &cido fosforico (H3POg)
al 5 %. Se realizaron ensayos con el fin de probar ambas soluciones en nuestro

modelo de trabajo.

2.- Estabilidad de los nitritos en diferentes condiciones de manipulacion:

Se realizaron mediciones de NO, en el liquido sinovial a distintos tiempos y
temperaturas de conservacion para determinar si estas variables afectaban su

concentracion.

a) Estabilidad de nitrito a distinta temperatura:

Se midid la concentracion de NO;™ en el liquido sinovial de cuatro articulaciones
metacarpofalangicas normales (NN) para determinar si se producian cambios en
la concentracion de NO; atribuibles a la temperatura. De cada liquido sinovial se
obtuvieron nueve alicuotas que se mantuvieron en triplicado y durante una hora,

en un bafo de hielo, a temperatura ambiente y a 50 °C.
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b) Estabilidad de nitrito en el tiempo:

Se utilizaron tres alicuotas provenientes de la mezcla de liquidos sinoviales recién
obtenidos de articulaciones normales (NN), a las que se les midié la concentracion
de NO; en el siguiente orden: la primera alicuota se midi6 inmediatamente luego
de realizada la mezcla de los liquidos sinoviales y las otras dos fueron
almacenadas a -20 °C; la segunda fue descongelada y medida a la cuarta semana
y la tercera alicuota fue descongelada y medida su concentracion de NO; a la

octava semana.

3.- Medicién y comparacion de la concentracion de nitrito en el liquido

sinovial:

Una vez estandarizada la técnica y establecidas las condiciones de medicién, se
midio la concentracion de NO, mediante la reaccion de Griess, en los liquidos
sinoviales recolectados de articulaciones normales y alteradas, por triplicado a

cada una de ellas.

Analisis de datos:

Para el analisis estadistico de las concentraciones de proteina, concentraciones
de NO; de los ligquidos sinoviales, y de la edad de los equinos donantes de estas,
se aplic6 primero un Andlisis de Varianza para determinar la existencia de

diferencias significativas (p < 0.05) y posteriormente se aplicé la prueba de Tukey.
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RESULTADOS

1.- Distribucion de las edades entre los grupos articulares:

Se establecio el promedio de edad (afios), la desviacion estandar (DE), y el error
estandar (SEM) para cada uno de los cuatro grupos de articulaciones (NN, NA,
AN, AA). Se encontro que las muestras provenientes de equinos con su cartilago
articular normal (NN y NA), presentaron promedios de edad semejantes entre
ellos, pero significativamente menores con respecto a las muestras de equinos
con cartilagos alterados (AA y AN) los que fueron semejantes también entre ellos

presentando un promedio mayor de edad.

Se encontré diferencia altamente significativa (p = 0.0001) para la edad entre los
grupos NN y NA con los grupos AN y AA (Tabla 3).

Tabla 3: Tabla de distribucion de la edad para los cuatro grupos de articulaciones
metacarpofalangicas. p= 0.0001. Las medias de letras iguales no son significativamente
diferentes.

Articulaciones Edad (afios) promedio + DE | Error estandar medio n
(SEM)

NN 53 + 3,6 @ 0.50 47

NA 4,4 + 3,1 @ 0.67 25

AN 9,9 + 472 ®) 0.94 23

AA 10,7 + 3,8 ®) 1.16 15
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2.- Distribucién de la Concentracién de proteinas en el liquido sinovial

equino:

A los cuatro grupos de articulaciones se les calculd el promedio de concentracion
de proteina (mg/mL), desviacion estandar (DE), y su error estandar (SEM). Se
observd un promedio mayor en el grupo NN seguido por el grupo AN luego, las
articulaciones NA y por ultimo las del grupo AA. Se encontré una leve tendencia a
la disminucién de la concentracion de proteinas a medida que aumentaba la
alteracion articular. No se encontré diferencia significativa entre los grupos,
apreciandose ademas altas desviaciones estandares en los cuatro grupos de

articulaciones (tabla 4).

Tabla 4: Tabla de distribucién de la concentracién de proteinas del fluido sinovial para los
cuatro grupos de articulaciones metacarpofaldngicas.

Articulaciones | Proteina (mg/mL) promedio * DE SEM n
NN 15.2 £ 6.3 0.92 47
NA 134 + 84 1.75 25
AN 144 + 7.4 1.65 23
AA 10,8 + 54 1.50 15
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3.- Estandarizacion de la medicion de nitrito en liquido sinovial equino:

a) Eliminacion de proteinas del liquido sinovial:

Las proteinas del liquido sinovial interfieren con la reaccion colorimétrica de
Griess. Se utilizaron dos agentes precipitantes de proteinas del liquido sinovial a
distintas diluciones. Se compard la concentracion de NO;,™ en el liquido sinovial de
articulaciones metacarpofalangicas NN y NA utilizando diluciones 1:7 con etanol, y
1:7 y 1:3 con acetonitrilo, medidas por duplicado (tabla 5). Estos resultados
demuestran que con etanol 1.7, se logré una mayor diferencia en la concentracion

de NO; entre las articulaciones NN y NA.

Tabla 5: Concentracién de nitrito en el liquido sinovial diluido con diferentes agentes
precipitantes de proteinas y a distintas diluciones.

Nitritos uM = DE

Muestra Etanol 1:7 Acetonitrilo 1:7 Acetonitrilo 1:3
NN 14.8+ 3.3 92+14 54+0.4
NA 514+1.1 13.5+1.9 6.1+0.7

b) Curva de calibracion de nitrito:

Se probaron distintas concentraciones de la solucién estandar utilizada (NaNO;
a 1mMy 0.1mM), determindndose que la concentracion apropiada era de 0.1 mM,
y con un rango entre 0.9 a 10 umoles, ya que esta permitié un rango mas cercano
a la concentracion de NO,™ detectada en el fluido sinovial en nuestros ensayos.
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Ademas, para determinar el tiempo minimo de reaccion de la solucién estandar
con el reactivo de Griess, se realizé la lectura de la absorbancia de una curva
estandar a distintos tiempos de reaccion. No se observo diferencias al realizar las
lecturas a 15 y a 30 minutos de la reaccion colorimétrica de Griess (Tabla 6). Con
este antecedente se decidié mantener un tiempo de reaccion del5 minutos para la

reaccion de Griess.

Tabla 6: Absorbancia de la curva estandar a distintos tiempos para la reaccion de Griess (15

y 30 minutos).

NaNO, NaNO, H.O Abs. 15’ Abs. 30’
0.ImM(uL) | pmoles (uL) 540 nm 540 nm
S1 15 1 985 0.156 0.159
S2 30 2 970 0.233 0.233
S3 45 3 955 0.240 0.235
S4 90 6 910 0.391 0.384
S5 120 8 880 0.435 0.433
S6 150 10 850 0.533 0.527
B - - 1000 0 0

c) Soluciones para preparar el reactivo de Griess:

Existen dos maneras descritas de preparar el reactivo de Griess por lo que se
(0.1 mM) utilizando
sulfanilamida al 2% en HCI al 5% y sulfanilamida al 2% en H3zPO,4 al 5%, no

compararon dos curvas de calibracion con NaNO;
encontrandose diferencias entre ambas curvas. Debido a esto, en nuestros

ensayos posteriores se utiliz6 Sulfanilamida al 2% en HCI al 5% ya que es de

menor costo.
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4 .- Estabilidad de nitrito:

Existe la posibilidad de que los NO, se oxiden a NO3™ por el oxigeno, por lo tanto,
se estudio su estabilidad en diferentes condiciones de manipulacién como son la

temperatura y el tiempo de almacenamiento o conservacion de la muestra.

a) Estabilidad de nitrito a distintas temperaturas:

Se calcul6 el promedio de la concentracion de NO,™ (uM) de tres determinaciones
en el liquido sinovial de cuatro articulaciones metacarpofalangicas NN mantenidos
durante una hora a distintas temperaturas, observandose una tendencia al

aumento de la concentracion de NO, a mayor temperatura, con excepcion de la

muestra 25a (tabla 7).

Tabla 7: Estabilidad de nitritos: concentraciones promedios (uM) + desviacidon estandar de
nitrito de las muestras NN 25a, 25b, 10b y 38b incubadas a distintas temperaturas por una

hora (hielo, temperatura ambiente y 50 °C).

Nitritos uM + DE
Muestras NN
Incubadas por )

L hora Hielo t®amb 50°C
25a 346+10.3| 36.5+1.0 | 32.0+5.0
25b 289+34 | 33.3+2.7 | 38.7+£6.7
10b 49.7+0.6 | 41.4+43 | 65.8+4.3
38b 62.4+20 |{80.3+14.2| 99.8+7.1
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b) Estabilidad de nitrito en el tiempo:

Se realizé una mezcla de liquidos sinoviales de articulaciones NN la que se
fracciond en tres alicuotas a las que se les midi6 por triplicado la concentracion de
NO, a distintos tiempos, calculando luego el promedio de la concentracion de
NO; (uM) y desviacion estandar. Se detectd en la primera alicuota (dia 1) una
concentracion promedio de NO;™ significativamente mayor en relacion a las otras
dos alicuotas (semana 4 y semana 8), cuyos promedios fueron bajos y semejantes
(tabla 8).

Tabla 8: Estabilidad de nitritos: concentraciones promedios (uM) y desviacion estandar de
nitrito en liquidos sinoviales mezclados de articulaciones NN medidas a distintos tiempos
de conservacioén a -20 °C.

Tiempo de almacenamiento Nitritos (uM) + D.E.

a-20°C

Dia 1 45,1 + 6,43
Semana 4 14,6 + 0,42
Semana 8 18,3+ 3,65
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5.- Determinacién y comparacién de la concentraciéon de nitrito en el liquido

sinovial equino de articulaciones metacarpofalangicas normales y alteradas:

Se determiné el promedio de la cantidad de NO; (uM) en los cuatro grupos de
articulaciones, su desviacion estdndar (DE), y su error estandar (SEM). Se
encontré un valor promedio de NO, mayor, pero no significativo en el grupo
articular alterado soélo a nivel de su membrana sinovial (NA), seguido por las
articulaciones con alteracién soélo a nivel de cartilago (AN), luego las articulaciones
normales (NN) y por ultimo, las articulaciones con alteraciones en membrana y
cartilago articular (AA). No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos de articulaciones. Ademas se apreciaron altas desviaciones estandares en

los cuatro grupos de articulaciones. (Tabla 9 y figura 6).

Tabla 9: Tabla de la distribucién de la concentracion de nitrito del fluido sinovial para los
cuatro grupos de articulaciones metacarpofalangicas.

Articulaciones Nitrito (uM) promedio + DE SEM n
NN 294 £+ 27.9 4.07 47
NA 44.4 + 32.6 6.8 23
AN 32.7 + 27 6.04 20
AA 26.3 £ 26.1 7.24 13
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Figura 6: Grafico de la distribucidn de la concentraciéon de nitrito del fluido sinovial para los

cuatro grupos de articulaciones metacarpofalangicas. Las barras corresponden al promedio
* error estandar medio.
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DISCUSION

En este trabajo, se evalu6é en un modelo in vivo la concentracion de NO,’, como
producto final estable del NO en el liquido sinovial equino, comparando
articulaciones metacarpofalangicas normales macroscopicamente con otras
alteradas en diferentes grados. Los trabajos previos se han realizado in vitro y solo

un par de ellos en la especie equina (Frean et al., 1997; Rechenberg et al., 2000).

Se trabajo sélo con equinos mestizos de matadero, por lo que no se pudo tener en
cuenta las caracteristicas clinicas de cada individuo, como son la presencia o no
de claudicacion, dolor, antecedentes radiolégicos y del tiempo de curso de las
lesiones, que se identificaron en forma macroscopica examinando sélo una pieza

inerte sobre una mesa de diseccion.

Nuestros resultados obtenidos en este modelo in vivo, podrian ser utilizados para
la comparacion con las concentraciones de NO, de casos clinicos, con el fin de
establecer el papel del NO en la fisiopatologia de las distintas entidades clinicas,
que afectan a las articulaciones diartrodiales de los equinos de distintas razas y

disciplinas deportivas.

Recientemente la apoptosis de los condrocitos ha recibido mayor atencién por su
eventual participaciéon en la patogénesis de la OA, ya que los condrocitos son las
Gnicas células existentes en el cartilago articular y las encargadas de mantener el
equilibrio entre la sintesis y la degradacién de las moléculas, que componen la
matriz extracelular del cartilago articular. Ademas, la presencia de NO y la
observacion de su efecto inductor de apoptosis en los condrocitos de cartilagos
osteoartriticos, refuerza la idea de que en la patogenia de la OA equina es
importante incorporar la cantidad y actividad de los condrocitos en el recambio de

la matriz del cartilago.
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La OA humana aumenta su incidencia con la edad, con cambios patologicos a
nivel del cartilago articular que incluyen disminucion de los condrocitos e
incremento de lagunas vacias en el tejido. La apoptosis condrocitaria se considera
como una de las principales causas de estos cambios patologicos edad-
dependientes y esta correlacionada con la incidencia de OA (Hashimoto et al.,
1998). La patogénesis de la apoptosis edad-dependiente no esta completamente

dilucidada.

Recientemente Chen et al. (2001) describieron que la apoptosis de los condrocitos
se detectd en el cartilago articular dafiado por impacto mecéanico. Por esto es
posible que el incremento de la apoptosis en la poblacion humana de mayor edad,
pueda resultar del continuo estrés mecanico sobre sus articulaciones durante su

vida.

Como una extension de la hipétesis anterior, en los equinos de carrera jovenes
sujetos a intenso entrenamiento, la OA se podria asociar con apoptosis

condrocitaria causada por el estrés mecanico precoz e intenso.

Cabe recordar que en nuestro estudio se utilizaron equinos mestizos no
destinados a uso deportivo, por lo que se observaron distribuciones de
alteraciones articulares mas similares a los encontrados en poblaciones humanas,

es decir, con una mayor frecuencia de OA en edades maduras.
De acuerdo a los datos obtenidos en nuestro trabajo es posible establecer que, en

los individuos de menor edad es mas frecuente encontrar cartilagos articulares

normales, pudiendo encontrarse la membrana sinovial tanto normal como alterada.
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Diferente es el caso de los grupos de mayor edad en los que se encontro
frecuentemente, alteracion del cartilago con o sin alteracion de la membrana

sinovial.

Lo anterior se podria explicar porque los animales de mayor edad tienen un mayor
tiempo de utilizacion de sus articulaciones, siendo dafiadas por traumas de baja
intensidad y repetitivos durante mas tiempo, asi como también una menor

respuesta reparativa al dafo articular, en comparacion a los mas jévenes.

En relacion a la concentracion de proteina, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos analizados, observandose una tendencia a la
disminucion en el grupo AA (10.8 + 5.4 mg/mL) con respecto al grupo NN (15.2 +
6.3 mg/mL), lo que se podria asociar a que en el grupo AA el dafio cronico de la
membrana sinovial alteraria la funcion de ultrafiltracion del plasma. Ademas, el
menor contenido de matriz extracelular y de condrocitos que se ha descrito en el
cartilago en los procesos de OA, y el menor recambio molecular detectado a
medida que aumenta la edad, constituirian factores que también podrian explicar

el menor contenido proteico en el grupo AA.

La determinacion de NO, por el método de Griess, requiri6 una etapa de
estandarizacion, puesto que no se ha descrito su realizacion previamente en el

liquido sinovial.

Para ello se utiliz6 NaNO, 0.1 mM como solucién estandar para la curva de
calibracion, debido a que en las pruebas con concentraciones mayores a ésta, las
concentraciones de NO; de los liquidos sinoviales equinos quedaron por debajo

del valor minimo de la curva.
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Ademas, fue necesario eliminar las proteinas del liquido sinovial que interfieren
con la reaccion colorimétrica de Griess, y para ello se opt6 por utilizar etanol p. a.
como agente precipitante de proteinas en una diluciéon de 1:7; que resulté mas
sensible al medir la concentracion de NO, en comparacion con otro agente

precipitador, como es el acetonitrilo.

Se establecié en nuestro protocolo de trabajo, la utilizacion de una solucién de
sulfanilamida al 2% en HCI al 5% para preparar el reactivo de Griess, no
encontrandose diferencia al preparar la solucién de sulfanilamida al 2% en H3zPO,4
al 5%. En esta decision se consideré el hecho que el HCI era de menor costo que
el H3PO,.

En relacién a la estabilidad de NO;, la incubacién del liquido sinovial con distintas
temperaturas demostrd, a través de la reaccién colorimétrica de Griess, un
aumento del contenido de NO, a los 50°C debido probablemente al efecto
concentrador producido por la evaporacion del agua del liquido sinovial con el
aumento de la temperatura. Se consideré sobre la base de este resultado, efectuar

los ensayos a temperatura ambiente.

Con respecto al tiempo de almacenamiento a -20°C de una mezcla de liquidos
sinoviales provenientes de articulaciones normales (NN), esto se evalué a
intervalos de cuatro semanas, encontrdndose que la concentracién de NO,™ al dia
uno sin congelar (45.1 + 6.43 uM) fue mas alta que la de la semana 4 (14.6 + 0.42
uM) vy de la semana 8 (18.3 + 3.65 uM), siendo estas Ultimas semejantes entre

ellas.

31



Esto sugiere, que existe la posibilidad de que parte del NO;", a través del tiempo
y/o con los procesos de congelacién y descongelacidén, pueda reaccionar con
algun componente del liquido sinovial como grupos sulfidrilos o con oxigeno
ambiental, transformandose en algun compuesto no detectable en la reaccion

colorimétrica de Griess, como por ejemplo, NOs'.

Por esta razon, en nuestro estudio las muestras se mantuvieron congeladas entre

24 a 48 horas, para realizar las determinaciones de NO5'.

Con respecto a la medicion de NO, de articulaciones metacarpofalangicas
normales y alteradas macroscopicamente, cabe recordar que la concentracién de
NO; del liquido sinovial como producto final estable de la sintesis de NO, depende
especialmente de la actividad de la INOS de los condrocitos que es inducida por
citoquinas proinflamatorias. Este hecho explicaria la distribucion de su

concentracion en los distintos grupos de articulaciones.

Por los datos obtenidos, se puede concluir que las articulaciones
metacarpofalangicas equinas presentan niveles detectables de NO; en su liquido

sinovial, sin encontrarse diferencias significativas entre los grupos analizados.

Asi, se puede sefalar que las articulaciones con cartilago y membrana normales
(NN) presentaron un promedio de concentracion detectable de NO," “basal’ (29.4
+ 27.9 uM), mientras que en las articulaciones con cartilago normal y membrana
sinovial alterada (NA), se observé un promedio mayor (44.4 + 27.9 uM), pero no
significativo en la concentracion de NO;', o que se podria explicar debido a que la
alteracion de la membrana se asocia con el aumento de citoquinas en el medio
intraarticular, las que estimularian en los condrocitos la induccion de la INOS para

la produccién de NO.

32



Ademas, en las articulaciones con alteracion de cartilago se encontraron
concentraciones de NO; en promedio bajas (AN: 32.7 + 27uM), e incluso
menores en el caso AA (26.3 + 26.1uM), aunque no significativas, a los
detectados en las articulaciones NN, ya que posiblemente la pérdida de cartilago y
los procesos de apoptosis podrian implicar una disminucion de los condrocitos
responsables de la produccion de NO intraarticular, dado que la principal fuente de

NO seria el propio condrocito.

Cabe indicar la gran dispersion reflejada en las altas desviaciones estandares
obtenidas en todos los grupos, las que no pueden ser atribuidas a la metodologia
de laboratorio, ya que cada una de las muestras fue analizada por triplicado, no

observandose tales diferencias a este nivel.

La dispersidbn observada se podria asociar a que en este modelo in vivo,
clasificado macroscopicamente, no se dispone de antecedentes clinicos que
pudiesen indicar si la alteracion articular se encuentra ya sea en una fase aguda, o
en remision. Ademas, los animales de matadero, pueden estar sujetos a distintos
niveles de trauma articular como consecuencia del transporte y del proceso del

beneficio en si.

Con lo anterior es posible sugerir para futuros modelos experimentales in vivo,
con el fin de controlar la dispersion de los resultados, utilizar equinos con historia
clinica conocida, con lo que seguramente se obtendrian diferencias mas claras

entre grupos.

Estos resultados a pesar de no ser significativos se comportan similar a los
encontrados por Rechenberg et al., (2000) en cultivos de explantes de membrana
sinovial y cartilago articular normales y osteoartriticos moderados y severos de

equinos.
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De este modo, se puede sefalar que los resultados de este estudio, se asemejan
aungue no significativamente con lo descrito en las investigaciones realizadas in
vitro, hasta ahora escasas en la especie equina, sugiriendo un comportamiento
similar, pero mucho mas disperso del NO in vivo, de acuerdo al compromiso

articular.

Debido a los antecedentes y resultados descritos, la medicién de la concentracion
de NO; del liquido sinovial de la articulacion equina podria servir como una forma
de evaluar in vivo el compromiso del cartilago articular y de su respuesta a las
terapias utilizadas solo si se pudiera determinar previamente su concentracion en
las distintas entidades patoldgicas considerando el grado y curso de ellas. De esta
forma, altos niveles de NO; en el liquido articular podrian ser indicativos de una
mayor integridad y funcién del cartilago articular, debido a sus condrocitos
funcionales, mientras que bajos niveles en los procesos crénicos indicarian

erosion del cartilago articular y pérdida funcional de condrocitos.
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CONCLUSIONES

ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA:

Se establecié una curva de calibracion entre 0.9 pmoles a 10 umoles de NaNO;
0.1mM.

Se establecio la precipitacion de proteinas del liquido sinovial en una dilucién 1:7

con etanol absoluto.

Para realizar la reaccion colorimétrica de Griess se utilizd la sulfanilamida al 5% en
HCIl al 2%.

Debido a la inestabilidad del NO,, se realiz6 su determinacion a temperatura
ambiente luego de 24 a 48 horas de obtenidas y congeladas las muestras de

liquido sinovial.

DETERMINACIONES EXPERIMENTALES:

Las articulaciones sin alteracion macroscopica de cartilago (NN y NA) se
encontraron en los animales mas jovenes, mientras que aquellas con dafio del
cartilago correspondieron generalmente a equinos de mayor edad (AN y AA).

La concentracion de proteinas del liquido sinovial no mostré diferencias

significativas entre los grupos, observandose solo una tendencia a disminuir en el

grupo de con mayor alteracion articular.
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La concentracion de NO, no mostré diferencias significativas entre los grupos,
encontrandose una tendencia a aumentar en los grupos NA y AN, lo que indicaria
una mayor capacidad de respuesta en las etapas iniciales e intermedias del

proceso inflamatorio.
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