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Resumen

En el presente trabajo se mide la actividad gelatindsica (MMP-2 y MMP-9) por
medio de zimografia en el liquido sinovial de articulaciones metacarpo-falangicas
normales y alteradas. Para ello se analizan 84 articulaciones, 37 de las cuales presentan
el cartilago articular y membrana sinovial normal, 17 tienen su cartilago articular
normal y su membrana sinovial alterada, 21 presentan solo su cartilago articular
alterado y 9 articulaciones presentan ambas estructuras alteradas.

Los objetivos de esta memoria son cuantificar y comparar la actividad de la
MMP-2 y MMP-9 mediante zimografia en el liquido sinovial de articulaciones normales
y alteradas.

En el 100% de las articulaciones analizadas (84) independiente de su condicién, se
encontrd la presencia de una banda gelatinolitica de 70 kDa que corresponde a la pro
MMP-2, que es constitutiva de las articulaciones diartrodiales normales en los equinos.

En el 84% de las articulaciones con cartilago articular y membrana sinovial
normal (NN) (31), se encontré6 una segunda banda gelatinolitica de 100 kDa que
corresponde a la pro MMP-9.

En el 25% del total de articulaciones analizadas (21) se encontré una banda tenue
con baja actividad gelatinolitica de 240 kDa que corresponderia a la forma dimérica de
la pro MMP-9 unida a su TIMP-1.

Con respecto al numero total de bandas en las muestras NN se encontrd que un
8% presentd solo 1 banda, el 27% presentd 2 bandas, el 41% presentd 3 bandas, el 16%
presentd 4 bandas, el 5% presentd 5 bandas y finalmente el 3% present6 1 banda.

En ninguna de las zimografias realizadas se pudo detectar la forma activa de las
gelatinasas.

Las unidades relativas, obtenidas por densitometria, para ambas gelatinasas (pro
MMP-2 y pro MMP-9) no mostraron diferencias significativas en los 4 grupos

analizados.



Abstract

In the present study zymography was used to measure gelatinase activity (MMP-2
and MMP-9) in synovial fluid of healthy and diseased metacarpal-phalangic joints of
horses. A total of 84 samples was studied, 37 of which had healthy cartilage and
synovial membrane, 17 had normal cartilage and altered synovial membrane, 21 had
altered cartilage and healthy synovial membrane, and the remaining 9 had both
structures altered.

The main target of this assay was to quantify and compare the activity of MMP-2
and MMP-9 in sinovial fluid of healthy and altered joints using zymography.

All samples regardless of their status (84) presented a gelatinolytic band of 70 Kda
, corresponding to the pro-MMP-2, a normal constituent of all healthy diarthrotic joints
of horses.

84% (31) of joints with healthy cartilage and synovial membrane, presented a
second gelatinolytic band of 100 KDA, corresponding to the presence of pro-MMP-9.

25% of all samples analyzed (21) had a slim band of low gelatinolytic activity of
240 Kda corresponding to dimers resulting from the union of pro-MMP-9 and TIMP-1.,

In regards to the total number of bands in healthy samples, 8% had 1 band, 27%
had 2 bands, 41% had 3 bands, 16% had 4 bands, 5% had 5 bands, and 3% had 1 band.

None of the zymographies done could detect the active forms of the gelatinase
enzymes.

The relative units for both gelatinase enzymes (pro-MMP-2 and pro-MMP-9),

obtained by densitometry, showed no differences in the four groups tested.



Introduccioén

Los equinos desarrollan variadas funciones relacionadas con la vida cotidiana de
muchos seres humanos, que involucran desplazamiento y carga, ambos asociados al trabajo

del sistema musculo esquelético.

Existen diversas enfermedades del sistema osteoarticular que tienen un fuerte impacto
sobre el rendimiento de los equinos, que implican pérdidas econdémicas debido a que la
cojera resultante de una lesion articular y de una enfermedad articular, conducen a un
menor rendimiento y a un retiro temprano de la actividad que desempefian estos ejemplares.

Ademas, debido a los regimenes de entrenamiento y a las limitaciones econdémicas en
el caso del equino de deporte, el periodo de reposo de estos ejemplares es restringido o
simplemente eliminado, lo que impide muchas veces una adecuada recuperacion. Esto
puede constituir un riesgo, debido a la sintesis prolongada de factores relacionados con la
inflamacion, entre ellos de enzimas degradativas que afectan a los componentes de la
matriz del cartilago articular.

El dafio articular y la enfermedad articular son las causas mas comunes de cojera en
los equinos y en conjunto representan el mayor porcentaje de casos clinicos en la
consulta veterinaria. La articulacién metacarpo-falangica y del carpo son afectadas con
mayor frecuencia.

La claudicacion puede ser localizada por el dolor articular, pero la severidad o

duracion de esta enfermedad articular, a menudo, no puede ser reconocida a partir del



examen fisico. El analisis del liquido sinovial puede ser usado como un método para
evaluar la condicion de la articulacion.

Para maximizar el potencial de cualquier intervencion terapéutica en la enfermedad
articular, es esencial su diagnostico en el estado inicial. En la actualidad, las técnicas
diagndsticas disponibles tales como la radiografia o procedimientos mas invasivos como la
artroscopia, solo son eficaces una vez que la enfermedad esta bien establecida. Por esto
resulta atractiva la posibilidad de usar marcadores moleculares, por ejemplo las
metaloproteinasas, dado su papel central en el desarrollo de la osteoartritis, para detectar los
cambios en el cartilago articular, antes que los procesos irreversibles asociados a la
enfermedad puedan ocurrir, es decir, la artrosis. Ademas, estos marcadores moleculares
podrian ser Utiles para el seguimiento y evaluacion del estado del cartilago articular durante
el transcurso de las terapias.

Se ha elegido el liquido sinovial porque las metaloproteinasas son enzimas secretadas
a este medio liquido, el que ademas es de facil obtencién y cuyas modificaciones en su
composicion normal como consecuencia de una inflamacion, reflejan los cambios fisicos y
quimicos del medio ambiente articular.

De este modo, conocida la condicion de la articulacion se podrian instaurar
tratamientos que disminuyan la degradaciéon del cartilago articular, y cuya evolucion
también podria ser evaluada a través de la determinacion de las metaloproteinasas, con el
objetivo de prolongar la vida atil y mejorar el rendimiento atlético de los ejemplares que
padecen de la enfermedad articular.

Uno de los desafios para la medicina veterinaria es contar con un diagnostico
temprano de la enfermedad degenerativa articular, por lo que en este trabajo se plantea, con

esta finalidad, la determinacion en el liquido sinovial de proteasas conocidas como



metaloproteinasas. En esta memoria de titulo, se compara la actividad de la
metaloproteinasa 2 y 9 en el liquido sinovial extraido de articulaciones normales y

alteradas, mediante zimografia.



Revision Bibliografica

1. Anatomia y Fisiologia de la Articulacion:

El término articulacién se refiere a los elementos estructurales que unen dos o mas
huesos a nivel de sus superficies de contacto. La articulacion metacarpo-falangica esta
compuesta por el extremo distal del hueso metacarpiano principal, la extremidad proximal
de la primera falange y los dos huesos sesamoideos proximales (Sisson y Grossman, 1994).

La articulacion diartrodial en el equino (Figura 1), ha sido descrita como una
estructura dependiente de las propiedades fisico-quimicas del cartilago articular hialino, de
la membrana sinovial, del liquido sinovial, como también de un adecuado soporte del hueso
subcondral y de la estabilizacion por fascias, ligamentos colaterales e intra articulares y
musculos (Spiers et al., 1994). Sus funciones principales son permitir el movimiento de las
extremidades en asociacion con los musculos y tendones, permitir la distribucion y

transferencia de cargas y soportar el sistema musculo esquelético (Todhunter, 1996).

Ligamento
Colateral
Capsula Fibrosa

Cartilago de la Articulacion

Articular Membrana Sinovial

Liquido Sinovial

Hueso

Subcondral

Figura 1. Esquema de una articulacion diartrodial normal.



La piel y el tejido subcutaneo componen la pared externa de la capsula articular que
rodea y protege a la articulacion. La céapsula articular estd ricamente inervada con
receptores propioceptivos y del dolor (Byars et al., 1982).

La pared interna de la cdpsula articular estd conformada por la membrana sinovial la
cual presenta dos zonas, la intima y subintima. La intima es una pared incompleta, de uno a
cuatro sinoviocitos de grosor, inmediatamente adyacente al liquido sinovial. La intima
descansa sobre una pared de tejido conectivo denominada subintima o ld&mina propia, que
puede ser de tejido fibroso, areolar o adiposo (Todhunter, 1996). La membrana sinovial esta
compuesta de sinoviocitos A y B. Las células tipo A son macrdéfagos de la membrana
sinovial, por lo tanto, con funciéon fagocitica. Las células tipo B o fibroblastos
especializados sintetizan el acido hialurénico que forma parte del fluido sinovial. La
funcion de la membrana sinovial es la de proporcionar una barrera selectiva a los
componentes del plasma, determinando de esta manera su composicion (Palmer y
Bertone, 1994).

El liquido sinovial (LS) es un ultra filtrado de plasma, por lo cual ambos presentan
una composicion similar en cuanto a iones y moléculas, con la excepcion del acido
hialurdnico, que se encuentra en altas concentraciones en el liquido sinovial. La viscosidad
del liquido sinovial es proporcionada por el acido hialurénico, cuya concentracién normal
en el equino es de alrededor de 0,5 mg/ml (Todhunter, 1996). Las proteinas de masa
molecular elevada, estdn generalmente excluidas del espacio intra sinovial. La
concentracion de proteinas en este liquido es aproximadamente el 25 a 35% de la
concentracion de proteinas del plasma del mismo animal. La concentracion de proteina en

articulaciones normales de equinos es de 1.81 + 0.26 g/dl (Trotter y Mcllwraith, 1996).



Las funciones del LS son lubricar, proteger, suministrar los nutrientes al cartilago
articular y proporcionar el medio que permite eliminar los desechos metabdlicos del
condrocito, célula perteneciente al cartilago articular. Las alteraciones en el grosor de la
membrana sinovial (adelgazamiento o engrosamiento) o de su permeabilidad relativa,
originan cambios en el volumen y la composicion del LS (Trotter y Mcllwraith, 1996).

La apariencia visual del LS puede ser extremadamente Util para el diagnostico de
diversas patologias. EI LS normal es amarillo palido, y sin fléculos. Un liquido sinovial
hemorragico representa una situacion traumatica aguda, mientras que una coloracion
amarillo oscuro es producto de hemorragias previas y es asociada a menudo con artritis
traumaticas crénicas. La presencia de opacidad y floculos en la muestra de LS es indicativo
de sinovitis. La viscosidad del LS esta directamente relacionada con el contenido de &cido
hialurénico cuya disminucion implica inflamacidn, pero no necesariamente infeccion
(Trotter y Mcllwraith, 1996).

El cartilago articular es el tejido responsable de soportar las cargas compresivas de
las articulaciones durante el movimiento, gracias a sus propiedades de visco-elasticidad
frente a las cargas dinamicas. Sin embargo, una vez dafiado tiene una capacidad limitada o
minima de regeneracion y a menudo evoluciona hacia cambios patolégicos degenerativos
(Mardones y Figueroa, 2001).

El cartilago articular es una forma especializada de tejido conjuntivo, constituido por
los elementos celulares denominados condrocitos, que se disponen en una matriz
extracelular dura de tipo gel (Mardones y Figueroa, 2001). Esta estructura que recubre la
epifisis del hueso subcondral en el animal adulto carece de vasos sanguineos, linfaticos y de

nervios. Sin embargo, los vasos sanguineos pueden penetrar las estructuras cartilaginosas



en aproximadamente 3 mm en las epifisis de los huesos en desarrollo (Eurell y Van Sickle,
1998).

El cartilago articular se divide en cuatro estratos diferentes; cada uno de éstos
contiene un ndmero variable de condrocitos, rodeados de una estructura organizada
denominada matriz extracelular (MEC) que estd compuesta de agua, colageno,
proteoglicanos, glicosaminoglicanos y proteinas de la matriz distintas del coldgeno (Palmer,
y Bertone, 1994). Sobre la base del peso seco, el cartilago articular contiene alrededor de un
50% de colageno, 35% de proteoglicanos, 10% de glicoproteinas, 3% de minerales, 1% de
lipidos y entre un 1 a 12% de condrocitos (Todhunter, 1996).

La estructura y abundancia de estos componentes cambian con la edad, debido a una
combinacidn de los eventos de sintesis y degradacion (Reginato y Olsen, 2002).

Cuantitativamente el principal componente organico de la MEC es el colageno tipo
I1, ya que constituye el 85-90% del total de colageno. Las otras fibras de colageno presentes
en una menor proporcion en este cartilago son el tipo 111, VI, IX, X, XI, X1l y XIV. En su
conjunto, la principal funcion de estas fibras es proporcionar resistencia al cartilago
articular frente a la tensién. El recambio normal de la fibra de colageno esta mediado por
colagenasas secretadas por los condrocitos. La velocidad de recambio es considerada
extremadamente baja con valores aproximados de 300 y 1800 dias en el perro y el humano,
respectivamente (Palmer y Bertone, 1994).

Otro componente de la MEC del cartilago articular son los proteoglicanos (PG), los
cuales estan formados por moleculas anionicas e hidrofilicas de azlcares
(glicosaminoglicanos) unidas covalentemente a una proteina central (Roush et al., 2002).
Los numerosos grupos carboxilo y sulfato de los glicosaminoglicanos le proporcionan la

carga negativa a estos proteoglicanos, de manera que el agua se organiza en mdultiples capas



alrededor de este foco de carga eléctrica (Roush et al., 2002). EI mas conocido de los
proteoglicanos, es el agrecan, una molécula de alta masa molecular (1-2 x 10° kDa) y que
se une en forma no covalente al &cido hialuronico constituyendo un agregado
macromolecular. La unién no covalente de la proteina central del proteoglicano con el
acido hialuroénico esté estabilizada por la asociacion con la proteina de unién (40-60 kDa).
La microscopia electronica muestra que la proteina central del agrecan contiene tres
regiones globulares (G1, G2, G3), separados por dos segmentos lineales (E1, E2). El
segmento E2 contiene los sitios de union para los glicosaminoglicanos. La mayor parte de
este segmento estd ocupado con largas cadenas de condroitin sulfato y con unas pocas
cadenas de queratan sulfato las cuales son cortas en extension. Los proteoglicanos sufren la
degradacion proteolitica en los dominios E1 y G3 por una enzima denominada
estromelisina que es secretada por los condrocitos, generando asi fragmentos ricos en
condroitin sulfato. Los cambios agudos significan una disminucion de la masa molecular y
de la cantidad de proteoglicanos, lo cual deriva en la destruccion del cartilago articular
(Palmer y Bertone, 1994).

Los glicosaminoglicanos (GAGSs) de importancia en el cartilago articular son: el

condroitin sulfato (20 kDa), queratan sulfato (5 kDa) y &cido hialurénico (10° kDa), este

ultimo es un GAG diferente al resto debido a que carece de grupos sulfato y es capaz de
unir hasta 100 moléculas de agrecan (Palmer y Bertone, 1994). Se han descrito cuatro
pequefios monémeros de proteoglicanos: biglican, decorin, fibromodulina y PG-100. Ellos
difieren en el tamafio de la proteina nucleo y en la cantidad de cadenas de GAGs que

presentan (Palmer y Bertone, 1994).



La pared mas superficial del cartilago articular adulto, contiene un gran nimero de
condrocitos y fibras de colageno tipo Il para proporcionar una mayor resistencia frente a las
cargas compresivas. Los proteoglicanos presentes en la MEC, actlan como una barrera no
selectiva para la difusion de oxigeno y agua, en cambio funcionan de manera selectiva
frente a nutrientes y hormonas. EI nimero de condrocitos, de fibras de colageno y de
condroitin sulfato disminuye en los estratos mas profundos del cartilago articular, mientras
que la concentracion de queratan sulfato aumenta, lo cual provoca un incremento de la
permeabilidad de nutrientes a zonas més profundas del cartilago (Schenk et al., 1986).

Los condrocitos son el Unico tipo de células encontradas en el cartilago maduro que
son responsables en la mantencion de la MEC, por lo tanto, factores que limitan la
adecuada formacion y reparacion del cartilago pueden incluir la falta de condrocitos en el
tejido. Se ha descrito que existe una disminucién en el nimero de condrocitos articulares
durante el envejecimiento (Notoya et al., 2000).

Los condrocitos mantienen, recambian y perciben los cambios estructurales de la
matriz resultante de procesos catabolicos. Estas células ademés sintetizan, organizan y
regulan la composicion de la MEC. El condrocito obtiene sus nutrientes (glucosa y
aminoacidos) por difusion desde el liquido sinovial, el cual también es un medio para
eliminar los desechos metabdlicos. Estimulos quimicos y hormonales provenientes del
sinoviocito llegan al condrocito por medio del liquido sinovial, regulando la homeostasis
del cartilago articular (Todhunter, 1996).

El tejido subarticular incluye el cartilago articular calcificado y el hueso subcondral.
Las dos principales funciones del hueso subcondral son la absorcion del impacto generado

durante el movimiento y la mantencion de la forma de la superficie articular. ElI hueso



subcondral proporciona el mayor porcentaje de amortiguacion de la articulacion (Kawcak

etal., 2001).

2. Fisiopatologia de la Osteoartritis

La organizacion de los eventos moleculares involucrados en la sintesis y recambio de
la matriz extracelular del cartilago articular, requiere de una meticulosa regulacion de los
multiples mecanismos moleculares por parte de los condrocitos. La presentacion de
fendmenos patologicos en la articulacion, se debe a una falla en la mantencion de la
homeostasis de la matriz extracelular (Platt, 1996).

La osteoartritis (OA) involucra a la totalidad de la articulacion, tanto cartilago,
membrana sinovial como hueso subcondral. Las células de cada uno de estos tejidos tienen
la capacidad de iniciar y responder al dafio articular de manera independiente, que provoca
finalmente la degeneracion del cartilago (Sandell y Aigner, 2001).

La OA es una patologia no infecciosa, relativamente no inflamatoria que ha sido
reconocida en una gran variedad de especies animales, incluidas el hombre y los equinos.
Se han identificado diferentes factores contribuyentes, tales como: traumas violentos de
ligamentos y de otras estructuras blandas de la articulacion o lesiones mas severas como
fracturas intra-articulares, subluxaciones o luxaciones. Defectos en la conformacion, como
deformidades angulares congénitas, desbalances de las extremidades por una inadecuada
correccion pueden conducir a una elongacién anormal de la articulacion originando
potencialmente una osteoartritis (May, 1996).

La OA es una enfermedad ciclica, con periodos alternantes de actividad y remision.

La OA primaria es el resultado de una estructura defectuosa y de una alteracion en la

10



biosintesis del cartilago articular, mientras que la OA secundaria puede ser causada por
trauma articular, condiciones inflamatorias, anormalidades congénitas, del desarrollo,
metabolicas, endocrinas o iatrogénicas. El dafio articular se observa con mayor frecuencia
en animales viejos, debido a que se requiere tiempo para la destruccion progresiva del
cartilago articular (Roush et al., 2002).

En la actualidad la etiologia de la osteoartritis no se conoce con exactitud. Sin
embargo, existe una fuerte evidencia que los cambios observados en la OA estan
correlacionados con una combinacion de factores mecénicos y bioquimicos (Pelletier et al.,
2001). Se caracteriza por un deterioro bioquimico del cartilago articular, acompafiado por
cambios en el hueso y tejidos blandos de la articulacion lo cual produce variados grados de
cojera. El diagndstico se basa principalmente en los signos clinicos complementado con
alteraciones radiogréaficas. Los estados tempranos de la enfermedad son dificiles de
investigar ya que estas alteraciones radiogréaficas aparecen una vez que la enfermedad ha
progresado bastante (Jouglin et al., 2000).

Los signos clinicos mas comunes son dolor, limitacion del movimiento, crépito,
efusion articular e inflamacion (Roush et al., 2002). Dependiendo de la naturaleza de la
patologia articular, los signos clinicos y radioldgicos presentes en cada caso de la
osteoartritis, son probablemente diferentes segin la causa exacta del problema. Asociada a
la OA encontramos con mucha frecuencia fenémenos de sinovitis, que puede constituir el
proceso primario que estimula la destruccidn enzimatica del cartilago y que también puede
ser inducida por la liberacion traumatica de particulas desde el cartilago articular (May,
1996).

Se han descrito dos mecanismos que generan la destruccion del cartilago. Un

mecanismo intrinseco, mediante el cual los condrocitos inducen o participan en la

11



degradacion de la matriz del cartilago articular y un segundo mecanismo que involucra
otros tejidos y células, entre los cuales se encuentran la membrana sinovial y las células
inflamatorias. Por ambas vias la digestion enzimética de la matriz genera la destruccién del
cartilago articular (Yoshihara et al, 2000).

El proceso patoldgico no sélo afecta al cartilago articular, sino que ademas se altera la
membrana sinovial, el hueso subcondral, ligamentos y musculos periarticulares. Los
cambios inflamatorios sufridos por el sinoviocito durante la OA incluyen: hipertrofia e
hiperplasia sinovial con un incremento en el nidmero de células de la intima y una
infiltracion en la subintima por células inflamatorias. La inflamacion sinovial es claramente
reflejada en varios de los signos y sintomas de la OA, incluyendo la tumefaccion y efusion
articular, endurecimiento y algunas veces enrojecimiento de la articulacion (Pelletier et al.,
2001).

La degradacion de proteoglicanos, conduce a una pérdida progresiva de la capacidad
de amortiguar del cartilago articular haciéndolo mas susceptible al dafio mecanico.
Eventualmente el hueso subcondral puede ser expuesto, producto de una pérdida completa
del cartilago en algunas zonas de la superficie articular (May, 1996).

La fibrilacion, la disminucion de la MEC y cambios en su composicion reflejan la
conducta aberrante de los condrocitos. Aunque los factores biomecéanicos estan fuertemente
implicados, en la actualidad no se conocen con exactitud los estimulos que regulan el
fenotipo hiperactivo de los condrocitos osteoartriticos, incluyendo su capacidad para
expresar las enzimas degradativas del cartilago (Tetlow et al., 2001).

En etapas iniciales de la OA, los condrocitos exhiben una respuesta proliferativa
transitoria, incrementando la sintesis de moléculas de la MEC, en un intento por reparar el

cartilago. Ademas, se incrementa la sintesis de citoquinas proinflamatorias y de enzimas

12



degradativas de la matriz. Estas citoquinas también pueden ser generadas por los
sinoviocitos tipo A y B, en respuesta a los productos degradativos del cartilago dafiado. La
pérdida local de proteoglicanos y la degradacion del coldgeno tipo Il ocurre inicialmente en
la superficie del cartilago articular, provocando un aumento del contenido de agua y una
pérdida de la fuerza de tension de la matriz a medida que progresa la lesion (Goldring,
2000).

A nivel histopatoldgico, la OA esta caracterizada por la fibrilacion de la superficie
articular, pérdida de proteoglicanos (PG), adelgazamiento o pérdida del cartilago articular
hacia el hueso subcondral, pérdida o proliferacién de condrocitos. La proliferacion de
condrocitos no es suficiente para reparar el dafio del cartilago articular. Todos estos
cambios histopatoldgicos determinan los signos radiograficos de la osteoartritis, aparicion
de osteofitos peri articulares, degeneracion de la cépsula articular y esclerosis del hueso
subcondral (Roush et al., 2002).

Un gran nimero de mediadores quimicos son reconocidos por participar en la
degeneracion del cartilago articular, por ejemplo las prostaglandinas, leucotrienos, radicales
libres, proteasas y 6xido nitrico (Price et al., 1992).

Las citoquinas son otra clase de mediadores que tienen un papel central en la
regulacion de la comunicacion intercelular y son criticas en la determinacion de las
caracteristicas fenotipicas del cartilago normal y patolégico. Las citoquinas son definidas
como péptidos solubles que afectan la actividad celular en forma positiva o negativa (Price
etal., 1992).

Existen factores genéticos y bioquimicos, ademas del estrés mecanico, que
contribuyen a la lesion del cartilago durante la osteoartritis por una ruptura en la asociacion

matriz-condrocito y por una alteracion de la respuesta metabdlica en el condrocito. Esto
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genera un incremento en la sintesis de citoquinas proinflamatorias y metaloproteinasas
(MMPs), que conduce finalmente a la activacion de procesos de apoptosis y destruccion de
los componentes de la MEC (colageno tipo Il y PGs) (Goldring, 2000).

Dentro de las citoquinas proinflamatorias se ha observado que la interleuquina 18
(IL-1pB) tiene un papel preponderante. Esta citoquina es sintetizada inicialmente como un
precursor, y liberada al medio extracelular en una forma inactiva. Una proteasa denominada
enzima convertidora de IL-1p (ECI) o captasa 1, localizada en la membrana plasmatica, es
la responsable de generar la forma activa 0 madura de esta citoquina. Se ha demostrado que
el nivel de esta enzima se encuentra aumentado, tanto en el condrocito como en sinoviocito
durante la osteoartritis. Por otra parte se ha observado que durante la OA se produce un
aumento significativo del receptor a IL-1f en condrocito y sinoviocito, dando a estas
celulas una alta sensibilidad frente a la estimulacion por IL-1f (Pelletier et al., 2001).

La IL-1P es capaz de inducir la sintesis de metaloproteinasas, eicosanoides, factor
activador del plasmindgeno, proteinas de la fase aguda de la inflamacién y la inhibicién de
la sintesis de macromoléculas de la matriz extracelular como colageno y proteoglicanos,
ademas es un potente estimulador de la resorcion 6sea (Palmer y Bertone, 1994).

Otra importante citoquina proinflamatoria es el factor de necrosis tumoral (TNF) que
en sus formas o y B, tienen un rango de efectos bioldgicos similares a la IL-1p. EI TNF
estimula la resorcion Osea y de cartilago, induce la sintesis de prostaglandinas y de
metaloproteinasas en el cartilago. Sin embargo, su accion es menos potente que la IL-13
(Price et al., 1992). Ademas, esta citoquina estimula la acumulacion de neutrdfilos y
monocitos en la articulacion por incremento de la adhesion a las células endoteliales de una

manera similar a la realizada por la IL-1f3 (Palmer y Bertone, 1994).
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La activacion del TNF-a. ocurre por prote6lisis en la superficie celular, por la accion
de una enzima convertidora de TNF-a (TACE). Se ha descrito que existe un aumento de
esta enzima en la osteoartritis (Pelletier et al., 2001). Una vez secretado el TNF-o. forma
trimeros, que se unen a dos receptores especificos denominados TNFR-55 y TNFR-75,
siendo el primero el receptor predominante en condrocitos y sinoviocitos durante la
osteoartritis (Pelletier et al., 2001).

No se puede descartar la participacion de otras citoquinas proinflamatorias como la
IL-8, IL-6, IL-11 y IL-17, puesto que estan sobre expresadas en tejidos osteoatriticos, y
podrian contribuir en la patogénesis de la enfermedad (Pelletier et al., 2001).

Se ha observado que la membrana sinovial y el cartilago articular producen
espontaneamente algunas citoquinas antiinflamatorias como la IL-4, IL-10 y IL-13, cuya
concentracion se encuentra incrementada en el liquido sinovial en la osteoartritis. El efecto
antiinflamatorio se expresa en la reduccion de la produccion de la IL-18, TNF-a y
metaloproteinasas, e incrementan la produccién de los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas (TIMPs), ademéas de inhibir la liberacién de prostaglandina E, (PGEy)
(Pelletier et al., 2001).

Tanto el cartilago osteoartritico como la membrana sinovial expresan la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS) y la ciclo oxigenasa 2 (COX-2) que catalizan la sintesis de 6xido
nitrico (NO) y de prostaglandina E, (PGE;) respectivamente. Se ha establecido que el NO,
PGE; y las metaloproteinasas tienen un papel en la cascada de degradacion del cartilago,
como también en la homeostasis del cartilago articular (von Rechenberg et al., 2000).

La produccion endogena de 6xido nitrico puede suprimir la sintesis de la matriz,

existiendo ademas evidencia que puede inducir la apoptosis de los condrocitos. Muchas
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enzimas, incluidas la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), la ciclo oxigenasa 2 (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 sélo por la IL-
1B o0 en combinacion con el TNF-a (Goldring, 2000).

La PGE; participa en la fase temprana de la inflamacion, en la generacion de dolor, y
en el incremento de la permeabilidad vascular. Estudios realizados en cultivo celular de
condrocito humano osteoartritico, indicaron que la PGE; favorece la apoptosis inducida por
el 6xido nitrico, no siendo este eicosanoide por si mismo el causante directo de la muerte
celular (Notoya et al., 2000).

En los Gltimos afios se ha establecido la participacién de la forma inducible de 6xido
nitrico sintasa (iNOS) en la fisiopatologia de la OA. Los niveles de esta isoenzima estan
aumentados tanto en la membrana sinovial como en el condrocito en articulaciones
osteoartriticas. Esto genera un aumento en la produccion de NO el cual es el responsable de
la induccion de las vias catabdlicas que conducen a la degradacion del cartilago articular.
Se ha demostrado en modelos animales de OA que la inhibicidn selectiva de la iINOS
reduce la progresion de la OA (Pelletier et al., 2001).

El cartilago articular osteoartritico produce una gran cantidad de NO asociado a un
alto nivel de nitrito — nitrato presente en liquido sinovial y suero de pacientes con OA. El
oxido nitrico puede inhibir la sintesis de macromoléculas de la matriz extracelular (como el
agrecan), ademas tiene la propiedad de activar las metaloproteinasas, afectar negativamente
el metabolismo del coladgeno, mejorar la produccién de prostaglandina E2 y por ultimo el
oxido nitrico se ha asociado con la apoptosis de condrocitos durante la osteoartritis (Jang y

Murrell., 1998; Pelletier et al., 2001).
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3. Metaloproteinasas

La capacidad para degradar proteinas extracelulares es esencial para cualquier célula
que interactia con su ambiente y para organismos multicelulares que se desarrollan y
funcionan con normalidad. Se ha identificado una familia de proteinasas denominadas
metaloproteinasas (MMPSs) por su dependencia de un ion metélico zinc para su actividad
catalitica (Sternlichty Werb, 2001).

Las MMPs se encuentran tanto en especies invertebradas como vertebradas. En los
vertebrados, ellas son expresadas principalmente por células de tejido conectivo y por
células originadas desde la médula dsea. Las MMPs son enzimas extracelulares (excepto
para las metaloproteinasas unidas a membrana TM-MMP), las cuales son secretadas como
pro-enzimas (Morgunova et al., 1999).

Las MMPs estan involucradas tanto en la remodelacion normal del tejido conectivo
como también, en los estados patoldgicos asociados con la inflamacién aguda o cronica y
en los procesos de metastasis tumoral (Trocmé et al., 1998). Estas enzimas degradan
proteinas estructurales de la matriz extracelular, moléculas de la superficie celular y otras
proteinas pericelulares (Sternlicht y Werb, 2001).

Se han identificado 25 miembros de la familia de las metaloproteinasas, los cuales
tienen diversa especificidad de sustratos pericelulares (Sternlicht y Werb, 2001). Se han
clasificado en subgrupos de acuerdo al sustrato especifico que ellas degradan; el primer
grupo esta compuesto por las colagenasas (MMP-1,-8,-13) que tienen preferencia por las
fibras de colageno tipo I, 11, 111, VII, VIII, y X; el segundo grupo lo integran las gelatinasas
(MMP-2,-9) que degradan el colageno tipo IV y V vy la proteina central del agrecan; el

tercer grupo son las estromelisinas (MMP-3,-10,-11) que degradan una variedad de
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sustratos de la matriz tales como: proteoglicanos, laminina y fibronectina, ademas ellas
activan a las formas latentes de las MMP-1,-3,-8,-9 y 13. El cuarto grupo corresponde a las
metaloproteinasas unidas a membrana (MT- MMP -14,-15,-16, y 17) (Sternlicht y Werb,
2001). La MT- MMP-14 y 15 activan a las formas latentes de las MMP-2 y 13 (Uchida et
al., 2000). Por ultimo en el quinto grupo se encuentran las MMP-7,-12,-18,-19,-20,-21,-22-
23,-24,-25,-26,-27,-28 (Sternlicht y Werb, 2001).

Todas las metaloproteinasas tienen una secuencia N-terminal o pre-dominio que es
removido después de su sintesis en el reticulo endoplasmico. Este pre-dominio es seguido
por un propéptido o prodominio que mantiene a la enzima en un estado de latencia (Pro
enzima o zimégeno) y luego por un dominio catalitico que contiene las regiones ricas en
zinc. Ademas, tienen un dominio rico en hemopexina/ vitronectina que estan conectados al
dominio catalitico. Cuando esta presente el dominio hemopexinico se favorece la union al
TIMP y a ciertos sustratos. En la Figura 2 se muestra la estructura de las gelatinasas.

(Sternlicht y Werb, 2001).

SH y  Hemopexina

Fre  Pro Cataliico I I Il Zn S

Figura 2. Estructura de las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9)

Un residuo cisteina, estrictamente conservado en el dominio propéptido de todas las
MMPs, es esencial para mantener a las metaloproteinasas en un estado de zimdgeno. Se ha

sugerido que el grupo sulfhidrilo del aminoacido cisteina estd modulando al i6n Zn*
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catalitico y que la interrupcion de esta interaccion causa su activacion, proceso denominado
mecanismo interruptor de la cisteina (Morgunova et al., 1999).

En el estado de latencia, la enzima tiene intacta la interaccion cisteina-zinc, pero
numerosos agentes tales como: otras metaloproteinasas, agentes alquilantes, 6rgano
mercuriales y compuestos disulfoxidos pueden disociar la cisteina del atomo de zinc,
generando la forma activa de las MMPs (Richardson y Dodge, 1998).

Una excesiva o inapropiada produccién de MMPs puede contribuir en la patogénesis
de varios procesos degradativos de tejidos, que incluyen a la OA vy a otras enfermedades
altamente prevalentes tales como: esclerosis mdultiple, pérdida de dientes, progresion y
metéstasis de tumores, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Shapiro, 1998). También
se incluyen enfermedades cardiovasculares, como la arteriosclerosis y en la formacion de
aneurismas (Longo et al., 2002). A nivel articular el incremento de la actividad de las
MMPs se asocia a un aumento en la permeabilidad de los capilares sinoviales, que se
traduce en un incremento en la concentracion de proteinas totales en el liquido sinovial,
entre las cuales se encuentran albumina, proteinas inflamatorias como la globulina, el

fibrindgeno y varias enzimas (Cornelissen et al., 1998).

4. Regulacion de la Actividad de las Metaloproteinasas (MMPS):

En el funcionamiento de las MMPs se requiere un alto grado de regulacién a distintos
niveles dado que participan en distintos procesos fisiologicos que requieren un delicado
balance de su actividad degradativa. Asi las MMPs son reguladas en los siguientes niveles:

a) Regulacion transcripcional / post transcripcional, la funcién individual de las MMPs

estd determinada por sus patrones diferenciales de expresion, reguladas por
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numerosos factores estimulatorios e inhibitorios tales como, proteinas de la matriz
extracelular, estrés celular y cambios en la forma celular. Estos factores son
mediados a través de la expresion de citoquinas y factores de crecimiento, incluidas
las interleuquinas, interferén y TNF-o, TGF-f (Sternlicht y Werb, 2001). Asi, la IL-
1 provoca una significativa produccion o expresion de la MMP-3 y —13 por células
del cartilago articular. A su vez, la MMP-9 tiene una mayor sensibilidad a la
induccion por citoquinas que la MMP-2 (Clegg y Carter, 1999). Se ha demostrado
que la MMP-9 es inducida por la IL-1 en una gran variedad de tipos celulares
incluidos los condrocitos y sinoviocitos tipo A, mientras que los sinoviocitos tipo B
son resistentes a la induccion de MMP-9 por la IL-1p (Clegg y Carter, 1999).

b) Regulacién a través del proceso de activacion del zimdgeno. En su forma de pro
enzima las metaloproteinasas pueden ser activadas, in vitro, por agentes quimicos
como el APMA (acetato de p-aminofenilmercurio), HgCl,, SDS, ademés pueden ser
activadas por la plasmina y también por otras MMP ya activas (Visse y Nagase,
2003). Estos agentes provocan un cambio conformacional en la pro MMP que
desbloquea su sitio activo lo que gatilla su autoproteolisis transformando la enzima
a la forma activa ('Yoshihara et al., 2000)

c) Otro nivel de regulacién se produce por la accion de los inhibidores tisulares de

MMPs (TIMPs) sobre la forma activa de metaloproteinasas.

Las MMPs son indispensables para la degradacion de la matriz extracelular, pero su

regulacion por los TIMPs y otros inhibidores es extremadamente importante. Cualquier

perturbacion de esta regulacion puede resultar en el desarrollo de procesos fibroticos
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(cuando la concentracion del inhibidor es mayor que la concentracion de la enzima) o en la
excesiva degradacion (cuando la concentracién del inhibidor es menor que la concentracion
de la enzima) (Cimpean y Coloianu, 1997).

Los TIMP representan una familia de al menos cuatro proteinas secretadas de 20-29
kDa, que inhiben de manera reversible las formas activas de las MMPs, formando
complejos bimoleculares no covalentes en una relacion de 1:1. Los TIMP no son los Unicos
inhibidores enddgenos de las MMPs; la a-2 macroglobulina es el mayor inhibidor
enddgeno de las MMPs, debido a que esta proteina es abundante en el plasma. Los
complejos a-2 macroglobulina/MMP son eliminados mediante endocitosis, por lo tanto,
esta proteina juega un papel importante en la degradacion proteolitica de las MMPs,
mientras que los TIMP actlan de manera reversible (Sternlicht y Werb, 2001). La a-2
macroglobulina permanece excluida de la matriz extracelular del cartilago articular intacto
debido a su tamafio de 750 kDa y por lo tanto, es incierto su papel en la inhibicion de las
MMPs a este nivel. Las moléculas mayores de 160 kDa son incapaces de entrar al liquido
sinovial de articulaciones normales, pero es posible que en articulaciones inflamadas, tal
como, en la artritis séptica, la a-2 macroglobulina sea capaz de entrar, proveniente de la
circulacién. Sin embargo, no se detectd actividad inhibitoria por accion de -2
macroglobulina en esas articulaciones (Clegg et al., 1998).

Los TIMP son producidos por una gran variedad de tipos celulares y de tejidos, tal
como, condrocitos, sinoviocitos tipo B, fibroblastos de la piel, polimorfos nucleares,
macrofagos alveolares, osteoclastos y por varios tipos de células tumorales (Clegg et al.,

1998).
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La expresion de los TIMP esta regulado por varios agentes, por ejemplo el TIMP-1 es
inducido en varios tipos celulares por factores pro-inflamatorios, entre los cuales se
encuentran la IL-1 y el TNF-a (Clegg et al., 1998).

Durante la enfermedad articular del equino, los condrocitos y sinoviocitos son
capaces de producir los TIMP-1 y TIMP-2, mientras que los monocitos sanguineos sélo son
capaces de producir el TIMP-1. Los TIMP, ademas de inhibir las formas activas de las
MMPs también inhiben o retardan la activacion de los zimdgenos. EI TIMP-1 interactla
con la MMP-9, mientras que, el TIMP-2 lo hace con la MMP-2. El complejo MMP-
9/TIMP-1 tiene un papel en la inhibicién de la MMP-3 y este complejo es capaz de ceder el
TIMP a esta MMPs. El peso molecular de los dos inhibidores identificados en el equino es
de 29 y 22 kDa para el TIMP-1 y TIMP-2 respectivamente, cuando son medidos bajo
condiciones no reductoras (Clegg et al., 1998).

La mayoria de las MMPs (>95%) en el tejido articular estan presentes en una forma
latente o inhibida. Sin embargo, durante la osteoartritis, las MMPs estan presentes en altas
concentraciones en relacion a los TIMP y las formas latentes son activadas por otras MMPs
0 citoquinas. Por lo tanto, cada MMP tiene un papel en el desarrollo de la osteoartritis que
puede variar de acuerdo a la especie y al estado de la enfermedad articular (Trumble et al.,
2001).

La activacién extracelular de la mayoria de las MMPs puede ser iniciada por otras
MMPs ya activadas o por muchas proteinasas del tipo serin-proteinasa que pueden dividir
los péptidos unidos al prodominio de éstas. Sin embargo, la MMP-2 es refractaria a este
tipo de activacién, ya que requiere de un paso mdltiple que involucra a la MT-MMP vy al

TIMP-2. Primero la MT-MMP de la superficie celular es inhibida por el extremo N-
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terminal del TIMP-2, mientras que el extremo C-terminal de este TIMP actia como un
receptor para el dominio hemopexina de la pro-MMP-2. Luego una MT-MMP adyacente
divide proteoliticamente y activa a la pro-MMP-2 unida a su receptor. Finalmente, una
porcion residual del pro-péptido de la MMP-2 es removida por otra molécula de MMP-2
activada, generandose la forma activa de la MMP-2 (Sternlicht y Werb, 2001).

El rol del TIMP-2 es fundamental para la activacion de la MMP-2, no obstante,
mientras que el C-terminal participa en la activacion de la MMP-2, su N-terminal actla
como inhibidor. Niveles bajos a moderados de TIMP-2 promuevan la activaciéon de MMP-
2, mientras que altos niveles inhiben su activacion por saturacion de las MT-MMP libres
que son necesarias para la remocion del prodominio de la MMP-2 (Sternlicht y Werb,

2001).

5. Metaloproteinasas 2 y 9 (Gelatinasas A y B)

Las Gelatinasas se distinguen del resto de las MMPs, por la insercion de tres cabezas
ricas en cisteina al dominio catalitico, las cuales permiten que las gelatinasas se unan y
degraden el colageno y elastina (Sternlicht y Werb, 2001).

Las MMPs 2 y 9 son el producto de distintos genes y estan reguladas de manera
diferente. Su expresion puede ser modulada por mediadores solubles tales como: factores
de crecimiento, citoquinas, oncogenes y promotores tumorales. La MMP-2 es la MMP mas
ampliamente distribuida, siendo producida por varios tipos de células particularmente
fibroblastos y células endoteliales. Esta enzima fue aislada de células tumorales malignas y
se encuentra altamente expresada en el estroma celular que rodea las zonas de metastasis

(Morgunova et al.,, 1999). La MMP-9 también puede ser secretada por células
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mesenguimales después de la induccidn con citoquinas u otros agentes, pero es producida
principalmente por monocitos, macrofagos, linfocitos T y células tumorales (Trocmé et al.,
1998).

Las gelatinasas son producidas por distintos tipos celulares en el equino y estas
enzimas han sido encontradas en niveles elevados en el liquido sinovial de caballos con
osteoartritis. En el equino la MMP-2 es secretada por sinoviocitos tipo B y condrocitos,
mientras que, la MMP-9 es secretada por los condrocitos, sinoviocitos tipo A, monocitos
sanguineos y polimorfos nucleares neutréfilos (Clegg et al., 1997).

Las gelatinasas representan un subgrupo de las MMPs y consisten en 2 productos
distintos con actividad enzimatica similar; en el ser humano existe una gelatinasa de 70kDa
(pro MMP-2) expresada por la mayoria de células del tejido conectivo y una gelatinasa de
92kDa (pro MMP-9) expresada por células inflamatorias y por células tumorales (Clegg et
al., 1997).

En el equino, Clegg et al (1997) describié que la pro MMP-2 es una enzima de 64
kDa cuya forma activa es de 59 kDa, mientras que el monémero de la pro MMP-9 es de 94
kDa y su forma activa es de 85 kDa. La MMP-9 puede formar dimeros de 225kDa. Esta
dimerizacion ocurre cuando la MMP-9 estd presente en exceso en relacion a los TIMP.
Esto podria implicar que las muestras donde el dimero estd presente, la enzima est4
presente en exceso de su inhibidor y asi es mas probable que sea biolégicamente activa.

La forma latente de la gelatinasas MMP-2 y MMP-9 estan en elevada concentracion
en relacion con la forma activa, en fluido sinovial de equinos con y sin enfermedad
articular. Trumble et al., (2001), encontraron que la forma latente de la MMP-2 esta
presente en todas las muestras de liquido sinovial. La presencia de la pro MMP-2 en

articulaciones normales, sugiere su papel constitutivo y homeostatico para la remocion del
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coldgeno anormal de la matriz extracelular. La pro MMP-2 sélo es activada en la
enfermedad articular y no en articulaciones normales (Trumble et al., 2001).

La MMP-9 es producida y liberada dentro del fluido sinovial por condrocitos y
sinoviocitos en la enfermedad articular, pero no en articulaciones clinicamente normales.
La MMP-9 es producida principalmente por neutrofilos, que es la fuente principal de esta
enzima en el liquido sinovial. Debido a la naturaleza ciclica de las fases tempranas de la
OA, las concentraciones de la pro MMP-9 puede ser baja durante los periodos de reposo y
se incrementa durante los periodos de inflamacion (Trumble et al., 2001).

La estromelisina (MMP-3) ha sido implicada como la enzima clave en la patogénesis
de la osteoartritis, ya que ella participa en la degradacion del agrecan y del coladgeno y en la
activacion de la MMP-1,-3,-8,-9 y —13. En el trabajo de Trumble et al. (2001), el mMRNA de
la MMP-3 fue expresado en un 86 % de las muestras de membrana sinovial y en un 80 %
de las muestras de cartilago articular patoldgico, confirmando su importancia en la
patogénesis de la enfermedad articular. La produccién de esta enzima por varios tipos
celulares es estimulada por la IL-1 (o y B) (Trumble et al., 2001).

La MMP-2 y -9 tienen alta afinidad por el colageno denaturado, pudiendo actuar
como una colagenasa, hidrolizando la triple hélice del colageno. La digestidn del colageno
puede ser importante en la patogénesis de la enfermedad articular. EI colageno tipo XI esta
localizado especificamente en el cartilago, entre las fibras de colageno tipo Il de la matriz o
en la superficie de los condrocitos y es digerido por la MMP-2 y -9. El colageno tipo XI
interactUa fuertemente con los proteoglicanos y podria jugar un papel en la estabilizacion
de la matriz actuando como un exocitoesqueleto. Ademas, el colageno tipo XI no es

degradado por otras colagenasas (Clegg et al., 1997).
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La MMP-9 también degrada la proteina central del agrecan y las proteinas de union
mientras que la MMP-2 divide al agrecan de manera similar a la MMP-3. Las gelatinasas
también pueden tener un papel importante en la enfermedad articular, debido a que
potencian sinérgicamente la accion de colagenasas para degradar el coldgeno (Clegg et al.,
1997).

En la tabla N°1 se muestran algunos de los sustratos sobre los cuales actlan las

gelatinasas (Sternlicht y Werb, 2001).

Sustrato MMP-2 MMP-9
Agrecén
Colageno tipo |
Colégeno tipo 11l
Colageno tipo IV
Colégeno tipo XI
Decorin

Elastina
Fibronectina
Gelatina
Laminina
Proteina de union
Mielina

Caseina
Fibrindgeno
Plasmin6geno

+
+

+ |+ +]|+

||| H|H |||+

+

+l+ [+ ||+ |+ ]+

+

La MMP-2 activa es detectada en sinoviocitos inflamados y puede estar involucrada
en el desarrollo de erosiones Gseas tempranas. Por lo tanto, el desarrollo de estrategias que
inhiban la activacién de esta enzima puede retardar o prevenir erosiones tempranas en
pacientes con una entidad inflamatoria. Los niveles de MMP-2 y 9 tienden a elevarse mas
en artropatias inflamatorias que en patologias traumaticas, osteoartritis y durante procesos

de reparacion.
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En general, los niveles de MMPs medidos en el suero, tienen una amplia variabilidad
y no parecen ser de valor diagndstico. Adicionalmente, la degranulacion de plaquetas y
neutrdfilos pueden contribuir a elevar los niveles en suero de las MMP-2 y -9 lo que
explicaria los altos niveles basales en suero (Goldbach-Mansky et al., 2000).

Por todos los antecedentes expresados anteriormente es que en esta memoria de titulo
se plantea comparar la actividad gelatinasica en el liquido sinovial de la articulacion
metacarpo-falangica equina macroscopicamente normal y alterada, dado que existiria una
relacion entre la actividad de las MMPs y la alteracion de la articulacion, y asi determinar si
esta técnica a mediano plazo puede ser de utilidad diagndstica de los estados iniciales de la

osteoartritis.
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Obijetivo General

Comparar la actividad gelatinasica en el liquido sinovial de la articulacion metacarpo-

falangica equina macroscopicamente normal y alterada.

Objetivos Especificos

1. Identificar por determinacion de masa molecular las enzimas con actividad
gelatinolitica presentes en las zimografias de liquido sinovial de articulaciones
metacarpo-falangica normales y alteradas.

2. Comparar la actividad gelatinasica (MMP-2 y MMP-9) por medio de la zimografia en
el liquido sinovial de articulaciones metacarpo-falangicas normales y alteradas.

3. Cuantificar por densitometria la actividad gelatinasica (MMP-2 y MMP-9) detectada en
los zimogramas de los liquidos sinoviales provenientes de articulaciones metacarpo-

falangicas animales normales y alteradas.
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Material y Método

A. Material Bioldgico:

El estudio fue realizado en la articulacion metacarpo falangica de equinos mestizos,
entre 1 a 15 afios de edad, beneficiados en el matadero frigorifico de La Pintana. El fluido
sinovial fue obtenido mediante artrocéntesis estéril inmediatamente después del beneficio
de los caballos (Byars et al., 1982). La estimacion de la edad se realiz6 por cronometria
dentaria (Sisson y Grossman, 1994).

Se analizaron 84 articulaciones que se clasificaron en normales y alteradas segun las
caracteristicas macroscopicas del cartilago articular y de la membrana sinovial. Se
considerd normal (NN) aquella articulacion que presentd un cartilago articular de color
blanco nacarado, con su superficie lisa y brillante, sin zonas de erosion, ni lineas de roce o
desgaste, mientras que la membrana sinovial presentd un color blanco, no congestiva, sin
engrosamiento ni focos hemorragicos (Figura3 Ay 3 C).

Las articulaciones alteradas se dividieron segun la presencia de lesiones, s6lo en el
cartilago articular (AN) o s6lo en la membrana sinovial (NA) o en ambas (AA). Un
cartilago articular se consideré alterado si presentd signos osteoartriticos evidentes
caracterizados por lesiones degenerativas claras, tales como cambios de coloracion
(amarillo o café grisaceo), zonas de erosion y lineas de roce (Figura 3 B).

La distribucion y descripcion de las articulaciones fue la siguiente: grupo NN (C.A

normal y M.S normal) (n= 37), grupo NA (C.A normal y M.S alterada) (n= 17), grupo AN
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(C.A alterado y M.S normal) (n= 21) y finalmente el grupo AA (C.A alterado y M.S

alterada) (n=9).

A: Cartilago articular normal

C: Membrana sinovial normal D: Membrana sinovial alterada

Figura 3: A, Fotografia de un cartilago articular normal, la flecha roja muestra un
cartilago blanco nacarado, sin areas de opacidad. B, Cartilago articular alterado, la flecha
roja muestra un cambio de coloracion y focos de osteonecrosis. C, Membrana sinovial
normal, la flecha roja muestra una membrana sinovial blanca, sin congestion y sin
presencia de focos hemorragicos. D, Membrana sinovial alterada con cambio de coloracion

y engrosamiento.
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B. Preparacion y procesamiento del liquido sinovial:

Una vez tomadas las muestras de liquido sinovial (4 ml aproximadamente por
articulacion), en el laboratorio de Biogquimica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, éste fue analizado de acuerdo a sus propiedades
fisicas como color, transparencia, viscosidad, con la finalidad de eliminar aquellas muestras
sanguinolentas. Posteriormente, el liquido sinovial fue centrifugado a 1000xg por 20
minutos para eliminar las células (leucocitos, eritrocitos y células descamativas). El

sobrenadante fue alicuotado y almacenado a -20°C hasta su analisis posterior.

C. Determinacion de Proteinas:

Se determind la concentracion de proteinas, por el método espectrofotométrico de
Lowry usando como estandar albumina sérica bovina (Lowry et al., 1951) y midiendo la

absorbancia a una longitud de onda de 750 nm.

Determinacion de la Actividad Gelatinolitica:

Para determinar la actividad gelatinasica se utilizé el método descrito por Valenzuela
et al., 1999, que consiste en someter las muestras a una electroforesis en gel de
poliacrilamida copolimerizada con gelatina ¢ caseina al 1% (Zimograma).

Cada muestra de liquido sinovial se diluy6 en una proporcion de 1 : 4 en una solucion
que contenia Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS al 2%, glicerol al 10% y azul de bromofenol
al 0,01%. Posteriormente se sometieron a una electroforesis (gel separador al 8%) a un
voltaje constante de 125 volts. Una vez concluida la electroforesis, los geles fueron

sometidos a una incubacion con Triton al 1% por 30 minutos con el propdsito de extraer el
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SDS y asi poder re-naturalizar la actividad de la enzima. Luego los geles fueron incubados
a 37°C por 18 horas en una solucion que contenia Tris HCI 100 mM pH 8 y CaCl, 5 mM.
Los geles fueron tefiidos durante 3 horas con azul de Coomassie. La actividad gelatinolitica
en estos geles se evidencid por la generacion de bandas que no fueron tefiidas.

Para poder evidenciar la forma activa de las MMPs, una muestra de LS proveniente
de una articulacion NN fue incubada a 37°C por 2 hrs con 50 uL acetato de p-
aminofenilmercurio (APMA) al 1 mM. Esta misma muestra, en paralelo, fue incubada sin
APMA. Finalmente los geles fueron secados en papel celofan.

Posteriormente se compar6 el perfil de bandas de los zimogramas de las muestras
normales y alteradas, con el fin de establecer diferencias entre las bandas con actividad
gelatinolitica.

Con el fin de caracterizar y comparar las bandas con actividad gelatinolitica
encontradas en las muestras normales y alteradas, se determind la masa molecular y se

cuantifico la actividad gelatinolitica de las bandas.

D.1 Determinacién de la Masa Molecular de las bandas con actividad gelatinolitica:

Se realiz6 la determinacion de la masa molecular de las bandas con actividad
gelatinoliticas por medio del céalculo de la movilidad relativa en los geles de poliacrilamida
comparados con la migracion de los estandares moleculares pretefiidos comerciales (Bio-

Rad 10748-010).

D.2 Cuantificacion de la actividad gelatinolitica mediante densitometria:
Los geles fueron escaneados y posteriormente densitometrados con un programa

computacional (UNI-SCAN-IT gel, version 4.1) que cuantifica los pixeles correspondientes
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a cada banda gelatinolitica obtenida. En cada gel se cargd una muestra que se utiliz6 como
patron interno con el objeto de hacer comparables las zimografias realizadas en distintos
dias, lo cual podria generar una menor reproducibilidad. Este patron fue alicuotado y
mantenido a —20 °C siendo utilizado s6lo una vez por zimografia. Los pixeles
correspondiente a cada muestra fueron divididos por los pixeles del patron obteniéndose un

valor arbitrario: unidades relativas (UR) (Goldbach-Mansky et al., 2000).

D. Analisis de datos:

Las comparaciones entre las articulaciones normales y alteradas fueron analizadas
mediante andlisis de varianza. Para determinar la presencia o ausencia de la banda

gelatinolitica generada por la MMP-9 se realizé la prueba de X>.
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Resultados

Se analizaron 84 articulaciones metacarpo-falangicas de las cuales 37 articulaciones
(44 %) se clasificaron macroscopicamente normales (NN); 17 articulaciones (20 %)
presentaron el cartilago normal y la membrana sinovial alterada (NA); 21 articulaciones (25
%) presentaron cartilago alterado y membrana sinovial normal (AN); y 9 articulaciones

(11%) presentaron ambas estructuras alteradas (AA) (Tabla N°2).

Tabla N° 2: Distribucién de frecuencia de acuerdo a las caracteristicas
macroscopicas del cartilago articular y la membrana sinovial.

C.A/IM.S N° de Art. %
NN 37 44%
NA 17 20%
AN 21 25%
AA 9 11%

Total 84 100%

Con el objetivo de estandarizar la metodologia zimografica, se realizaron ensayos
para determinar el volumen éptimo de liquido sinovial a cargar y pruebas que confirmen
que la actividad proteolitica encontrada corresponde a la generada por las MMPs.

En la estandarizacion de la técnica zimografica, se busc6 comprobar la existencia de
proporcionalidad entre la cantidad de liquido sinovial (LS) usada en el gel y la actividad
gelatinolitica en la intensidad de la banda determinada por densitometria. Con este objetivo
se realizd una zimografia con volumenes crecientes de LS desde 2,5 hasta 10 uL (figura 4)
y se consider6 como pauta de comparacion la banda gelatinolitica principal que

correspondio a la pro-MMP-2 gue se encontro en todas las muestras de LS.
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NN1 NN2

1 2 3 4 5 6 7 8 Carril
Pro-MMP-2
25 5 75 10 25 5 75 10 uL

Figura 4: Zimograma en cuyos carriles 1-4 y 5-8 se utilizaron
volimenes crecientes (2.5-10 uL) de LS obtenidos de dos
articulaciones normales (NN1 y NN2). Se observa que la
intensidad de la banda es dependiente de la cantidad de LS
cargado.

El gel de la figura 4 fue escaneado y densitometrado, obteniéndose los pixeles
totales para cada volumen, las que fueron promediados y representados en un gréafico
(figura 5). En este grafico se puede observar que existe una proporcionalidad entre la

cantidad de liquido sinovial utilizado y la intensidad de las bandas gelatinoliticas.

Actividad gelatinolitica de LS (pixeles)

300000 -
250000 A
200000 -

150000 -

pixeles

100000 -

50000 -

0 T T |
0 5 10 15
uL de LS

Figura 5: Relacion volumen de LS con pixeles totales. Cada punto representa
la media de dos experimentos.
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Basado en los resultados de la figura 5 se decidi6 usar 7.5 puL de LS para comparar
la actividad gelatinolitica de los 4 grupos analizados.

En todas las muestras analizadas (84) por zimografia, independiente de su
clasificacion se observo la presencia de una banda con actividad gelatinolitica
correspondiente a una masa molecular de 70 kDa.

De las 37 muestras normales (NN) en 31 (84%) de ellas ademéas se observo una
segunda banda con actividad proteolitica de menor intensidad correspondiente a una masa
molecular de 100 kDa. En la Figura 6, se muestra un zimograma representativo del grupo
NN donde se observan ambas bandas, la de mayor intensidad (70 kDa) corresponderia a la
pro-MMP-2 y la de menor intensidad (100 kDa) a la pro-MMP-9. En un tercio de los
liquidos sinoviales normales aparece ademas una banda tenue, con baja actividad
gelatinolitica de masa molecular estimada de 240 kDa. Esta banda corresponderia a la
forma dimérica de la pro-MMP-9, unida a una proteina inhibidora de MMPs conocida
como TIMP-1.

kDa A B kDa
216 —» +— 240 (dimero MMP-9 + TIMP-1)

132 —» .

< 100 (pro MMP-9)

8 —>
- W 70 (pro MMP-2)

46

33 —»

Figura 6: Zimograma representativo de las bandas gelatinoliticas del LS de una
articulacion normal (NN) (Carril B). El carril A representa los patrones
de masa molecular conocida.
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Con la finalidad de confirmar la identidad de las bandas gelatinoliticas
correspondientes a las metaloproteinasas pro MMP-2 y pro MMP-9, se realizd un
experimento utilizando la caseina como sustrato diferenciador (ya que la MMP-2 no puede
degradar la caseina) y para ello, se realiz6 una zimografia con gelatina y otra con caseina,
usando el mismo LS normal y cargando el mismo volumen. En la figura 7 se observa que la

pro MMP-2 no puede degradar la caseina (carril B) a diferencia de la pro MMP-9.

A B

Pro MMP-9 |

—>
Pro MMP-2 E"

<+—— Pro MMP-9

Figura 7: Zimografias de una misma muestra de LS de una articulacion
normal (NN) realizadas con gelatina (carril A) y con caseina
(carril B).

Para poder diferenciar la pro enzima (zimdgeno) de la forma activa de ambas
gelatinasas, una muestra de liquido sinovial normal fue incubada, previo a la zimografia, en
presencia de APMA (acetato de p-aminofenilmercurio). Este agente quimico provoca un
cambio conformacional en la pro MMP que desbloquea su sitio activo lo que gatilla su
autoproteolisis transformando la enzima a la forma activa (Yoshihara et al., 2000). Esto se

refleja en la zimografia como una disminucion en su masa molecular (Figura 8).

37



Pro MMP-9———» £
A . 1 «— MMP-9

Pro MMP-2—> R ¢ MMP-2

Figura 8: Zimograma de una muestra de liquido sinovial de una
articulacion NN sin tratamiento (A) y la misma muestra
pretratada con APMA a 37 °C durante 3 horas (B).

En los zimogramas realizados se observé que aparecia un nimero variable de
bandas proteoliticas, ademas de las correspondientes a la pro MMP-2 y pro MMP-9.

En la figura 9 se muestra el nimero de bandas gelatinoliticas observadas en el
zimograma de LS provenientes de articulaciones con cartilago articular y membrana
sinovial macroscopicamente normal (NN). En un 8% (3 muestras) se observa 1 banda, 27%
(10 muestras) 2 bandas, 41% (15 muestras) 3 bandas, 16% (6 muestras) 4 bandas, 5% (2
muestras) 5 bandas y en un 3% (1 muestra) 6 bandas.

El nimero de bandas gelatinoliticas presente en los otros 3 grupos analizados (AN,

NA, AA) no presentan diferencias en relacion a las articulaciones NN.
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Figura 9: Distribucion de bandas gelatinoliticas en el LS proveniente de
articulaciones macrocopicamente normales (NN).
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La tabla 3 muestra la distribucion de frecuencia para la presencia o ausencia
de la banda de 240 kDa (dimero de pro-MMP-9 + TIMP-1) en cada uno de los grupos
analizados encontrandose que el grupo NA presenté la forma dimerizada con mayor
frecuencia (35%). En los LS provenientes del grupo AA no se detectd esta banda
correspondiente al dimero.

Tabla N° 3: Distribucion de frecuencia de la forma dimerizada de la pro MMP-9 en
relacién a las caracteristicas macroscopicas de las articulaciones.

% de muestras con Dimero
NN 30 %
AN 19 %
NA 35 %
AA 0%
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En la tabla N° 4 se describe la frecuencia de aparicion de la pro-MMP-9, segun las

caracteristicas macroscopicas de cartilago articular y de membrana sinovial, encontrandose

que tiende a disminuir a medida que la articulacion se altera.

Tabla N° 4: Distribucién de frecuencia para la presencia de la pro MMP-9 en su

forma de mondmero.

n (+) ) %
NN 37 31 6 83.8°
AN 21 16 5 76.2°
NA 17 11 6 64.7°
AA 9 2 7 22.2°
#p<0.05 v/s AA

Luego de analizado el nimero de bandas y su distribucion en las articulaciones

normales y alteradas, se procedié a medir por densitometria la intensidad de las bandas

gelatinoliticas correspondientes a la pro MMP-2 y pro MMP-9, que se expresaron como

unidades relativas (UR), cuyo valor corresponde a la division de los pixeles de la muestra

de liquido sinovial a analizar por los pixeles de un patron utilizado en cada gel (Tablas 5 y

Tabla 6).

Las unidades relativas (UR) obtenidas para la pro MMP- 2 no mostraron diferencias

significativas en los 4 grupos analizados.

Tabla N° 5: Promedio de las Unidades Relativas (U.R) + desviacion estandar para

la Pro MMP-2.

CLASIFICACION U.R. de pro MMP-2 U.R./g Prot
NN (n=37) 1.5+0.6 56.9 + 38.1
AN (n=21) 1.3+0.9 51.2 +32.7
NA (n=17) 1.5+1.0 57.3+85.1
AA (n=9) 09+0.7 44.6 + 26.1
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En los casos que da positiva la presencia de la pro MMP-9 no se encontrd diferencias

significativas para la intensidad de dichas bandas.

Tabla N° 6: Promedio de las Unidades Relativas (U.R) + desviacion estandar para

la Pro MMP-9 de aquellos LS que la presentan

CLASIFICACION U.R. de pro MMP-9 U.R./g Prot
NN (n=31) 0.28+0.5 6.2+9.4
AN (n=16) 0.31+0.55 7.6+12.4
NA (n=11) 0.38 + 0.68 6.0+9.1
AA (n=2) 0.67+0,1 22+2
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Discusion

La recoleccidn de articulaciones metacarpo faldngicas en el Matadero la Pintana
se realizd aleatoriamente, obteniéndose alrededor de 10 articulaciones por visita, las que se
analizaron macroscopicamente desechandose aquellas con signos hemorragicos, dado que
la hemolisis afecta la cuantificacion de proteinas de ese liquido sinovial.

La distribucidon de frecuencia de las caracteristicas macroscépicas de cartilago
articular y de membrana sinovial observadas en este trabajo (37 NN, 17 NA, 21 ANy 9
AA), podria atribuirse a que la mayoria de los equinos faenados son jovenes, con carnes de
mejor calidad, logrando los criadores un mejor precio por animal y un retorno econémico
mas temprano. Por esto, la mayoria de las articulaciones analizadas a partir de estos
ejemplares no presentd procesos osteoartriticos. Por otro lado, las lesiones articulares que
generan osteoartritis son producidas por traumas agudos intensos o bien traumas de menor
intensidad y continuos en el tiempo, los cuales podrian desarrollar secuelas que se aprecian
especialmente en equinos de mayor edad, los que son faenados debido posiblemente a sus
limitaciones fisicas. Por esto es que en esta memoria de titulo s6lo un 11% de las
articulaciones analizadas presentaron la membrana sinovial y el cartilago articular alterado
(AA).

Durante el periodo de estandarizacion de la técnica zimografica se cargaron
diferentes volumenes de LS, los cuales variaron desde los 2,5 hasta los 10 uL. Se optd por
los 7,5 uL, porque a este volumen se observé una banda de actividad gelatinolitica bien
definida que permite su andlisis densitométrico. Con volumenes superiores se encontrd

sobreposicion entre distintas muestras de LS que impidié una adecuada medicion. Con
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cantidades menores a las probadas de LS no hubo aparicién de las bandas gelatinoliticas
debido a la insuficiente cantidad de enzima para degradar el sustrato.

Las zimografias de muestras de liquido sinovial de articulaciones metacarpo
falangicas normales (NN) demostraron la presencia de actividad gelatinolitica en todas las
muestras analizadas, que se explicaria por el recambio molecular normal del cartilago
articular y que posiblemente es méas rapido en animales jovenes. Este recambio se realiza
por la actividad de las MMPs que participan de la homeostasis de la matriz extracelular del
cartilago articular (Sternlicht y Werb, 2001).

En todos los zimogramas de las muestras NN (100%) se encontr6é actividad
gelatinolitica correspondiente a una banda proteica de 70 kDa, que seria la forma latente de
la MMP-2 (pro MMP-2), lo que coincide con los resultados de Jouglin et al (2000) y
Trumble et al (2001), quienes observaron que en el 100% de las muestras de liquido
sinovial de articulaciones normales de equinos, se encontré una banda de actividad
gelatinolitica de 66 kDa que dichos autores identificaron como pro MMP-2.

En los zimogramas de 31 articulaciones NN (84%) se encontr6 ademas una
segunda banda con actividad gelatinolitica con una masa molecular calculada de 100 kDa.
De acuerdo a su movilidad relativa, se establecié que esta segunda banda corresponderia a
la pro MMP-9. Resultados similares fueron obtenidos por Clegg et al (1997), que
determin6 que la masa molecular era 94 kDa para la pro MMP-9 y de 64 kDa para la pro
MMP-2.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se logré caracterizar y
diferenciar la actividad gelatinolitica de las MMPs de otras proteasas, utilizando inhibidores
especificos (Bravo, 2001). Para ello las muestras de liquido sinovial (LS) se incubaron en

presencia de inhibidores de serin y de aspartil proteasas, eliminando con ello la posibilidad
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de observar otras bandas diferentes a las generadas por MMPs. También la especificidad de
la actividad metaloproteinésica fue determinada mediante el efecto de quelantes de calcio
(EDTA), las que al bloguear la accion proteolitica de las MMPs impiden la aparicion de
bandas gelatinoliticas. Esto nos asegurd que la actividad observada durante la realizacion
de este estudio, correspondié a la generada por las MMPs. Resultados similares fueron
obtenidos en trabajos previos realizados en el laboratorio de Bioquimica (Bravo, 2001).

Los resultados obtenidos en los zimogramas con sustrato diferenciador, gelatina y
caseina, permitio confirmar que la accion proteolitica fue generada por la MMP-2 y por la
MMP-9.

La presencia de la pro MMP-2 en articulaciones normales, sugiere su papel
constitutivo y homeostatico para la remocion del colageno anormal de la matriz extracelular
recientemente sintetizada (Trumble et al., 2001). La pro MMP-2 es expresada por varios
tipos celulares y esta involucrada en varios aspectos de la reparacion normal de tejidos
(Goldbach-Mansky et al, 2000). La pro MMP-2 es activada en la enfermedad articular y no
en articulaciones normales (Trumble et al., 2001).

La presencia de actividad pro MMP-9 en articulaciones macroscOpicamente
normales, ya sea como mondémero o dimero, se podria asociar a la presencia de polimorfo
nucleares neutréfilos en el liquido sinovial (Clegg et al., 1997), como consecuencia de
procesos inflamatorios leves no detectados al analisis macroscopico, y que pueden
producirse como consecuencia del transporte y del beneficio de estos animales en el
matadero. Clegg et al, (1997) también detectaron actividad MMP-9 en articulaciones
osteoartriticas de equinos, debido al componente inflamatorio de esta patologia.

En el caso de las articulaciones con cartilago articular y membrana sinovial alterada

(AA), se encontro presencia de pro MMP-9 en solo 2 muestras de un total de 9.
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La presencia de la pro MMP-9 en la osteoartritis, puede ser atribuida al hecho que la
sinovitis es la caracteristica mas prevalente. Ademas, debido a la naturaleza ciclica de las
fases tempranas de la OA, las concentraciones de la pro MMP-9 puede ser baja durante los
periodos de reposo y se incrementa durante los periodos de inflamacion (Trumble et al.,
2001). Esto podria explicar la ausencia de mondémero y dimero en los animales con
cartilago y membrana alterada (AA), debido a que podrian haberse encontrado en un
periodo de reposo de la patologia.

Del total de muestras analizadas en un 25% (21 muestras) aparece una banda de baja
intensidad cuya masa molecular calculada fue de 240 kDa, que se aproxima al obtenido por
Clegg et al. (1997) y Jouglin et al. (2001) de 225 kDa. Esta banda corresponde a la forma
dimerizada de la forma activa de la MMP-9 (85 kDa), que se produce cuando la MMP-9
estd presente en exceso en relacion al TIMP-1 cuya masa molecular es de 28 kDa. Por lo
tanto, en la dimerizacion participan dos MMP-9 en su forma activa y dos TIMP-1. Esto
podria implicar que las muestras donde el dimero esté presente, la enzima esta presente en
exceso con respecto a su inhibidor y asi es mas probable que sea biol6gicamente activa
(Clegg et al., 1997).

Las unidades relativas (U.R) obtenidas para la pro MMP- 2 y para la pro MMP-9 no
mostraron diferencias significativas en los 4 grupos analizados.

Se ha descrito que la técnica radiografica carece de la sensibilidad para detectar
procesos degenerativos iniciales y por lo tanto, se han buscado marcadores bioquimicos
capaces de caracterizar dicho proceso (Brama et al., 1998).

Se propone analizar en trabajos posteriores la concentracion de TIMPs, para
establecer si existe un desbalance de la actividad degradativa asociada a la enfermedad

degenerativa articular.

45



Como conclusién general se puede plantear que la actividad gelatinolitica por si sola
no es un indicador absoluto de dafio articular. Es necesario realizar mas estudios con
métodos mas sensibles como Western Blot, para identificar la forma activa de las MMPs

comparandola con la presencia de los TIMPs y con esto determinar su balance.
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Conclusiones

1. De acuerdo a los resultados obtenidos mediante zimografia se pudo demostrar la
presencia de metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9 en LS equino solo en la forma de

zimadgeno.

2. La actividad de la pro MMP-2 no es un buen indicador del dafio o proceso
degradativo del cartilago articular puesto que esta enzima podria ser constitutiva de

las articulaciones diartrodiales normales en los equinos.

3. El bajo porcentaje de aparicion de la pro MMP-9 en su forma de mondmero en

articulaciones con alteraciones tanto en el cartilago como en la membrana sinovial,

podria caracterizar el dafio articular cronico.
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