UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

MEMORIA DE TiTULO

“CARACTERIZACION HISTOLOGICA DEL CARTILAGO DE LA ARTICULACION
METACARPOFALANGICA EQUINA MACROSCOPICAMENTE SANA Y SU
RELACION CON EL RECUENTO CELULAR DEL LIQUIDO SINOVIAL Y EL
CONTENIDO DE MMP-2Y 9”

Memoria para optar al titulo profesional de Médico
Veterinario. Departamento de Ciencias Bioldgicas

Animales.

Alumno:

Maximiano José Lemaitre Palma

Avda. El Bosque 729, Dpto. 23A, Providencia.
(562) 2419284

Profesor Guia:
Dr. Héctor Adarmes Ahumada

Departamento de Ciencias Biol6gicas Animales

SANTIAGO - CHILE
2010



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL ..o cveeeeeeeeeee oo e e e e e er s e e e e s e e e s eeae s

RESUMEN.......
SUMMARY......

INTRODUCCION......ooiuiiieeeieeieeeieeeeieseees e eses s ses st eses s s s seneees
REVISION BIBLIOGRAFICA..........cccoiiiiiiiiiiei e
OBJETIVO GENERAL.......ouiiiii e,
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......c.ovieieeieeeeeesseessesiesiesiesesissessessesses s,
MATERIAL Y METODO........oooiiiteiieeeissecesisseeiesees s seses s sasssnssessenenes

RESULTADOS..
DISCUSION.......

CONCLUSIONES. ...t

BIBLIOGRAFIA



RESUMEN

La osteoartritis (OA) o enfermedad degenerativa articular (EDA) es la principal
causa de invalidez en el equino. Es una afeccion multifactorial en la que participan diversos
mediadores quimicos, entre ellos las metaloproteinasas (MMPs), que actuan degradando los
componentes de la matriz extracelular (MEC) del cartilago articular, generando una cadena

de reacciones que llevan a la destruccion progresiva del mismo.

Se ha demostrado que recuentos elevados de células nucleadas en el liquido sinovial
estan relacionados con un incremento en la actividad de las MMPs, especialmente la MMP-

9, lo que incide en el establecimiento y posterior progreso de la OA.

Como una forma de validar un modelo de normalidad articular en base a la
observacion macroscopica, en este estudio se obtuvo muestras de la articulacion metacarpo
falangica equina, realizando una clasificacion entre articulaciones normales y patoldgicas
segun la apariencia macroscopica del cartilago articular, separando luego las articulaciones
normales segln su recuento celular en un grupo normal con recuento celular elevado (> 600
células nucleadas/ul) y en otro normal con bajo recuento celular (< 300 células
nucleadas/pl). Ademas, se incorpor6 un grupo articular con dafio crénico de la articulacion
como control positivo. A todas las muestras se les determind la concentracion de proteinas
totales y la actividad gelatinolitica para las MMPs 2 y 9 mediante zimografia. Ademas, se
realizaron cortes histologicos del cartilago articular con el fin de evaluar la pérdida de
matriz extracelular, mediante la medicion del grosor de la zona superficial del cartilago.
También en estos cortes se realizd recuento de condrocitos y se evalud la cantidad de
grupos isdgenos. La muerte celular se evalué mediante el recuento de lagunas vacias en un

area determinada de cartilago articular.

En el grupo patoldgico se detecté una marcada disminucion en el grosor de la zona

superficial del cartilago articular y se encontré el mayor recuento de lagunas vacias.



En ambos grupos normales a la inspeccion macroscopica no se detectd diferencias
en el grosor de la zona superficial del cartilago ni en el recuento de condrocitos y de grupos
isdgenos. Sin embargo, se encontrd diferencia significativa en la cantidad de lagunas
vacias, siendo ésta mucho mayor en el grupo con un recuento celular elevado. También se
encontré una relacion entre la mayor actividad gelatinolitica de MMP-9 y un mayor

recuento de células nucleadas en el liquido sinovial.



SUMMARY

Osteoarthritis (OA) or degenerative joint disease (DJD) is the leading cause of
disability in the horse. It is a multifactorial disease involving several chemical mediators,
including the metalloproteinases (MMPs) which degrade the components of the
extracellular matrix (ECM) of the articular cartilage, initiating a chain reaction leading to
its progressive destruction.

It has been demonstrated that high nucleated cell counts in synovial fluid are
associated with an increased activity of MMPs, especially MMP-9, which affects the
establishment and subsequent progression of OA.

In order to validate a macroscopic observation based model of articular normality,
samples were obtained from the equine metacarpo phalangeal joint, classifying them
between normal and pathological joints depending on the macroscopic appearance of the
cartilage, then separating the joints according to cell count in a normal group with high cell
count (> 600 nucleated cells/microlitre) and other normal with low cell count (<300
nucleated cells/microlitre). In addition, a group with chronic articular joint damage, was
created as positive control. All the samples were analyzed for total protein concentration
and gelatinolytic activity for MMPs 2 and 9 through zymography. In addition, histological
sections were made of the articular cartilage, in order to assess the loss of extracellular
matrix by measuring the thickness of the cartilage surface area. In these histological
samples, chondrocytes were counted and the amount of isogenic groups was assessed. Cell
death was evaluated by counting the empty gaps in a particular area of the articular

cartilage.

The pathological group revealed a marked decrease in the thickness of the articular

cartilage surface area and the highest count of empty gaps was found.

In both normal groups the macroscopic inspection did not show differences in the

thickness of the surface area of cartilage or in the chondrocytes and isogenic groups



counting. However, significant difference was found in the amount of empty gaps, being
this much higher in the group with a high cell count. We also found a correlation between
increased gelatinolytic activity of MMP-9 and increased nucleated cell count in synovial
fluid.



INTRODUCCION

A través de la historia, el equino ha sido una de las especies animales mas
importantes para el hombre, debido a la variedad de servicios que es capaz de entregar, ya
sea como herramienta de trabajo, medio de transporte, recreacion, deporte, terapia, etc. Sin
embargo, todas estas funciones dependen fundamentalmente de la salud e integridad de su

sistema locomotor.

Dentro de las afecciones del sistema locomotor, aquellas que afectan a las
articulaciones sinoviales constituyen la causa principal de claudicacion y de disminucién en
su rendimiento. Una patologia articular, independiente de su etiologia, siempre cursard con
un cuadro inflamatorio inicial, que puede progresar a un cuadro cronico con alteracion de
los componentes anatémicos articulares, produciendo dafios irreversibles que llevan a una
pérdida de la funcion biomecéanica del cartilago articular, comprometiendo en forma
permanente el correcto funcionamiento de la articulacion (Mcllwraith, 1996; Ostalowska et
al., 2006)

Una articulacion sinovial estd compuesta por el hueso subcondral, cartilago
articular, liquido sinovial, membrana sinovial y ligamento capsular. Todos estos
componentes funcionan de manera armonica e intimamente relacionados, por lo que la
alteracion de uno de ellos produciré un trastorno general en el funcionamiento articular y un
cambio en el ambiente intra-articular. Una alteracion inflamatoria, de cualquier tipo,
producira un cambio en la permeabilidad de la membrana sinovial y un aumento en la
difusion de células y metabolitos a través de la misma, generando, ademas, una alteracion
en el metabolismo de los sinoviocitos. Todo esto producira un aumento en la liberacion de
enzimas degradativas y citoquinas. Estas Ultimas, especialmente la IL-1, actian sobre
condrocitos y sinoviocitos, los que liberan productos asociados a procesos catabolicos,
como metaloproteinasas (MMPS) y agrecanasas, ademas de prostaglandina-E, (PG-E) y
radicales libres, que amplifican el proceso inflamatorio. Estas moléculas se relacionan con

la degradacion del cartilago articular y del &cido hialurénico del liquido sinovial, y con la



inhibicién de la sintesis de componentes de la matriz extracelular (MEC) del cartilago, lo
que conduce finalmente a su degeneracion progresiva (Mcllwraith, 1996; Tsuji et al., 2006)

En el estudio de las articulaciones sinoviales en el equino, existen casos en los que
articulaciones sinoviales aparentemente sanas, sin cuadros inflamatorios aparentes y de
aspecto normal a la observacion radiografica e incluso a la inspeccién macroscopica directa
mediante artroscopia, presentan recuentos celulares elevados en su liquido sinovial. El
recuento de células nucleadas (RCN) en el liquido sinovial ha sido utilizado muchas veces
como un método diagndstico de la salud articular, considerandose al RCN elevado como un
indicador de algun tipo de patologia articular (van Pelt, 1962, 1974; Shmerling et al., 1990;
Mcllwraith, 1996; Todhunter, 1996; Clegg et al., 1997a). Incluso Shmerling et al. (1990)
consideran el RCN vy la diferenciacion de las células nucleadas en el liquido sinovial como
el método diagndstico de eleccion para diagnosticar patologias inflamatorias, considerando
innecesarios los analisis quimicos. Clegg et al. (1997a), demostraron que en articulaciones
donde el contenido celular del liquido sinovial estd aumentado, existe un aumento en las
MMPs vy, por lo tanto, un aumento en la degradacion del cartilago. Esto podria significar
que articulaciones sinoviales aparentemente sanas, pero con RCN elevados en su liquido
sinovial, podrian estar cursando etapas iniciales de degeneracion articular, s6lo observables

mediante el estudio histoldgico del cartilago hialino.

Este estudio se ha centrado en la articulacién metacarpo falangica debido a que es
una de las articulaciones en que las patologias articulares invalidantes son méas frecuentes
(Mcllwraith, 1996; Malikides, 2007). También fue determinante para la eleccion de esta
articulacion, la facilidad para su obtencion integra en el matadero. Ademas, la articulacién
metacarpo falangica ha sido objeto de la linea de investigacion en marcadores moleculares
de la degradacion del cartilago en el liquido sinovial por el grupo de Bioquimica del
Departamento de Ciencias Biologicas de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad de Chile, lo que ha generado datos y publicaciones en esta linea de trabajo.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Generalidades sobre las articulaciones.

Una articulacion corresponde al conjunto de elementos estructurales que conectan
dos 0 méas huesos entre si a través de sus superficies articulares y que, segin sus
caracteristicas y su grado de movilidad, se clasifican en tres grupos de articulaciones:
fibrosas o anfiartrosis, cartilaginosas o sinartrosis y sinoviales o diartrosis (Getty, 1982;
Cormack, 1988).

Las anfiartrosis son articulaciones fijas o inmoviles, donde las superficies articulares
estdn unidas por tejido fibroso. En las sinartrosis, los huesos se unen por un tejido
fibrocartilaginoso o cartilago hialino, o por una combinacion de ambos. En este tipo de
articulacién, el movimiento es limitado por el tamafio de las superficies de unién y por la

cantidad y flexibilidad del medio que las une (Getty, 1982).

Las articulaciones sinoviales se caracterizan por su gran movilidad y por poseer una
capsula articular que recubre la articulacion, y en cuya cara interna se encuentra la
membrana sinovial, la cual delimita la cavidad articular (Getty, 1982; Cormack, 1988). La
funcién principal de este tipo de articulacion es proporcionar soporte y continuidad al
sistema musculo-esquelético a la vez que aporta movilidad, la que debe ser: (1) libre de
dolor y dentro de un rango de movimiento determinado, (2) controlado por musculos y
tendones asociados, y (3) repetible y en el que la friccion sea practicamente inexistente. A
pesar de que la energia asociada al movimiento se disipa en parte a través de musculos y
huesos, gran parte de ella se transmite a través de las superficies articulares, de modo que
un papel esencial para una articulacién sinovial es su capacidad de transmitir esta energia

de una manera eficiente y libre de dolor (Todhunter, 1996).

En el equino normal en reposo, el 60% de su peso corporal descansa sobre las
extremidades anteriores, y el peso de un jinete incrementa este valor a un 70%, condicion

que se acentta en condiciones de trabajo o deportivas. Este mayor estrés fisico al que estan



sometidas las articulaciones sinoviales que conforman los miembros anteriores, explica el
que en ellas se presente cerca de un 75% de las claudicaciones por dafo articular
(Malikides, 2007). Dentro de las articulaciones sinoviales de la extremidad anterior del
equino, las articulaciones del carpo y metacarpo falangica (Fig. 1) son las que cursan con
mayor frecuencia procesos inflamatorios y degenerativos, debido a que soportan grandes
fuerzas de compresion y poseen gran movilidad (Mcllwraith, 1996).

2. Articulacion metacarpo falangica equina

Fig. 1 Articulacion metacarpo falangica izquierda. Corte sagital, vista latero medial.

(Fotografia: Maximiano Lemaitre, Andrea Mdiller)

La articulacion metacarpo falangica, como cualquier articulacion sinovial simple,

esta formada por los huesos que se enfrentan, y se reconocen las siguientes estructuras:



a. Cartilago articular

Esta constituido por cartilago hialino que, desde el punto de vista anatémico,
recubre las superficies articulares de los huesos que se enfrentan. Este cartilago es un tejido
formado por celulas denominadas condrocitos, que representan el 2% del tejido
cartilaginoso, que se encuentran dispersas en una matriz de una sustancia intercelular
amorfa que contiene fibras de colageno y proteoglicanos. Los componentes principales del
cartilago son: agua (75%), colageno, principalmente tipo Il (15%) y proteoglicanos (10%)
(Cormack, 1988; Blood y Radostits, 1992).

El cartilago es un tejido que carece de vasos sanguineos, drenaje linfatico e
inervacion, es muy liso y tiene un color blanco azulado y traslucido cuando se examina en
fresco (Junqueira et al., 1989). Su funcion es disminuir los efectos de las contusiones
violentas y reducir en forma importante la friccidn; de este modo, el cartilago es mas grueso
en aquellas zonas que soportan mayor presion y friccion (Getty, 1982). Al ser un tejido
avascular, los condrocitos deben obtener sus nutrientes por difusion, principalmente desde
el liquido sinovial (Banks, 1993).

Los condrocitos estan ubicados en cavidades de la matriz llamadas lagunas, y se
disponen en tres zonas incompletamente separadas (Fig. 2): 1) una zona superficial, en la
cual estas células son aplanadas, de pequefio volumen y se hallan dispuestas con sus ejes
longitudinales en forma paralela a la superficie articular; 2) una zona intermedia, en la cual
las células son algo mayores y su forma es casi esférica; 3) una zona profunda, compuesta
por células voluminosas que suelen estar dispuestas en columnas en angulo recto con la

superficie (Cormack, 1988).



Fig. 2 Esquema de las distintas zonas del cartilago hialino articular.

Los condrocitos, a pesar de constituir un componente minoritario dentro del
cartilago hialino normal, sintetizan y secretan la matriz extracelular (MEC), y deben ser
capaces de mantener el recambio molecular normal de la misma, la que constituye la mayor
parte del cartilago. Se ha descrito que el cartilago dafiado regenera con mucha dificultad y a

menudo de manera incompleta (Cormack, 1988; Jungueira et al., 1989).

La MEC del cartilago normal estad formada por proteoglicanos solubles en agua,
entrelazados con fibras de colageno. El coldgeno predominante dentro del cartilago es el
tipo 11, que esta constituido por tres cadenas alfa-2 similares, que conforman finas fibrillas
de 10 a 20 nanoémetros de diametro (Ray et al., 1996). Estas ultimas se alinean en forma
paralela a la cara articular en la zona superficial, pero en las zonas méas profundas del
cartilago se disponen perpendiculares al hueso subcondral, lo que permite al cartilago
soportar tensiones superficiales y compresion en las zonas profundas (Stockwell, 1991;
Blood y Radostits, 1992).

Los proteoglicanos son complejos conformados por una proteina central a la que se
unen covalentemente uno o mas glicosaminoglicanos (GAGs), como el condroitin 4-
sulfato, condroitin 6-sulfato, queratan sulfato, heparan sulfato y dermatéan sulfato I y Il. En
el cartilago, cerca del 75% de estos proteoglicanos se encuentran formando grandes
agregados que los protegen de la degradacion, al enlazarse por medio de una glicoproteina
a una cadena lineal de &cido hialurénico (Blood y Radostits, 1992). El agrecan es el

proteoglicano mas abundante en el cartilago articular y el de mayor tamafio (3 x 10° Da),



constituyendo aproximadamente un 90% de la masa total de proteoglicanos (Hall et al.,
2003). Cada molécula de acido hialuronico es capaz de unir hasta 100 moléculas de
agrecan, formando agregados macromoleculares que permiten la retencion e inmovilizacion
del agrecan (Fig. 3). Los numerosos grupos carboxilo (-COQ") y sulfato (-SO4) presentes

en el agrecan conforman una gran red de cargas negativas, por lo que atraen y retienen agua

y cationes, como Na‘t. La atraccién de agua hace que la matriz de proteoglicanos se
distienda, pero debido a que esté atrapada por la red de colageno, su volumen se incrementa
solo en un 20% del méximo disponible. La compresion del cartilago hace que el agua sea
expulsada de las regiones con carga eléctrica de los proteoglicanos, haciendo que las cargas
negativas de los grupos carboxilo y sulfato se aproximen, siendo las fuerzas de repulsion de
las mismas las que permiten resistir la compresion. Al desaparecer la compresion, el agua
retorna a las regiones con carga eléctrica de los proteoglicanos y se restablece el estado de
hidratacién normal de la matriz. Es este balance de fuerzas entre las moléculas de agrecan
parcialmente distendidas y la tensién en las fibras de colageno, el que le proporciona a la
MEC su capacidad de amortiguar y distribuir las fuerzas compresivas a las que es sometido
normalmente el cartilago (Jackson et al., 1991; Todhunter, 1996; Mardones y Figueroa,
2001; Hall et al., 2003).

Fig. 3 Esquema del agrecéan
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Fig. 4 Esquema de la matriz extracelular

b. Cépsula articular y membrana sinovial:

La cépsula articular es un tejido anexo que estabiliza externamente la articulacion, y
esta formada por una capa fibrosa densa externa, o capsula fibrosa, y por una capa interna,
0 membrana sinovial, que se encuentra en contacto con el liquido sinovial (Cormack, 1988;
Palmer y Bertone, 1996). Ciertas porciones de la cdpsula pueden experimentar un
engrosamiento y formar asi ligamentos que no son separables, excepto si se realiza de
manera artificial, del resto de la capsula (Getty, 1982).

La capsula articular se inserta a una distancia variable de los margenes del cartilago
articular, continuandose con la capa fibrosa del periostio de los huesos que conforman la
articulacién (Cormack, 1988; Firth, 1996; Pool, 1996). La capa fibrosa externa esta
formada por tejido conectivo denso y tiene un muy bajo componente celular. Su matriz
extracelular estd compuesta por colageno, principalmente de tipo I, elastina, proteoglicanos,

glicosaminoglicanos y agua (Todhunter, 1996). A diferencia de otros tejidos conectivos,



como ligamentos y tendones, donde las fibras coladgenas se organizan en forma paralela
para maximizar su resistencia a las fuerzas tensiles, estas fibras en la porcion fibrosa de la
capsula articular se disponen al azar, lo cual le permite resistir fuerzas en muchas
direcciones, lo que estabiliza la articulacion y protege de traumas a la delicada membrana
sinovial que la recubre internamente (Cormack, 1988; Palmer y Bertone, 1996). Las fibras
coldgenas se organizan en haces, que a su vez forman fasciculos, entre los cuales se
encuentra tejido conectivo laxo con una matriz amorfa que permite el movimiento
independiente entre ellos. Esta relacion estructural reduce la friccion en la capsula articular
y aumenta su elasticidad, lo que permite un amplio rango de movimiento articular (Pool,
1996).

La membrana sinovial, que recubre internamente la capa fibrosa de la capsula
articular, es un tejido conectivo laxo, ricamente irrigado e inervado, que reviste todo el
interior de la articulacién, con excepcion de los cartilagos articulares. Las células que la
conforman reciben el nombre de sinoviocitos, y tienden a concentrarse a lo largo del borde
interno de la membrana, tan cerca unos de otros que en algunos casos le da el aspecto de
una membrana celular continua (Cormack, 1988; Palmer y Bertone, 1996). Sin embargo,
existen brechas entre estos sinoviocitos, lo que, junto con la ausencia de membrana basal,
permite el flujo del exudado capilar hacia la cavidad articular (Palmer y Bertone, 1996).
Estos sinoviocitos se dividen en sinoviocitos tipo A, tipo B y un tipo intermedio. Los de
tipo A son los méas abundantes, poseen propiedades fagociticas y morfolégicamente se
asemejan a macrofagos, ya que poseen un prominente complejo Golgi y numerosos
lisosomas. Los de tipo B, similares a los fibroblastos, tienen la capacidad de producir
matriz amorfa y sintetizar acido hialuronico a nivel de la membrana plasmatica gracias a la
actividad de la enzima hialuronato sintasa. Por Gltimo, existe un tipo de sinoviocito que

tiene caracteristicas intermedias entre estos dos tipos (Pool, 1996; Todhunter, 1996).

La membrana sinovial puede encontrarse en contacto directo con la capsula fibrosa o
puede estar separado de ella por una capa de tejido conectivo areolar o adiposo. A su vez, la
superficie interna de la membrana sinovial puede ser lisa y brillante o bien presentar gran

numero de excrecencias o vellosidades. Segun estas diferencias, Key (1932) distinguio tres



tipos morfol6égicos de membrana sinovial: 1) fibrosa, 2) areolar, y 3) adiposa (Cormack,
1988). Estudios realizados por Pool (1996) en articulaciones metacarpo falangica equina,
corrobora la existencia de marcadas diferencias regionales en el revestimiento sinovial

interno, lo que se refleja en diferentes zonas tanto estructurales como funcionales.

El subtipo fibroso se observa revistiendo ligamentos y tendones, y en otras zonas
donde la capsula articular es sometida a mayor estrés mecanico. Histolégicamente se
caracteriza porque sus células superficiales estan muy separadas unas de otras, aungque son
algo mayores y mas numerosas que los fibroblastos que se hallan més lejos de la superficie.
En los cortes muchas veces resulta dificil distinguirlas de los fibroblastos ordinarios. Esta
formado principalmente por sustancia intercelular, con relativamente pocas células
(Cormack, 1988). En la articulacion metacarpo falangica equina, este tipo de membrana
sinovial se encuentra recubriendo el interior de la capsula articular de la cara dorsal de la
articulacion, y carece de células en la zona donde la capsula articular se inserta, adyacente a
los condilos y a la cresta sagital de la epifisis distal del hueso 111 metacarpiano. La cantidad
de sinoviocitos va gradualmente aumentando al alejarse del punto de insercion de la
capsula articular en el periostio y a medida que se acerca a los recesos articulares dorsales.
Por lo tanto, gran parte de la capsula articular dorsal estd cubierta por una membrana
sinovial fibrosa, excepto en los recesos articulares. La red de capilares se ubica lejos de la
superficie, por lo que muy poco o nada del liquido sinovial es producido por este tipo de

membrana sinovial (Pool, 1996).

El subtipo areolar se encuentra en zonas donde la membrana sinovial necesita
moverse libremente respecto de la capa fibrosa de la cépsula articular. Esta es una
membrana sinovial bastante activa y se encuentra gran cantidad de sinoviocitos de los tres
tipos, los que estdn muy cerca unos de otros, formando a veces tres o cuatro hileras,
incluidas en una capa de fibras colagenas que se inserta en el tejido areolar subyacente
(Cormack, 1988). Este tejido areolar es un tejido conectivo laxo, muy irrigado por una red
de vasos sanguineos de pequefio calibre, y contiene numerosas células similares a

sinoviocitos. En estas zonas, la membrana sinovial se pliega formando vellosidades, lo que

10



incrementa su superficie y su capacidad de producir liquido sinovial (Banks, 1993; Pool,
1996)

La membrana sinovial de tipo adiposo reviste los acimulos de grasa intraarticular y
sus sinoviocitos se organizan en una capa superficial Unica que descansa sobre el tejido
adiposo (Cormack, 1988). Gran parte de los recesos sinoviales de la cara palmar de la
articulacion metacarpo falangica equina se encuentran cubiertos por este tipo de membrana
sinovial. Este tipo de membrana presenta numerosas ondulaciones y plieges, presentando
ademéas numerosas fenestraciones Yy recesos que penetran dentro del tejido adiposo mas
profundo. Esta estructura de los recesos sinoviales palmares aporta una gran superficie para
la produccidn de liguido sinovial y permite la distencién de la cavidad articular en caso de

aumentar el liquido (Pool, 1996).

¢. Liguido Sinovial:

El liquido sinovial se caracteriza por ser amarillo claro, transparente y viscoso, y sus
principales funciones son lubricar, amortiguar y nutrir al cartilago articular, que carece de

vasos sanguineos o linfaticos (van Pelt, 1962, 1974; Parry, 1989).

El liquido sinovial es un ultrafiltrado proveniente de la dialisis que se realiza a nivel
del extenso plexo capilar que irriga la superficie interna de la membrana sinovial, que se
facilita por la ausencia de ldamina basal, y al cual se adiciona &cido hialurénico producido
por los sinoviocitos tipo B (Parry, 1989; Todhunter, 1996). El acido hialurénico, un GAG
no sulfatado, le confiere al liquido sinovial su viscosidad caracteristica (Parry, 1989). El
liquido sinovial, ademas, contiene una glicoproteina llamada lubricina, que juega un papel
importante en la lubricacion del cartilago. También es normal encontrar cierta cantidad de
monocitos, linfocitos, macréfagos y una pequefia cantidad de neutréfilos, siempre que se
encuentren en cantidades relativamente bajas (Cormack, 1988; Trotter y Mcllwraith, 1996).
Al respecto, van Pelt (1974) considera que el recuento celular total en el liquido sinovial
equino normal no debe ser mayor a 167 + 21 leucocitos/pl, aunque en un estudio anterior
(1962) realiz6 conteos diferenciados para las distintas articulaciones, considerando normal

para la articulacion metacarpo falangica equina 266 + 112,20 leucocitos/ul. Todhunter
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(1996), no diferencia entre las distintas articulaciones del equino y considera normal para

todas ellas un RCN menor a 500 por pl de liquido sinovial.

Los eritrocitos no son considerados constituyentes normales del liquido sinovial. Su
presencia en pequefias cantidades se atribuye generalmente a contaminacion de la muestra
en el momento de la artrocentesis. El contenido de eritrocitos del liquido sinovial puede
variar enormemente debido al derrame sanguinolento que se puede producir desde la
membrana sinovial durante la toma de la muestra, aumentando la posibilidad de que exista
sangrado en membranas sinoviales hiperémicas. Debido a esta marcada variacion, el conteo

de eritrocitos no aporta informacion relevante (van Pelt, 1974; Trotter y Mcllwraith, 1996).

La concentracion de proteinas en el liquido sinovial normal es aproximadamente 25
- 35% de la concentracion de la proteina plasmatica del mismo animal (Trotter y
Mcllwraith, 1996). Los valores normales para caballos fueron determinados por van Pelt
(1974) en 18,1 + 2,6 mg/ml, a través del método de Biuret. Sin embargo, determinaciones
realizadas por Adarmes et al. (2008) arrojo valores de 9,05 £ 5,1 mg/ml; lo que se acerca a
los valores obtenidos por Villasante (2006), de 10,92 + 5,34 mg/ml y por Adarmes et al.
(2006), de 11,7 £ 2,4 mg/ml. Todas estas determinaciones fueron realizadas por el método

espectrofotométrico de Lowry et al. (1951).

El analisis del liquido sinovial ha sido muy 0til para evaluar la salud articular de una
manera relativamente poco invasiva. Shmerling et al (1990), consideran que el recuento de
leucocitos presentes en el liquido sinovial junto con la determinacion del porcentaje de
células polimorfonucleares, son suficientes para discriminar entre una patologia articular
inflamatoria y una no inflamatoria, siendo innecesarios los analisis bioguimicos ya que
aportarian informacion redundante. Por el contrario, Trotter y Mcllwraith (1996)
consideran que un andlisis util como diagndstico de la salud articular debe considerar un
examen de la apariencia y viscosidad del liquido sinovial, junto a la determinacion de
proteinas totales y recuento de células nucleadas (RCN). Todos estos datos son muy utiles

para evaluar el grado de sinovitis existente en la articulacion, o para diagnosticar
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rapidamente una artritis infecciosa, pero no se pueden utilizar ni extrapolar sus resultados

para evaluar dafios en el cartilago articular.

3. Fisiopatologia de la osteoartritis equina.

La enfermedad articular mas frecuente en el caballo es la osteoartritis (OA), también
Ilamada enfermedad degenerativa articular (EDA) (Mcllwraith, 1996). Este trastorno
corresponde a un grupo de alteraciones de curso cronico, caracterizado por el deterioro
progresivo del cartilago, acompafiado por cambios de los tejidos blandos de la articulacion
y del hueso subcondral, siendo caracteristicas comunes en esta enfermedad, la esclerosis

Osea subcondral y la formacion de osteofitos marginales (Peach et al., 2005).

Los signos clinicos caracteristicos en una OA son cojera, efusion sinovial y dolor. A
pesar de que la degeneracion del cartilago articular es una caracteristica indispensable de la
OA, los signos clinicos descritos tienen poca relacion con las lesiones del cartilago, y se
asocian mas bien al dolor producido por la sinovitis, capsulitis o incluso dolor del hueso

subcondral, en casos de erosién profunda del cartilago (Howard y Mcllwraith, 1996).

La OA ha sido tradicionalmente clasificada como primaria o secundaria. Se dice que
una OA es primaria cuando no existe una causa identificada y se considera como un
trastorno propio de la articulacion, que ocurre principalmente en individuos de edad
avanzada. En cambio, la OA secundaria corresponde a una enfermedad donde el factor
etioldgico puede ser demostrado, asociandose en el caballo generalmente con trauma,
sobreuso e inestabilidad articular, desarrollandose frecuentemente en etapas tempranas de
la vida (Peach et al., 2005). El término EDA se utilizd en un principio como sinénimo de
OA primaria, sin embargo, a medida que avanza el conocimiento sobre la enfermedad y se
conoce una mayor cantidad de factores etioldgicos, la distincion entre OA primaria y
secundaria se hace mas difusa, por lo que el término EDA se utiliza actualmente como
sinénimo de todas las formas de OA. Ehrlich (1987) sugiere que todas las OA son

secundarias, aunque la causa no pueda ser identificada (Mcllwraith, 1996).
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A pesar de que pueden ser muchas las posibles causas de OA, la mas comln en
caballos es el trauma sobre cualquiera de los tejidos articulares y el cuadro inflamatorio que
este genera. Lo mas frecuente es que esta lesion traumatica se deba a sobreuso, a un trauma
de baja intensidad sostenido en el tiempo, o bien a una inadecuada conformacién
anatémica, lo que expone al cartilago a fuerzas biomecénicas inapropiadas (Goodrich y
Nixon, 2006). Independiente del punto de inicio de la reaccion inflamatoria, ya sea en el
cartilago, membrana sinovial, capsula articular o hueso subcondral, el tejido afectado
genera una cascada de mediadores inflamatorios, que al actuar sobre los tejidos articulares
vecinos hard que estos también comiencen a liberar mediadores inflamatorios, generando

una reaccion en cadena (Goodrich y Nixon, 2006).

El mecanismo por medio del cual un dafio agudo evoluciona hacia una degeneracion
progresiva del cartilago articular, instaurdndose como una alteracion crénica, ha sido objeto
de numerosos estudios. Se ha demostrado que en cuadros inflamatorios como la sinovitis, el
dafio sobre los sinoviocitos produce la liberacion de enzimas degradativas y citoquinas, las
que pueden alterar el ambiente intra articular y afectar al cartilago (Howard y Mcllwraith,
1996). También se ha sugerido que una alta presion intra articular, como ocurre cuando
existe inflamacion en una articulacion dafiada, puede ser suficiente para disminuir el flujo
de sangre a través de los capilares sinoviales, lo que disminuye la tension de oxigeno
(Mcllwraith, 1996). Ademas de la liberacién directa de enzimas lisosomales (especialmente
MMPs neutras), el trauma y la inflamacion de la membrana sinovial gatillan la liberacion
de PGE,, radicales libres y citoquinas, especialmente 1L-1, la que causa indirectamente la
liberacion de MMPs desde el condrocito y la membrana sinovial. Estas moléculas se
relacionan con la degradacién del cartilago articular y del acido hialurénico del liquido
sinovial, y con la inhibicién de la sintesis de componentes de la MEC del cartilago y de la
membrana sinovial. Este desbalance en el recambio de la matriz, provocado por la pérdida
de regulacion de la sintesis y de la actividad de las MMPs, provoca la pérdida gradual de
componentes de la MEC del cartilago, lo que conduce finalmente al desarrollo de la OA
(Howard y Mcllwraith, 1996; Nelson y Couto, 2003).

14



El aumento de células nucleadas en el liquido sinovial, producto de la inflamacion,
es un factor importante en el desarrollo de la OA, ya que producen IL-1 (Bono, 1998), la
que ejerce una actividad citotoxica sobre los condrocitos, produce la liberacion de MMPs y
aumenta fuertemente la produccién de radicales libres, especialmente 6xido nitrico (NO).
Clegg et al. (1997a) describen la presencia de dos MMPs en el liquido sinovial equino, la
MMP-2 y la MMP-9, encontrdndose una correlacion directa entre la actividad de la MMP-9
la cantidad de células nucleadas presentes en el liquido sinovial. Se ha descrito que ambas
enzimas podrian degradar colageno tipo XI, un componente del cartilago hialino. Ademas,
existe evidencia de que la MMP-9 también es producida por macrofagos y células
sinoviales, y se ha confirmado la expresion de estas MMPs en condrocitos (Yoshihara et
al., 2000).

4. Respuesta del cartilago al trauma.

La caracteristica esencial en la OA es la degeneracion del cartilago, la que se
evidencia macroscépicamente por la presencia de fibrilacion, focos de erosién y lineas de
roce (Mcllwraith, 1996). El desarrollo de una OA se ve facilitado debido a la insuficiente
capacidad reparativa del cartilago articular ante un dafio, ya que carece de un “pool” celular
indiferenciado dentro del tejido cartilaginoso y los condrocitos poseen una baja actividad

mitotica (Mardones y Figueroa, 2001).

Se ha propuesto que la degradacion enzimatica del cartilago articular precede a los
cambios morfologicos del mismo, teniendo un rol central en la OA. Esta degradacion
bioquimica es producto de una pérdida en el equilibrio de los procesos homeostaticos
normales de degradacion y sintesis de la MEC, que mantienen la integridad funcional de la
articulacion (Mcllwraith, 1996).

Los primeros cambios que se pueden apreciar microscopicamente al comenzar a
degenerarse el cartilago articular es la pérdida de proteoglicanos y la disrupcién de su
organizacion, la que se debe tanto a una disminucion en su sintesis como a un aumento en

su degradacion. Esto lleva a una disminucion en la consistencia y espesor del cartilago,
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aumentando su permeabilidad (Mardones y Figueroa, 2001). Junto con esto, también se ve
alterada la estructura de las fibras de colageno, lo que aumenta el contenido de agua del
cartilago y la liberacion de proteoglicanos. No existe consenso acerca de cudl de estos
eventos ocurre primero, pero en conjunto producen una pérdida en la resistencia del

cartilago a las fuerzas de tensidén y compresion (Mcllwraith, 1996).

Al analisis histologico, se puede observar desgaste de la superficie articular,
adelgazamiento o pérdida de cartilago articular, fibrilacion superficial, que puede progresar
para formar fisuras verticales hasta el hueso subcondral, y pérdida de condrocitos, la que se
manifiesta en un aumento de las lagunas vacias en la matriz (Roush et al., 2002). Los
signos patoldgicos cronicos que se presentan en la OA estan en directa relacion con el dafio
que sufre el cartilago, encontrandose degradacion del cartilago articular, resorcion del
hueso subcondral y fragmentacion del cartilago, lo que produce erosion de su superficie y
por consiguiente pérdida de cartilago articular (Mcllwraith, 1996).

5. Respuesta de la capsula articular y la membrana sinovial al trauma.

Cuando la articulacion se dafia, tanto la capsula fibrosa como la membrana sinovial
se alteran. Si el dafio es agudo, la membrana sinovial se congestiona, apareciendo cambios
en su coloracién debido tanto a la hiperemia propia de la inflamacion como al acimulo de
pigmentos producto de la ruptura de glébulos rojos (Pool, 1996). En casos de sinovitis 0 en
cuadros iniciales de OA, se observa una gran infiltracion de linfocitos y macr6fagos en el
tejido conectivo de la membrana sinovial, un aumento del grosor de la capa de sinoviocitos
que recubre internamente a la membrana y un aumento en la cantidad de vasos sanguineos.
A medida que el dafio se hace crdnico, se produce una hiperplasia de la membrana sinovial,
especialmente en los recesos sinoviales; sin embargo, a la observacion microscopica, la
capa de sinoviocitos que recubre la membrana sinovial se observa mas delgada que en
cuadros inflamatorios o de OA iniciales (Benito et al., 2005). Los sinoviocitos se ven
hipertréficos y la cantidad de linfocitos y macrofagos presentes en el tejido conectivo de la
membrana sinovial es menor que en OA tempranas. Algo similar sucede con el nimero de

vasos sanguineos, que es mucho mayor en etapas iniciales de OA que en cuadros crénicos.
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En la OA crénica, acimulos de sinoviocitos metaplasicos pueden formar nddulos de tejido
cartilaginoso llamados condromas sinoviales (Pool, 1996, Benito et al., 2005).

La capa fibrosa de la capsula articular, al sufrir un trauma o estrés mecanico de
mayor intensidad al de sus niveles fisioldgicos, se edematiza y congestiona. El fluido
edematoso se acumula en espacios de tejido blando que separa los fasciculos de fibras de
colageno que forman la cépsula articular y el ligamento capsular. Si el edema persiste, se
produce infiltracion de fibroblastos que forman fibras de colageno. Este nuevo tejido
fibroso reemplaza a la matriz amorfa, ocupando los lugares donde existia tejido blando y se
anquilosa con los fasciculos de haces de colageno, produciendo un adelgazamiento de la
capsula articular y una pérdida del rango normal de movimiento de la articulacién (Palmer
y Bertone, 1996; Pool, 1996)

En la membrana sinovial, producto de la fibrosis y de los cambios estructurales
descritos en articulaciones con OA cronica, disminuye la difusion de plasma sanguineo a
través de ella, lo que afecta el metabolismo de los sinoviocitos (Trotter y Mcllwraith,
1996). Por esto, la cantidad de liquido sinovial producida es menor y de peor calidad, con
un menor contenido de &cido hialurénico producto del dafio existente en los sinoviocitos, lo
que disminuye la capacidad lubricante del liquido sinovial, ya que su viscosidad esta
relacionada directamente con el contenido de &cido hialurénico (Trotter y Mcllwraith,
1996). Esto concuerda con los resultados obtenidos por Adarmes et al. (2006, 2008),
quienes detectaron, en forma indirecta, un menor contenido de &cido hialurénico en

liquidos sinoviales de articulaciones con dafio crénico.

6. Metaloproteinasas

Las MMPs han demostrado tener un rol crucial en la degradacion del colageno tipo
Il y del agrecéan, lo que las convierte en un elemento muy importante en el estudio de la
OA. Estas enzimas corresponden a un grupo de endopeptidasas que deben su nombre a que
requieren de un Zn*? en su sitio activo para realizar su actividad catalitica (Clegg et al.,
1997b; Pool, 1996).
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En el cartilago articular sano, las MMPs son esenciales para el recambio normal de
la MEC. En la articulacion sinovial, la principal fuente de MMPs son los condrocitos y la
membrana sinovial, siendo secretadas como proenzimas que son activadas
extracelularmente por serin-proteasas o por otras MMPs ya activadas (Trumble et al.,
2001). Una vez activadas, estas enzimas son capaces de destruir todos los componentes de
la MEC; sin embargo, mas del 95% de las MMPs presentes en los tejidos de una
articulacion sana se encuentran en su forma latente o inhibida (Trumble et al., 2001; Brama
et al., 2004). Su actividad puede ser regulada a tres niveles: en su sintesis y secrecién, en su
activacion y también por medio de inhibidores tisulares para MMPs (TIMP-1 y TIMP-2),
los que actuan neutralizando la forma activa (Poole, 1996; Clegg et al., 1997b; Trumble et
al., 2001).

La relacion entre MMPs y TIMPs es variable segun el estado del individuo. En
cartilagos humanos saludables se ha encontrado un pequefio exceso de TIMPs sobre las
MMPs, lo que mantiene un recambio de MEC equilibrado. Sin embargo, esta relacion se
invierte en cuadros osteoartriticos, encontrandose una mayor concentracion de MMPs sobre
los TIMPs, rompiéndose el equilibrio y asi la velocidad de degradacion de la MEC supera
la capacidad de sintesis de sus componentes por los condrocitos (Trumble et al., 2001;
Brama et al., 2004; Clutterbuck et al., 2008).

Segun el sustrato sobre el que acttan, las MMPs identificadas a la fecha, pueden

agruparse de la siguiente manera (Clutterbuck et al., 2008):

e Colagenasas: MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18

e Gelatinasas: MMP-2, MMP-9

e Estromelisinas: MMP-3, MMP-10, MMP-11

e Matrixinas: MMP-7, MMP-26

e MMPs de membrana (MT-MMPs): MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,
MMP-24 y MMP-25, (también conocidas como MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-
MMP, MT4-MMP, MT5-MMP y MT6-MMP respectivamente)
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e Otras: MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-22, MMP-23, MMP-27 Y
MMP-28.

A pesar de que cada MMP tiene una especificidad de sustrato que la distingue, éstas
no actuan exclusivamente sobre un solo sustrato, por lo que existe actividad cruzada entre

estas enzimas (Clutterbuck et al., 2008).

Las MMPs més importantes asociadas a los procesos de remodelacion de la MEC
son la colagenasa 1 (MMP-1), la colagenasa 3 (MMP-13), que son capaces de degradar el
colageno tipo I, la estromelisina 1 (MMP-3) que degrada el agrecan, y las gelatinasas
(MMP-2 y MMP-9) (Poole, 1996; Trumble et al., 2001).

La MMP-2, también llamada gelatinasa A o colagenasa tipo IV, es una proteinasa de
72-kDa, que degrada principalmente colageno tipo Il denaturado y colageno tipo IV,
aungue también tiene actividad significativa sobre fibronectina, elastina, y los colagenos
tipo V, VII, X'y XI (Mcllwraith, 1996; Clegg et al., 1997a). La MMP-2 es producida por
condrocitos y fibroblastos de la membrana sinovial, y su presencia en articulaciones
equinas sinoviales normales es constitutiva y cumple un rol homeostatico, al remover

coladgeno anormal desde la MEC (Trumble et al., 2001).

La MMP-9, también llamada gelatinasa B o colagenasa tipo V, es una proteinasa de
92 kDa, secretada principalmente por neutréfilos y macréfagos activados, que actla
principalmente sobre colagenos tipo IV y V (Mcllwraith, 1996; Clegg et al., 1997a). La
MMP-9 es producida principalmente por neutrofilos, macréfagos y linfocitos, y se ha
descrito que los niveles de MMP-9 son proporcionales al RCN en el liquido sinovial de
articulaciones con artritis séptica (Clegg et al., 1997a; Trumble et al., 2001; Kidd et al.,
2007).

Tanto la MMP-2 como la MMP-9 se encuentran en el liquido sinovial equino

principalmente en su forma latente, sea una articulacion normal o patoldgica, pero se ha

descrito que la concentracion de pro-MMP-2 es significativamente mayor en articulaciones
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patologicas. A diferencia de otras MMPs, la pro-MMP-2 no es capaz de ser activada
mediante enzimas proteoliticas, siendo activada por mecanismos que aun no estan claros
(Clegg et al., 1997a; Trumble et al., 2001). El aumento de pro-MMP-2 en articulaciones
patoldgicas puede indicar que la MMP-2 cumple una funcion activadora de otras enzimas
como la MMP-9 o la MMP-13 (Trumble et al., 2001). En cuanto a la MMP-9, en
articulaciones patolégicas con RCN muy altos, tanto la pro-MMP-9 como su forma activa
se encuentran elevadas, siendo su presencia muy baja o0 inexistente en articulaciones
normales (Kidd et al., 2007; Trumble et al., 2001).
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OBJETIVO GENERAL

e Relacionar el RCN vy la actividad gelatinasica de las MMP-2 y MMP-9 del liquido
sinovial, con posibles alteraciones histologicas del cartilago de la articulacion

metacarpofalangica equina, sin dafios visibles a la observacion macroscépica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la actividad gelatinasica de las MMP-2 y MMP-9 del liquido sinovial de
articulaciones macroscépicamente sanas con diferente RCN.

e Describir histologicamente el cartilago articular de los céndilos del 1l
metacarpiano de articulacion metacarpofalangica equina, macroscopicamente sana y
con distinto RCN.

e Relacionar los cambios histologicos del cartilago con las variables analizadas en el

liquido sinovial.
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MATERIAL Y METODO

1. Material biolégico

Se utilizaron 15 articulaciones metacarpofalangica, provenientes de 15 caballos
criollos distintos, obtenidas inmediatamente después del beneficio en el matadero “La
Pintana”. En este estudio no se considerd las variables sexo ni edad, ya que las condiciones

actuales en el matadero impiden su determinacion.

Se obtuvo liquido sinovial por medio de artrocéntesis aséptica. Para ello se extrajo
la piel de la zona, se limpio y desinfecto con alcohol isopropilico al 90% vy se realiz6 una
puncién sobre los recesos sinoviales con una jeringa estéril de 5 ml. Esta muestra se
mantuvo en hielo. Luego, con bisturi, se realiz6 una artrotomia, dejando expuesto el
cartilago articular y la membrana sinovial para evaluar macroscopicamente el estado de la
articulacion, a fin de clasificarla como normal o alterada en forma cronica. Fueron
clasificadas como normales (N) aquellas que presentaron un cartilago color blanco
nacarado o color beige, con su superficie lisa y brillante, su membrana sinovial no
congestiva y el liquido sinovial incoloro o amarillo, transparente y sin floculos o trazas de
sangre (Figuras 5 y 6). Como control positivo, se utilizaron articulaciones con alteracién
cronica, que incluyen cambios en el cartilago, como focos de erosién y lineas de roce, que

evidencian una alteracion prolongada en el tiempo (Figuras 7 y 8).
Fueron descartadas todas aquellas articulaciones con signos de alteracion aguda o

alteraciones crénicas con signos de reagudizacion, como congestion en la membrana

sinovial, derrame sanguinolento o aumento de volumen de la articulacion.
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Fig. 7 Cartilago articular con focos de erosion Fig. 8 Cartilago articular con lineas de roce

Figuras 5y 6 Cartilago articular y membrana sinovial macroscopicamente normales; figuras 7 y 8 Cartilago
articular y membrana sinovial con alteraciones crénicas. (Fotografias: Maximiano Lemaitre, Andrea Miiller)

Una vez realizada la clasificacion, con una hoja de bisturi estéril se obtuvo laminas
superficiales de cartilago de ambos condilos de la epifisis distal del gran metacarpiano, sin
incluir cartilago calcificado. Las muestras fueron almacenadas inmediatamente en frascos

individuales y rotulados, con formalina al 10%.
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2. Recuento de células nucleadas y procesamiento del liquido sinovial

En el laboratorio se extrajo una alicuota de 200 pul de liquido sinovial para realizar
un RCN totales en cAmara de Neubauer. El resto del liquido sinovial, volumen variable
entre 2 y 5 ml, fue centrifugado a 4.000 x g por 15 min a 4°C, en una centrifuga refrigerada
SORVALL Superspeed modelo RC2-B. El criterio de tiempo y velocidad de centrifugacion
se determind en base a la ausencia de células en el sobrenadante a la inspeccion
microscopica. El sobrenadante se dispuso en alicuotas en tubos eppendorf de 1,7 ml,
previamente rotulados, y se mantuvo congelado a — 76°C, hasta su procesamiento posterior.
Fueron eliminadas las muestras en las que se encontr6 gran cantidad de eritrocitos en su
liquido sinovial o un pellet rojo luego de la centrifugacion, a fin de descartar posibles
procesos inflamatorios y evitar interferencia en los resultados producto de algin derrame
sanguinolento debido a la puncion o por dafios estructurales en la membrana sinovial que

afecten su capacidad de filtrar.
3. Determinacion de proteinas totales
En los liquidos sinoviales obtenidos se determind la concentracion de proteinas por
el método espectofotométrico de Lowry et al. (1951), utilizando un estandar de albumina
sérica bovina fraccion IV y midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm.
Fueron descartadas aquellas muestras que presentaron un contenido proteico mayor a 17
g/L, a fin de descartar procesos inflamatorios no visibles a simple vista.

4. Agrupacion de muestras para su estudio

En base a los datos obtenidos mediante la inspeccion macroscopica y el RCN en el

liquido sinovial, se establecieron tres grupos de estudio, con un n =5 para cada uno:

Grupo 1. Articulaciones normales a la inspeccion macroscopica, con un RCN inferior a

300/l en su liquido sinovial.
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Grupo 2. Articulaciones normales a la inspeccion macroscépica, con un RCN superior a

600/ul en su liquido sinovial.

Grupo 3. Articulaciones con alteracion crénica a la inspeccion macroscopica, como control

positivo.

En el caso de los grupos 1y 2 se descartd las muestras con RCN en el rango de 300 a

599/ul, para que ambos grupos fueran marcadamente diferentes en términos de su RCN.

Tanto la concentracién de proteinas como el RCN constituyeron los filtros finales que

permitieron la seleccion de las 15 articulaciones utilizadas en este estudio.

5. Determinacion de la actividad gelatinasica de las MMP-2 y MMP-9

Se determiné la actividad gelatinasica de las MMP-2 y MMP-9 para cada una de
estas articulaciones, para lo cual se utilizd el método descrito por Valenzuela et al. (1999),
que consiste en someter las muestras a electroforesis en gel de poliacrilamida

copolimerizada con gelatina al 1% (Zimograma).

Para ello, cada muestra de liquido sinovial se diluy6 en una proporcion de 1:4 en una
solucion que contiene Tris-HCI 62,5 mM pH 6.8, SDS al 2%, glicerol al 10% y azul de
bromofenol al 0,01%. Posteriormente se carg6 una alicuota de 10 pl de cada muestra en dos
geles de poliacrilamida, los que se sometieron a una electroforesis (gel separador al 8%) a
un voltaje constante de 100 volts durante una hora. 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 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 contiene Tris-HCI 100 mM pH 8
y CaCl, 5 mM. Ambos geles fueron tefiidos durante 1 hora con azul de Coomassie.

Finalmente los geles fueron secados en papel celofan.
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La actividad gelatinasica se evidencié como bandas claras en el gel, que fueron
escaneadas y posteriormente se les realiz6 un anlisis densitométrico, con el programa
computacional TotalLab™, version TL120, de Nonlinear Dynamics, que cuantifica los
pixeles correspondientes a cada banda gelatinolitica obtenida. También con este programa
computacional se realizo la determinacion de la masa molecular de las bandas, por medio
del célculo de la movilidad relativa en los geles de poliacrilamida comparados con la

migracion de los estandares moleculares pretefiidos comerciales (Bio-Rad 10748-010)

Todas las muestras fueron sometidas simultaneamente al mismo proceso, sin
embargo, para hacer mas comparables los resultados entre los dos geles, una muestra de
liquido sinovial fue cargada en ambos geles como patrén interno. Los pixeles
correspondientes a cada muestra fueron divididos por los pixeles de este patrén interno,
obteniéndose un valor arbitrario: unidades densitométricas relativas (UDR), segun el
método descrito por Goldbach-Mansky et al. (2000).

6. Tinciones histoldgicas

Para la evaluacion histoldgica de las muestras de cartilago, que se encontraban
almacenadas en formalina al 10%, fueron deshidratadas progresivamente en alcohol a
diferentes concentraciones e impregnadas en parafina con un procesador automatico de
tejidos. Una vez terminado este proceso, se incluyd los tejidos en cubos de parafina para
poder seccionarlos con micrétomo a 7um, y se preparo tres placas histologicas para cada
muestra de cartilago, las que se tifieron con hematoxilina-eosina, a fin de evaluar las
caracteristicas histologicas y el dafio en el cartilago articular. Las tinciones se realizaron

segun el protocolo descrito por Lopez et al. (1982).
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7. Analisis histoldgico

El anélisis histoldgico incluyd la medicion del grosor de la zona superficial del
cartilago articular (Figuras 9 y 10), como un indicador de degradacion del tejido
cartilaginoso y de pérdida de matriz extracelular en dicha zona. Ademés se evaluo la

cantidad de condrocitos, grupos iségenos y lagunas vacias de un area determinada (Figura
11), que en el ultimo caso corresponderia a un indicador de muerte celular.

Fig. 9 Ejemplo del grosor de la zona superficial de Fig. 10 Ejemplo del grosor de la zona superficial de

un cartilago articular normal. Hematoxilina — un cartilago articular patologico. Hematoxilina —
Eosina. Aumento 20X. Eosina. Aumento 20X.

Fig. 11 Ejemplo de los elementos celulares evaluados en el analisis
histolégico, donde 1 muestra un condrocito, 2 una laguna vacia
(condroplasto) y 3 un grupo isogeno. Hematoxilina — Eosina.
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Para evaluar el grosor de la zona superficial del cartilago, se midié en cinco puntos
diferentes para cada placa, con un aumento de 10X, desde la superficie del cartilago hasta
la zona donde los condrocitos cambian de forma aplanada a circular. De las 15 mediciones

para cada muestra, se sacé un promedio.

Para determinar la cantidad de condrocitos, grupos iségenos y lagunas vacias, se
realizd el recuento de estos elementos en un campo visual completo, con un aumento de
10X, luego se midié el area involucrada en micras cuadradas y, finalmente, se calcularon

los valores de cada muestra para un &rea estandar de 1 mm?, por medio de regla de tres.

8. Andlisis de datos

Se realizaron cuadros para mostrar los valores de RCN, proteinas totales y UDR, los
que se presentaron junto con los valores promedio para cada variable en cada grupo + la
desviacidn estandar de las muestras en relacién con sus promedios. Lo mismo se hizo para

los resultados obtenidos en el analisis histologico.

Con el fin de establecer si las diferencias observadas entre los grupos eran
estadisticamente significativas, se realiz6 un analisis de varianza. Para las variables en las
que se observd diferencias significativas por medio del analisis de varianza, se realizo
ademas la prueba HSD de Tukey, para detectar qué grupos eran distintos. Para realizar los
analisis estadisticos se utilizé el programa computacional Statistica 6.0.

Ademas, se calculd el coeficiente de correlacion entre los valores del RCN y la pro-
MMP-9, entre las proteinas totales y la cantidad de lagunas vacias y entre las proteinas
totales y el grosor de la zona superficial del cartilago, con el programa Microsoft Office
Excel 2007.
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RESULTADOS

En el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias, se ha buscado definir la condiciéon no inflamatoria de la articulacion metacarpo
falangica equina, tanto cuando su aspecto es normal a la inspeccion macroscépica como
cuando existe una condicion patologica. Para ello, en este trabajo, se evaluo la actividad de
las MMPs 2 y 9 en el liquido sinovial, y las caracteristicas histologicas del cartilago
articular normal a la inspeccion macroscopica, considerando distintos recuentos celulares
en el liquido sinovial como el elemento diferencial entre los grupos. Con el fin de evaluar
ambos grupos normales en condiciones no inflamatorias, se considerd para todos los grupos
una concentracion de proteinas totales en el liquido sinovial de hasta 17 g/L. Ademas, se
selecciond un grupo con alteraciones macroscopicas en el cartilago articular como control
positivo, el que también debia tener una concentracion de proteinas de hasta 17 g/L en el

liquido sinovial.

En los siguientes cuadros (1-3), se muestra los valores de RCN y de proteinas
totales en el liquido sinovial para cada uno de los grupos analizados. Luego, en el cuadro

N° 4, se muestra el resumen de los valores promedio de cada grupo.

Cuadro N° 1 Recuento de células nucleadas y concentracion de proteinas totales en el
grupo 1 (Normal, RCN < 300/ul).

MUESTRA RCN/ul Proteinas (g/L)
1 135 4,5
2 63 7,8
3 123 8,3
4 70 5
5 85 7,3
Promedio 95+32,1 6,58 +1,7
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Cuadro N°2 Recuento de células nucleadas y concentracion de proteinas totales en el
grupo 2 (Normal, RCN > 600/pl).

MUESTRA RCN/ul Proteinas (g/L)
1 1.258 10
2 1.435 9,8
3 760 11
4 605 11,8
5 1.053 11,1
Promedio | 1.022 +342,6 10,74 £0,8

Cuadro N° 3 Recuento de células nucleadas y concentracion de proteinas totales en el

grupo 3 (Con alteraciones macroscopicas)

MUESTRA RCN/ul Proteinas (g/L)
1 68 53
2 528 14,2
3 450 15,8
4 123 17
5 123 16,2
Promedio | 258 +£213,4 13,7+4,8

Cuadro N° 4 Cuadro resumen con valores promedio para cada grupo.

Grupo RCN/ul Proteinas (g/L)
1 95 +32,1 6,58 + 1,7 (a)
2 1.022 + 342,6 10,74 + 0,8 (a,b)
3 258 +213,4 13,74 £ 4,8 (b)

Letras distintas: Indican diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05).

Se encontré diferencia significativa en la concentracion de proteinas totales entre el

grupo 1, normal con bajo RCN, con el grupo 3, control patologico.
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Con el fin de establecer si el recuento celular del liquido sinovial tiene relacién con
la actividad de las MMP-2 y MMP-9, se midio actividad gelatinolitica en el liquido sinovial

de cada muestra, mediante zimografia.

En primer lugar, mediante la electroforesis, se establecio la presencia de bandas
gelatinoliticas de distinta masa molecular (70, 88 y 102 kDa), como se muestra en la figura
12. Asi, la banda de 70 kDa se detecto en todas las muestras analizadas, mientras que la de

88 kDa estuvo presente en un 73% de las muestras y la de 102 kDa en un 93%.

kDa A B kDa Frecuencia

124 102 93%
9
80 88 73%
70 100%
49,7
3,1

Fig 12: El carril A muestra los patrones de masa molecular conocida (kDa). En el carril B se observan las
bandas producidas por la actividad gelatinolitica del liquido sinovial, en una muestra representativa con las

tres bandas descritas.

En segundo lugar, con el fin de evaluar la intensidad de cada banda gelatinolitica, se
realizd un andlisis densitométrico, que se expresd en unidades densitométricas relativas
(UDR), que se calcularon segun lo descrito en “Material y Método”. Los resultados de la

zimografia se expresan en los siguientes cuadros:
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Cuadro N°5 Densitometria (UDR) de bandas gelatinoliticas del grupo 1 (Normal, RCN <

300/ul)
MUESTRA 70 kDa 88 kDa 102 kDa
1 0,25 0,13 0,52
2 0,43 0,31 0,05
3 0,91 - 1,39
4 0,26 - -
5 0,33 - 0,37
Promedio | 0,44 +£0,27 0,22+£0,12 0,58 + 0,57

Cuadro N° 6 Densitometria (UDR) de bandas gelatinoliticas del grupo 2 (Normal, RCN >

600/l)
MUESTRA| 70 kDa 88 kDa 102 kDa
1 0,51 14 0,58
2 05 1,21 0,43
3 1,6 1,48 0,54
4 1,24 0,71 0,36
5 1,00 1,00 1,00
Promedio | 0,97+0,47 | 116%031 | 0,58+ 0,24

Cuadro N° 7 Densitometria (UDR) de bandas gelatinoliticas del grupo 3 (Patoldgico).

MUESTRA| 70 kDa 88 kDa 102 kDa
1 0,66 0,55 1,53
2 3,23 0,87 2,37
3 1,09 0,71 0,81
4 07 0,82 0,31
5 1,38 - 0,17
Promedio | 1,41+1,05 | 074+0,14 | 1,04+0,91
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Cuadro N° 8 Cuadro resumen de los valores promedio del analisis densitométrico (UDR)

para cada grupo.

Grupo 70 kDa 88 kDa 102 kDa
1 0,44 + 0,27 0,22 + 0,12 (a) 0,58 £ 0,57
2 0,97 £ 0,47 1,16 + 0,31 (b) 0,58 £0,24
3 1,41 +£1,05 0,74 +0,14 1,04 +0,91

Letras distintas: Indican diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05).

Los resultados indican que la banda de 88 kDa, que esté presente en el 73% de las

muestras, muestra diferencia significativa entre el grupo 1, normal con bajo RCN, vy el

grupo 2, normal con alto RCN.

A continuacién, se muestra los resultados obtenidos del estudio histologico con

hematoxilina-eosina, que incluyen el grosor de la zona superficial del cartilago, la cantidad

de condrocitos, grupos isdgenos y lagunas vacias en un area determinada.

Cuadro N°9 Anadlisis histologico del grupo 1 (Normal, RCN < 300/ul)

Recuento en 1 mm?

Ancho zona superficial

N° Condrocitos | Grupos iségenos | Lagunas vacias (micrones)

1 177,2 22,3 6,8 87,52

2 2124 20,5 11,2 100,27

3 2314 41,8 8,8 73,95

4 186,7 23,0 4.4 78,57

5 192,4 19,5 51 86,05
Promedio | 200,0 £ 21,7 254+9.2 73+2,7 85,27 + 10,04
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Cuadro N° 10 Anélisis histoldgico del grupo 2 (Normal, RCN > 600/ul)

Recuento en 1 mm?

Ancho zona superficial

N° Condrocitos | Grupos iségenos | Lagunas vacias (micrones)

1 176,1 13,7 39,2 63,10

2 159,0 16,9 23,1 90,22

3 206,0 13,6 58,8 104,28

4 180,2 11,8 31,2 88,97

5 152,7 25,1 35,4 88,75
Promedio | 174,8 + 20,8 16,2 +£5,2 37,5%+13,3 87,06 £ 14,89

Cuadro N° 11 Andlisis histoldgico del grupo 3 (Patol6gico)

Recuento en 1 mm?

Ancho zona superficial

N° Condrocitos | Grupos iségenos | Lagunas vacias (micrones)

1 119,3 11,2 9,3 32,94

2 163,7 33,3 40,7 46,46

3 105,7 1,6 91,5 19,24

4 85,2 3,5 71,0 25,82

5 233,7 38,5 24,6 25,11
Promedio | 141,5+59 176+17,1 47,4 + 33,5 29,91 + 10,44

Cuadro N° 12 Cuadro resumen de andlisis histolégico

Recuento en 1 mm?

Ancho zona superficial

Grupo | Condrocitos | Grupos iségenos | Lagunas vacias (micrones)
1 200,0 £ 21,7 254+9,2 1,3+2,7 85,27 + 10,04 (a)
2 174,8 + 20,8 16,2 +5,2 37,5+13,3 87,06 = 14,89 (a)
3 141,5 + 59 176+17,1 47,4 +£ 33,5 29,91 + 10,44 (b)

Letras distintas: indican diferencia significativa
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El grupo 3, que corresponde al control positivo patoldgico, muestra una disminucion
significativa de la zona superficial del cartilago. Ademas, en este grupo, tiende a disminuir

el nimero de condrocitos y a aumentar el numero de lagunas vacias.

Con el fin de establecer si existe alguna relacion entre estas variables, se determind
el coeficiente de correlacion entre ellas. Se encontrd que el contenido de la MMP de 88
kDa y el RCN son variables que se encuentran altamente correlacionadas, con un

coeficiente de correlacion de 0,72, lo que se puede apreciar en el grafico N° 1.
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Gréfico N°1 Relacion entre el recuento de células nucleadas y el contenido de MMP de

88 kDa en el liquido sinovial. Coeficiente de correlacion: 0,72.

Ademas, se encontro que los valores de proteinas totales y la cantidad de lagunas

vacias se encuentran altamente correlacionados, con un coeficiente de correlacién de 0,78.
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Grafico N°2 Relacién entre el contenido de proteinas totales y el numero de lagunas

vacfas por mm? en el cartilago articular. Coeficiente de correlacion: 0,78.

También se encontrd una correlacion negativa importante entre la cantidad de
proteinas totales y el grosor de la zona superficial del cartilago articular, con un coeficiente

de correlacion de — 0,6.
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Grafico N°3 Relacion entre el contenido de proteinas totales y el grosor de la zona

superficial en el cartilago articular. Coeficiente de correlacion: - 0,6.
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DISCUSION

En la evaluacion de la salud articular, el liquido sinovial es capaz de aportar
informacién de una forma relativamente poco invasiva. Dentro del analisis del mismo, el
recuento de células nucleadas es una caracteristica que, a lo largo del tiempo, se ha
considerado como un factor importante al momento de diferenciar patologias articulares, o
bien para evaluar la normalidad de una articulacion. En este estudio, que se enfoca en la
normalidad articular, se considerd el recuento de células nucleadas en el liquido sinovial
como el factor diferencial para definir ambos grupos normales, una vez realizada la
clasificacion macroscdpica. Con el fin de incluir un control positivo, se establecié un grupo

con alteraciones macroscépicas del cartilago articular.

Como ha sido descrito por van Pelt (1962, 1974) y Todhunter (1996), una
articulacién normal no deberia tener mas de 500 células nucleadas por ul de liquido
sinovial. Sin embargo, en algunas de nuestras muestras de matadero se encontraron
articulaciones clasificadas como normales a la inspeccion macroscopica, pero con
recuentos celulares bastante elevados respecto a lo descrito por van Pelt (1962, 1974) y
Todhunter (1996).

Por esto, ambos grupos de articulaciones normales se dividieron segn su recuento
de células nucleadas en el liquido sinovial, a fin de evaluar si esta diferencia en el
contenido celular se traduce en alguna alteracion no apreciable a simple vista, tanto a nivel

histolégico como en la actividad de las MMPs 2 y 9.

Puesto que lo que se busca en este trabajo es caracterizar un modelo de normalidad
articular, se seleccionaron articulaciones cuya concentracién de proteinas totales en el
liquido sinovial fuese igual o inferior a 17 g/L, segun lo descrito por Adarmes et al. (2006,

2008) y Villasante (2006) para articulaciones normales.

En nuestro resultados, a pesar de que se establecio un limite superior en la cantidad

de proteinas totales, se encontré diferencias significativas entre el grupo normal con bajo
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recuento celular (6,58 + 1,7 g/L) con el grupo patoldgico (13,74 £+ 4,8 g/L), lo que se podria
asociar en este Gltimo caso a un predominio de los procesos proteoliticos a nivel articular.
El grupo normal con alto recuento celular (>600 células nucleadas) en el liquido sinovial,

no mostro diferencias significativas en su concentracion de proteinas con los otros grupos.

En relacion a la actividad de las MMPs 2 y 9 en el liquido sinovial, se identificaron
bandas de 70, 88 y 102 kDa (Figura 12). De acuerdo a Clegg (1997a), la pro-MMP-2
corresponderia a una enzima de 64 kDa, mientras que su forma activa tendria un peso
molecular de 59 kDa. Sin embargo, Mcllwraith (1996) describe a la pro-MMP-2 como una
proteinasa de 72 kDa, antecedente que se ajusta a lo encontrado en este trabajo (70 kDa).
También Astorga (2007), en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias, utilizando una metodologia semejante a la de este trabajo, llega al
mismo resultado que el de este estudio, describiendo como pro-MMP-2 a una banda de 70
kDa.

Esta banda de 70 kDa se detectd en todas las muestras de nuestro estudio, lo que
indica que su expresion seria constitutiva. Esto permite suponer que esta enzima podria
tener un rol fisioldgico en el recambio molecular normal en la articulacion. Sin embargo, se
observo a través del analisis densitométrico que esta pro-MMP-2 mostr6 una tendencia a
aumentar en el grupo patolégico. Esto se relacionaria con el incremento de los procesos
catabdlicos e indicaria su participacion en los procesos degradativos intraarticulares. Esto
es coincidente con lo descrito para la pro-MMP-2, lo que entrega otro antecedente que

respalda la identificacion de la banda de 70 kDa con esta proenzima.

Por otro lado, Clegg (1997a) describe la pro-MMP-9 en su forma monomérica como
una proenzima de 94 kDa, y su forma activa corresponderia a una banda de 85 kDa.
Mcllwraith (1996) a su vez, describe la pro-MMP-9 como una proenzima de 92 kDa. De
acuerdo con estos antecedentes, la banda de 88 kDa detectada en este trabajo es la que mas

se aproxima a lo descrito como pro-MMP-9, y fue detectada en el 73% de las muestras.
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Ademas, la banda de 102 kDa encontrada en nuestro trabajo, que fue detectada en
un 93% de las muestras, podria corresponder a un complejo formado por la unién de una
pro-MMP-2, de 72 kDa, con un TIMP-2, de 21 kDa (Taraboletti et al., 2002); sin embargo
es dificil comprender la presencia de una banda gelatinolitica en este caso, dado el efecto
inhibidor del TIMP.

En relacion al anélisis densitométrico de las bandas gelatinoliticas (cuadro N° 8), se
encontré diferencia significativa (p < 0,05) unicamente en la banda de 88 kDa entre ambos
grupos normales, con distinto recuento celular. Asi, a mayor recuento celular en el gupo 2
(1.022 £ 342,6 RCN/ul), se encontr6 mayor actividad gelatinolitica de esta banda de 88
kDa en el anélisis densitométrico (1,16 + 0,31 UDR) respecto al grupo 1 (0,22 + 0,12
UDR), con bajo recuento celular (95 £ 32,1 RCN/ul). Estas dos variables se encontraron

altamente correlacionadas, con un coeficiente de correlacion de 0,72.

Esta banda de 88 kDa estuvo presente en el 100% de las muestras con recuento
celular elevado en el liquido sinovial, y s6lo en un 40% de las muestras con bajo recuento
celular, lo que entrega otro antecedente que permite afirmar que la banda de 88 kDa
corresponde a la pro-MMP-9, dado que esta enzima proteolitica se produce principalmente

por las células neutrofilas (Clegg, 1997a).

Con respecto a la descripcion histolégica del cartilago articular, se encontrd
ausencia de diferencias significativas entre los tres grupos, tanto en el recuento de
condrocitos como de los grupos iségenos, que indican la presencia de mitosis. Aparece
diferencia significativa en el grosor de la zona superficial del cartilago de ambos grupos
normales respecto al grupo control patoldgico, lo que se podria considerar como esperable,

dado el aspecto macroscopico del cartilago en este grupo.

Sin embargo, se encontro diferencia significativa (p < 0,05) entre ambos grupos
normales en relacion al contenido de lagunas vacias (Grupo 1: 7,3 + 2,7; Grupo 2: 37,5
13,3). Este resultado se relacionaria con el elevado recuento celular encontrado en el

liquido sinovial del grupo 2 (1.022 + 342,6) respecto al grupo 1 (95 £ 32,1), y que de

39



alguna forma podria estimular la muerte de condrocitos. EI aumento en el nimero de
células que muestran signos de degeneraciébn o muerte en el cartilago es un signo
caracteristico de osteoartritis, y se ha relaciona tanto con procesos apoptéticos como
necroticos. Es posible que esto se deba al aumento de la produccién de radicales libres
como el éxido nitrico por parte de los leucocitos presentes en el liquido sinovial y de los
mismos condrocitos, ya que el exceso de produccion de este Gltimo ha sido relacionado con
apoptosis de condrocitos, tanto en estudios in vitro como in vivo, aunque los mecanismo
exactos mediante los cuales el o0xido nitrico puede producir apoptosis en estas células
todavia no se comprende completamente (Pelletier et al., 2000; Roush et al., 2002). Junto
con contribuir a la degradacion de la matriz, la muerte de condrocitos es ahora considerada
como un factor que contribuye de manera importante en la reduccion cuantitativa de la
matriz extracelular en OA. La pérdida de condrocitos reduce la capacidad del cartilago de
repararse y puede acelerar el progreso de las lesiones, particularmente en etapas tempranas
de OA, cuando el proceso reparativo predomina (Pelletier et al., 2000; Henrotin et el.,
2003).

Por otro lado, la concentracion de proteinas totales se correlacion6 en forma
negativa con el grosor de la zona superficial del cartilago, con un coeficiente de correlacion
de — 0,6, lo que se podria asociar con el aumento de los procesos catabolicos del cartilago

en el grupo patoldgico.

El recuento de condrocitos no mostré diferencia significativa entre los tres grupos,

aunque se encontrd que tiende a disminuir hacia el grupo patologico.
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CONCLUSIONES

e Recuentos celulares elevados en el liquido sinovial se relacionaron con un
incremento en la actividad de la MMP-9.

e Laexpresion de la MMP-2 seria de naturaleza constitutiva.

e Se encontro diferencia significativa en el grosor de la zona superficial del cartilago
articular entre los grupos normales y el grupo control patolégico.

e En ambos grupos normales, con similar apariencia macroscopica pero con distintos
recuentos celulares, no se encontrd diferencia significativa en el grosor de la zona
superficial del cartilago, en el recuento de condrocitos totales y en la cantidad de
grupos isdgenos. Si se encontrd diferencias en la actividad de la MMP-9 y en la
cantidad de lagunas vacias, valores que fueron significativamente mayores en el

grupo con elevado recuento de células nucleadas en su liquido sinovial.
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ANEXO N°1

Tabla resumen global

Gruco | RENLI Proteinas MMP MMP MMP | Condrocitos ifér“e?]%z '—\é/‘gg,gis C;Losgrrﬁzc?gla
> H (/L) 70 kDa 88kDa | 102 kDa mm? gen: ; p
mm mm (micrones)
1 95+£321 | 658+17 | 0442027 | 022£0,12 | 058+0,57 | 2000+21,7 | 254+9,2 | 73+27 | 8527+10,04

2 1.022 +342,6 | 10,74+08 | 0,97+0,47 | 1,16+0,31 | 0,58+0,24 | 1748+20,8 | 162+52 | 37,5+13,3 | 87,06 +14,89

3 258 +2134 | 13,74+48 | 1,41+105 | 0,74+0,14 | 1,04+0,91 | 1415+59 | 176+17,1 | 474+335 | 29,91 +10,44




