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Resumen

La molécula del &cido hialuronico (AH) tiene un gran valor econémico por su uso en la
industria cosmética, la medicina humana y veterinaria. En este trabajo se plantea como
objetivo el separar esta molécula mediante filtracion de liquido sinovial (LS) obtenido desde
articulacion sinovial equina que se destinan a la fabricacion de harina de hueso. Se
seleccionaron articulaciones metacarpo-falangicas macroscépicamente normales, cuyos LS
se agruparon en un pool de alto (entre 1000-3000 células/uL) y otro de bajo recuento celular
(< 500 células/uL), con el fin de separar y comparar la concentracion de AH. Se determind
la viscosidad de ambos pools con el fin de estimar el contenido de AH. Ambos pools se
sometieron a filtracion en vacio, utilizando papel filtro previamente pesado. La diferencia de
peso entre los papeles pre y post filtracion fue practicamente igual, encontrandose valores de
AH de 2,92 y 2,85 mg/mL en los pools con alto y bajo recuento celular, respectivamente, a
pesar de la mayor viscosidad detectada en el pool de alto recuento celular que se asocia con
una mayor cantidad de AH. Posiblemente, el incremento de estrés oxidativo asociado al
mayor recuento celular, produciria una mayor degradacion de moléculas de AH de alta masa
molecular, generando fragmentos mas pequefios (<300 kDa) que atraviesan el papel filtro.
Estos fragmentos podrian explicar la mayor viscosidad detectada en el pool de mayor
recuento celular. En consecuencia esta técnica permite la separacion de AH de masa

molecular mayor a 300 kDa sin encontrar diferencia entre LS de alto y bajo recuento celular.
Palabras claves: Acido Hialurénico, Liquido Sinovial, Estrés oxidativo
Abstract

The hyaluronic acid (HA) molecule has a great economic value because of its use in the
cosmetic industry as well as human and veterinary medicine. The aim of the study was to
separate the molecule from the synovial fluid (SF) by filtration, obtained from equine
synovial joints that are used for bone meal. Macroscopically normal metacarpo-phalangeal
joints were selected, and were grouped into two pools, one of high cell count (between 1000-
3000 cells/uL) and one low cell count (< 500 cells/uL), to compare the concentration of HA.
The viscosity was determined in both pools to estimate the HA content. Afterword’s they
were subjected to a vacuum filtration using pre-weighed filter paper. The paper weight

difference between pre and post filtration procedure was basically the same, finding HA



values of 2,92 mg/mL and 2,85 mg/mL in the pools of high cell count and low cell count
respectively, despite the higher viscosity detected in the pool of high cell count which is
associated to a higher amount of HA. Possibly, the increase of oxidative stress associated
with the higher cell count, would produce a greater degradation of HA molecules of high
molecular mass, generating smaller fragments (<300 kDa) that penetrated the filter paper.
These fragments could explain the higher viscosity detected in the pool of higher cell count.
Consequently this technique allows the separation of HA of molecular mass higher than 300

kDa without finding differences between SFs of high and low cell counts.

Key words: Hyaluronic acid, synovial fluid, oxidative stress



INTRODUCCION

El &cido hialurénico (AH) es un glicosaminoglicano (GAG) no sulfatado formado por
unidades disacaridas repetidas de acido D-glucuronico y N-acetil-D-glucosamina, que esta
presente en todos los fluidos bioldgicos de los vertebrados. Un humano de 70 kg contiene
aproximadamente 15 g del AH en su cuerpo. Este GAG tiene gran importancia en los tejidos
y fluidos, proporcionando la viscosidad caracteristica al liquido sinovial (LS), que permite
proteger el cartilago. En pacientes con osteoartritis, el AH ya no cumple esta funcion debido

a que se reduce su cantidad y su masa molecular.

El AH tiene una gran importancia en la medicina, la estética y la industria cosmética. Esta
molécula se puede obtener por fermentacién microbiana alcanzando una masa molecular
entre 2 x 10% — 3 x 10® kDa y una concentracion de 2 mg/mL y también desde tejidos como
humor vitreo del ojo y cordon umbilical. En el 0jo humano su concentracion es de 0,2 mg/mL,
siendo variable segln la especie. Su concentracion en el LS de rodilla humana es 2 a 3
mg/mL, mientras que en el LS equino es 0,33 a 1,5 mg/mL, con una masa molecular de 3x102
— 2x10%kDa.

El proceso de obtencién del AH desde los tejidos es bastante complejo e involucra una serie
de etapas como digestion de proteinas y de acidos nucleicos, desnaturalizacion de enzimas,
extraccion con cloroformo y centrifugaciones sucesivas. Por esto, uno de los objetivos de
este trabajo es implementar una metodologia fisica clasica que permita separar el AH desde
el LS equino. Ademas, otro objetivo es determinar si la cantidad de AH obtenido, permite
diferenciar entre articulaciones metacarpo-falangicas equinas macroscépicamente normales
con bajo recuento celular (< 500 células/uL) y con alto recuento celular (entre 1000-3000
ceélulas/uL), debido a que estas células podrian afectar la degradacion del AH. De este modo,

se pretende evaluar al AH como un marcador de dafio prematuro a nivel articular.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Articulaciones

Las articulaciones se clasifican en tres tipos de acuerdo a su movilidad: las sinartrosis
(inmoviles), anfiartrosis (movimiento limitado) y diartrosis (moviles). Las diartrosis o
también llamadas articulaciones sinoviales se encuentran en mayor cantidad, en general
forman parte de los miembros y estan compuestos por los huesos que se enfrentan, con
superficies articulares lisas que presentan el cartilago articular, quedando un espacio articular
que contiene el LS, rodeado de una membrana sinovial, una capsula fibrosa articular y

ligamentos (Frisbie, 2012).
Membrana sinovial

La membrana sinovial, rodea la cavidad articular y estd formado por dos capas: La capa
intima y la subintima. La capa intima se encuentra en contacto directo con el LS, y esta
compuesta hasta por cuatro capas de células, que carecen de membrana basal. Las células en
la capa intima tienen dos funciones basicas: fagocitosis y secrecion. La capa subintima esta
formada por tejido fibroso, conectivo areolar y tejido graso. Esta capa posee una rica
vascularizacion e innervacion, esta Ultima proveniente desde ramas nerviosas periféricas y

musculares (Frisbie, 2012).

Las células cuya funcion es la fagocitosis o pinocitosis se denominan sinoviocitos tipo A, en
cambio aquellos responsables de sintetizar proteinas y AH, un glicosaminoglicano no
sulfatado, se denominan sinoviocitos tipo B (Brannan y Jerrard, 2006). Se ha descrito un tipo
intermedio entre sinoviocitos A y B que se denomina sinoviocito tipo C. Debido a que se ha
demostrado que los sinoviocitos son dinamicos, es probable que las células tipo C representen

formas de transicion entre sinoviocitos A 'y B (Frisbie, 2012).

Liquido sinovial

El LS es un dializado del plasma, que contiene algunos componentes plasmaticos con un
tamafo menor de 10 kDa, como glucosa, Oz, CO> y proteinas. Ademas, contiene sustancias
secretadas desde los tejidos de la articulacion, como es el AH, que actia como lubricante

viscoso (Brannan y Jerrard, 2006; Frisbie, 2012). También se ha descrito la presencia de

células de la serie blanca en el LS, pero en baja cantidad, menos de 500 células pL



(Todhunter, 1996), aunque también se describen valores normales hasta 1000 células/uL e

incluso hasta 3000 en determinadas condiciones (Steel, 2008).

Se describe que el LS tiene dos funciones: una es proporcionar soporte mecanico a la
articulacion lubricando las superficies articulares y la otra es permitir la nutricion del
cartilago articular actuando como un medio de transporte para nutrientes y eliminacion de
productos de desecho del cartilago articular como CO: y lactato (Todhunter, 1996; Brannan
y Jerrard, 2006).

Cartilago

El cartilago articular contiene un Unico tipo de células (condrocitos) incrustados en una
matriz extracelular (MEC) (Buckwalter et al., 2005) que consiste en una red de fibras de
colageno tipo Il y glicosaminoglicanos (GAGSs). Los GAGs establecen una alta densidad de
carga fija negativa en la MEC del cartilago y, por lo tanto, permiten la interaccion entre la
fase solida y la fase fluida. Esta carga neta negativa atrae agua y cationes solubles (por

ejemplo, Na*, Ca*2) manteniendo la electro neutralidad del tejido (Boetcher et al., 2016).

El cartilago articular amortigua los impactos que reciben las articulaciones y disminuye la
friccién entre los huesos adyacentes, lo que previene el dafio articular. Para esto, el cartilago
tiene zonas con distinta estructura, composicion y propiedades mecanicas. Asi se distinguen
zonas superficial (tangencial), media (transicional) y profunda (radial), cada una con
propiedades y funciones diferentes. La forma celular, el tamafio, la actividad metabdlica y la
composicion de la matriz extracelular varian en funcion de la profundidad del cartilago (Li
et al., 2007). Ademas, las zonas tienen distinta tension de O, lo que afecta la capacidad

metabolica del condrocito (Juranek et al., 2014).

El cartilago articular tiene una capacidad de curacion intrinseca minima o nula lo cual
presenta un desafio clinico significativo en la medicina humana y veterinaria. La reparacion
eficaz esta limitada debido a la ausencia de vasos y nervios en el cartilago, ademas de la

limitada capacidad proliferativa de los condrocitos (Ortved y Nixon, 2016).



Acido hialurénico

El AH estd presente en todos los fluidos corporales en diferentes concentraciones. Se
encuentra en baja concentracién en humor vitreo, linfa, suero sanguineo y en orina. En
cambio en el LS se encuentra una mayor concentracion. Asi, en la articulacion de la rodilla
en humanos la concentracion de AH es de 2-3 mg/mL, un poco mas elevado en jovenes que
en adultos mayores (Cowman et al., 2015). En equinos se ha descrito que el contenido de AH
se encuentra en un rango entre 0,33-1,5 mg/mL, con una masa molecular de 2x10° kDa
dependiendo del método utilizado para la determinacion de AH (Howard y Mcllwraith,
1996). Por otro lado, a través de un método indirecto, en que se restan los GAG’s sulfatados
de los GAG’s totales, se determind una concentracion de 1,5 mg / mL de AH para la

articulacion metacarpo-falangica equina macroscopicamente normal (Adarmes et al., 2006).

El método mas simple y antiguo para medir el AH, corresponde a la determinacion del
contenido de &cido urdnico, previa hidrolisis de proteinas mediante acido sulfarico
concentrado. Ademas se puede determinar el contenido del AH mediante el anélisis de los
oligosacaridos producidos por degradacién enzimatica, que se cuantifican mediante métodos
como el HPLC (High-performance liquid chromatophy), electroforesis capilar,
espectrometria de masas. Estos métodos se han utilizado primariamente para determinar las
cantidades relativas de GAG’s de una muestra mas que las cantidades absoluta de ellos.
Existen métodos mas sensibles, especificos y directas para determinar el contenido del AH

como es el caso de ELISA (Cowman et al., 2015).

En el LS la cantidad y el peso molecular del AH estan determinados por un equilibrio entre
sintesis y degradacién de esta molécula (Tanimoto et al., 2010). EI AH es un
glicosaminoglicano no sulfatado formado por unidades disacéaridas repetidas de acido D-
glucurdnico y N-acetil-D-glucosamina, que se sintetiza en los sinoviocitos B de la membrana
sinovial (Brannan y Jerrard, 2006; Yanagida-Suekawa et al., 2013). Esta sintesis se produce
en la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica debido a la actividad de tres isoformas
de hialuronato sintasa (HAS). En la membrana sinovial la HAS1 y HAS2 polimerizan
cadenas de AH con un tamafio bastante similar de hasta 2 x 10% kDa, mientras que la HAS3

produce cadenas mas cortas de 200 a 300 kDa (Tanimoto et al., 2010).



Por otro lado, en un estudio en que se utilizaron sinoviocitos obtenidos desde articulacion de
conejo se encontro que la secrecion de AH es estimulada por el estrés mecanico y al mismo
tiempo la HAS2 fue la principal sintasa expresada lo que permitiria una adecuada lubricacion
y con eso la proteccion de la articulacion. Al mismo tiempo también se encontré que la
transcripcion de HAS2 aumenta hasta 10 veces en respuesta a Factor de Crecimiento Tumoral
beta 1 (TGF-B1) y Interleuquina beta 1 (IL- 1) (Momberger et al., 2005).

Entre las moléculas de AH el polimero de mayor masa molecular (2 x 103kDa), es el méas
abundante en el LS bajo condiciones fisioldgicas, mientras que en condiciones patolégicas o
inflamatorias se incrementan moléculas con menor masa molecular, lo que altera la funcion

de lubricacion de la articulacién (Yanagida-Suekawa et al., 2013).

Se describe que la vida media del AH en el LS es de aproximadamente doce horas. Este
recambio fisiolégico de la molécula de AH se deberia a ciclos diurnos de oxigenacion
debidos al movimiento articular y ciclos nocturnos de hipoxia por falta de movimiento. Estos
ciclos de hipoxia y oxigenacion se asocian a generacion de especies reactivas del oxigeno
(Reactive Oxygen Species (ROS)) que explicarian el recambio molecular normal. Se ha
descrito en la etapa de iniciacion, la participacion del radical hidroxilo (‘OH), que tiene la
capacidad de arrancar un hidrégeno desde la molécula de AH provocando la formacion de
un C-radical en esta molécula. Este C-radical en la etapa de propagacién reacciona con el
oxigeno generando perdxidos que al ser inestables provoca la ruptura de esta macromolécula
en dos fragmentos mas pequefios, uno con un grupo carbonilo y otro con otro C-radical que
puede propagar la reaccion transformandose el proceso en auto-catalitico. Se describe que
los fragmentos mas pequefios son eliminados por via linfatica (Juranek et al., 2014).

Ademas, en articulacion normal de carpo equino se han descrito niveles basales de IL-1, IL-
6 y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF—co) que también se podrian relacionar con el
recambio molecular normal (Ma et al., 2017). Por otro lado, en condiciones inflamatorias el
estrés oxidativo se incrementa y los condrocitos aumentan la produccion de factores pro-
inflamatorio (Peng et al., 2010), cuya consecuencia es la activacion de una familia de enzimas
denominadas hialuronidasas (HYAL). La HYAL1 y HYAL 2 presentan mayor actividad en
el LS humano, encontrandose niveles mas altos de HYAL 2 en pacientes con osteoartritis 0

artritis reumatoide que en controles sanos. La HYAL 2 degrada AH de alto peso molecular



en fragmentos mas pequefios de aproximadamente 20 kDa (Tanimoto et al., 2010). También
se ha descrito que en la primera fase de la inflamacion, aparece un aumento de células

polimorfonucleares con el potencial de producir ROS (Yang et al., 2018).

Los polimorfonucleares, presentan actividad NADPH oxidasa en sus membranas celulares,
que producen el anion superéxido (O2'-), un sustrato de la enzima superoxido dismutasa
(SOD) que por reaccion de dismutacion genera perdxido de hidrogeno (H202) que a su vez,
puede producir el radical hidroxilo (OH") al reaccionar con Fe*? mediante la reaccion de

Fenton (Corrales y Mufioz, 2012) que se muestra en el siguiente esquema:
Fe? + H,0, — OH" + OH + Fe®

Por otro lado, en articulaciones macroscépicamente normales también se ha observado que
el incremento en el numero de células nucleadas del LS (>1000 células nucleadas/uL),
produciria cambios histolégicos prematuros en el cartilago articular como incremento de

lagunas vacias (Lemaitre, 2010) y/o de grupos isogenos (Rojas de la Fuente, 2015).
Obtencion del acido hialurdnico

El proceso de obtencion del AH desde los tejidos es bastante complejo e involucra una serie
de etapas como digestion de proteinas y de acidos nucleicos, desnaturalizacion de enzimas,
extraccion con cloroformo y centrifugaciones sucesivas (Cowman, et al., 2015). Otra opcidn
es la sintesis de moléculas de AH de alta masa molecular mediante fermentacion bacteriana

con streptococcus zooepidemicus, (Amado et al., 2016).

Por esto se plantea en este trabajo la obtencion de AH preformado desde el LS de la
articulacion equina a través de la implementacion de un método rutinario simple y

econdmico.



OBJETIVO GENERAL

Separacion del &cido hialuronico desde liquido sinovial de articulacién metacarpo-falangica

equina macroscopicamente normal con alto y bajo recuento de células nucleadas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aplicar una metodologia fisica para separar el cido hialurdnico desde el liquido sinovial

equino.

2. Establecer si existen diferencias en el contenido de acido hialurénico recuperado entre

ambos grupos con alto y bajo recuento celular.



MATERIALES Y METODOS

Se usaron 8 muestras de LS con un conteo celular bajo y 8 muestras con un conteo celular
alto desde articulaciones macroscopicamente sanas. Estas muestras fueron extraidas desde la
articulacion metacarpo-falangica de equinos mestizos, de la Planta Faenadora Lo Blanco,
Comuna La Pintana, Santiago. No se considero la edad ni el sexo de los animales. EI LS se
obtuvo mediante artrocentesis aséptica con jeringa de 5 mL y agujas 21 G x 1 1/2. EI LS se
guardd en tubos con EDTA que se mantuvieron a una temperatura de aproximadamente 10
°C.

Luego se hizo una artrotomia con el objetivo de clasificar macroscopicamente la articulacion.
Las articulaciones normales presentaron un cartilago con su superficie lisa y brillante de un
color blanco nacarado, sin congestion de las membranas sinoviales y el LS obtenido de color
amarillo-transparente. Las articulaciones que presentaron dafio macroscépico como son
lineas de roce y/o focos de erosion en el cartilago, que indica dafio cronico, y articulaciones
con dafio agudo como congestion de las membranas sinoviales y/o liquidos sinoviales

sanguinolentos fueron descartadas del estudio (Adarmes et al., 2006).

Desde el LS de cada articulacion, se sacd una alicuota (200 uL) para el recuento celular
usando la cdmara Neubauer. A partir de este recuento se formaron 2 pools, uno de bajo
recuento celular (500 células/uL) y otro de alto recuento celular (1000 - 3000 células/uL).
Las muestras con recuentos entre 500-1000 células/uL se descartaron, al igual que aquellas

con un recuento mayor a 3000 células/uL (Steel, 2018).

Luego las muestras de LS fueron centrifugadas, en una centrifugada refrigerada (Heraeus
Biofuge primo R) a 4000 x g durante 15 minutos a 4°C (Muller et al., 2010) con el objetivo

de eliminar células y restos de tejido.

Luego en los sobrenadantes con alto y bajo recuento celular se determiné la concentracion
de proteinas (Lowry et al., 1951), utilizando una curva estandar con BSA, y la viscosidad
(Saylo, 2006), a través del tiempo de recorrido de una esfera metalica en un tubo con 3 mL
de LS en un pendiente de 9 grados a temperatura de 27° C. Este proceso se repitio 5 veces
con el fin de obtener un promedio para la viscosidad. El volumen de cada pool fue de 10 mL

al que se agreg6 10 mL de suero fisioldgico con lo cual se obtuvo, un volumen final de 20



mL para cada pool. Posteriormente cada pool se separ6 en 5 alicuotas iguales (4mL) que se
sometieron a filtracion por 30 minutos en vacio utilizando para cada alicuota un papel filtro

distinto de porosidad de 0,2 um (Schleicher& Schull), previamente pesado.

Los filtrados obtenidos de cada alicuota se reunieron nuevamente en un pool, determinandose

el volumen obtenido y cuantificandose la concentracion de proteinas y la viscosidad.

El papel filtro de cada alicuota se sometio a dos lavados sucesivos con 4 mL de NaCl 0,9 %
cada uno, demorando el primero 15 minutos y el segundo 10 minutos de filtracién. Los
filtrados de cada lavado se agruparon, nuevamente como pool para la determinacion de

proteinas y viscosidad.

Para la determinacion de las proteinas del LS puro, LS diluido y el filtrado se realizé una
dilucion 1/ 10 con suero fisiologico y para los lavados no se realizé ninguna dilucién, debido
a que hay una menor cantidad de proteinas.

Una vez terminado los lavados, los papeles filtros fueron secados en una estufa por 12 horas
y posteriormente pesados, estableciéndose la diferencia de los pesos pre y post filtracion y

comparando los resultados de ambos pools.



RESULTADOS

En este trabajo desarrollado en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Chile se propuso separar el AH desde el LS de la
articulacion metacarpo-falangica equina y evidenciar diferencias entre articulaciones con
diferente recuento celular. El protocolo utilizado para lograr la separacion del AH, permite
presentar los resultados en el siguiente orden: la viscosidad de ambos pools pre y post
filtracion, concentracion de proteinas en ambos pools pre y post filtracion y finalmente la

cantidad de AH recuperado en ambos pools a través del pesaje del papel filtro.
Viscosidad

La viscosidad se determin6 tomando el tiempo recorrido de una esfera metélica en un tubo
con 3 mL de LS, a temperatura de 27° C y una pendiente de 9 grados. El tiempo recorrido se

puede relacionar en forma indirecta con la cantidad de AH (Tabla Nro.1).

TablaNro.1: Tiempo de recorrido de una esfera metalica en una pendiente
de 9 grados en segundos. LS: liquido sinovial
Pool alto recuento celular Pool bajo recuento
celular

LS 10,8 6,8

LS diluido 2,8 1,8

Filtrado 1,8 1,2

Lavado 1 1,4 1,2

Lavado 2 1,3 1

Se observ6 mayor viscosidad en los liquidos sinoviales puros disminuyendo en forma brusca
en la muestra diluida y luego en forma paulatina en el filtrado y en ambos lavados, lo que
indicaria la retencion de AH en el papel filtro. Al comparar las muestras puras se observé

una mayor viscosidad en el pool de alto recuento celular lo cual se relacionaria con mayor
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cantidad de AH. Ademas se encontré mayor viscosidad en el pool de alto recuento celular en

cada una de las etapas, que indicaria una falta de retencion de AH en el papel filtro.

Determinacion de proteinas

En ambos pools, se determind la concentracion de proteina (mg/mL y mg totales) en cada etapa del

proceso de separacion del AH (Tabla Nro.2).

Tabla Nro. 2:  Determinacion de proteinas pre y post filtracion y de los
volumenes trabajados y recuperados. LS: liquido sinovial
Pool alto recuento celular | Pool bajo recuento celular
Vol. | Proteina | Proteina |, | proteina | Proteina
LS mI. mg mI. mg
mg/mL | totales mg/mL | totales
LS pura 10 15,5 154,8 10 18 180
LS 20 8,2 1642 | 20 9,5 190,2
Diluido
Filtrado 12 97 1165 | 118 | 94 110,9
LS
Lavado 2 20 0,3 6,0 19 0,3 59

Para estas determinaciones, es necesario conocer el volumen recuperado en cada una de las
etapas de filtracion, los que resultaron similares tanto en el filtrado como en los lavados de
ambos pools. Ademas, en los dos casos se puede observar una mayor concentracion de
proteina en los filtrados con respecto al LS diluido, que indicarian que la proteina no queda
retenida en el papel filtro. Junto a esto, en ambos pools se puede observar que a partir de los
filtrados se va produciendo una disminucion paulatina de la proteina, que se iguala en el
segundo lavado, obteniéndose cantidades minimas de proteina que representarian el

contenido casi total de la proteina original.
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Cuantificacién del AH

Cada papel filtro representa una alicuota de 4 mL (2 mL LS y 2 mL de suero fisiologico) que
se sometio a filtracion y dos lavados sucesivos para cada pool. Al final de este conjunto de
etapas, cada papel filtro fue secado por 12 horas y luego se cuantifico la cantidad del AH

retenido por diferencia con el peso de cada papel filtro pre-filtracion (Tabla Nro.3).

Tabla Nro. 3: [ Peso y diferencia de los papeles pre y post filtracion. Determinacion de la
cantidad de AH 'y su concentracion en mg/mL, que se obtuvo dividiendo por
2 la diferencia de los pesos. AH: Acido Hialurénico

Pool alto recuento celular Pool bajo recuento celular
. Peso Peso Peso Peso
N papel pre | post A AH papel pre | post A AH
Papel filtracion | secado | (mg) | mg/mL | filtracion |secado| (mg) | mg/mL
(mg) (mg) (mg) (mg)
1 101,4 | 106,1 47 2.35 96,4 103,2 6.8 3.4
2 101,5 108,4 6.9 3,45 96,3 103,1 6.8 3.4
3 101,8 107,6 5.8 2.9 95,1 99,1 4 2
4 95 99,9 4.9 2.45 93,3 99,7 6.4 3.2
5 96,8 103 6.2 3.1 95 100,2 5.2 2.6
x AH 292 x AH 285

En ambos pools los papeles filtros post-filtracion aumentaron de peso y se deduce que este
aumento se debe al contenido de AH retenido. Para obtener la concentracion de AH la
diferencia obtenida entre los papeles se dividi6 por dos debido a que cada alicuota

correspondia a 2 ml del LS. Finalmente se obtuvo el promedio de AH para ambos pools.
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DISCUSION

El AH es una molécula con un gran valor econdmico debido a su uso en la industria
cosmeética, en la medicina humana y veterinaria. Su obtencion es compleja y costosa, tanto a
partir de diferentes tejidos donde el AH esta preformado como también a través de cultivos
bacterianos, que permiten su sintesis en medios controlados. Debido a estas complejidades,
en este trabajo se evaluo la separacion del AH preformado desde el LS de la articulacion
metacarpo-falangica equina, que constituye una buena opcion para obtener un valor agregado

a partir de articulaciones sinoviales que son utilizadas para obtener harinas de origen animal.

El AH es un glicosaminoglicano no sulfatado, que se encuentra en la mayor parte de los
tejidos formando parte de las matrices extracelulares. En el caso de las articulaciones
sinoviales es sintetizado por los sinoviocitos B y proporcionan la viscosidad caracteristica al
LS (Brannan y Jerrard, 2006). Por esta asociacion se midié la viscosidad (Saylo, 2006) del
LS y de los filtrados de las diferentes etapas del trabajo, observandose una disminucion de la
viscosidad (Tabla 1) en ambos pools que indicarian la retencién de AH en el papel filtro. En
los dos pools se obtuvieron valores de viscosidad en el filtrado y los lavados - que aunque
menores al LS diluido - indicarian un remanente de moléculas de AH de menor peso
molecular (< 300 kDa) que podrian atravesar el poro de 0,2 um del papel filtro. Sin embargo,
en cada una de las etapas relacionada con el pool de alto recuento celular, se encontré un
aumento de la viscosidad con respecto al pool de bajo recuento celular, que se podria explicar
con una disminucién en el tamafio de las moléculas de AH como producto de estrés oxidativo
y/o actividad de hialuronidasas (Yang et al., 2018) que degradan el AH (Yanagida-Suekawa
et al., 2013). El estrés oxidativo se podria incrementar en el pool de alto recuento celular,
debido a que las células polimorfonucleares presentan actividad NADPH oxidasa en sus
membranas celulares, cuya consecuencia es la formacion del radical hidroxilo (OHs). Este
radical tiene la capacidad de sacar un hidrégeno desde la molécula de AH provocando la
formacion de un C-macroradical que al reaccionar con oxigeno genera un macroradical
peroxilo, cuya inestabilidad provoca la ruptura de esta macromolécula en dos fragmentos de
masa molecular méas pequefios (Fig. Nro 1) (Juranek et al., 2014). Por otro lado el incremento
de AH en el LS se podria relacionar con un efecto compensatorio asociado al estrés mecanico,
el cual aumenta la secrecién de AH (Momberger et al., 2005) y/o se podria deber a un

incremento en la sintesis de cadenas méas cortas (Tanimoto et al., 2010). Asi, se describe
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(Yanagida-Suekawa et al., 2013) que en situaciones de inflamacion o patologias se

incrementan las moléculas de AH de menor masa molecular.

Se describe en el trabajo de Tanimoto et al., (2010) que las cadenas cortas del AH tienen un
efecto pro-inflamatorio, pero al mismo tiempo, también se describe que estas cadenas cortas
(200-230kDa) reaccionarian con radicales libres y en consecuencia tendrian actividad
antioxidante y ademas promoverian la curacion de heridas (Sudha y Rose, 2014).

Ademas, con la finalidad de demostrar que la viscosidad no es afectada por la concentracion
de proteinas, se determind la viscosidad utilizando diferentes concentraciones de caseina
disueltas en suero fisiolégico (5 mg/mL, 10 mg/mL, 15 mg/mL y 20 mg/mL), encontrandose
que el tiempo de recorrido de la esfera metélica fue de 1 segundo en todos los casos, al igual

que en el suero fisioldgico puro (datos no mostrados).

Finalmente, la retencion de AH fue de 2,92 y 2,85 mg/mL, en los LS con alto y bajo recuento
celular respectivamente, lo que refleja que los resultados obtenidos son practicamente iguales
ya que la diferencia es de 0,07 mg /mL entre ambas muestras, a pesar de que inicialmente el
valor de viscosidad fue mayor en el pool de alto recuento celular. Estos valores indicarian
gue ambos pools poseen similares cantidades de AH de masa molecular mayor a 300 kDa,
que no podrian atravesar los poros de 0,2 um. También Adarmes et al., (2003) indica valores
en equinos mestizos de 2,11 + 1,04 mg/mL y de 2,6 £ 1,06 mg/mL para animales de 1,5 - 2
afios y de 4 - 5 afios, respectivamente en articulacion metacarpo-falangica. Ademas, en otro
trabajo encontré valores de 1,57 + 0,5 mg/mL de AH también en articulacion metacarpo-
falangica (Adarmes et al., 2006). Finalmente describe valores de 1,31 + 0,5 para la
articulacion de carpo en equinos mestizos (Adarmes et al., 2008). Sin embargo, en todos
estos trabajos se utilizé una técnica colorimétrica que permitié determinar el contenido de
glicosaminoglicanos totales y de glicosaminoglicanos sulfatados, cuya diferencia permitio

calcular en forma indirecta el contenido de AH.

Por otro lado, Howard y Mcllwraith (1996) describen valores de AH de 0,33 a 1,5 mg/mL
sin indicar el tipo de articulacion ni la metodologia utilizada y en consecuencia, tanto el tipo

de articulacién como la metodologia usada, pueden influir en los resultados.

Una interrogante que surge del trabajo se relaciona con la pureza del AH obtenido, ya que se

podria pensar que parte de las proteinas se retendrian en el papel filtro, lo que sobrestimaria
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los valores calculados de retencion de AH. Por esto se determind la concentracion de
proteinas (Lowry et al., 1951) en cada una de las etapas del trabajo, observandose en la tabla
2 que en el primer filtrado se recupera la mayor cantidad de proteinas, la que luego disminuye
en los lavados sucesivos, siendo el comportamiento similar entre ambos grupos,
obteniéndose una concentracion final de proteinas de 0,3 mg/mL. Sin embargo, al comparar
en el pool de alto recuento celular la suma total de proteinas de los filtrados y lavados (155
mg totales) con el valor de la muestra diluida (164,2 mg totales) se encontr6 una diferencia
de 9,2 mg de proteina. Del mismo modo, en el pool de bajo recuento celular esta diferencia
fue de 49,2 mg totales. Se especula que el origen de estas diferencias en ambos pools se
deberia a la retencion de proteinas en el sistema de filtracion.

Con el fin de eliminar las eventuales proteinas que pudiesen ain quedar retenidas, cada papel
filtro ya pesado fue sometido a una resuspension con 25 mL de suero fisioldgico y agitacion
a temperatura ambiente durante 3 horas, con el fin de separar las proteinas eventualmente
retenidas en el papel filtro, no encontrandose proteinas en esta resuspension con la prueba de
Lowry en ninguno de los casos. Ademas, los papeles fueron nuevamente secados y pesados,
sin encontrar diferencias con el valor previo, lo que indicaria la ausencia de proteinas
retenidas en el papel filtro. Sin duda, las técnicas colorimétricas tienen limitaciones de
sensibilidad, y asi en el caso especifico de la prueba de Lowry su rango minimo detectable
es de 0,2 mg (Lowry et al., 1951) y en consecuencia se podrian requerir otros estudios

adicionales para verificar la pureza del AH.
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CONCLUSIONES

El método implementado en este trabajo permitio la separacion de AH preformado desde el
LS equino, que se determino en forma indirecta por la diferencia de peso del papel filtro pre

y post filtracion.

La filtracion implementada permitio la eliminacion de las proteinas del LS y de cadenas de
AH menores de 300 kDa. Sin embargo, hubo proteinas que no se detectaron y que

posiblemente quedaron retenidas en el sistema de filtracion.

No se encontro diferencia en la cantidad de AH (> 300 kDa) obtenido entre LS con alto y
bajo recuento celular. Se especula que cadenas de AH de tamafio <300 kDa atraviesan el

papel filtro y que se encuentran en mayor concentracion en el LS de alto recuento celular.

Podria existir una relacion entre el aumento de células nucleadas en el LS y el aumento de
las cadenas menores de 300 kDa, que podrian constituir un marcador temprano de dafio

articular.
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Figura Nro. 1: Esquema modificado de la degradacion de AH por el radical hidroxilo

(Juranek et al., 2014)
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