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Deteccion de glicosaminoglicanos de la matriz del cartilago articular
en el liquido sinovial de carpo equino con fractura en esquirla®

Detection of glycosaminoglycans of the articular cartilage matrix in
the synovial fluid of equine carpal joint with chip fracture®

H Adarmes”, F Vasquez, M Galleguillos, E Gonzalez
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SUMMARY

The purpose of this study was to establish if the duration of chip fracture in equine carpal joint of purebred horses, affects the synovial concentration
of total glycosaminoglycans (GAGsT) and glycosaminoglycans that are different from hyaluronic acid or sulfated GAGs (GAGsS). Two groups of
horses with different duration of fracture period were analyzed: one group (group I) with a period of less than 30 days from carpal fracture diagnosis
to arthrocentesis (n=14), and another group (group II) with a period similar or longer than 60 days (n=14). Normal synovial fluid was collected from
healthy carpal joints of crossbred horses immediately after slaughter (n=14), without any major damage at post mortem examination. The synovial
fluid concentration of protein and GAGs was determined spectrophotometrically. Protein concentration showed a significant increase (P < 0.05) in both
fracture samples (18.19 4.2 g/L (group I) and 18.28 + 3.5 g/L (group II)) with respect to the control group (9.05 £ 5.1 g/L). GAGsT concentration
significantly increased (P < 0.05) in the control group (1.5 + 0.52 g/L) with respect to both fracture groups (1.07 + 0.29 g/L (group I) and 1.17 = 0.35 g/L
(group II)). The synovial fluid GAGsS showed no significant difference (P>0.05) between control group (0.19 +0.12 g/L) and both fracture groups
(0.15 £0.09 g/L (group I) and 0.17 = 0.17 g/L (group II)). The concentration of hyaluronic acid, obtained by the difference between GAGsT and
GAGsS, showed a significant increase (P < 0.05) in the control group (1.31 + 0.51 g/L) with respect to both fracture groups (0.92 + 0.30 g/L (group I)
and 0.90 + 0.40 g/L (group II)). The absence of significant differences for GAGsT, GAGsS and hyaluronic acid concentrations between both fracture
groups, could be related to the dilution effect caused by the inflammation, the appearance of compensatory mechanisms, or restrictions due to the use
of an in vivo articular model.
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INTRODUCCION

La fractura en esquirla del carpo es una patologia
frecuente e inhabilitante en los equinos de competencia,
constituyendo la mayor causa de invalidez y retiro de
ejemplares desde las pistas de carrera. Entre los com-
ponentes articulares afectados se encuentra el cartilago
articular, formado por una abundante matriz extracelular
(MEC) de coldgeno tipo Il y de proteoglicanos (Todhunter
1996). Los proteoglicanos son responsables de gran parte
de las propiedades fisicoquimicas del tejido (Bayliss y
col 1999), en especial el agrecdn que es el mas abundante
(aproximadamente 90 %) y el de mayor tamafio (3 x 10°
Da) (Alberts y col 1994, Hedlund y col 1999). El agrecén
en el cartilago adulto estd formado por una proteina central
a la que se unen covalentemente los glicosaminoglicanos
(GAGs): condroitin -6 -sulfato y queratdn sulfato que
son moléculas polianidnicas, cuya repulsion y capacidad
para retener agua proporciona al cartilago su propiedad
de amortiguar los impactos ( Mcllwraith 1996).
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En la MEC del cartilago articular, el agrecdn forma
estructuras macromoleculares a través de la unién no
covalente de hasta 100 unidades de agrecdn a una cadena
de 4cido hialurénico (Alberts y col 1994, Tulamo y col
1996), que aseguran la retencion del agrecdn y por tanto,
la de agua dentro de la MEC del cartilago (Maroudas y
col 1998).

El incremento de la actividad de metaloproteinasas de
matriz (MMPs) y de agrecanasas provoca la pérdida de
moléculas de agrecdn y de coldgeno tipo II, caracteristico
del proceso artritico, afectando inicialmente la superficie
articular para luego progresar hacia zonas més profundas
del cartilago (Nagase y Kashiwagi 2003). Por esto, se
han desarrollado trabajos en equino cuyo objetivo ha sido
detectar biomarcadores que relacionen la concentracién
de GAGs totales, queratdn sulfato, hidroxiprolina o la
actividad de MMPs del liquido sinovial con el dafio del
cartilago en el proceso osteoartritico (Todhunter y col
1997, Mcllwraith 2005, Van den Boom y col 2005). Se
ha establecido una relacién entre la severidad del dafio del
cartflago articular con la actividad de las MMPs y con el
contenido de hidroxiprolina en el liquido sinovial, aunque
dicha relacién ha sido contradictoria para el caso de los
GAGs (Fuller y col 2001, Van den Boom y col 2005).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar la progresién
del dafio de 1a MEC del cartilago articular en un proceso
de naturaleza inflamatoria, a través de la concentracion
de GAGs distintos del acido hialurénico (GAGsS) en el
liquido sinovial de carpo, considerando dos periodos di-
ferentes desde el diagnéstico de fractura en esquirla hasta
la artroscopia. La presencia del trozo osteocondral en la
articulacién generaria un dafio mecanico que provocaria
la persistencia del proceso inflamatorio y de la actividad
de metaloproteinasas, efecto que se podria amplificar si el
ejemplar es sometido a trauma fisico. Como hipétesis de
trabajo se planted la relacion directa entre el incremento de
GAGsS del liquido sinovial y la persistencia de la fractura
en esquirla, lo que demostrarfa la necesidad de dar reposo
a los ejemplares afectados y de realizar a la brevedad la
artroscopia con el fin de eliminar el trozo osteocondral.

MATERIAL'Y METODOS

Seleccion de los equinos. Se utilizaron equinos Fina
Sangre de Carrera en competencia, entre dos y cinco afios
de edad, con fractura en esquirla diagnosticada clinica y
radiograficamente en la Clinica del Hipédromo Chile de
Santiago y sin tratamientos segtin sus fichas clinicas, lo que
no anula la posibilidad de que hayan recibido medicamentos
antiinflamatorios durante este proceso. Se dividieron en
dos grupos de 14 animales cada uno, de acuerdo al tiempo
transcurrido desde el diagndstico de fractura en esquirla
hasta la artroscopia. Asi, el grupo I correspondié a un
periodo menor o igual a un mes, mientras que el grupo II
correspondié a un periodo de tiempo igual o mayor a los
dos meses desde el diagndstico de la lesion. Ademds, se
seleccionaron como control equinos mestizos, entre dos y
cuatro afios de edad (n = 14) establecida por cronometria
dentaria (Richardson 1997), provenientes de un matadero
de la Regién Metropolitana.

Obtencion de liquido sinovial. La obtencién de liquido
sinovial se realiz6 mediante artrocéntesis aséptica inme-
diatamente antes de la artroscopia, desde la articulacién
carpal. En el caso de los equinos mestizos también se
realizaron artrocéntesis aséptica luego del sacrificio de los
animales, pero ante la imposibilidad de realizar anélisis
radiografico, la normalidad de la articulacién se establecié
al examen visual considerando la ausencia de lesiones
en el cartilago articular y en la membrana sinovial y el
aspecto del liquido sinovial que debia ser amarillo claro,
viscoso y sin trazas de sangre de acuerdo a lo descrito por
Adarmes y col (2003).

Andlisis de liquido sinovial. Las muestras de liquido si-
novial fueron centrifugadas a 2000 x g durante 5 minutos,
siendo los sobrenadantes conservados a —20 °C hasta su
utilizacion. Se determiné la concentracién de proteinas
del liquido sinovial diluido 1:8, mediante la técnica co-
lorimétrica de Lowry y col (1951) y utilizando albimina
sérica de bovino (BSA) como estandar.
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Para la medicién de GAGs totales (GAGST ) y de GAGs
distintos del dcido hialurénico (GAGsS) se emple6 el
método colorimétrico de Bartold y Page (1985), utilizando
como estandar soluciones de condroitin sulfato, queratan
sulfato y dcido hialurénico al 0,1 %. Los GAGsT repre-
sentan a los GAGs liberados desde la MEC del cartilago
articular (GAGsS) junto al dcido hialurénico sintetizado
por los sinoviocitos de la membrana sinovial. Finalmente,
se realizo la estimacion del contenido de dcido hialurénico
al calcular la diferencia entre GAGsT y GAGsS.

Andlisis estadistico. El estudio de los datos se realiz6
mediante un andlisis de varianza de una via para estable-
cer diferencias entre los grupos y una prueba de Tukey
para identificar los grupos homogéneos con un programa
STATISTICA version 2000 para Windows (StatSoft
Inc, USA). Los resultados se expresaron como la media
(g/L) £ la desviacion estandar (Zar 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

El modelo articular utilizado en trabajos anteriores
(Adarmes y col 2003, 2006) ha sido la articulacién me-
tacarpofaldngica de equinos mestizos de matadero, cuya
seleccion se ha basado en el andlisis visual post mortem.
En dicho modelo, para el caso de las articulaciones pato-
16gicas, se han seleccionado aquellas con lesiones crénicas
en el cartilago articular, pero sin signos inflamatorios,
constituyendo un modelo distinto al de este estudio, fun-
damentalmente de tipo inflamatorio. El modelo articular
de matadero tiene el defecto de carecer de antecedentes
anamnésicos de los animales y de la posibilidad practica
para realizar andlisis radiogréfico, lo que se evit6 en este
trabajo con el diagndstico clinico radiogréfico de equinos
Fina Sangre de Carrera del Hipédromo Chile con fractura
en esquirla. Sin embargo, no fue posible obtener liquido
sinovial de articulaciones de carpo normal, debido a la
natural oposicién de los preparadores para efectuar la
artrocéntesis y por ello se decidi6 utilizar los equinos de
matadero como control.

Con el fin de caracterizar el proceso articular se determiné
la concentracion de proteinas totales, encontrandose que
fue similar en ambos grupos con fractura (18,19 + 4,2 g/l y
18,28 + 3,5 g/L para los grupos I y Il respectivamente), pero
significativamente mayor (P < 0,05) con respecto al grupo
mestizo utilizado como control (9,05 + 5,1 g/L) (cuadro
1), indicando la existencia de un proceso inflamatorio al
momento de la artroscopia y la posibilidad de un derrame
sanguinolento hacia la cavidad articular.

Para evaluar el dafio del cartilago articular se midié
la concentracion de GAGsT y una fraccién de éstos que
corresponde a los GAGsS, representativos de los procesos
catabolicos del cartilago. Los GAGST no mostraron diferen-
cias significativas (P < 0,05) con valores de 1,07 + 0,29 g/L.
yde 1,07 £ 0,35 g/L para los grupos I y Il respectivamente,
mientras que en el grupo control fue de 1,50 £ 0,52 g/L.



(cuadro 1). Por otro lado, el contenido de GAGsS del li-
quido sinovial fue de 0,15 £ 0,09 g/L y de 0,17 + 0,17 g/L.
que representan el 14,01 y el 15,88% de los GAGST para
los grupos I y Il respectivamente, mientras que en el grupo
control fue de 0,19 £ 0,12 g/L. que representa el 12,66%
de los GAGST (cuadro 1). No se detectaron diferencias
significativas (P > 0,05) entre estos grupos.

En base a la diferencia de GAGsT y de GAGsS se estimo
el contenido de acido hialurénico, encontrandose valores
de 0,92 £ 0,3 g/L y de 0,90 + 0,4 g/L que representan el
85,98 y el 84,11% de los GAGs T para los grupos [ y II
respectivamente, mientras que en el grupo control fue de
1,28 £ 0,53 g/L que representa el 87,33% de los GAGs
T (cuadro 1). Se detectaron diferencias significativas
para el contenido de acido hialurénico entre el grupo
control y ambos grupos con fractura (P < 0,05). El 4cido
hialurénico constituye el GAG cuantitativamente mas
importante del liquido sinovial, lo que permite explicar
la diferencia significativa para los GAGsT entre ambos
grupos con fractura y el grupo control. La disminucién
de los GAGsT y del 4cido hialurénico en ambos grupos
con fractura se podria asociar con el posible efecto de la
dilucién provocado por la inflamacidn, cuya consecuencia
seria la mayor predisposicion al dafio articular.

De acuerdo a la hipdtesis planteada, se esperaba que
el mayor dafio mecédnico producido en el grupo II, debido
a la persistencia de la esquirla en la cavidad articular y
al ejercicio efectuado por estos equinos, provocaria un
incremento significativo de la concentraciéon de GAGsS
debido a la mayor degradacion de los proteoglicanos del
cartilago articular, producto del incremento de citoquinas
proinflamatorias, como son la interleuquina - 1 (IL-1)
(Morris y Treadwell 1994) y el factor de necrosis tumoral
-o. (TNF - o) (Billinghurst y col 1995) que se relacionan

Cuadro 1. Concentracion de proteinas (g/L), de GAGs totales
(g/L), de GAGs distintos del 4cido hialurénico (g/L) y de dcido
hialurénico (g/L) del liquido sinovial de la articulacién carpal
equina.

Synovial fluid concentration of proteins (g/L), total GAGs
(g/L), different GAGs of hyaluronic acid (g/L) and hyaluronic acid (g/L)
in equine carpal joint.

Gupo P GAGET OAGS i,
(gL)

I 18,19+42* 1,07+0,29* 0,15+0,09 0,92+0,30?

I 18,28+35% 1,07+0,35* 0,17+0,17 0,90+0,40*

Control  9,05+51° 1,50£0,52°> 0,19£0,12 1,31+0,51°

a y b representan diferencias estadisticamente significativas
(P <0,09).

Grupo I : periodo menor o igual a un mes entre el diagndstico
y la artroscopia.

Grupo II : periodo mayor o igual a dos meses entre el diagnds-
tico y la artroscopfia.
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con procesos catabdlicos asociados a la mayor actividad
de MMPs (Brama y col 1998, Clegg y Carter 1999,
Trumble y col 2001) y de agrecanasas (ADAMTS 4 y
5) (Moulharat y col 2004) y también con el incremento
de especies reactivas del oxigeno en el liquido sinovial
(Dimock y col 2000). Sin embargo, para los GAGsS no
se encontrd diferencia significativa (P > 0,05) entre los
grupos analizados, observandose incluso una tendencia a
disminuir en ambos grupos con fractura con respecto al
grupo control de matadero. Este resultado se podria explicar
por la dilucién provocada por el cuadro inflamatorio, lo
que es contradictorio con el aumento de la concentracién
de proteinas detectado en ambos grupos con fractura.
También es posible que el incremento de GAGsS en el
liquido sinovial producto de la degradacién del cartilago,
no sea suficiente como para presentar un comportamiento
semejante al detectado en las proteinas y, por lo tanto, no
sea detectable por nuestra técnica colorimétrica, menos
sensible con respecto a aquellas que utilizan anticuerpos
poli o monoclonales (Mcllwraith 2005). Sin embargo,
Fuller y col (2001) utilizando anticuerpos monoclonales
para el epitopo SD4 de queratén sulfato, evidenciaron una
correlacion negativa entre la articulacion inflamada con
respecto a la articulacién contralateral normal. Tampoco
Van den Boom y col (2005) y Adarmes y col (2006) usando
técnicas colorimétricas detectaron alguna correlacién
entre la severidad del daifio del cartilago y el incremento
de GAGs. En otro estudio Adarmes y col (2003) con un
método colorimétrico, demostraron un incremento signi-
ficativo de los GAGsS en el liquido sinovial de caballos
castrados con respecto a las yeguas, lo que permitiria
afirmar que la metodologia colorimétrica podria ser de
utilidad en algunos casos. Ademads, se debe considerar que
en el proceso inflamatorio podria aparecer un incremento
compensatorio de moléculas inhibidoras de estas enzimas
proteoliticas, describiéndose una familia de inhibidores
tisulares de MMPs (TIMPs), algunos de los cuales tam-
bién inhibirian a las agrecanasas (Kevorkian y col 2004),
aunque para este dltimo grupo de enzimas también se
describe que la alfa-2-macroglobulina produciria una
inhibicién endégena (Tortorella y col 2004). Sin embargo,
lo esperable es que en los procesos inflamatorios aparezca
un desbalance en favor de la actividad degradativa de la
MEC del cartilago.

La ausencia de diferencias entre ambos grupos con
fractura también se podria asociar a los posibles trata-
mientos con medicamentos antiinflamatorios por parte
de los preparadores. De acuerdo a nuestros resultados, es
dificil proponer el uso de esta técnica colorimétrica para
determinar GAGsS en cuadros articulares de naturaleza
inflamatoria, en los que ademads no existe la certeza de la
ausencia de tratamientos farmacoldgicos.

Ademads de los GAGs como marcadores bioquimicos
del dafio del cartilago, también se ha demostrado que los
niveles de hidroxiprolina (Van den Boom y col 2005) y de
colagenasa-1 (MMP-1) (Brama y col 2004) se incrementan
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en los cuadros osteoartriticos, lo que se podria asociar
con el aumento de la concentracion de grupos aldehido,
en casos de dafio articular leve, detectado por Adarmes
y col (2006). En el liquido sinovial equino, también se
ha analizado la concentracién de la proteina oligomérica
de matriz de cartilago, demostrandose su utilidad como
biomarcador del dafio del cartilago (Arai y col 2005).

Nuestros resultados permiten concluir que la ausencia de
diferencias significativas de GAGsS en el liquido sinovial
entre estos cuadros inflamatorios articulares y de ellos con
el grupo control, puede asociarse a las dificultades propias
del modelo in vivo utilizado y a la falta de sensibilidad del
método espectrofotométrico para detectar las eventuales
diferencias en el contenido de GAGs entre ambos grupos
con fractura.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar si la duracion de la
fractura en esquirla de carpo en equinos Fina Sangre de Carrera afecta
la concentracion sinovial de glicosaminoglicanos totales (GAGsT) y de
una fraccion de éstos, que corresponde a los GAGs diferentes del 4cido
hialurénico o GAGs sulfatados (GAGsS). Se analizaron dos grupos de
equinos con fractura en esquirla de distinta duracién: uno con un periodo
menor a los 30 dias desde el diagndstico hasta la artrocéntesis (grupo
I) (n = 14) y otro, con un periodo igual o mayor a los 60 dias (grupo II)
(n=14), y como grupo control se obtuvo liquido sinovial de articulaciones
de carpo sanas al examen visual post mortem, de equinos de matadero
luego del sacrificio (n = 14). La concentracién de proteinas, GAGsT y
GAGSS en el liquido sinovial se realizé espectrofotométricamente. La
concentracion de proteinas fue significativamente mayor (P < 0,05) en
ambos grupos con fractura (18,19 +4,2 ¢/l (I) y 18,28 £ 3,5 g/L (II))
con respecto al grupo control (9,05 + 5,1 g/L). La concentracién de
GAGsT fue significativamente mayor (P < 0,05) en el grupo control
(1,50 £ 0,52 g/L) con respecto a las muestras con fractura (1,07 + 0,29 g/L
(I) y 1,07 £ 0,35 g/L (I)). La concentracién de GAGsS que representa
los procesos catabdlicos de la matriz extracelular del cartilago articular
(MEC) no mostrd diferencias significativas, con valores de 0,19 + 0,12 g/LL
en el grupo control y de 0,15 +0,09 g/L y 0,17 £ 0,17 g/L para los
grupos 1 y II, respectivamente. La concentracién de 4cido hialurénico,
obtenida por diferencia entre GAGsT y GAGsS, mostré un incremento
significativo en el grupo de referencia (1,31 + 0,51 g/L) con respecto a
los grupos con fractura (0,92 + 0,30 g/L (I) y 0,90 + 0,40 g/L (II)). La
ausencia de diferencias significativas entre ambos grupos con fractura
para GAGsT, GAGsS y 4cido hialurénico podria deberse a mecanismos
compensatorios o a la dilucién provocada por la inflamacién, o bien, a
las limitaciones propias de este modelo in vivo.
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