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Deteccion de isoenzimas sintasas de 6xido nitrico (NOS) en membrana sinovial de
articulaciones metacarpofaliangicas equinas normales y con dafio macroscépico®
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SUMMARY

We studied the presence of NOS isoforms in synovial membrane from equine metacarpophalangeal joint. This was considered a normal joint group
NN (n = 13) when there was not any visual damage of joint structures. The damaged groups were classified as follows: NA (n = 8) with congestive
synovial membrane without cartilage damage; AN (n = 10) cartilage damage and normal synovial membrane and AA (n = 8) those with cartilage
damage and congestive synovial membrane. Damaged cartilage showed erosions and multiple wear lines. Detection of NOS isoforms was performed
by western blot using monoclonal antibodies. The generated chemiluminescence was measured and expressed in densitometric relative units (DRU)
that represent the rate between the pixels of each sample and those of the standard. NOS I showed a 145 kDa band in all samples, without significant
differences between joint groups. NOS III showed a 140 kDa band, with detection percentages of NN = 77%; NA = 63%; AN = 30% and AA = 100%,
without significant differences between them. NOS II was no detected in these samples. In conclusion, NOS I and partially NOS III, were expressed in
a constitutive form in equine synovial membrane, while NOS II was not detected in these assays, which was likely to be expected given the absence of
acute inflammation, at least during macroscopic observation.
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INTRODUCCION

La osteoartritis (OA) afecta las articulaciones sinoviales
y se caracteriza por dafio del cartilago articular, esclerosis
del hueso subcondral, formacién de osteofitos marginales
y alteraciones de los tejidos blandos (Mcllwraith, 1996,
Cantley y col 1999). Una de las causas de esta patologia es
el trauma, que puede ser tinico y de alta intensidad, o bien
de menor intensidad, pero repetitivo en el tiempo (Cantley
y col 1999) y particularmente en condiciones de fuerzas
biomecénicas inapropiadas (Goodrich y Nixon 2006).
La consecuencia es un cuadro inflamatorio inicial que se
presenta en forma de sinovitis y capsulitis (Mcllwraith
1996), que se caracteriza por infiltraciéon de neutréfilos
y macréfagos en el tejido articular (Goldring 2000), y
por el aumento de citoquinas proinflamatorias como
son la interleuquina 1-B (IL-1B) y el factor de necrosis
tumoral-o (TNF-at). Se ha establecido que la IL-10 juega
un papel central en la fisiopatologia de la OA (Dinarello
1988) ya que induce en el condrocito una cascada de
procesos catabdlicos que incluye la expresién génica de
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metaloproteinasas de matriz, de la sintasa inducible de
oxido nitrico (NOS II), ciclooxigenasa-2 y de la sintasa-1
microsomal de prostaglandina E, (mPGE,) (Stadler y col
1991, Morisset y col 1998).

EINO es un radical libre gaseoso sintetizado a partir de
la oxidacién del aminoécido L-arginina, reaccién catalizada
por la sintasa del 6xido nitrico (NOS). Se han descrito
principalmente tres isoenzimas para la NOS: NOS I o
neuronal (nNOS), NOS 1II o inducible (iNOS) y NOS III
o endotelial (eNOS) (Clancy y col 1998, Lee y col 2002).
La NOS-I y la NOS-III son descritas como constitutivas
(cNOS), sin embargo, pueden sufrir regulaciéon génica
frente a distintos estimulos como la hipoxia, el ejercicio,
hipertensiéon pulmonar entre otros (Forstermann y col
1998). La NOS 1II es de tipo inducible e independiente
de la presencia Ca*?, lo que hace que esta enzima pueda
generar una mayor cantidad de NO que las isoformas
NOS-1y NOS-III (Tomita y col 2001).

Los condrocitos constituyen la fuente mas importante
de NO a nivel articular (Jang y Murrel 1998). Se ha descrito
un aumento de NO en el cartilago osteoartritico equino (van
der Harst y col 2006), asi como en las capas superficiales del
cartilago normal humano frente al estimulo con citocinas
proinflamatorias (Hayashi y col 1997). En la membrana
sinovial de articulaciones humanas se ha descrito, a través
del anélisis inmunohistoquimico, que la NOS II se expresa
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intensamente en cuadros inflamatorios tanto agudos como
crénicos, y no asi en articulaciones normales (Di Mauro y
col 2006). Por lo tanto, se plantea como objetivo de este
trabajo evaluar la presencia del conjunto de isoformas de
NOS en la membrana sinovial del equino en diferentes
condiciones articulares.

MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron articulaciones metacarpofalangicas de
equinos de matadero. Mediante inspeccion visual post
mortem se seleccionaron articulaciones normales y otras con
alteracion del cartilago y/o de la membrana sinovial. Cada
articulacidén seleccionada provino de equinos diferentes.
Se consideraron normales (NN) aquellas articulaciones
(n = 13) con un cartilago de superficie lisa y brillante, de
color blanco nacarado y una membrana sinovial sin signos
de congestion. Las articulaciones alteradas fueron divididas
en aquellas que presentaron inicamente congestion de la
membrana sinovial (NA) (n = 8); aquellas que presenta-
ron Unicamente dafio del cartilago articular como focos
de erosion y lineas de roce (AN) (n = 10) y aquellas que
presentaron tanto dafio del cartilago como congestion de
la membrana sinovial (AA) (n = 8). En todos los casos se
consider6 para la seleccion que el liquido sinovial (LS)
debia presentar un color amarillo claro, translicido y sin
derrame sanguinolento, de lo contrario la articulacion seria
eliminada (Adarmes y col 2009). Las muestras de membrana
sinovial se obtuvieron desde la zona palmar de la articu-
lacidn, a nivel de los sacos volares. Luego se etiquetaron
y conservaron a —20 °C hasta su procesamiento.

PREPARACION DE LOS HOMOGENEIZADOS DE MEMBRANA
SINOVIAL

A trozos entre 0,5 a 1 g de membrana sinovial se les
adiciond en una proporcién 1:4 una solucién amortiguadora
de Tris-HC1 50 mM, pH 7.4 y que contenia EDTA 0,1 mM,
EGTA 0,1 mM, ditiotritol (DTT) 0,5 mM, inhibidores de
proteasas (leupeptin 2 mM, pepstatin 1 mM, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM y 2-B-mercaptoetanol
12 mM. Esta mezcla se homogeneizd en un ultraturrax a
13.000 rpm por tres veces durante 15 segundos. Luego este
homogeneizado se centrifugé a 1.000 x g por 20 minutos
y se obtuvo el sobrenadante que se conservé a —20 °C.

DETERMINACION DE PROTEINAS

Se utiliz6 el método espectrofotométrico de Lowry y
col (1951). Se uso seroalbtimina de bovino como estandar.
La concentracién de proteinas de cada homogeneizado
permitié que los ensayos de determinacion de las distintas
isoformas de NOS fueran comparables.
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DETECCION DE LAS ISOFORMAS DE NOS EN MEMBRANA
SINOVIAL

Cada homogeneizado se diluy6 en una relacién 1:3 en
una solucién amortiguadora de Tris-HCI 33 mM pH 6,8
que contenia SDS 10%, glicerol 1%, azul de bromofenol
0,005% y B-mercaptoetanol 700 mM. Para la electrofo-
resis se utilizé poliacrilamida al 8% en el gel separador
y al 5% en el gel separador, con un voltaje constante de
150 volts durante 80 minutos. En el gel se cargaron 50 g
de proteina de cada muestra. Los geles se transfirieron
a membranas PVDF (Immun-Blot-Bio-Rad) por medio
de electrotransferencia a 0,35 A constante por dos horas.
Las membranas se bloquearon toda la noche a 4 °C
en una solucién de TBS-Leche-Tween-20 (Tris-HCI
20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM, leche descremada 6% y
Tween-20 0,05%). Luego se realizaron tres lavados de
10 minutos cada uno, con agitacidén constante en una
solucién de TBS-Tween 20 (Tris-HC1 20 mM pH 7,6,
NaCl 137 mM y Tween-20 0,05%) y después las mem-
branas se incubaron durante dos horas y con agitacién
en una solucién de TBS-Leche-Tween-20 en presencia
de los anticuerpos monoclonales anti-nNOS (humano,
Catdlogo N31020-050, Transduction Laboratories),
anti-iNOS (ratén, Catdlogo N39120-050, Transduction
Laboratories) y anti-eNOS (humano, Catdlogo N30020-
050, Transduction Laboratories). Se utilizaron diluciones
1:500 para los anticuerpos anti-iNOS y anti-eNOS y
de 1:4000 para el anticuerpo anti-iNOS. Se realizé un
lavado similar a los anteriores y luego las membranas
se incubaron, por una hora con agitacién, en presencia
de un segundo anticuerpo anti-IgG de ratén (anticuerpo
ImmunePure, Pierce) conjugado con peroxidasa de rabano
en solucién TBS-Leche-Tween-20. Posteriormente se
agreg6 un sustrato (SuperSignal, Pierce) generador de un
producto quimioluminiscente por accién de la peroxidasa.
La reaccioén se evidencid por bandas luminosas, las que
se expusieron a peliculas fotosensibles (CL-X Posure,
Pierce) para registrarlas. Luego, cada film se escaned y
se sometié a un andlisis densitométrico usando el pro-
grama computacional INI-SCAN-IT gel versién 4.1, que
permitid la cuantificacion de pixeles de cada banda. Los
resultados se expresaron en unidades densitométricas
relativas, que correspondieron a la razén entre los pixeles
de cada banda y los pixeles de un patrén interno.

ANALISIS ESTADISTICO

Las unidades relativas de cada grupo se expresan como
promedio + desviacion estandar, las cuales se sometieron
a un andlisis estadistico mediante la prueba de ANOVA
para establecer las diferencias entre la cantidad de isoen-
zima detectada en las diferentes alteraciones articulares
(Infostat 2004).



RESULTADOS Y DISCUSION

Se detecté la NOS I en el ciento por ciento de las
muestras, sin variaciones significativas en su cantidad
relativa entre los grupos analizados, lo que indicaria que
su expresion es constitutiva en la membrana sinovial sin
que exista relacion con la condicién articular. El cuadro 1
muestra el anélisis densitométrico expresado en unidades
densitométricas relativas (UDR) de NOS Iy NOS III en
los distintos grupos articulares. La NOS I que se ha encon-
trado expresada en sistema nervioso central y periférico
de diferentes mamiferos, también se ha detectado en otros
tejidos y células no neuronales de varias especies animales
(Forstermann y col 1998).

Cuadro 1. Andlisis densitométrico de NOS 1y IIl en membrana
sinovial de la articulacién metacarpofaldngica equina en diferentes
condiciones articulares.

Densitometric analysis of synovial membrane NOS I and
IIT in equine metacarpophalangeal joint with different joint condition

Grupo NOS I NOS I
Articular UDR +DE UDR +DE
NN 13 0,84 + 0,64 13 0,125+0,98 10
NA 8 0,58 £ 0,34 8 0,143+£0,083 5
AN 10 0,71 £ 0,82 10 0295+0,193 3
AA 8 0,63 £ 0,44 8 0,134+0,129 8
n: Nuimero de muestras

UDR: Unidades densitométricas relativas

NN: Cartilago y membrana sinovial macroscépicamente normales
NA: Cartilago normal y membrana sinovial congestiva

AN: Cartilago alterado y membrana sinovial normal

AA: Cartilago alterado y membrana sinovial congestiva

En la figura 1 se demuestra a través de western blot
que la masa molecular de la NOS I de membrana sinovial
equina corresponde a 145 kDa, para todas las muestras
analizadas, mientras que el control positivo suministrado
por el fabricante (NOS I de tejido nervioso humano) es de
155 kDa que representa la forma descrita en la literatura
para tejido nervioso. Otro control positivo utilizado, un
homogeneizado de corteza cerebral equina, mostré (cer)
también una masa molecular de 155 kDa (figura 1). Un
resultado semejante fue obtenidos por Amin y col (1995),
que determind la presencia de una isoforma de NOS I de
150 kDa en condrocitos obtenidos de pacientes humanos
con osteoartritis, que corresponde a una masa molecular
menor a la que se encuentra habitualmente en sistema ner-
vioso (155 a 160 kDa). Una explicacion de este resultado
se relacionarfa con la compleja organizacién genémica
de NOS I, que daria origen a diferentes transcriptos de
ARNm (Foérstermann y col 1998), lo que hace posible
generar variantes de esta enzima en una expresion de
tipo tejido-especifica. Por ejemplo, en humanos se ha
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determinado que por uso de promotores alternativos existe
una isoforma de NOS I expresada en testiculo, denominada
TnNOS, que se expresa especificamente en las células de
Leydig y tiene una masa molecular 125 kDa. Esta variante,
a diferencia de la NOS I encontrada en tejido cerebral,
carece del motivo de interaccién proteina-proteina PDZ/
GLGEF, el cual determina su localizacién subcelular en la
membrana plasmética (Wang y col 2002).

Enrelacion a la expresion de la NOS 111, s6lo se detectd
la enzima en el 67% del total de articulaciones analizadas
(cuadro 1). Una posible explicacion a este hecho es que
en aquellas muestras en las cuales no se detecté NOS III
existirfa una baja expresion de la enzima, por debajo de los
limites de deteccion de la técnica utilizada. Otra posibili-
dad es que la muestra de tejido extraida en algunos casos
haya contenido un bajo contenido de endotelio vascular,
tejido rico en NOS III. En cuanto a la masa molecular
determinada para NOS III mediante “western blot” fue de
140 kDa similar a la encontrada para los homogeneizados
tanto de aorta humana como de equino (figura 2).

Cc+ Muestras de MS equina
155 kDa —»
145kDa —p a
Cer — MS ci MS
[ ]
155kDa —»
145kDa —» b

Figura 1. Analisis western blot de la NOS L. En (a) se muestra
el control positivo (C+) para NOS I (155 kDa) y los homogenei-
zados de MS (50 pg de proteina total), cuya isoenzima muestra
una MM de 145 kDa. En (b) se muestra la isoenzima de un
homogeneizado de corteza cerebral equina (cer) y el C+ con
una MM de 155 kDa, y homogeneizados de MS equina con una
MM de 145 kDa.

Western blot analysis of NOS L. Image (a) shows the positive
(C+) control for NOS I (155 kDa) and the homogenized SM (50 pg of
total protein) whose isoenzyme shows a MM of 145 kDa. Image (b)
shows the isoenzyme of equine brain cortex homogenized (cer) and the
C+ with a MM of 155 kDa, and homogenized of SM equine with a MM
of 145 kDa.

A

2 g Muestras de MS equina

e —————— 40D

Figura 2. Analisis western blot de la NOS III. Se utilizaron
100 pg de proteina total de MS. La muestra A corresponde al
homogeneizado de endotelio de la arteria aorta equina (2 1g)
con una MM de 140 kDa al igual que los homogeneizados de
MS.

Western blot analysis of NOS III. 100 ug of total protein of
MS were analized with monoclonal antibodies anti-eNOS (1:500). The
A sample is an endothelium homogenized of equine aorta artery (2 pg)
with a 140 kDa MM as well as the SM homogenized.
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No se detecto la presencia de la NOS II en ninguna de
las muestras, a pesar de incrementar la concentracién de
proteina (hasta 100 pg/pocillo), la dilucién del anticuer-
po anti-NOS II (1:500) y del tiempo de incubacion (16
horas). El control positivo del fabricante, que consistio en
un lisado de macréfagos de ratén activados por INF-y y
LPS, si fue detectado en los diferentes ensayos (dato no
mostrado). Se ha descrito una homologia del 90% entre los
genes de las tres isoformas de NOS de diferentes especies
de mamiferos (Nathan y Xie 1994).

En otro estudio, Di Mauro y col (2006) mediante in-
munohistoquimica detectaron la presencia de NOS II en
el tejido sinovial humano proveniente de rodilla con OA
idiopdtica y en pacientes con inflamacién postraumatica.
Por otra parte, los mismos autores no detectaron esta
isoforma en el tejido sinovial normal. En la misma linea,
Stefanovic-Racic y col (1994) describieron que sinovio-
citos B de conejo cultivados en presencia de citocinas
proinflamatorias (IL-1 y TNF-ar) produjeron cantidades
significativas de nitrito, producto estable del NO, lo que
sugirid la induccion de 1a NOS II en esas condiciones, tal
como ocurre en el macréfago por accidn de estas mismas
citoquinas y otros estimulos como LPS. También Mclnnes
y col (1996) detectaron ARNm de NOS II en membrana
sinovial de articulaciones osteoartriticas y con artritis
reumatoidea en pacientes humanos, sin que aparecieran
diferencias entre ellas. En cultivos de sinoviocitos y
condrocitos de equino estimulados con IL-1B y con lipo-
polisacdridos (LPS), Frean y col (1997) demostraron que
los sinoviocitos produjeron menores cantidades de nitrito
con respecto a los condrocitos. Ademds, von Rechenberg
y col (2000) demostraron en explantes de cartilago y de
membrana sinovial de equino que la concentracion de nitrito
era mayor en el caso del cartilago. Simmons y col (1999)
mostraron en membrana sinovial sana de equino una muy
baja actividad NOS y no fue afectada por la exposicion a
IL-1P al menos seis horas después.

Estos antecedentes que muestran una relacién entre
inflamacién y la presencia de NOS II sugieren que nuestros
resultados representan condiciones articulares posiblemente
de tipo no inflamatorio. Esto a pesar de que aparece una
congestion moderada de la membrana sinovial tanto en el
grupo con cartilago normal (NA) como en el grupo con
cartilago dafiado (AA); en ningln caso se detectd pre-
sencia de NOS II cuya expresion se induce por accion de
mediadores proinflamatorios. Se debe considerar ademas
que se descartaron aquellas muestras que presentaron un
liquido sinovial sanguinolento o una elevada concentracién
de proteinas totales.

En el trabajo de Di Mauro y col (2006) se demostrd
también la expresiéon de NOS I y III en tejido sinovial
humano tanto en los casos de OA como de inflamacién
postraumatica. En el tejido normal también se observo
expresion de estas isoformas, aunque en menor intensidad.
Este resultado obtenido en humanos coincide parcialmente
con nuestro estudio en articulacién de equino, ya que
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demostramos la presencia de NOS Iy III sin variaciones
significativas entre los grupos articulares. Esto implicaria
que su expresion es constitutiva en el tejido sinovial y que
este tejido no seria la principal fuente de NO a nivel arti-
cular. Ademads, en un estudio anterior en que se utilizaron
grupos articulares de equino similares a los de este trabajo
(Adarmes y col 2009), se encontré que la concentracion
de nitrito del liquido sinovial no mostré diferencias entre
los grupos, lo que podria indicar que la sintesis de NO
dependeria fundamentalmente de los condrocitos y de la
actividad de la NOS constitutivas de la membrana sinovial
en condiciones no inflamatorias. Seria interesante a futuro
poder caracterizar mejor la NOS I de 145 kDa detectada
en este estudio, puesto que pudiera ser una isoforma tejido
especifica de la membrana sinovial equina.

RESUMEN

Se determind la presencia de isoformas de sintasa del 6xido nitrico
(NOS) en membrana sinovial de articulacion metacarpofaldngica equina.
Se consideré un grupo normal NN (n=13) sin dafio observable en las
estructuras articulares; grupo NA (n = 8) con la membrana sinovial
congestiva; grupo AN (n=10) con el cartilago dafiado y membrana sinovial
normal; AA (n = 8) con el cartilago y membrana sinovial alterados. La
deteccion de las isoformas de NOS se realiz6 mediante “Western Blot”
utilizando anticuerpos monoclonales. La quimioluminiscencia generada
fue medida y expresada en unidades densitométricas relativas (UDR)
que corresponde a la razén entre los pixeles de cada muestra y de un
patrén interno. La NOS I de 145 kDa se encontré en todas las muestras
analizadas. La NOS III de 140 kDa se detecté sélo en un porcentaje de
las muestras (NN = 77%; NA = 63%; AN = 30%; AA = 100%) y no
se encontr una diferencia significativa entre los grupos. No se detectd
la NOS II en ninguna de las muestras analizadas. Se concluye que la
NOS Iy NOS III son constitutivas de la membrana sinovial, mientras
que la NOS II no se detecta, posiblemente debido a que no existe una
inflamacién aguda en los grupos analizados.
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