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Resumen 

El cartílago articular  ar es un tejido 
paucicelular. con colágeno y proteoglicanos en 
la matriz extracelular. 

Su degradación es función de los 

sinoviocitos, que segregan metal oproteasas 

que catabolizan a los proteoglicanos. Se dis-

tinguen los sinoviocitos A o macrofágicos y 

los sinoviocitos B o fibrohiásticos. La destruc-

ción de proteoglicanos puede ser UI'- depen-

diente o independiente. 

Nuestro objetivo fue estudiar ex u/ro 
el rol de los sinoviocitos, sin la influencia del 

sistema inmune. Líquido sinovial de pacien-

tes de ambos sexos, 70±2años, Con OA(6) y 
AR(6), vírgenes de tratamiento, se centrifugó 

30 minutos a 1500 g.  para aislar sinoviocitos. 
El sedimento se incubó 6 hs en medio 
Dulbecco-Eaglcs, con 26 mM de HEPES 
Gibco, NaHCO3 ( 0.5g/1), gl ut.am i na (2 mM), 
estreptomicina l OOmg/l). penicilina (1 U/mI) 
y anfotericina 13 (2.5mg/l ). Identidad y viabi-

lidad celulares se determinaron con técnicas 

citopatológicas. Las muestras control provi-

nieron de artritis traumática o patología 
osleoarticular no-inflamatoria. 

Con an' icuerpos monoclonales anti-
MMPs( loftg/ml), previo bloqueo de produc-

ción de proteínas incspecíficas con albúmina 
sérica bovina, se midió actividad colagenasa 

MM P-  1) antes y después de incubar con 

ELISA-doble-sandwich. Con streptavidin-

perox idasa se desarrolló color y por 

absorbancia a 410 nm. se leyó la complejación 

de los anticuerpos marcados. 

La secreción de MMP- 1 por sino vio-

citos AR fue 1373±115 ng/ml. Con 6 hs de 

incubado aumentó hasta 2 143± 132ng/l 
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(-5617c)(p<0.000 1). probablemente por la 
h i perce 1 uI ari dad. Los sinovioci tos OA 
secretaron 276 ± 23 no/ml . y 542 ± 47 ng/ml 
tras la incubación (9611; )(p<0.001). 

Hay paralelismo entre la producción de 

MMP-  1 y  la observación microscópica. 

Sinoviocitos con abundante citoplasma corres-

ponden a altos niveles de enzima. La baja se-

creción de MMPs responde a escasa población 

celular y núcleos picnóticos. Aunque en AR la 
producción de MMPs fue 4.6 veces mayor que 
en OA, en cambio el incremento porcentual tras 

la incubación fue casi el doble en OA ClUC  en 
AR. 

Esos resultados confirman que la produc-
ción enzi mát ca varía con la in tianiación, que 
es mayor en los procesos agudos, y que la 
incubación de sinoviocitos permite detectar 

cambios patológicos locales. 

Palabras Clave: sinoviocitos incubados - 
MMPsr colagenasa - líquido sinoval - artritis 
reumatoidea - osteoartrosis. 

A bstract 

Cartilage is a specializcd conneetive 
tissue. It contains few cells into ari extracell 
matrix. The matrix mainly constituents are 
col lageri and proteoglycans. lts degradation 
depends on synoviocytes activity, that secrete 
nictalloproteases. agents tu proteoglycans 
cataholisrn. The.re are two types ofsynoviocytes: 
macrophagics (type "A:') and fihrohlastics (type 
"B"). The proteoglvean destruction can he LT-
dependent or LT-independent. 

The aun of this work is synoviocytes 
function ex i'(vo study, free immune systeni 
iniluence. In order tu do it, heparinized synovial 
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fluid samples were obtained from 6 
osteoarthritic (OA) and 6 arthritic (RA) both 
sex unireated patients, diLignosed accordiiig 
ACR entena, which discase duration was longer 
than 6 months. Patients average age was 70 ± 2 
years. Control samples were synovial fluid from 
traumatic arthritis or non inflammatony hone-

muscle pathology. 

Synovial fluid was ce.ntifugated al 1500 
g for 30 flhiiiUtCS ti) isolate synoViocyles. 
Sedimentcontalnin9 cells vas 6 hs incubed with 
Du!becco-Eagles media, thai has HEPES Gihco 
(26mM) NaHCO3 (O.Sg/I); glutamine (21-nM), 
streptornicine (100mg/1). G-peniciiline (1 U/ 
mi); anphotericine B (2.5mgl1). Cells 
cal ification a n d vi ah jI it y were  
cvtopathologically determined. 

Bel'orc and after incubation, col lagenase 
activily was measured by ELISA-double- sand-
wich, using 10flg/m 1 monoclonal anti-MMPs 
i n phosphate-hut'fer-sal inc. The antigen-
antibodv complex production with inespecific 
prolclns vas hlocked by hovine serie albumine. 
Streptavidin peroxidase vas added and washed 
w it h 2,2 ,az i n,di (3-el hy 1- benztazoi Ii 
suiphonic) acid iii develop color. The link of 
laheled aiitibody by absorbance al 410 nm vas 
determined in ELISA-spectrophothometcr. 

RA patient.s earlicr MMPs snovioctes 
production was 1 373±11 5ng/m 1. Then 611s 
incubation 2143±132 n<,/ml was reached. The 
menease (56) had high significance (p< 
0.0001.). 

OA eanlier MMPs cclis production was 
276±23 ng/mk hut after incubation it reached 
542±47 ng/ml. (96Y incrcased with highly sig-
nificativa diffenence too: p<0.000 1 

Microscopic study was carnied out 
hefore and after incubation, and shows a lot of 
synoviocytes with plenty of cytopiasme when 
the collagenase leveis werc. highest. Qn the 
contrary. when Tow MMPs production by 
synovial fluid, as no incubatcd ostcoarthritic 
material, a few cells containing  picnotics 
nucleous were observed.. 

Significani quantitative differences in 
AR and OA enzvmatic secretion were observed. 
Although in rheumatoid arthritic MMPs leveis 
synoviocytes production were 4.6 times ihan 
OA levels, after 6 lis incubation percentage of 
increase in OA cells secrction was highesl. 

Descnihed results confirm MMP- 1 
ss'nthesis by synoviocytes, and these leveis 
conelate with inflamrnation, more pronunced 
in acute (RA) ihan chronic pathology (OA). 
Synoviocyte incubation ]el us lo test desease 
changes in synovial fluid according lo cells 
nuniher and phagocytic activity. 

Authors agnee lo assert that synovial 
fluid may rellect what is happening in an arti-
cular cartilago. hecaLise SE provides markers 
of joini desease. MMPs are giving information 
about pathways involved in OA and RA 
cartilage degradation, 
Key words: synoviocytes incuhated - mmps 
- collagenase - synovial fluid - rheumatoid 
arthnitis -- osteoanthnitis. 

Introducción 

El cartílago es un tejido conectivo es-
pecializado compuesto por pocas células 
distrihuídas en una gran matriz extracelular que 
le sirve de esqueleto.( 1 

Dicha matriz es sintetizada por los 
condrocitos. Sus más importantes componen-
tes estructurales son el colúgeno tipo II y los 
proteo g lic a u os con st it u íd os por 
glicosaniinoglicanos unidos a una proteína 
"core", determinantes de las propiedades 
bioquímicas del cartílago. 

En la cavidad de la articulación hay 
fibroblastos y "sin Viocitos" que son las célu-
las que rigen la destrucción articLilar, merced a 
cambios funcionales que quiebran el equilibrio 
entre la proliferación de si noviocilos y la 
apoptosis o muerte celular pi'ogramada. (2) 

De acuerdo a los marcadores de super-
ficie se reconocen dos tipos fundamentales de 
sinoviocilos. Los tipo A se relacionan con los 
macrófagos y los tipo B Con los fibroblastos. 
(3) 

Caracteriza al tipo "A" su actividad 
fagocítica, responsable de remover los detritus 
de la cavidad articular (4). En cambio la pro-
ducción de ácido hialurónico con funciones 
lubricantes para la articulación es la principal 
función del sinoviocito "B", que además sinte-
tiza numerosos componentes de la matriz. (5) 

La expresión de ciertos oncogenes de-
riva (le la alteración funcional de estas células 
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que proliferan y atacan al cartílago articu-
lar. (6)(7) 

Por otra parte los sinoviocitos pronlue-
ven síntesis de productos proinflamatorios de 
la cascada del ácido araquidónico (8), con el 
consiguiente incremento de radicales libres (ión 
superóxido, etc.) y activación de las enzimas 
capaces de degradar al colágeno y a los 
proteoglicanos. (9) 

El catabolismo de la matriz está altera-
do en varias patologías que cursan con aumen-
to de interleukina-1-f3, el FNT-a y otros facto-
res (10) que mediante la acción de proteasas 
incrementan su metabolismo y la destrucción 
de la matriz. (11) 

La colagenasa es tina metaloproteasa 
(MMP-1) que se libera como proenzima (12). 
y está involucrada en la destrucción del tejido 
conectivo propia de enfermedades como la ar-
tritis reuniatoidea y la osteoartritis. (13). 

La actividad de esta proteasa resulta de 
la modulación entre su liberación y activación 
y responde a los niveles de inhibidores 
endógenos como el factor tisular inhibidor de 
metal oproteinasas (TIMP) y la a-2 
macroglobulina.( 14)(15). 

Esta destrucción mediada por 
sinoviocitos puede ser linfocito-T dependiente 
o linfocito-T independiente:  (16)(17) 

Toda enfermedad que afecta a los 
sinoviocitos altera su morfología. proliferación 
y muerte celular programada (apoptosis).(2) 

Las pruebas específicas por enzimo-
inmuno-ensayo han permitido el estudio in vivo 
de los metabolitos de la matriz cartilaginosa en 
el líquido sinovial. Estas moléculas represen-
tan productos de degradación de keratan-
sulfato. 

El objeto del presente trabajo radicó en 
estudiar los niveles de MMPs en el liquido 
sinovial de pacientes con OA y AR, y relacio-
narlos con la citología. 

Material y Métodos 

Se procesó líquido sinovial de seis (6) 
pacientes con artritis reumatoidea y seis (6) con 
osteoartritis, diagnosticados según criterios clí-
nico-radiológicos de ACR (American College 
of Rheumatology), seropositivos, con 
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poliartritis activa e historia natural de la enfer-
medad mayor de seis meses. 

Sirvieron de control muestras de líqui-
do sinovial obtenido de pacientes con artritis 
traumática o desórdenes músculo - esqueléticos 
no inflamatorios. 

Incubado de sinoviocitos: 
Líquido sinovial, obtenido por punción 

de articulación de rodilla con finalidad 
diagnóstica o terapéutica, heparinizado duran-
te la extracción, se centrifugó de inmediato 
durante 30 minutos a 1500 g, con el objeto de 
aislar sinoviocitos. 

Para reducir viscosidad y turbidez, las 
muestras se trataron con hialuronidasa bovina 
durante una hora a temperatura ambiente, con 
una concentración final de 30 UI / ml. Previo 
al ensayo se centrifugó nuevamente. 

El sedimento se incubó a 37°C durante 
6 horas bajo atmósfera de carbógeno (CO2 al 
5% en oxígeno) en medio de Dulbecco modifi-
cado por Ea-le, conteniendo 26 mg / ml de 
HEPES, 100 mg / ml de estreptomicina. 100 
UI! ml de penicilina y 2.5 mg / ml de 
anfotericina B. (18) 

Las incubaciones se duplicaron para 
estudio de la citología y del tenor enzimático. 
La viabilidad celular se definió por la técnica 
de exclusión del Tripan Blue. 
Citología: 

Mediante coloración con hematoxilina-
eosina se estudió la citología del sedimento 
antes y después de la incubación. 

El estudio histológico siguió técnicas 
stardard izadas en nuestro laboratorio, que in-
cluyen sucesivamente fijación en solución 
acuosa de formaldehido al 10%; deshidratación 
en alcoholes ascendentes (50%, 70%, 9517c y 
alcohol absoluto); inclusión en xileno; inclu-
sión en parafina "blanda" -punto de fusión 54° 
C- y parafina "dura" -punto de fusión 58° C-; y 
posterior sección con micrótomo por desliza-
miento en cortes de 3 a 5. 

Instalados en portaobjetos, se coloca-
ron en estufa a 60°C. Luego de desparafinar en 
xilol; se hidrató en alcoholes descendentes y 
se lavó con agua destilada. Después se coloreó 
con hematoxilina, se efectuó viraje en agua; se 
coloreó con eosina.y por último los cortes se 
prepararon para microscopía con bálsamo de 
Canadá y cubreobjeto. 
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Determinación de colagenasa 

Lit colagenasa (MMP-1) se determinó 
por ELISA ''doble-sandwich", con anticuerpos 

monoclonales especificos, preparados en bu-
ffer los tato-salina (PBS ) a una concentración 
de lOme/mi. 

En cada minicuheta de una placa múlti-
ple se vertieron 50 ml del preparado, dejando 
reposar toda la noche a 4 C. Se lavó tres veces 
con PBS y se adicionaron 200 ml de albúmina 
sé¡-¡ca bovina (BSA) diluida en PBS al 0.23 
para bloquear la formación de complejos 

antígeno-anticuerpo con otras proteínas no es-
pecíficas. 

El siguiente paso consistió en agregar 
colacenasa standard o incubado de sinoviocitos 
diluídos al 1 % en PBS-BSA. Acto seguido, 
tras lavar con el huffer, se agregó el anticuer-
po monoclonal (2 mc / ml ) y se dejó reaccio-
iiar durante 30 mi lutos a 37c. 

Luego de triple lavado con buffer. se  
añadieron 50 iiil de una dilución 1/4000 de 
si¡ eplavidin peroxidasa, iniciando una reacción 
que duró 30 minutos a 37C. Al concluir esa 
reacción las minicubetas se lavaron otras tres 
veces con PBS. y una vez con el hulfer tic 
sustrato ácido 2.2,azino-di ( 3-etil-benztazolin-
su] l'ónico ) para permitir el desarrollo de color 
en presencia de peroxidasa. 

La unión al anticuerpo marcado se leyó 
por ahsorhancia a 410 11111 en un 
espectrofotómetro automático tituiador ELISA 
Mctrolah, que corresponde a la longitud de 
onda tic la streptav ¡di n-peroxidasa. (7) (8) (16). 
Fue rclerido a Liii valor standard, deteniéndose 
la reacción de color mediante. el agregado de 
ácido sulfúrico 2M. 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos por ELISA fueron 
analizados utilizando el test-t de Studcnt mo-
dificado.-( 10)( 16) 

Resultados 

Colagetiasa producida por sinoviocitos: 

En los sinoviocitos no incubados de 
Pacientes con artritis reuniatoidea se detecta-
ron 1373 ± 115 ng / ml de MMP- 1. Esa cifra  

aumentó a 2) 143 ± 132 ng / ml luego de 6 horas 
de incubación (Gráfico 1), lo que implica un 
incremento del 5617c. 

En los silO\'iOCitOS tic pacientes con 
osteoartritis los niveles preincubación de MMP-
1 fueron 276 ± 23 ng / ml. 1 .tiego de las 6 hs tic 
incubación, esa concentración aumento ci 96 
alcanzando a 542 ± 47 no / ml.(Cirífico 2),. 

En ambos casos el incremento post-
incubación fue altamente significativo, con una 
p<0.00 1. (Gráfico 3) 

Citología de sinoviocitos: 

Las mierofotogral'ías que muestran pla-
cas de sinoviocitos con abundante citoplasma. 
(Hg. 1) se corresponden con los niveles tilas 
altos de colagenasa observados. 

Los liquidos sinoviales de pacientes 
osteoartrit icos que no fueron i ncubados,  mos-
traron pequeños grupos de sinoviocitos con 
núcleos picnóticos y baja producción de MMP-
l.(Fig. 2) 

I)iscusióii 

La incubación de sinos iocitos perfile 
constatar diferencias cii la citología del líquido 
sinovial en función de la patología del pacien-
te. Diversos autores han advertido previamen-

te que esas diferencias no sólo guardan ela-
ción con ci número y la calidad tic las células, 
sino que se expresan en la actividad fagocítica 
propia de los sinoviocitos de tipo o 
macrófago-li ke. (3) 

Su producción enzi mática, particular-
mente referida a MMP- 1 (e olagenasa ). descri-
be luego de la incubación una curva ascenden-
te que refleja SL! viabilidad y capacidad 
secretante. ( $)(9)( 19). Se advierten diferencias 
cuantitativas de significación para sinovial de 
AR y de OA (10)(17). Si bien la producción 
cnzimútica de los preincuhados de sinoviocitos 
AR 1 Lié 4,6 veces mayor que la de los OA, la 
incubación timostró un incremento tilas notable 
en las células provenientes de OA (9671 que 
de los pacientes con AR (563 ), autnqute las ci-
fras absolutas siguen siendo mayores en los 
mnoviocitos de artritis reumatoidea: 2143 ± 132 

no/ml. frente a 542 ± 47 ng/ml. 



INCREMENTO DE COLA(flNASA EN INCUBADO DL SINOVIOCITOS DL RAU. CON ARTRITIS 55 

Gráfico 1 

MMP-1 EN SINOVIOCITOS DE PACIENTES CON AR ANTES Y 
DESPUES DE 6 HS. DE INCUBACION 
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Gráfico 2 

MMP-1 EN SINOVIOCITOS DE PACIENTES CON OA ANTES Y 
DESPUES DE 6 HS. DE INCUBACION 
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Fig. 1: Placas de sinoviocitos con abundante 
citoplasma. Coloración l-Iematoxi lina Eosina 
X 40 

Fig. 2: Sinoviocitos en racimo con núcleos 
picnóticos. Coloración Hematoxilina Eosina X 
40 
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MMP-1 en Sinoviocitos con Pacientes con AR y OA 
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Gráfico 3 
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Horas de incubación 

La mayor cantidad de metaloproteasa 
detectada en los incubados del líquido sinovial 
de pacientes con AR, refleja la hipercelularidad 
característica de esta cnfermedad.(19). Ello es 
coincidente con hallazgos previos de nuestro 
laboratorio y de otros investigadores, que pro-
baron el incremento de radicales libres y la 
multiplicación de la cascada araquidónica. 
(8)(!0) 

En estas patologías los sinoviocitos de-
sarrollan cambios hiperplásicos. Paralelamente 
se produce liberación activa de proteasas y 
eclosiona su capacidad para ejercer propieda-
des invasivas .(5)(20)(21). Esos hechos dela-
tan la destrucción de la matriz por degradación 
colágena y proteoglicánica. De allí la impor-
tancia de haber definido e] incremento de libe-
ración enzirnática por incubación en la 
osteoartrosis, pues esa activación agrava los 
cambios degenerati vos propios de la patología. 

Los resultados del presente estudio sos-
tienen hallazgos de otros autores sobre el pa-
pel que cumplen los sinoviocitos en la 
destruccion articular, y sugieren su participa-
ción en el desequilibrio funcional que conduce 
a la apoptosis. (2) 

Eventualmente los mismos pueden ser 
útiles en la evaluación de las terapias 
condromoduladora, condro-genética y 
sintomáticas.( 10) 

El presente trabajo fue efectuado con 
un subsidio aportado por el Consejo de Inves-
tigaciones de Córdoba (Conicor). 
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