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Resumen

El cartilago articular es un tejido
paucicelular, con coldgeno y proteoglicanos en
la matriz extracelular.

Su degradacién es funcién de los
sinoviocitos, que segregan metaloproteasas
que catabolizan a los proteoglicanos. Se dis-
tinguen los sinoviocitos A o macrofagicos v
los sinoviocitos B o fibrobldsticos. La destruc-
cion de proteoglicanos puede ser LT- depen-
diente o independiente.

Nuestro objetivo fue estudiar ex vivo
el rol de los sinoviocitos, sin la influencia del
sistema inmune. Liquido sinovial de pacien-
tes de ambos sexos, 70+2afos, con OA(6) y
AR(6), virgenes de tratamiento, se centrifugd
30 minutos a 1500 g, para aislar sinoviocitos.
El sedimento se incub6 6 hs en medio
Dulbecco-Eagles, con 26 mM de HEPES
Gibco, NaHCO3 ( 0.5g/1), glutamina (2 mM),
estreptomicina (100mg/l), penicilina (1 U/ml)
y anfotericina B (2.5mg/1). Identidad y viabi-
lidad celulares se determinaron con técnicas
citopatoldgicas. Las muestras control provi-
nieron de artritis traumdtica o patologia
osteoarticular no-inflamatoria.

Con anticuerpos monoclonales anti-
MMPs(10ug/ml), previo bloqueo de produc-
cién de proteinas inespecificas con albimina
sérica bovina, se midié actividad colagenasa
(MMP-1) antes y después de incubar con
ELISA-doble-sandwich. Con streptavidin-
peroxidasa se desarrollé color y por
absorbancia a 410 nm, se ley6 la complejacion
de los anticuerpos marcados.

La secrecion de MMP-1 por sinovio-
citos AR fue 1373115 ng/ml. Con 6 hs de
incubado aumentd hasta 2143+132ng/l
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(-56%)(p<0.0001), probablemente por la
hipercelularidad. Los sinoviocitos OA
secretaron 276 + 23 ng/ml , y 542 + 47 ng/ml
tras la incubacién (96% )(p<0.001).

Hay paralelismo entre la produccién de
MMP-1 y la observacién microscépica.
Sinoviocitos con abundante citoplasma corres-
ponden a altos niveles de enzima. La baja se-
crecion de MMPs responde a escasa poblacion
celular y niicleos picnéticos. Aunque en AR la
produccién de MMPs fue 4.6 veces mayor que
en OA, en cambio el incremento porcentual tras
la incubacion fue casi el doble en OA que en
AR.

Esos resultados confirman que la produc-
¢ion enzimatica varia con la inflamacidn, que
es mayor en los procesos agudos, y que la
incubacién de sinoviocitos permite detectar
cambios patoldgicos locales.

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

Abstract

Cartilage is a specialized connective
tissue. It contains few cells into an extracell
matrix. The matrix mainly constituents are
collagen and proteoglycans. Its degradation
depends on synoviocytes activity, that secrete
metalloproteases, agents to proteoglycans
catabolism. There are two types of synoviocytes:
macrophagics (type “A:") and fibroblastics (type
“B”). The proteoglycan destruction can be LT-
dependent or LT-independent.

The aim of this work is synoviocytes
function ex vivo study, free immune system
influence. In order to do it, heparinized synovial
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fluid samples were obtained from 6
osteoarthritic (OA) and 6 arthritic (RA) both
sex untreated patients, diagnosed according
ACR criteria, which disease duration was longer
than 6 months. Patients average age was 70 + 2
years. Control samples were synovial fluid from
traumatic arthritis or non inflammatory bone-
muscle pathology.

Synovial fluid was centifugated at 1500
g for 30 minutes to isolate synoviocytes.
Sediment containing cells was 6 hs incubed with
Dulbecco-Eagles media, that has HEPES Gibco
(26mM); NaHCO3 (0.5g/1); glutamine (2mM),
streptomicine (100mg/l), G-penicilline (I U/
ml); anphotericine B (2.5mg/1). Cells
calification and viability
cytopathologically determined.

wWere

Before and after incubation, collagenase
activity was measured by ELISA-double- sand-
wich, using 10pug/ml monoclonal anti-MMPs
in phosphate-buffer-saline. The antigen-
antibody complex production with inespecific
proteins was blocked by bovine seric albumine.
Streptavidin peroxidase was added and washed
with 2,2,azin,di(3-ethyl-benztazoilin-
suiphonic) acid to develop color. The link of
labeled antibody by absorbance at 410 nm was
determined in ELISA-spectrophothometer.

RA patients earlier MMPs synoviocytes
production was 1373+115ng/ml. Then 6hs
incubation 2143+132 ng/ml was reached. The
increase (56%) had high significance (p<
0.0001).

OA earlier MMPs celis production was
276x23 ng/ml, but after incubation it reached
542447 ng/ml. (96% increased with highly sig-
nificativa difference too: p<0.0001)

Microscopic study was carried out
before and after incubation, and shows a lot of
synoviocytes with plenty of cytopiasme when
the collagenase leveis were highest. On the
contrary, when low MMPs production by
synovial fluid, as no incubated osteoarthritic
material, a few cells containing picnotics
nucleous were observed..

Significant quantitative differences in
AR and OA enzymatic secretion were observed.
Although in rheumatoid arthritic MMPs leveis
synoviocytes production were 4.6 times than
OA levels, after 6 hs incubation percentage of
increase in OA cells secretion was highest.

Described results confirm MMP- 1
synthesis by synoviocytes, and these levels
correlate with inflammation, more pronunced
in acute (RA) than chronic pathology (OA).
Synoviocyte incubation let us to test desease
changes in synovial fluid according to cells
number and phagocytic activity.

Authors agree to assert that synovial
fluid may reflect what is happening in an arti-
cular cartilago, because SF provides markers
of joint desease. MMPs are giving information
about pathways involved in OA and RA
cartilage degradation,

Key words: synoviocytes incubated — mmps
— collagenase — synovial fluid - rheumatoid
arthritis — osteoarthritis.

Introduccién

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

Dicha matriz es sintetizada por los
condrocitos. Sus mas importantes componen-
tes estructurales son el coldgeno tipo 11 y los
proteoglicanos constituidos por
glicosaminoglicanos unidos a una proteina
“core”, determinantes de las propiedades
bioquimicas del cartilago.

En la cavidad de la articulacién hay
fibroblastos y “sinoviocitos™ que son las célu-
las que rigen la destruccién articular, merced a
cambios funcionales que quiebran el equilibrio
entre la proliferacién de sinoviocitos y la
apoptosis 0 muerte celular programada. (2)

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

Caracteriza al tipo “A” su actividad
fagocitica, responsable de remover los detritus
de la cavidad articular (4). En cambio Ia pro-
duccién de dcido hialurénico con funciones
lubricantes para la articulacién es la principal
funcién del sinoviocito “B”, que ademas sinte-
tiza numerosos componentes de la matriz. (5)

La expresion de ciertos oncogenes de-
riva de la alteracion funcional de estas células
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que proliferan y atacan al cartilago articu-
lar.(6)(7)

Por otra parte los sinoviocitos promue-
ven sintesis de productos proinflamatorios de
la cascada del icido araquidénico (8), con el
consiguiente incremento de radicales libres (i6n
superdxido, etc.) y activacién de las enzimas
capaces de degradar al coldgeno y a los
proteoglicanos. (9)

El catabolismo de la matriz est4 altera-
do en varias patologias que cursan con aumen-
to de interleukina-1-f, el FNT-o y otros facto-
res (10) que mediante la accién de proteasas
incrementan su metabolismo y la destruccién
de la matriz. (11)

La colagenasa es una metaloproteasa
(MMP-1) que se libera como proenzima (12),
y estd involucrada en la destruccion del tejido
conectivo propia de enfermedades como la ar-
tritis reumatoidea y la osteoartritis. (13).

La actividad de esta proteasa resulta de
la modulacién entre su liberacién y activacién
y responde a los niveles de inhibidores
enddgenos como el factor tisular inhibidor de
metaloproteinasas (TIMP) y la o-2
macroglobulina.(14)(15).

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

Toda enfermedad que afecta a los
sinoviocitos altera su morfologia, proliferacién
y muerte celular programada (apoptosis).(2)

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

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

Material y Métodos

Se procesé liquido sinovial de seis (6)
pacientes con artritis reumatoidea y seis (6) con
osteoartritis, diagnosticados segin criterios cli-
nico-radioldgicos 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 liqui-
do sinovial obtenido de pacientes con artritis
traumatica o desérdenes misculo - esqueléticos
no inflamatorios.

Incubado de sinoviocitos:

Liquido sinovial, obtenido por puncién
de articulacién de rodilla con finalidad
diagnéstica o terapéutica, heparinizado duran-
te la extraccion, se centrifugé 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 concentracion final de 30 UI / ml. Previo
al ensayo se centrifugé nuevamente.

El sedimento se incub6 a 37°C durante
6 horas bajo atmésfera de carbégeno (CO2 al
5% en oxigeno) en medio de Dulbecco modifi-
cado por Eagle, conteniendo 26 mg / ml de
HEPES, 100 mg / ml de estreptomicina, 100
Ul / ml de penicilina y 2,5 mg / ml de
anfotericina B. (18)

Las incubaciones se duplicaron para
estudio de la citologia y del tenor enzimatico.
La viabilidad celular se defini6 por la técnica
de exclusién del Tripan Blue.

Citologia:

Mediante coloracién con hematoxilina-
eosina se estudié la citologia del sedimento
antes y después de la incubacién.

El estudio histol6gico siguié técnicas
stardardizadas en nuestro laboratorio, que in-
cluyen sucesivamente fijacién en solucién
acuosa de formaldehido al 10%: deshidratacién
en alcoholes ascendentes (50%, 70%, 95% y
alcohol absoluto); inclusién en xileno; inclu-
si6n en parafina “blanda’ -punto de fusién 54°
C- y parafina “dura” -punto de fusién 58° C-; y
posterior seccién con micrétomo por desliza-
miento en cortes de 3 a Su.

Instalados en portaobjetos, se coloca-
ron en estufa a 60° C. Luego de desparafinar en
xilol; se hidraté en alcoholes descendentes y
se lavé con agua destilada. Después se colore6
con hematoxilina, se efectué viraje en agua; se
colored con eosina.y por tltimo los cortes se
prepararon para microscopia con balsamo de
Canada y cubreobjeto.
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Determinacion de colagenasa :

La colagenasa (MMP-1) se determing
por ELISA “*doble-sandwich”, con anticuerpos
monoclonales especificos, preparados en bu-
ffer fosfato-salina (PBS) a una concentracion
de 10 mg / ml.

En cada minicubeta de una placa multi-
ple se vertieron 50 ml del preparado, dejando
reposar toda la noche a 4° C. Se lavé tres veces
con PBS y se adicionaron 200 ml de albimina
sérica bovina (BSA) diluida en PBS al 0.2%,
para bloquear la formacion de complejos
antigeno-anticuerpo con otras proteinas no es-
pecificas.

El siguiente paso consistié en agregar
colagenasa standard o incubado de sinoviocitos
diluidos al 1 % en PBS-BSA. Acto seguido,
tras lavar con el buffer, se agregd el anticuer-
po monoclonal (2 mg / ml ) y se dejo reaccio-
nar durante 30 minutos a 37°C.

Luego de triple lavado con buffer, se
anadieron 50 ml de una dilucién 1/4000 de
streptavidin peroxidasa, iniciando una reaccién
que durd 30 minutos a 37°C. Al concluir esa
reaccion las minicubetas se lavaron otras tres
veces con PBS, y una vez con el buffer de
sustrato dcido 2.2 azino-di (3-etil-benztazolin-
sulfonico) para permitir el desarrollo de color
en presencia de peroxidasa.

La unién al anticuerpo marcado se leyd
por absorbancia a 410 nm en un
espectrofotometro automatico titulador ELISA
Metrolab, que corresponde a la longitud de
onda de la streptavidin-peroxidasa. (7) (8) (16).
Fue referido a un valor standard, deteniéndose
la reaccion de color mediante el agregado de
acido sulfirico 2M.

Analisis estadistico :

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

Resultados

Colagenasa producida por sinoviocitos:
En los sinoviocitos no incubados de

pacientes con artritis reumatoidea se detecta-
ron 1373 + 115 ng/ ml de MMP-1. Esa cifra

aumento a 2143 + 132 ng / ml luego de 6 horas
de incubacidn (Grifico 1), lo que implica un
incremento del 56%.

En los sinoviocitos de pacientes con
osteoartritis los niveles preincubacién de MMP-
1 fueron 276 + 23 ng / ml. Luego de las 6 hs de
incubacion, esa concentracion aumento el 96%,
alcanzando a 542 + 47 ng / ml.(Grifico 2),.

En ambos casos el incremento post-
incubacion fue altamente significativo, con una
p<0.001. (Gréfico 3)

Citologia de sinoviocitos:

Las microfotografias que muestran pla-
cas de sinoviocitos con abundante citoplasma.
(Fig. 1) se corresponden con los niveles mas
altos de colagenasa observados.

Los liquidos sinoviales de pacientes
osteoartriticos que no fueron incubados, mos-
traron pequefos grupos de sinoviocitos con
nucleos picnéticos y baja produccion de MMP-
1.(Fig. 2)

Discusion

La incubacién de sinoviocitos permite
constatar diferencias en la citologia del liquido
sinovial en funcién de la patologia del pacien-
te. Diversos autores han advertido previamen-
te que esas diferencias no solo guardan rela-
cion con el nimero y la calidad de las células,
sino que se expresan en la actividad fagocitica
propia de los sinoviocitos de tipo °A° o
macréfago-like. (3)

Su produccion enzimadtica, particular-
mente referida a MMP-1 (colagenasa), descri-
be luego de la incubacién una curva ascenden-
te que refleja su viabilidad y capacidad
secretante. (8)(9)(19). Se advierten diferencias
cuantitativas de significacion para sinovial de
AR y de OA (10)(17). Si bien la produccién
enzimatica de los preincubados de sinoviocitos
AR fué 4,6 veces mayor que la de los OA, la
incubacién mostré un incremento mas notable
en las células provenientes de OA (96%) que
de los pacientes con AR (56%), aunque las ci-
fras absolutas siguen siendo mayores en los
sinoviocitos de artritis reumatoidea: 2143 +132
ng/ml, frente a 542 + 47 ng/ml.
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Grifico 1

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

=

ng/ml

B PRE-INCUB.
B POST-INCUB,
PACIENTE

Grifico 2

MMP-1 EN SINOVIOCITOS DE PACIENTES CON OA ANTES Y
DESPUES DE 6 HS. DE INCUBACION

ng/ml

'@ PRE-INCUB. J

B POST-INCUB.

Fig. 1: Placas de sinoviocitos con abundante Fig. 2: Sinoviocitos en racimo con niicleos
citoplasma. Coloracion Hematoxilina Eosina

picndticos. Coloracion Hematoxilina Eosina X
X 40 40
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MMP-1 en Sinoviocitos con Pacientes con AR y OA

2000 | PRE | post
= 1500 |
g A
1000 |-
500 [—
0 L \ | | l I
0 1 2 3 4 ] 6

Grafico 3

La mayor cantidad de metaloproteasa
detectada en los incubados del liquido sinovial
de pacientes con AR, refleja la hipercelularidad
caracteristica de esta enfermedad.(19). Ello es
coincidente con hallazgos previos de nuestro
laboratorio y de otros investigadores, que pro-
baron el incremento de radicales libres y la
multiplicacién de la cascada araquidénica.
(8)(10)

En estas patologias los sinoviocitos de-
sarrollan cambios hiperplasicos. Paralelamente
se produce liberacion activa de proteasas y
eclosiona su capacidad para ejercer propieda-
des invasivas .(5)(20)(21). Esos hechos dela-
tan la destruccién de la matriz por degradacién
coldgena y proteoglicdnica. De alli la impor-
tancia de haber definido el incremento de libe-
racion enzimdtica por incubacién en la
osteoartrosis, pues esa activacién agrava los
cambios degenerativos propios de la patologia.

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-
cién en el desequilibrio funcional que conduce
a la apoptosis. (2)

Horas de incubacion

Eventualmente los mismos pueden ser
itiles en la evaluacién de las terapias
condromoduladora, condro-genética y
sintomdticas.(10)

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