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Resumen:

La Osteoartritis es una entidad patoldgica de gran incidencia en equinos deportivos
que afecta de manera directa la performance de estos animales dentro de las
disciplinas en las cuales compiten. El diagndstico precoz de esta entidad es de
suma importancia para la salud del atleta ya que cuanto antes podamos instaurar
un tratamiento la agresividad y la duracion del episodio de fase aguda sera menor
y el prondstico sera mas favorable.

Ademas del diagndstico clinico y radiografico de rutina proponemos la utilizacién
de marcadores bioquimicos que, con mayor certeza, pueden indicarnos el tipo,
grado y etapa de la evolucion de la enfermedad articular. Los marcadores
utilizados son citoquinas (IL-1, IL-4, IL-6, TNF-a, RANK-L). Por otro lado se puede
evaluar el nivel de enzimas encargadas de la degradacion de la matriz extra-
celular del cartilago articular, las metaloproteinasas.
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En lo que respecta al tratamiento abordaremos un grupo de drogas denominadas
bisfosfonatos que tienen accién regulatoria sobre los niveles de citoquinas e
inhiben la actividad de las metaloproteinasas, dichas caracteristicas hacen que
estas drogas sean una opcidn adecuada a la hora de instaurar un tratamiento
efectivo por su accién sobre mediadores y efectores.

Palabras claves: Citoquinas (Citokines), Metaloproteinasas (Metalloproteinases),
Bisfosfonatos (Bisphosphonates), Osteoartritis (Osteoarthritis), Equinos (Equine).

Abstract:

Osteoarthritis is a disease entity of great impact on sport horses that directly
affects the performance of these animals in the disciplines in which they compete.
Early diagnosis of this entity is critical to the health of the athlete and the sooner
we can begin a treatment, the aggressiveness and duration of acute episode will
be lower and the prognosis will be more favorable.
In addition to the routine clinical and radiographic diagnosis we suggest the use of
biochemical markers, with greater certainty, may indicate the type, grade and
stage of evolution of the joint disease. The markers used are cytokines (IL-1, IL-4,
IL-6, TNF-a, RANK-L). On the other hand one can evaluate the level of enzymes
responsible for the degradation of the extracellular matrix of articular
cartilage, metalloproteinases.

Regarding the treatment we board a group of drugs called bisphosphonates which
have regulatory actions on the levels of cytokines and inhibit the activity of MMPs,
these features make these drugs a good choice when establishing treatment
effective by its action on mediators and effectors.

Introduccion a la Osteoartritis equina

La osteoartritis OA es una entidad patoldgica de gran incidencia en equinos
deportivos, a consecuencia de los reiterados esfuerzos que estos animales realizan
en sus distintas disciplinas para alcanzar una buena performance. En algunos
casos esta situacién también se ve acompanada por alteraciones en el normal
desarrollo osteocondral a consecuencia de una alimentacidon deficiente en la
primeras etapas del crecimiento. La enfermedad se caracteriza por una lenta y
progresiva pérdida de cartilago articular, eburnificacién del hueso subcondral e
inflamacién de la membrana sinovial y aumento del liquido sinovial en la mayoria
de los casos. En los estadios mas avanzados se observa erosion cartilaginosa y
esclerosis del hueso subcondral, se generan osteofitos, fibrosis de la membrana
sinovial y alteracién macroscépica del liquido sinovial (Norrdin, 1998) (Schett,
2007).
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Esta enfermedad insidiosa y degenerativa se asienta sobre distintas articulaciones
de los équidos, variando su ubicacion segun su etiologia. Para facilitar su estudio
se las clasificd en agudas o crdnicas y primarias o secundarias a otras patologias.
La presentacién que afecta en mayor medida a los atletas es la aguda con asiento
principalmente sobre la articulacion carpiana, metacarpofalangiana y tibiotarsal.
En deportes en los cuales los equinos pueden alcanzar edades avanzadas y seguir
practicando dicha disciplina, como en los animales de salto la osteoartritis se
presenta como una entidad clinica de tipo insidiosa o crénica que afecta
principalmente a las articulaciones de poca movilidad y que soportan mucho peso
como la interfalangiana o la intertarsiana. Esta ultima forma se presenta con
periodos de remision intercalados con los de fase activa de reagudizacién
(Stashak, 2004).

La gran problematica que acarrea esta enfermedad dentro de la industria hipica
hace que los profesionales veterinarios deban llegar a un rapido diagnodstico de la
patologia para implementar tratamientos que permitan evitar que la enfermedad
se instale, haciéndose crdnica. Por otra parte, en algunos casos, la indicacion de
reposo deportivo no es respetada por los cuidadores o propietarios y ante una leve
mejoria del cuadro clinico el animal vuelve a desarrollar sus actividades fisicas
rutinarias y de esta manera entra en circulos reiterados de reagudizacion cada vez
con mayor compromiso osteoarticular.

El diagndstico clasico de la enfermedad se lleva a cabo mediante un examen
clinico y la evaluacion de alteraciones radiograficas de las articulaciones
comprometidas. En este articulo haremos una revisidon sobre posibles marcadores
bioquimicos que se usan como métodos complementarios para realizar un
diagndstico precoz de la disfuncién articular. El objetivo es predecir la
predisposicion de un animal a padecer la enfermedad articular degenerativa antes
gue los cambios a nivel de la estructura anatémica afectada sean irreversibles o
hagan que su desempefio deportivo se vea comprometido. Dentro de estos
marcadores bioquimicos se encuentran las citoquinas y las metaloproteinasas y
sus niveles se relacionan con la magnitud de la respuesta inmune. Y por otra parte
por su intermedio se puede conocer si la persistencia de la enfermedad esta
relacionada con la respuesta inmune, que por algun tipo de desbalance
regulatorio, estd tomando un negativo protagonismo sumandose al proceso
patoldgico primario.

En este articulo trataremos en temas relacionados al rol de distintas citoquinas en
la patogenia de la OA, asi como las enzimas efectoras que son las
metaloproteinasas. En la parte final vamos a abordar la problematica que tiene
esta enfermedad que en la instauracién de un tratamiento efectivo y
fundamentalmente vamos a hablar de los bisfosfonatos que es un grupo de drogas
gue se vienen usando hace ya varios afos en humanos (Fleish, 1972 & 1996) y
gue se estan usando ahora en el tratamiento de enfermedad articular de los
equinos (Coudry, 2007). Desarrollaremos las modificaciones que pueden3
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causan estas drogas sobre el perfil de citoquinas y la actividad de las
metaloproteinasas, lo cual va a traer aparejado cambios a nivel de la
microestructura articular con modificaciones en el cuadro clinico del animal, una
mejor performance deportiva y una mejor calidad de vida del individuo.

Rol de las citoquinas en la patogenia y en el diagnéstico de la OA.

Los estudios de tipo inmunoldgicos se centran en las citoquinas, IL-1, IL-6, IL-10,
IL-17, TNFa, RANK-L moléculas de sefalizacion celular fisioldgica, que ante leves
cambios en la homeostasis articular se veradn alteradas. Es asi que se han
desarrollado distintos métodos diagndsticos para evaluar la variacion en los niveles
de estas citoquinas como signo precoz indicativo del desarrollo de la artritis (Anca
Rosu, 2012) (Leibbrandt, 2008) (Martel-Pelletier, 2011). El estudio de las
modificaciones en los niveles de ciertas citoquinas no sdélo nos sirve de
herramienta diagndstica sino que pueden ser el blanco de nuevas estrategias
terapéuticas (Bluml, 2012) (Jotanovic, 2012). Es por eso que a continuacion
daremos las generalidades sobre las citoquinas para comprender su estructura,
sus funciones y asi poder simplificar la tarea diagnodstica y de la comprensién de la
patogenia de las enfermedades articulares a la hora de tomar decisiones sobre una
estrategia terapéutica.

Por definicién las citoquinas son polipéptidos sintetizados en respuesta a
microorganismos y otros antigenos que median y regulan las reacciones
inmunitarias e inflamatorias. Estructuralmente tienen diferencias entre ellas pero
comparten distintas propiedades que pueden ser importantes para tener en cuenta
a la hora de establecer un diagndstico a partir de los niveles de estas moléculas o
implementar una terapia para regular sus acciones. Dentro de las propiedades
generales de las citoquinas estas tienen un periodo de secrecidn breve que se
autolimita. Es decir son sintetizadas y liberadas en respuesta a un estimulo que
aumenta la expresion de su ARNm para que pueda ser sintetizado el polipéptido, y
es de destacar que no se almacenan. Otra propiedad compartida entre algunas
citoquinas, la IL-1 y el TNF-a, es la de tener un mecanismo de regulacién post-
trasduccional en el cual se produce la liberacién de estos péptidos en su forma
inactiva y luego mediante mecanismos proteoliticos son activados (Locksley,
2001). Algo importante de destacar es la accion pleiotropica y redundante que
tienen las citoquinas, esto permite que puedan actuar sobre diferentes tipos
celulares lo que da una gran variedad de funciones bioldgicas. Es decir, el
concepto de redundancia hace referencia a que mas de una citoquina tiene la
misma accion. Por otra parte las citoquinas influyen en la sintesis y las acciones
de otras citoquinas como en el caso de la relacién que se establece entre el TNF-a
y la IL-1 (Locksley, 1987).

Ademas, tanto para el diagndstico como para el tratamiento, hay que tener en

claro una propiedad de las citoquinas, estas pueden tener acciones locales y

sistémicas, el TNF-a por ejemplo puede ser medido a nivel local y sistémico, ya
4
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que es liberado en grandes concentraciones en el torrente sanguineo aunque no
permanece durante mucho tiempo (Robak, 1997). En cuanto al mecanismo de
sefalizacién de estas proteinas éste se lleva a cabo mediante receptores de
membrana especificos de la célula diana, lo anteriormente dicho toma relevancia
principalmente para la terapéutica. Otra propiedad que es importante destacar es
gue la expresion de receptores por parte de las células dianas, y por ende la
reactividad de las mismas, se ve modificado por sefales externas y esto determina
el marco tisular dentro del cual puede ejercer su efecto una citoquina o no.

Las citoquinas pueden generar respuestas que en su mayoria tienen un origen
génico con lo cual va a promover la expresién de nuevas funciones y en algunos
casos la proliferacion de células dianas.

El hecho que las funciones de las citoquinas sean ejercidas por un origen génico
hace que dichas funciones sean tan variadas e importantes y sujetas a una
estrecha regulacion que incluye mecanismos inhibidores de retroalimentacién para
inactivar sus respuestas. Dentro de los mecanismos inhibitorios también podemos
nombrar mecanismos que activan las citoquinas mediante la induccién de genes,
codificando moléculas que inhiben la sintesis de receptores también existen
receptores sefiuelo que bloquean la interaccidon de la citoquina con su receptor de
membrana especifico (Abbas, 2008).

Todas las particularidades mencionadas sobre las citoquinas son indicativas de la
gran complejidad de su actividad fisioldgica.

Las citoquinas que median los distintos procesos inflamatorios-degenerativos son
varias pero algunas tienen mayor importancia tanto como por las acciones que
llevan a cabo sobre los tejidos que constituyen a la articulacién como por regular
la actividad de otras citoquinas. A continuacidn hablaremos de las funciones
globales y de ciertas caracteristicas que tienen las interleuquinas que se estan
involucradas en los procesos osteoartriticos y cémo actian a nivel de Ia
fisiopatologia de los procesos degenerativos.

El TNF-a es el principal mediador de la respuesta inflamatoria aguda, puede
detectarse en suero porque se produce en gran cantidad. Esta citoquina posee dos
receptores (TNF-RI y TNF-RII) los cuales al ser activados activan distintos
factores de trascripcidén, pero fundamentalmente al NF-kB, factor importante para
la trascripcion de numerosos genes dentro de las respuestas inmunitarias tanto
innata como adquirida (Cabal-Hierro, 2012). El TNF- a actua sobre los fagocitos
mononucleares estimulando la secrecién de IL-1 que actla de manera similar al
propio TNF-a, éste también contribuye a las reacciones inflamatorias locales que
son perjudiciales para el huésped.
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Por otro lado tiene acciones sistémicas que si no son reguladas estrictamente
genera un cuadro desfavorable para el individuo. Un miembro del receptor de TNF-
a es una proteina que se llama activador del receptor NF-kB o RANK. Este receptor
se identifica en osteoclastos y es estimulado por una sustancia llamada RANK
ligando que se sintetiza en linfocitos T activados. Al estimularse estos receptores
se promueve la resorcidon ésea lo que al agravarse trae el desarrollo de las
patologias de las cuales hablamos. Dentro del desarrollo de un proceso
inflamatorio el TNF-a es la primer citoquina en liberarse y es el encargado de
llevar a cabo las primeras acciones y estimular la sintesis y liberacion de otras
citoquinas como la IL-1 y la IL-6 (Clark, 2005).

Lo anteriormente dicho es importante como estrategia de amplificacién, ya que la
activacion de pocas molécula de TNF-a genera la activacién de muchas moléculas
de IL-1 que tiene mayor actividad sobre los procesos proteoliticos y de resorcion
0sea, unas diez veces mas potente que la accién del TNF-a, que es la que nos va a
generar un aumento en la degradacion del cartilago articular. Entonces mediante
la IL-1 se lleva a cabo la degradacién de cartilago pero este proceso es TNF-a
dependiente por ser el primer eslabén de la cascada inflamatoria (Westacott,
1996). Esta relacion intima entre TNF-a e IL-1 se vio confirmada mediante la
administracién de anticuerpos que neutralizaban al TNF-a en un cultivo de tejido
sinovial, a los tres dias de comenzado el tratamiento se procedid a medir los
niveles de IL-1 y se observd una gran disminucidn en la bioactividad de dicha
citoquina. Ademas la IL-6 también se vio disminuida al neutralizar el TNF-a.

También se habla de una regulacién negativa por parte de la IL-1 sobre el TNF-a
pero no se ha observado una disminuciéon en los valores del TNF-a sino de la
activacion de otras citoquinas como la IL-6 (Feldmann, 1996).

En lo que refiere a la relacion existente entre el TNF-a y las metaloproteinasas
éstas se ven estimuladas por el TNF-a en su liberacidén por parte de condrocitos,
células sinoviales y fibroblastos. En este punto también es importante mencionar
la relacidn existente entre TNF-a e IL-1 ya que la liberacion del TNF-a produce un
aumento en la liberacion de IL-1 y ésta tiene mayor capacidad de activacion de los
tipos celulares antes descriptos para la liberacion de MMPs. A su vez algo a
destacar es que para la reduccion en la liberacion de MMPs habria que inhibir a
ambas citoquinas porque se habla de un efecto redundante en el cual ante la
ausencia de una la otra llevaria a cabo las acciones, por lo tanto si se inhibe
solamente una de las dos la actividad enzimatica no se veria reducida (Jouglin,
2000).

La IL-1 actia junto con el TNF-a en la inmunidad innata y en la inflamacién. El
principal lugar de sintesis de la IL-1 son los fagocitos mononucleares, su
produccion se ve estimulada por el TNF-a. También puede ser sintetizada en otros

tipos celulares como neutroéfilos, células epiteliales y endoteliales. Hay dos
6
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tipos de IL-1 llamadas IL-1a e IL-1 B, que tienen el mismo receptor y llevan a
cabo las mismas funciones bioldgicas. La IL-1 media sus efectos a través de un
receptor de membrana denominado receptor de IL-1 de tipo I que activa factores
de transcripcion como el NF-kB y AP-1.

Los efectos bioldgicos de IL-1 van a variar segun las cantidades producidas, si la
cantidad es baja actua como mediador local de la inflamacién, en cambio si se
produce en grandes cantidades tiene acciones endocrinas sistémicas como la
produccion de fiebre, la sintesis de proteinas de fase aguda de manera indirecta
estimulando la sintesis de IL-6 o el aumento de neutrdfilos circulante (Sahoo,
2011).

Esta citoquina a nivel del cartilago promueve también el aumento de la sintesis de
IL-6 por parte de condrocitos y de fibroblastos, ésta IL-6 a nivel articular tiene un
rol cooperativo a la hora de inhibir la sintesis de proteoglicanos por parte de la IL-
1. A nivel de sintesis proteica la IL-1 tiene un fuerte rol inhibitorio, este efecto se
ve principalmente cuando se libera IL-1 en grandes cantidades ya que a bajos
niveles puede estimular la sintesis de proteinas por parte de los osteoblastos. En
lo que refiere al proceso de resorcidn dsea la IL-1 estimula este proceso mediante
el aceleramiento de los procesos de proliferaciéon de los osteoclastos lo cual va a
resultar en una mayor degradacidn de masa 6sea. Muchas de las acciones de la IL-
1 son en sinergia con el TNF-a y una de las que hay que volver a mencionar es la
gue llevan a cabo sobre la liberacidon y la activacion de las MMP que van a actuar
sobre los distintos componentes de la matriz extracelular (von Rechenberg, 1999).

La IL-6 es otra citoquina que se la suele ubicar entre las citoquinas pro-
inflamatorias y cumplen un rol catabdlico pero las opiniones respecto a su
verdadero rol son bastante contradictorias ya que podria tener acciones anabdlicas
y también tener un rol regulatorio sobre la respuesta inflamatoria que a su vez es
el estimulo para su liberacién. Un ejemplo que soporta lo dicho anteriormente es
que las acciones catabdlicas que lleva a cabo esta citoquina son en conjunto con
la IL-1, pero por otro lado la IL-6 regula e inhibe ciertas acciones catabdlicas de la
IL-1 (Florent, 2007). Es asi que practicamente en todos los casos se encuentran
niveles detectables de IL-6 en liquido sinovial.

Dentro de las caracteristicas generales de la IL-6 podemos decir que es una
citoquina que participa tanto de la inmunidad innata como adaptativa. Se sintetiza
en fagocitos mononucleares, células endoteliales y fibroblastos. Durante una
respuesta aguda aumenta la sintesis de proteinas de fase aguda por parte del
higado y aumenta la produccién de neutréfilos. También la IL-6 favorece las
relaciones inmunitarias celulares estimulando la sintesis de algunas citoquinas
proinflamatorias, principalmente la IL-17 e inhibiendo la generacién y las acciones
de los linfocitos T reguladores (Abbas, 2008). En lo que respecta a los roles que
cumple la IL-6 a nivel articular se observé que inhibe la formacién de hueso vy
7
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promueve la resorcion ésea mediante efectos estimulante sobre osteoclastos y es
por este motivo que algunos trabajos cientificos la han usado como marcador de
catabdlico (Le Goff, 2010). Por otra parte el utilizar a dicha citoquina como
marcador catabdlico no es algo erratico ya que los valores de IL-6 a nivel de
liquido sinovial se ven correlacionados positivamente con el desarrollo de distintas
enfermedades degenerativas que afectan a las articulaciones (Kokebie, 2011).

Respecto a la IL-4 esta es una citoquina que, a diferencia de las proinflamatorias,
tiene un rol principalmente regulador limitante de los procesos inflamatorios y
degenerativos. Respecto a las caracteristicas generales de la IL-4 podemos decir
gue las células que liberan principalmente esta citoquina son los linfocitos T CD4+
Th2. La IL-4 es la Unica citoquina que activa al factor de trascripcion STAT6 que
genera una diferenciacion de linfocitos hacia un perfil Th2, inhibiendo el desarrollo
de la poblacién Thl y Th17 promoviendo respuestas humorales y regulatorias. Los
efectos de la IL-4 sobre los macréfagos incluye la activacion de la arginasa que da
lugar a la sintesis de colageno de ahi una de sus funciones anabdlicas (Ohmura,
2005). Los niveles que se producen de IL-4 son principalmente bajos, no suelen
ser detectados a nivel sérico y esta baja produccién hace que su rol sea
principalmente paracrino, esto fue demostrado en nuestros estudios en los cuales
no pudimos detectar la presencia de IL-4 en plasma (Park, 2012) (Polli 2012)
(Verghese, 2011). Sus acciones regulatorias incluyen la inhibicién tanto de la IL-1
como de la IL-6 y el TNF-a mediante la inhibicion en la liberaciéon de estas
citoquinas por parte de monocitos (Vannier, 1992). Ciertas acciones de la IL-4 son
llevadas a cabo de manera sinérgica junto con la IL-10, una de ellas es la de
disminuir el infiltrado de células mononucleares dentro de areas inflamatorias y
disminuir la destruccidon del cartilago articular (Jorgensen, 1998).

Los métodos utilizados para la determinacién de las citoquinas son: ELISA,
Western Blotting, RT-PCR para la deteccion de su ARNm. También se pueden
utilizar métodos sobre tejidos como inmuno-histoquimica o fluorescencia in-situ. El
ELISA con kits comerciales es el mas utilizado por su sencillez. Algo importante a
tener en cuenta es la relacién entre la citoquina que se quiere medir y la muestra
que debe ser utilizada, ya que por ejemplo si queremos encontrar niveles de IL-4
en suero va a resultar dificil y probablemente no vamos a tener éxito ya que la
misma se sintetiza en pequenas cantidades debido a su accién paracrina
mencionada previamente.

Metaloproteinasas (MMP).

Las metaloproteinasas, MMP2, MMP9, MMP13 vy otras proteasas llamadas
agrecanasas ADAM-TS4 ADAM-TS5 son enzimas encargadas de la remodelacién
normal del cartilago articular y son los efectores de las acciones que promueven
las citoquinas. A través de la evaluacién del aumento o descenso de mediadores
de la inflamacidon y la evaluacién de los elementos encargados en la destruccion
del cartilago articular que conducen a modificaciones del hueso subcondralg
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y por ende la afeccion del resto de las estructuras que componen la articulaciéon
(Galasso, 2012) (Takaishi, 2008) (Malfait, 2002).

Para comenzar a hablar de las MMPs y su rol en los procesos degenerativos
articulares antes daremos algunas pautas generales sobre estas enzimas que nos
permita comprender mejor su papel dentro de la patogenia de las enfermedades
articulares. Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de zinc
(Zn**) encargadas del normal remodelado de la matriz extracelular (Reynolds 1J.,
1996). Esta familia de proteinasas a su vez se dividen en cinco subfamilias segun
la sustancia que  degraden: colagenasa, gelatinasa, estromalisina,
metaloproteinasa de membrana y la quinta subfamilia es un grupo diverso de
enzimas que no han podido ser nomencladas en alguno de los grupos anteriores
(Burrage, 2006).

La estructura de estas proteinas esta compuesta por dominios homédlogos: péptido
sefal que direcciona a la MMP hacia la membrana secretoria 0 a la membrana
donde se va a insertar, un prodominio que le confiere latencia ya que ocupa el
sitio activo donde se sitla el zinc, esto hace que la enzima catalitica no pueda
acceder a los substratos y el dominio catalitico de Zn?*. También hay un dominio
de gran importancia dentro de la molécula que es el dominio de hemopexina que
media en las interacciones con los sustratos y le confiere especificidad a la enzima.
Y por ultimo una regién bisagra que une el dominio catalitico con el dominio de
hemopexina (Vargova, 2012). En el dominio catalitico se encuentra un sitio activo
para el que se encuentra unido a residuos de cisteina (Cys). Cuando la unién Cys-
Zn’* estd intacta la MMP se encuentra inactiva.

La activaciéon de las MMPs requiere la disrupcién de la unién Cys-Zn®* A su vez
para la activacidon se produce el clivaje del pro-dominio de la molécula por clivaje
autocatalitico o por otras proteasas (Figura N°1). La reduccién en la masa
molecular es de 8-10 kDa aproximadamente (Snoek-van Beurden, 2005).

Cys-S-2Zn-| Fomalatente + — / Cys-SH OH, Zn\Fonnaactwa . = /-Cys-SH + OH, Zn-\ Fomaactiva
we = intermedia MMP

Figura N° 1. Activacion de las MMPs.

<
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Las MMPs sobre las cuales vamos a tratar en este articulo son las gelatinasas que
son una de las subfamilias mas estudiadas dentro de los trastornos osteoartriticos
del equino. Esta subfamilia esta representada por las metaloproteinasas 2 y 9
(MMP-2 y MMP-9) que antiguamente se llamaban gelatinasa A y gelatinasa B
respectivamente. Estas dos enzimas poseen una actividad catalitica similar9
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pero son dos productos génicos de origen distinto y diferente peso molecular, la
MMP-2 tiene un peso de 70kDA mientras que la MMP-9 pesa 92 kDA.

Las sustancias que pueden ser degradadas por estas enzimas incluye colageno
tipo 1V, V, VII, X y XI, agrecanos y otras proteinas que se encuentran formando
parte de la matriz extracelular (ECM) o entramado tisular cartilaginoso (Nyman,
2010).

Algo que es importante resaltar es la accién conjunta de las distintas subfamilias
de metaloproteinasas ya que las gelatinasas utilizan como principal sustrato el
colageno ya degradado por las colagenasas, es decir las colagenasas degradan la
triple hélice de colageno y esta molécula clivada es tomada como sustrato por las
gelatinasas (Thompson, 2001).

La presencia de estas enzimas no es igual en todos los tejidos, ni en todo tipo de
situacién fisio-patoldgica. Las gelatinasas 2 y 9 son producidas por una variedad
de tipos celulares en los equinos, estas enzimas fueron encontradas en altos
niveles en liquido sinovial de equinos con enfermedades articulares. Con referencia
a los componentes articulares la MMP-2 es secretada por los dos tipos de
fibroblastos sinoviales y condrocitos, mientras que la MMP-9 es secretada por
condrocitos, monocitos sanguineos y polimorfonucleares (Fotopoulos, 2012).

La MMP-2 se encuentra de manera constitutiva en los tejidos manteniendo valores
estables lo cual sugiere una accién homeostatica ya que removeria el colageno
anormal sintetizado de novo en la matriz extracelular. Los cambios que se pueden
encontrar en el dosaje de MMP-2 pueden ser debidos a la edad o procesos
patoldgicos, estos ultimos no tienen comparacién con el grado de aumento que
tiene la MMP-9 en procesos patoldgicos (Trumble, 2001).

En cambio sucede lo opuesto con la MMP-9, es una enzima que en condiciones
normales se encuentra en niveles basales o no se puede detectar, mientras que en
procesos patoldgicos aumenta su nivel de manera manifiesta. La MMP-9 aumenta
en muchas patologias articulares como la osteoartritis cronica, la artritis
reumatoide, la artritis séptica de resolucién lenta (Kim, 2012) (Blain, 2001)
(Clegg, 1997). Entonces a partir de las variaciones en los niveles de estas enzimas
uno puede tener un panorama sobre el proceso en el que se encuentra el cartilago
articular, si estd bajo una remodelacién normal mediada por la MMP-2 o si los
altos valores de MMP-9 son indicativos de una intensa degradacién de la matriz
cartilaginosa. Otra posibilidad diagnédstica seria tratar de medir los productos de
degradacion de estas enzimas, pero este es un método menos utilizado.

Otro grupo de enzimas de gran importancia en la fisiopatologia de procesos
nocivos articulares son las agrecanasas, estas enzimas clivan las moléculas de
agrecanos, importante proteoglicano del cartilago, a nivel del dominio
interglobular. A nivel del cartilago articular podemos encontrar dos10
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agrecanasas la ADAMTS-4 y la ADAMTS-5, estas enzimas actuan
independientemente de los valores de MMPs a nivel articular lo que denota la
importancia de estas enzimas cataliticas en los procesos degradativos articulares
(Malfait, 2002). Diversos tipos celulares dentro de las articulaciones son capaces
de sintetizar estas enzimas, podemos citar a los condrocitos y fibroblastos
sinoviales que ante distintos estimulos aumentan la produccién de agrecanasas.
Las citoquinas como la IL-1 y el TNF-a son disparadores en el aumento en la
expresion de agrecanasas por parte de condrocitos y fibroblastos, con lo cual va a
aumentar la degradacién de los agrecanos articulares. Por otro lado la inhibicion
de las agrecanasas es similar a la que se lleva a cabo sobre las MMPs,
principalmente estd dada por el inhibidor tisular de MMPs (TIMP-3) y un
desbalance entre activadores e inhibidores originan procesos patoldgicos (Fosang,
2008). El importante rol de las agrecanasas en los procesos patoldgicos hace que
estas enzimas sean el blanco de distintas estrategias terapéuticas, tratando de
inhibir una mayor produccién de las mismas por medio de la modulaciéon de su
transcripcion o actuando a nivel de las citoquinas que aumentan su expresion
(Huang, 2008).

Entonces sabiendo que la actividad de las MMPs puede ser indicativa del estado de
la articulaciéon afectada analizaremos las pautas y técnicas para realizar las
determinaciones de las mismas. Para detectar la actividad de la MMP-2 y la MMP-9
la evaluacion es a nivel articular tomando una muestra de liquido sinovial.
También se puede determinar MMP-2 y MMP-9 en plasma pero los niveles no seran
solo indicativos del dano articular, por esto se recomienda evaluar el liquido
sinovial. En el equino la artrocentésis no es una maniobra dificil pero debe
realizarse tomando ciertos recaudos para no provocar una sinovitis séptica
iatrogénica.

Examen de liquido sinovial y deteccion de MMPs.

El examen macroscoépico del liquido sinovial puede indicar la presencia de algun
proceso patoldgico, tanto por los cambios en la coloracion como en la viscosidad.
Una vez tomada la muestra se aconseja enviar lo antes posible la muestra al
laboratorio, ya que si bien la actividad de estas enzimas se mantiene por largo
tiempo no ocurre lo mismo con las citoquinas que deben ser evaluadas dentro de
las 48 hs. de tomada la muestra de liquido sinovial. Ademas de la determinacién
de las MMPs en la evaluacién del liquido sinovial se realiza como rutina el conteo
de células blancas y proteinograma y en los casos que se requiera mas
informacién se realiza el test de Proteina C Reactiva, éxido nitrico y el dosaje de
citoquinas de las cuales vamos a hablar mas adelante.

Asimismo el profesional que remite las muestras debe enviar los datos clinicos del

paciente al momento de la extraccién del liquido sinovial, para lo que se remite un

score clinico de cinco puntos. Esta evaluacién es importante para saber si estamos
11
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tratando con una patologia netamente local y de origen primario o estamos ante
una lesion articular secundaria generada por una patologia de base.

La determinacion de las MMP se realiza con el método zimografico, muy sensible,
ya que llega a detectar hasta 10 pg de MMP-2 y también se puede determinar
otras MMP como la MMP-1, la MMP-8 y la MMP-13, pero con menor sensibilidad
(Simard,2006). Técnicamente el método zimografico es una corrida electroforética
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), pero el gel sobre
el cual se corren las muestras tiene una base de gelatina que es el sustrato de las
enzimas que estamos midiendo. Después de la corrida se realizan lavados con
distintos detergentes para renaturalizar las enzimas (Woessner JF Jr., 1995).
Ademas de por el método =zimografico, las MMPs pueden ser también
determinadas por ELISA, citometria de flujo y mediante la determinacion del
ARNmM que codifique para la sintesis de las enzimas en estudio (Fraser, 2001).
Otra posibilidad es recurrir a estudios genémicos, esto se ve facilitado por el hecho
que el extremo N-terminal de las gelatinasas del equino es similar al extremo N-
terminal de las gelatinasas humanas y caninas, esto facilita la identificacion de las
gelatinasas en distintas muestras por medio de la secuenciacion y la comparacion
con las gelatinasas humanas y caninas, ya que entre el humano y el equino hay un
66% de homologia en las secuencias de estas enzimas (Freemont, 2012)
(Flannelly, 2002).

Por ultimo es importante referirnos a los distintos niveles de la regulacion de estas
enzimas, punto a tener en cuenta a la hora de instaurar un plan terapéutico. La
actividad de las MMP es regulada en distintos niveles: trascripcidon, secrecién,
activacion e inhibicién. Probablemente para la mayoria de las MMP, excluyendo la
MMP-2, el paso regulatorio de mayor importancia sea la transcripcién. La via de
sefalizacién de Nf-kB es la mas importante en la regulacién en la expresidén génica
de las MMP, cuando una célula es estimulada por IL-1 o TNF-a se activa la
transcripciéon de los genes que codifican para la sintesis de MMP, este proceso
necesita de la intervenciéon de Nf-kB para que se transcriban los genes (Burrage,
2005).Ahora hablando de otro punto regulatorio como es la activacién en el caso
de la MMP-2 esta regulada por: hipoxia, reoxigenacién, trombina, IL-1, TGF-B. Por
el lado de la MMP-9 ésta se ve activada por: LDL oxidada, TNF-a, TGF-B y CD-40L
(Vargova, 2012). A su vez otra estrategia que tiene el organismo para controlar la
actividad de estas enzimas es producirlas en forma de proenzimas y que sean
clivadas en el sitio de accién (Hollander, 1997).

Un mecanismo de regulacion importante estd mediado por inhibidores tisulares de
MMPs (TIMPs). En un estado de homeostasis la produccion de MMP y TIMP esta
equilibrada, pero en situaciones patoldégicas como una osteoartritis se produce un
desequilibrio en esta relaciéon ya que hay un aumento de las MMP por sobre los
TIMP (Huang, 2008). Otros inhibidores de las MMP son las a2-microglobulinas, las
tetraciclinas, dexametasona, soélo inhibe la MMP-2 y a altas dosis, y los
bisfosfonatos. La accion de los antiinflamatorios no esteroideos es12
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controversial, ya que en estudios en humanos se vio que los niveles de MMP-2 y
MM-9 disminuian, pero en estudios realizados en equinos no tuvieron resultados
concluyentes (Yang, 2008).

Bisfosfonatos y su funcion en el perfil inflamatorio articular.

Los bisfosfonatos (BPs) representan uno de los mayores avances en el tratamiento
de las osteopatias médicas en distintas especies, posicionandolos como una de las
alternativas mas usadas a la hora de instaurar un tratamiento terapéutico en la
enfermedad osteoarticular (Hayami, 2004). El uso de los BPs es ya de larga data
en medicina humana en el tratamiento de la osteoporosis y otras enfermedades
con compromiso osteoarticular (Pasternak, 2009) y actualmente cada vez se
difunde mas su uso en el tratamiento de afecciones dseas en los equinos.

Los BPs son analogos de los pirofosfatos inorganicos en los cuales se sustituyd un
atomo de oxigeno por un atomo de carbono, ésta estructura molecular le da a
estos compuestos mucha afinidad por los cristales de hidroxiapatita. Segun las
cadenas que se ubiquen a los lados del atomo de carbono central va a ser el tipo
de bisfosfonato y la potencia que tenga el integrante de dicha familia para inhibir
la resorcion dsea y para permanecer en el tejido éseo (Fleisch, 1996)

Los bisfosfonatos que contienen atomos de nitrdgeno en sus cadenas laterales son
mas potentes que aquellos integrantes de la familia que no contienen este
elemento y cuanto mas alejados del atomo de carbono estén esos atomos de
nitrogenos mayor va a ser la potencia. El alendronato y el pamidronato son
bisfosfonatos que contienen nitrégeno en sus cadenas laterales, mientras que el
tiludronato es un bisfosfonato que carece de nitrogeno en su estructura. Lo
anteriormente dicho es algo importante ya que la estructura molecular del
bisfosfonato que utilicemos nos va a indicar su potencia asi como su mecanismo
de accion. Si bien el mecanismo de accion entre bisfosfonatos difiere, su
farmacocinética es similar y se caracteriza por la baja absorcion intestinal, corta
vida media en plasma y gran selectividad y adherencia en tejido 6seo (Chiappe
Barbara 2001).

La utilidad del uso de los BPs en la OA radica por un lado en su efecto terapéutico
primario sobre el tejido dseo que es inhibir la resorcién dsea por su actividad
proapoptotica sobre los osteoclastos (Ebetino, 2011) vy por otro en su efecto
secundaria retrasando la apoptosis de osteoblastos y osteocitos (Plotkin, 2006).
Ademas los BPs presentan efectos positivos sobre la respuesta inmune local que
genera el individuo (Maksymowych, 2002).

Con respecto a la inhibicidn de la resorcion ésea ésta se vera disminuida como
respuesta a una fuerte inhibicidn osteoclastica, la forma de inhibicién de los
osteoclastos es llevada a cabo por dos vias diferentes segun el BP. Los BP de
primera generacién, tiludronato o etidronato, inducen la apoptosis de los
osteoclastos mediante la inhibicion de enzimas ATP dependientes. En13
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cambio los aminoBP, alendronato y pamidronato, desencadenan este efecto por la
inhibicion de la enzima farnesil pirofosfato sintetasa que actla a nivel de la via del
mevalonato. Al inhibir esta enzima se ven alteradas pequefias proteinas ligadoras
de GTP que van a alterar la estructura del citoesqueleto de estas células
obteniendo como resultado osteoclastos anormales y afuncionales aumentando su
indice de apoptosis (Coxon, 2003).

En lo que respecta al control de la respuesta inmune los bisfosfonatos tienen
acciones sobre distintas citoquinas que median las respuestas pro-inflamatorias
como la IL-1. En una experiencia con altas dosis de etidronato se pudo observar
como los niveles de IL-1 descendian (Suzuki, 2007), lo mismo se vio que ocurria
con niveles de TNF-a pero con otros compuestos como el pamidronato pero los
resultados no fueron tan concluyentes (Maksymowych, 2002) (Carbone, 2006).
Por su lado la IL-6 tiene una cinética distinta segun la dosis de BP que se
administré, ya que a altas dosis los niveles de IL-6 disminuyen pero con bajas
dosis los niveles de esta citoquina aumentan (Giuliani, 1998).

Ademas de la dosis a la cuales se suministran estas drogas otro factor importante
es el régimen, diario, semanal, mensual, anual, y la duracién del tratamiento. Es
importante destacar que la mayoria de los bisfosfonatos en los primeros 3 a 4 dias
de administracion producen un aumento en la respuesta inflamatoria con aumento
de los niveles de TNF-a, IL-1 e IL-6, pero en protocolos en los cuales los
bisfosfonatos fueron administrados por mas de tres dias los valores de las
citoquinas antes mencionadas decayeron. Las acciones de los bisfosfonatos
también se centran en la inhibicidon directa de las metaloproteinasas como es el
caso de la inhibiciéon en la expresion de MMP-9 producidas por macroéfagos, este
efecto inhibitorio se pudo observar en tratamientos con zoledronato y pamidronato
(Melani, 2007).

Una hipotesis sobre la accion inhibitoria de los bisfosfonatos sobre la actividad de
las MMPs seria que los mismos son quelantes del calcio, importante cofactor de
las reacciones enzimaticas. Pero estos datos no son concluyentes y algunos
estudios mencionan que altas dosis de alendronato fueron asociadas con
activacion de la MMP-9 (Clegg, 1998). Las acciones directas de los bisfosfonatos
sobre las MMPs no son claras pero al inhibir, en tratamientos prolongados, la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias dichas enzimas proteoliticas no podrian
llevar a cabo sus funciones catabdlicas.

Como se ha mencionado los efectos que tiene los bisfosfonatos son complejos,
variados y dependendientes de muchos factores, por lo tanto su uso debe ser
racional y aplicarse solo en casos clinicos con diagndstico preciso para aplicar el
tratamiento adecuadamente, segin la edad del animal, su etapa productiva y
reproductiva y la fase de la enfermedad osteoarticular, ya que por ejemplo no
estan indicados en las fases de remision clinica de la OA. Para culminar,
recientemente se esta evaluando la posibilidad de la utilizacién de bisfosfonatos en
14
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protocolos preventivos en las fases de actividad iniciales de los procesos
osteoartriticos, lo cual podria ser algo positivo pero teniendo en cuenta que los
casos a tratar deben tener altas probabilidades de padecer una enfermedad
articular degenerativa.

Conclusion.

Los factores predisponentes de la enfermedad articular degenerativa son variados,
pero los profesionales debemos anticiparnos al desarrollo de la misma mediante
un seguimiento cercanos de los pacientes, tanto desde el punto clinico como de la
informacién que nos pueden proveer los estudios complementarios. Ante una leve
sospecha se debe, en lo posible, poner todo nuestro esfuerzo en el rapido
diagnodstico de la enfermedad y a su vez poder llegar a delimitar la fase
fisiopatoldogica en que se encuentra nuestro paciente para establecer un
procedimiento terapéutico adecuado al momento del diagndstico. La utilizacidon de
marcadores bioquimicos en el diagndstico de las enfermedades articulares suele
ser variable y muchas veces los resultados obtenidos no pueden ser incluidos en
un patréon para pronosticar la futura evolucion de la enfermedad articular. Sin
embargo, si pueden orientarnos en la evaluacion del grado de intensidad de la
respuesta autoinmune en un momento dado asi como orientarnos respecto el
grado de éxito de un tratamiento aplicado. En lo que respecta al control de
citoquinas proinflamatorias y MMPs con el tratamiento con BPs, estos surgen como
una buena alternativa si bien es necesario aun realizar mas investigaciones sobre
el rol preventivo o curativo que tienen estas drogas en las enfermedades
articulares degenerativas del equino.
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