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U.RESUMEN 

Objetivo. Determinar si la colágena-polivinilpirrolidona (colágena-PVP) modifica algunas 

de las respuestas bioquímicas y/o inmunológicas en los cultivos de la membrana sinovial de 

pacientes con artritis reumatoide (AR). 

Métodos. Se realizaron cultivos por duplicado de fragmentos de sinovia de 10 pacientes 

con AR, en ausencia o presencia de colágena-PVP al 1% durante 7 días. Los tejidos obtenidos del 

día 3, 5 Y 7 de cultivo fueron teñidos con la técnica de Herovici. El contenido total de colágena y 

las proporciones de las colágenas tipos 1 y III fueron determinadas por el micrométodo de 

Woessner y con geles de electroforesis interrumpida, respectivamente. La actividad colagenolítica 

fue evaluada en los sobrenadantes de cultivo a través de la degradación de 3H-colágena. La 

concentración del TIMP-I, la IL-I ~ Y el TNF -a en los sobrenadantes de cultivo se cuantificó con 

un ensayo inmunoenzimático de tipo ELISA y los resultados se normalizaron con el contenido de 

ADN. La expresión de las moléculas de adhesión se evaluó a través de la técnica de 

inmunohistoquímica. 

Resultados. La adición de la colágena-PVP al 1% a los cultivos de sinovia no produjo 

cambios en el contenido total de colágena. Sin embargo el análisis histológico presentó un 

aumento en las fibras de colágena con una agregación semejante a la tipo III y los geles de 

electroforesis interrumpida, mostraron un incremento de 1.7 veces de colágena tipo 111 de forma 

tiempo dependiente. La actividad colagenolítica, la concentración del TIMP-I, la expresión de 

ICAM-I y VCAM-I, así como los niveles de IL-I~ y TNF-a en los cultivos tratados, fueron 

regulados negativamente y a niveles estadísticamente significativos con respecto a los cultivos 

control. 
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Conclusión. La adición de colágena-PVP a los cultivos de sinovia indujo la regulación 

negativa pero no la inhibición de algunos parámetros inflamatorios, contribuyendo así a una 

recuperación gradual de la homeostasis en la sinovia de los pacientes con AR. 
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III. ABSTRACT 

Objective. To detennine whether collagen-polyvinylpyrrolidone (collagen-PVP) modifies 

sorne biochemical and/or immunological responses in synovial tissue cultures from rheumatoid 

arthritis (RA) patients. 

Methods. Fragments of synovial tissue from lORA patients were cultured in duplicate 

with or without 1% collagen-PVP. Tissues on the 3'd, 5th
, and 7'" culture day were sectioned and 

stained by the Herovici histological technique. Total collagen and type IIIII collagen ratio were 

evaluated by the Woessner micromethod and by interrupted gel electrophoresis, respectively. 

Collagenolytic activity was assessed by degradation oflH-collagen in tissue culture supematants. 

TIMP-I, IL-113 and TNF -u were detennined in supematants of cultures by enzyme-linked 

irnmunosorbent assay, and the results were nonnalized by DNA concentration. Adhesion 

molecule expression was evaluated by immunohistochemistry. 

Results. Collagen-PVP at 1% did not produce changes in total collagen content, however 

the histological analysis and interrupted gel electrophoresis revealed a 1.7-fold increase of type 

III collagen in a time-dependent fashion. Collagenolytic activity, TIMP-I, ICAM-! and VCAM-I 

express ion, as well as IL-!13 and TNF-u levels were all downregulated at statistically significant 

levels in treated cultures. 

Conc/usion. Exogenous addition of collagen-PVP to synovial tissue cultures induced 

downmodulation but not an inhibition of sorne inflammatory parameters, contributing to the 

gradual and better recovery of homeostasis in synovial tissue from RA patients. 
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IV, INTRODUCCIÓN 

Bajo condiciones fisiológicas en el tejido conjuntivo, las citocinas [factores estimuladores 

de colonias (CSF), quimiocinas o intercrinas, interleucinas (IL), factores de crecimiento (GF) e 

interferones (IFN)], forman una red intrincada de interacciones que mantienen la homeostasis 

tisular. En la artritis reumatoide (AR), una enfermedad auto inmune que se caracteriza por la 

presencia de infiltrados inflamatorios crónicos, el desarrollo de artropatía destructiva, fibrosis, 

erosión ósea y degradación del cartílago articular (Figura 1); se presentan interacciones muy 

complejas. Lo anterior debido a la gran variedad de células que forman a la membrana sinovial, a 

los contactos directos célula-célula o célula-matriz extracelular (MEC) a través de las diferentes 

moléculas de adhesión (MACs) de la superficie celular y a la sobreexpresión de las citocinas pro­

inflamatorias que desplazan el equilibrio hacia una degradación excesiva de los componentes de 

la sinovia, produciendo los fenómenos destructivos característicos de la enfermedad. 

Figura ,. Represen/ación esqtu!mática de la cavidad articular en un paciente con A R. 
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DESCRIPCIÓN HISTOLÓGICA DE LA MEMBRANA SINOVIAL NORMAL 

La membrana sinovial es un tejido conjuntivo especializado encargado de la producción 

del líquido sinovial, cuyas funciones incluyen la nutrición del cartílago articular y la lubricación 

de la articulación. La sinovia está constituida por 2 capas: la íntima y la subíntima sinovial 

(Figura 2). 

Íntima sinovial 

Subíntima sinovial 

Figura 2. Membrana sinovial de la rodilla de a, un sryeto adulto sano (250X) y b, un paciente con AR (JOOX). teñidas 
con hematoxilina y eosina. 

a) La íntima sinovial forma una capa superficial de 50 J.lm, similar a un epitelio. Está compuesta 

por l ó 2 monocapas de sinoviocitos tipo B o células semejantes a fibroblastos, que constituyen 

cerca del 80 al 85% de la población celular total y por sinoviocitos tipo A o células semejantes a 

macrófagos, que conforman el 15 ó 20% restante (Figura 3) y provienen de la médula ósea 

(Lindhlad, /987; Nikkari, J 995). Ultraestructuralmente, los sinoviocitos tipo B presentan un 

retículo endoplásmico rugoso bien desarrollado, pocas vacuolas y vesículas. Expresan el gen de la 
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uridin difosfoglucosa deshidrogenasa (UOFGO) de 4 a 9 veces más que los fibroblastos de la 

subíntima sinovial. Además, producen enzimas tales como la hialuronato sintetasa, por lo que han 

sido considerados como las células que producen el hialuronato del líquido sinovial (Alhanasou, 

1995) Y la prolilhidroxilasa (Smith, 1998) y expresan VCAM-l de forma constitutiva, C044 

(receptor del hialuronato), laminina y colágenas tipos 1, III Y IV a niveles comparables a los de 

los fibroblastos de la piel (Schneider, 1994; Edwards, 1995). 

Los sinoviocitos tipo A son células con capacidad fagocítica, se regulan hormonalmente, 

participan en la respuesta inmune celular y sintetizan un gran número de glicoproteínas. 

Morfológicamente, se caracterizan por sus prominentes filopodios, vacuo las, vesículas y por un 

retículo endoplásmico rugoso escaso. Bioquímicamente se identifican por expresar la actividad de 

esterasa no específica e inmunohistoquímicamente por presentar el marcador C068 de 

macrófagos y monocitos (Alhanasou, 1995). 

En la íntima sinovial las uniones intercelulares son raras ya que las células se encuentran 

separadas entre l y 2 flm, espacio que se ocupa con las macromoléculas de la MEC (Levick, 

1989). 

La microcirculación en la íntima sinovial se lleva a cabo a través de una red de capilares 

embebidos en la matriz a una profundidad mayor de 5 flm. Estos vasos sanguíneos con endotelio 

fenestrado, son la fuente del agua, los electrolitos y los nutrientes del líquido sinovial (Slevens, 

199/). La fenestración se encuentra preferencialmente en el lado del capilar orientado hacia la 

cavidad articular permitiendo que el agua y los solutos lleguen a la MEe. En muchos tejidos la 

resistencia de la matriz durante el transporte y difusión de los nutrientes es relativamente pequeña 

comparada con la del endotelio. Sin embargo, en la sinovia la resistencia hidráulica intersticial es 

de una magnitud similar a la de la red capilar debido a las fenestraciones (Knighl, 1985). Así, el 
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transporte y difusión de solutos y electrolitos entre el plasma y la cavidad articular se encuentra 

significativamente influenciada por la naturaleza de la MEe, el área, el grosor, la composición y 

la resistencia (Knighl, 1988). 

Figura 3. Membrana sinovial de la rodilla de un sujeto adulto sano. Los sinoviocitos de forma irregular y de gran tamaño 
represen/an a los sinoviocitos tipo A o similares a macrófagos y los de tamaño menor y redondeado representan a los tipo 
B o similares afibroblastos (600X). 

b) La subíntima sinovial, ubicada por debajo de la íntima está compuesta de tejido adiposo, 

areolar o fibroso dependiendo del tipo de articulación, y de fibroblastos, algunos macrófagos y 

linfocitos perivasculares (Lindblad, 1987; Rinaldi, 1998). 

Si bien uItraestructuralmente no se distingue una membrana basal que separe a los 

sinoviocitos de la íntima de la subíntima sinovial, se ha demostrado inmunohistoquímicamente 

que proteínas tales como laminina, entactina y colágena tipo IV se encuentran presentes y con una 
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distribución definida en la sinovia semejando una lámina basal (Nikkari. 1995; Smith. 1998; 

Rinaldi. 1998). 

La microcirculación de la subíntima sinovial se lleva a cabo a través de una red de 

vénulas, arteriolas y venas que se originan a nivel de la unión hueso-cartílago, y presentan 

estrecha relación con los del periostio, del hueso y de la médula ósea (Wilkinson. 1989). Además, 

contiene un plexo de vasos linfáticos que es importante en la regulación del contenido del líquido 

sinovial, ya que participa drenando el exceso y manteniendo una presión subatmosférica en la 

articulación. Asimismo, este plexo es la única vía por la cual las macromoléculas tales como las 

proteínas plasmáticas, los fármacos unidos a proteínas, los complejos inmunes, el hialuronato y 

las macromoléculas del cartílago parcialmente degradadas son removidas de la articulación 

(Brown. 1991). Los so lutos pequeños tales como el bióxido de carbono, el lactato y las citocinas 

difunden directamente a los capilares de la íntima (Simkin. 1990). El plexo linfático se encuentra 

separado de la cavidad articular por el grosor de la MEe de la íntima. Ésta modifica el 

microambiente no sólo por intervenir en la separación de los capilares y la cavidad articular sino 

también por determinar la facilidad con la que el agua, las macromoléculas y el hialuronato 

alcanzan el sistema linfático. 
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DESCRIPCIÓN HISTOLÓGICA DE LA MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON 

ARTRITIS REUMA TOlDE 

La membrana sinovial inflamada presenta un incremento en la celularidad, la cual es 

propiciada principalmente por las células reclutadas del torrente sanguíneo más que por una 

hiperproliferación y diferenciación de las propias de la sinovia, lo cual se ha determinado en 

experimentos donde la incorporación de timidina tritiada es baja. La íntima sinovial se 

incrementa de 1 ó 2 a 6 ó 10 monocapas, a lo que se denomina pannus. El principal componente 

celular son los macrófagos activados o sinoviocitos tipo A. La región de la subíntima sinovial 

presenta folículos de células linfoides alrededor de los vasos sanguíneos, así como linfocitos 

dispersos entre ellos. La neovascularización es importante y se encuentran células endoteliales 

activadas. También se observan células plasmáticas, dendríticas y fibroblastos activados 

(Athanasou. 1995; Feldmann. 1996). 

COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR DE LA MEMBRANA SINOVIAL 

NORMAL 

Los sinoviocitos tipo B son las células responsables de la síntesis de las macromoléculas 

de la MEe. La sinovia es rica en fibrillas y microfibrillas de las colágenas tipos 1 y IlI, las cuales 

se encuentran en cantidades similares, predominando la tipo III en la íntima sinovial (Okada. 

1990; Schneider. 1994). La colágena tipo VI forma microfibrillas cuyo principal papel es el 

mantenimiento de la integridad estructural de la matriz ya que se une al hialuronato y a la 

fibronectina (Kielty. 1992). La presencia de fibronectina se ha determinado tanto en la intima 

como en la subíntima sinovial, mientras que la colágena tipo IV y la laminina se encuentran sólo 

en la parte basal de la íntima, rodeando a los sinoviocitos tipo B y en los vasos sanguíneos 
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(Pol!ock, 1990; Revel!, 1995), También se presentan algunos glicosaminoglicanos (GAGs) 

sulfatados tales como el 6- y el 4-sulfato de condroitina, el sulfato de heparán y el de queratán 

(Edwards, 1995: Revell, 1995), El hialuronato se presenta en mayor concentración en la íntima 

sinovial y la microdensitometría indica que hay un gradiente de concentración del GAG que se 

extiende a una profundidad de 90 ¡1m con una mayor concentración en la superficie sinovial y 

alrededor de los vasos sanguíneos (Worrall, 1991), Finalmente también se han detectado algunas 

glicoproteínas estructurales tales como la entactina (nidógeno) y la tenascina por debajo de la 

íntima (Cut%, 1992: Edwards, 1995; Revell, 1995). Sin embargo no se ha detectado vitronectina 

(Tomasini-Johansson, 1998). 

COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR DE LA MEMBRANA SINOVIAL DE 

PACIENTES CON ARTRITIS REUMA TOlDE 

Esencialmente se encuentran las mismas macromoléculas que en una sinovia normal, sólo 

que las proporciones y localizaciones varían (Edwards, 1995). Por ejemplo, en una membrana 

sinovial reumática se reporta un incremento en la síntesis y secreción de tenascina y de 

hialuronato (Castor, 1971; Cut%, 1992), sin embargo este último posee un peso molecular 

diferente (Dah/, 1985) y se encuentra distribuido no sólo en la íntima, como en una sinovia 

normal, sino también en la sub íntima, especialmente alrededor de los vasos sanguíneos y de las 

áreas de alta densidad celular. Esto podría estar relacionado con el tráfico celular o la 

angiogénesis (Worrall, 1991). Por otra parte, la colágena tipo V sólo es detectada en la sinovia de 

pacientes con AR y generalmente se encuentra asociada con fibrillas relativamente finas (Okada, 

1990); también se observa un incremento en el contenido de colágena tipo 1 (Smith, /998), de 

fibronectina (Carsons, 1995; Sarkissian, 1998) y de vitronectina producida por los macrófagos y 
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fibroblastos (Rina/di, /997; Tomasini-Johansson, 1998). Asimismo, se ha determinado una 

pérdida gradual en el contenido de laminina (Rina/di, 1998). 

EXPRESIÓN DE C/TOCINAS EN LA MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON 

ARTRITIS REUMA TOlDE 

Las citocinas son un grupo heterogéneo de moléculas de naturaleza glicoproteica, de bajo 

peso molecular (7 a 30 kD), producidas por una gran variedad de células; actúan de forma 

autocrina, paracrina o endocrina y a concentraciones picomolares, regulan el crecimiento, la 

morfología, la migración y la función celular, por lo que desempeñan un papel esencial en la 

inflamación, en la respuesta inmune y consecuentemente en la fisiopatología de la AR (A/varo­

Gracia, 1992). 

Entre las citocinas pro-inflamatorias sobrexpresadas, de las cuales se conoce su 

participación en la desregulación que se presenta en esta enfermedad durante la fase crónica, se 

encuentran la interleucina-l~ (IL-I~), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), que actúan de 

forma sinérgica y son consideradas como las "citocinas artritogénicas" (Cooper, 1992), la IL-6, la 

IL-8, el factor de crecimiento transformante-~l (TGF-~l), el factor de crecimiento derivado de 

las plaquetas (PDGF) y el factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) 

(Gawen. 1983; Firestein, 1990; Mera, 1991; Mu/ero, 1991; Seitz, 1991; Hall, 1992; A/varo­

Gracia, 1992; Chu, 1992; Akaashi, 1993; Chen, 1993; Farahat, 1993; Manicourt, 1993; 

Rathanaswami, 1993; Sack, 1993; Shingu, 1993; Taub, 1994; Hosaka, 1994; Katsikis, 1994; 

Reitama, 1994; Keyszer, 1994; Wang, 1994; Brennan, 1995; Cush. 1995; Fe/dmann, 1996: 

Furuzawa-Carballeda, 1999a). 

13 



De la IL-I existen 2 genes distintos que codifican dos isofonnas, la IL-I a y la IL-II3. 

Ambas tienen un peso molecular de 17 kD en su fonna extracelular y derivan de un precursor de 

31 kD que carece de actividad biológica. Su similitud es sólo del 26% por lo que a aminoácidos 

se refiere y del 45% en los nucleótidos, sin embargo las dos tienen las mismas acciones 

biológicas y se unen al mismo receptor extracelular. Son sintetizadas fundamentalmente por los 

macrófagos y en menor grado por las células dendríticas, las de Langerhans, las endoteliales, las 

mesangiales, las epiteliales, los astrocitos, la microglía, los fibroblastos, los neutrófilos y las 

líneas de células T y B activadas. La IL-1 es una de las citocinas más pleiotrópicas, que ejerce 

acciones sobre una gran variedad de células. Además de su efecto activador sobre las células T, es 

capaz de promover la maduración de las pre-B y de actuar sinergéticamente con otros factores en 

la proliferación y la secreción de las inmunoglobulinas por las células B maduras. Así pues, son 

sus múltiples efectos pro-inflamatorios los que han despertado un gran interés en cuanto a su 

participación en la AR (Gowen, 1983; Firestein, 1990; Holt, 1992; Alvaro-Gracia, 1992; Chu, 

1992; Farahat, 1993). 

El TNF -a se sintetiza como un precursor intracelular de 26 kD que posterionnente es 

transfonnado a la fonna extracelular activa de 17 kD por una metaloproteasa (MMP) denominada 

"TACE" (TNF-a-converting enzyme) (Black, 1997). El factor es secretado fundamentalmente por 

los macrófagos activados aunque los linfocitos, las células NK y los mastocitos también lo 

producen. Más que por su efecto inductor de la necrosis hemorrágica de ciertos tumores y la 

caquexia en enfennedades parasitarias, es reconocido en la actualidad por sus acciones pro­

inflamatorias. En realidad, comparte casi todas las actividades de la IL-I, salvo las de activación 

linfocitaria (Alvaro-Gracia, 1992; Chu, 1992; Farahat, 1993; Firestein, 1990). 
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Ambas citocinas han sido detectadas tanto en el líquido como en el tejido sinovial de 

pacientes con AR por hibridación in situ, inmunoelectrotransferencia e inmunohistoquímica 

(Firestein, 1990; Alvaro-Gracia, 1992; Manicourt, 1993; Feldmann, 1996; Do1hain, 1998). Estas 

mismas proteínas también se han determinado en los cultivos de las mezclas de células derivadas 

de la digestión enzimática de las membranas sinoviales a través de ensayos inmunoenzimáticos. 

inmunoelectrotransferencia y bioensayos (Brennan, 1989; Alvaro-Gracia, 1992; Brennan, 1995; 

Feldmann, 1996). 

Debido a ello el TNF -u ha sido considerado como el blanco terapéutico en muchos 

ensayos preclínicos y clínicos, en los cuales se han empleado anticuerpos monoclonales 

quiméricos (ratón y humano, denominado cA2), cuya afinidad es de 1.8XIO·9 M y los cuales 

neutralizan la actividad biológica del factor (Paleo lag, 1996) obteniéndose resultados alentadores 

cuando los pacientes reciben entre 5 a 20 mg de anticuerpo (cA2)/kg de peso corporal durante 4 

semanas (Brennan, 1997; Perkins, 1998). 

Por otro lado, linfocinas tales como la IL-2, la IL-4 y ellNF-y no son halladas dentro de la 

articulación, lo que produce una evidente dificultad para evaluar la participación de las células T 

(Firestein, 1988; Salman, i995). 

MOLÉCULAS DE ADHESIÓN EN LA MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON 

ARTRiTIS REUMA TOlDE 

El estudio de los mecanismos de interacción entre los macrófagos, los linfocitos, las 

células sinoviales y las endoteliales así como el efecto de esta interacción sobre la cavidad 

articular han resultado de gran interés, debido a que la infiltración masiva de las células 

mononucleares (CMNs) es una de las características histopatológicas constantes en la AR. De tal 
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forma que la adhesión y migración celular, la generación de la respuesta inmune, la destrucción 

de las células blanco, la interacción de las células con los componentes de la MEC, la 

organización estructural de la sinovia, el recambio de la misma y la generación de los fenómenos 

inflamatorios, son procesos que dependen de la presencia de los receptores específicos en la 

membrana celular. Entre ellos se incluyen: 

/) La Familia de las Selectinas: son glicoproteínas transmembranales que poseen un 

dominio tipo lectina, otro tipo factor de crecimiento epidérmico y de 2 a 9 dominios semejantes al 

factor del complemento, se expresan en la membrana de los leucocitos, las plaquetas y las células 

endoteliales. Se han descrito 3 tipos de selectinas, la L-selectina (LAM-I, gp90MEL, Mel-14, 

Leu 8, LECAM-I), la E-selectina (ELAM-I, LECAM-2) y la P-selectina (CD62, PADGEM, 

GMP-140, LECAM-3). La primera se sintetiza constitutivamente por la mayor parte de los 

leucocitos, los monocitos, las células T, los polimorfonucleares y otras células mieloides; la 

segunda lo hace en el endotelio activado y la tercera se detecta en las plaquetas y en las células 

endoteliales. Los ligandos que se unen a las selectinas son principalmente oligosacáridos que se 

encuentran en la membrana de diversas células. La E-selectina y la L-selectina inducen la 

adhesión reversible de los linfocitos y los granulocitos a las células endoteliales mediante el 

fenómeno de rodamiento (rolling) a lo largo de las paredes de la microvasculatura; éste es el paso 

inicial en la migración de los leucocitos a través de los endotelios. La P-selectina se almacena en 

los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en las plaquetas se localiza en las 

membranas de los gránulos densos, por lo que es capaz de mediar las interacciones entre éstas y 

los leucocitos y posiblemente también entre las células endoteliales y los leucocitos (Bevilacqua, 

1993: Cronstein, 1993: Chapman, /995). 
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11) La Familia de las /ntegrinas: comprende a un grupo de glicoproteínas 

heterodiméricas transmembranales que se unen al citoesqueleto. Fueron denominadas así debido 

a su función integradora de las células con la MEC produciendo así una señal. Las integrinas 

están constituidas por una cadena P y una a asociadas de manera no covalente; se conocen al 

menos 8 cadenas P (1 a 8) y 15 cadenas a (al a la as, aL' a M, a x, a d, a 1l1b Y ay) (Rinaldi, 1997). 

Existe una asociación preferencial de algunas cadenas a con ciertas p, lo que da lugar a la 

formación de 3 subfamilias: cuando la cadena PI (CD29) se asocia a las cadenas al a la as se 

genera la subfamilia de las integrinas PI o VLA (Very Late Activation Antigens); cuando la 

cadena p, (CDI8) se asocia con las cadenas aL' a M, a x Y a d se constituye la subfamilia de las 

integrinas P2 o leucointegrinas; y por último, la P3 se asocia preferencialmente con ay 

(CD41/C051) que se denomina subfamilia P3 o de las citoadhesinas. Las integrinas PI se 

expresan casi en todas las células del organismo a excepción de los neutrófilos. Entre sus 

funciones se incluyen el reconocimiento de los componentes de la MEC o ligandos celulares. Las 

integrinas p, se expresan únicamente en los leucocitos participando en la actividad citotóxica 

mediada por las células NK y la dependiente de anticuerpos, la función cooperadora de las células 

T, la unión de los leucocitos al endotelio, la presentación antigénica, la agregación, la migración y 

la quimiotaxis leucocitaria, la opsonización y fagocitosis y la interacción leucocitaria con 

superficies recubiertas de proteínas séricas. La subfamilia P3 se expresa en las plaquetas, reconoce 

ligandos de la MEC con la secuencia RGD tales como la fibronectina, el fibrinógeno, el factor de 

Von Willebrand, la vitronectina y la trombospondina, la osteopontina y la colágena (Bevilacqua, 

1993; Cronslein, 1993; Chapman, 1995; El-Gabalawy, 1996). 

17 



1Il) Las Moléculas de la Super/ami/ia de las Inmunoglobulinas: son glicoproteínas que 

poseen regiones que se semejan a las de los dominios de las inmunoglobulinas. Se expresan en 

los linfocitos así como en otras células, e incluyen a CD2 (LFA-2), LFA-3, [CAM-I ó CD54, 

[CAM-2, C04, C08, el complejo TCR/CD3, VCAM-I y las moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad (CPH) I y 11, entre otras. La molécula CD2 se expresa en todos los linfocitos' 

T Y en la mayor parte de las células NK, cuando se une a sus ligandos principales (LFA-3, CD59 

ó CD58) cambia su conformación generándose el CD2R que envía señales de activación celular. 

La molécula LFA-3 expresada en linfocitos activados, presenta diversas isoformas que parecen 

tener afinidad similar por el C02. Las moléculas [CAM-I e [CAM-2 están relacionadas en 

estructura y función, participan en las interacciones célula-célula y se asocian a una o más 

integrinas ~2 (LF A-I o CDlI alCO 18 y Mac-I). Las moléculas CD4 y CD8 se expresan 

principalmente en los linfocitos T y están funcionalmente relacionadas con el complejo 

TCR/CD3. No fungen propiamente como moléculas de adhesión, ya que al parecer su función 

principal es la de generar señales de coestimulación que favorezcan la activación de las células T, 

mediada por los antígenos a través del complejo TCR/CD3. Este complejo se encuentra 

constituido por el TCR propiamente dicho, formado por las cadenas a y ~, o las y y .s que 

pertenecen también a la superfamilia de las inmunoglobulinas y forman heterodímeros que 

poseen la capacidad de reconocer los péptidos unidos a las moléculas del CPH, asociado no 

covalentemente al complejo molecular CD3 formado por las subunidades y, .s, E y S. Es en este 

sentido que el complejo TCR/C03 funciona como una molécula de adhesión altamente específica 

(Bevilacqua, 1993; Cronstein, 1993; Chapman, 1995). 

Así, la presencia de los leucocitos en el espacio subsinovial, detectada en los primeros 

días o semanas tras el comienzo de los síntomas articulares y coincidentemente con la lesión 
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endotelial inicial de la microvasculatura, tiene su origen en la migración celular desde la sangre 

periférica a través de la membrana sinovial. El primer paso (reversible), para que un leucocito 

activado circulante abandone el torrente sanguíneo y sea reclutado al interíor de un tejido. es su 

adhesión al endotelio por el cual literalmente rueda sobre los segmentos afectados en una 

sucesión de uniones y desuniones consecutivas con las células endoteliales, a través de las 

selectinas vasculares E y P que reconocen a los hidratos de carbono (SLe') en el extremo flexible 

de ELAM-l localizado selectivamente en las microvelIosidades de la superficie celular de los 

leucocitos que inician el contacto. Particularmente, la unión de las células linfoides a la E­

selectina está mediada por las moléculas CD31 y CD44. La interacción de la E-selectina con los 

leucocitos permite la exposición de éstos a agentes quimiotácticos, citocinas o activadores 

producidos en el microambiente. Lo anterior incrementa la expresión y la avidez de las integrinas 

leucocitarias, principalmente las u 2, (LFA-l por su ligando ICAM-l, u,p, o VLA-4 por VCAM-

1, etc). Así, la especificidad en el reclutamiento de uno u otro tipo de leucocito está dada por los 

factores activadores que son producidos localmente. Cuando las células T son estimuladas, la 

unión al endotelio activado por la IL-l y/o el TNF-u, la IL-4 ó la IL-6, utiliza las dos vías VLA-

4NCAM-l y LFA-lIICAM-l, mientras que la adhesión al endotelio en reposo se realiza 

fundamentalmente a través de LFA-IIICAM-2. Una vez que los leucocitos y las células T 

activadas atraviesan el endotelio, penetran en la membrana sinovial e interactúan con los 

componentes de la MEC tales como la fibronectina, laminina y colágena, a través de las 

integrinas de u, .. P" Ud etc. Estas últimas incrementan su expresión y afinidad por un cambio 

conformacional. La interacción de las células T con las proteínas de la MEC, genera a su vez 

señales de activación que estimulan a las células a través del complejo TCRlCD3 (Athanasou, 

1995). 
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Ensayos inmunohistoquímicos realizados a cultivos de sinoviocitos tipo B o en 

fragmentos de sinovia de pacientes con AR, han mostrado que existen alteraciones en la 

expresión de algunas moléculas de adhesión: 

/) De la Familia de las Selectinas se ha determinado el incremento de ELAM-I y PECAM 

las cuales son reguladas por las citocinas artritogénicas (Tale, /995; Palealag, 1996; Yaussef, 

1997; Dalhain, 1998). 

1I) De la Familia de las Integrinas, la u,ll, se ha encontrado disminuída, probablemente 

debido a la sobreexpresión de la IL-11l y el TNF-u (Pirila, 1996; Rinaldi, 1998); la integrina uvlls 

no se expresa (Nikkari, 1995; Pirila, 1996), las integrinas u,.sll, presentan un incremento en su 

expresión con respecto al tejido sinovial normal (Cicuttini, 1994; Tale, 1995; Pirila, 1996; 

Rinaldi, 1997). Además se observa una sobreexpresión en las leucointegrinas UL' u M, U x Y Ud 

durante la sinovitis crónica (El-Gabalawy. 1996). 

11I) De la Superfamilia de las /nmunaglabulinas se ha demostrado un aumento en la 

expresión de VCAM-l e ICAM-I, el cual está regulado por las citocinas pro-inflamatorias 

(Lindsley. /993; Gerritsen, /993; Cicuttini, 1994; Szekanecz, /994; Tale, 1995; /ademarca. 1995; 

Palea/ag, 1996; E/-Gabalawy, 1996; Yaussef, 1997; Lambert, 1998; Dalhain, 1998; Furuzawa-

Carballeda, 1999a). 

ACTIVIDADES PROTEOLÍTICAS EN LA MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON 

ARTRITIS REUMA TOlDE 

Existen evidencias del papel particular de las proteasas independientes y dependientes del 

calcio (MMPs) en procesos patológicos, dadas por la determinación de éstas a nivel de ARNm, de 

proteína, por su actividad enzimática en el sitio de la lesión, así como por su producción por las 
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células en cultivo. Esto sugiere que dichas proteasas pueden ser importantes en la pérdida de la 

homeostasis que incrementa el recambio de la MEC de la sinovia, del cartílago articular, de las 

estructuras periarticulares y en la reabsorción ósea en la AR (Matrisian, 1994, Müller, 1996; 

Lark, 1997, Miyata, 1998). 

Por ejemplo, a través'de técnicas de hibridación in situ se ha demostrado que las células 

que conforman el pannus expresan los ARNm para las proteasas independientes del calcio, tales 

como las cisteín-proteasas (catepsina L), las proteasas del ácido aspártico (catepsina D) y la 

elastasa de neutrófilos que se expresan predominantemente en la íntima sinovial, en las regiones 

intersticiales y perivasculares por los linfocitos de los infiltrados inflamatorios, no así en las 

membranas del grupo control no inflamatorio (Starkey, 1977; Keyszer, 1995; Kakimoto, 1995; 

Owen, 1995). 

Por otra parte, las MMPs secretadas como proformas se activan en el espacio extracelular 

por otras proteasas tales como la plasmina y las estromelisinas-l y -2 (Birkedal-Hansen, 1995; 

Murphy, 1994; Koolwijk, 1995) y se expresan en la capa íntima y subíntima de las sinovias 

artríticas (Maeda, 1995). Los estudios inmunohistoquímicos han documentado las frecuencias y 

distribuciones de la mayoría de las MMPs. La presencia de la MMP-3 (estromelisina-l) se asocia 

a la MEC y/o a las células inflamatorias mientras que la MMP-l (colagenasa intersticial) y -2 

(gelatinasa A o tipo IV o de 72 kD) se observa en las células de la capa íntima y en las 

estromales. En cambio no se detecta la presencia de la MMP-IO (estromelisina-2) (Hembry, 

1995; Gruber, 1996). 

La MMP-9 (gelatinasa B o tipo IV o de 92 kD) se ha observado a nivel del ARNm y de la 

proteína en los osteoc1astos pero no en el tejido sinovial de AR (Grillet, 1997; Okada, 1995). Sin 

embargo, estudios in vitro han aportado evidencias acerca de la participación de la MMP-9 en el 

21 



metabolismo óseo normal y patológico ya que esta enzima degrada los polímeros insolubles de la 

colágena tipo 1 despolimerizada por ácidos y las fibrillas de colágena del hueso desmineralizado 

(Oleada, 1995). 

Algunos otros estudios han mostrado que la MMP-3 y la MMP-l colocalizan con la IL-lp 

y el TNF-a en el sitio de unión del cartílago y el pannus (Tetlow, 1995; Tetlow, 1998). Esto 

sugiere que las MMPs pueden estar asociadas a la MEe (colágena) por algún tiempo, para 

después ejercer su actividad degradativa potenciando así la sinovitis y la migración celular. 

Además, la síntesis de estas enzimas parece ser regional, episódica y finamente regulada por las 

citocinas pro-inflamatorias producidas localmente. 

Los estudios realizados en el líquido sinovial y el suero obtenidos de pacientes con AR, 

muestran que principalmente la MMP-3, -1 Y -9 se encuentran en cantidades abundantes con 

respecto al grupo control tanto en el líquido sinovial como en el suero y que la concentración se 

puede relacionar directamente con el grado de inflamación sinovial (Oleada, 1995; Manicourt, 

1995; Koolwijk, 1995; Maeda, 1995; Yoshihara, 1995; Ahrens, 1996; Gruber, 1996; Grillet, 

1997; Reboul, 1996, Ishiguro, /996; Watanabe, 1997; Brennan, 1997). 

En conclusión, a partir de los estudios inmunohistoquímicos y de hibridación in situ en 

las sinovias, el hueso subcondral y el cartílago articular, de la determinación de la concentración 

de las MMPs a través de técnicas inmunoenzimáticas y de la zimografia sérica, plasmática y del 

líquido sinovial, se ha demostrado que las MMPs se encuentran expresadas tanto en situaciones 

normales como patológicas y que las diferencias en la participación dentro de cualquiera de estos 

procesos depende de la presencia, concentración y combinación de varias proteasas. 
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INHIBIDORES TISULARES DE LAS METALOPROTEASAS (T1MPS) EN LA 

MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON ARTRITIS REUMA TOlDE 

Existen tres tipos de TIMPs que han sido identificados y clonados. Éstos poseen dos 

dominios: el N-terminal que reacciona con los centros activos de la mayoría de las MMPs y el e-

terminal que participa en la unión de la región e-terminal: de las gelatinasas. Los TIMPs son 

moléculas que contienen secuencias semejantes a factores de crecimiento presentes quizá en la 

región e-terminal (Hayakawa, 1992; Hayakawa, 1994; Kikuchi, 1997). En el humano el TIMP-I 

es una glicoproteína de 28.5 kD Y el TIMP-2 es una proteína no glicosilada de 21 kD; ambos son 

producidos de manera constitutiva por varios tipos celulares tales como las células 

mesenquimáticas y las endoteliales, y su presencia se ha demostrado en los fluí dos corporales y 

en los extractos tisulares (Overall, 1994). Su regulación génica parece ser diferente ya que la 

inducción de la expresión del TIMP-I es controlada por diversas citocinas (IL-I, IL-6) y factores 

de crecimiento (TGF-¡3, bFGF, etc.) (Overall, 1994), mientras que aún no se determina cómo es 

la del TIMP-2. El TIMP-3 es una proteína de 21 kD que puede ser glicosilada, y sus ARNm, 

tanto en el humano como en el ratón, se han encontrado expresados en una gran variedad de 

tejidos incluyendo los diferentes estadios de desarrollo (Murphy, 1994). 

Si bien las formas individuales de los TIMPs muestran una homología de tan sólo el 40%, 

comparten una alta similitud estructural. Esto se debe a que todas contienen 12 residuos de 

cisteína conservados que generan enlaces disulfuro produciendo una estructura de seis asas. Estas 

tres proteínas son formas de alta afinidad que se unen de manera no covalente e irreversible, 

formando complejos estequiométricos (1: 1) con las proformas y las formas activas de las MMPs 

(Bodden, /994; Murphy, 1994). El(los) mecanismo(s) por el(los) cual(es) los TIMPs se unen 

fuertemente, aunque con diferente afinidad, a los centros activos de las MMPs e inhiben su 
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función, es(son) todavía poco entendido(s), debido a la carencia de estructuras tridimensionales. 

Sin embargo, estudios de mutagénesis dirigida muestran que los residuos del l al \3 son 

importantes en la unión (Woessner, 1994; Bodden, 1994). 

La unión de los TIMPs involucra numerosos puntos de interacción con las MMPs. El 

dominio C-terminal tiene distintos sitios de unión en la enzima, los cuales difieren de acuerdo a la 

MMP y actúan en conjunto para incrementar su capacidad de inhibición, además ésta se ve 

aumentada por la posibilidad de la interacción del dominio N-terminal de las MMPs con el N­

terminal de los TIMPs (Murphy, 1994). 

Particularmente, la MMP-2 es inhibida por las interacciones entre el dominio C-terminal 

de la enzima y del TIMP-I y -2, formándose en el último un tallo iónico (Murphy, 1994). 

El TIMP-I se encuentra distribuido por toda la sinovia de los pacientes con AR y en 

cantidad abundante, sin embargo no se detecta el TIMP-2 (Hembry, 1995; Gruber, 1996). 

Existen algunos otros inhibidores como la <x,-antitripsina que bloquea la función de la 

MMP-8 (Lacraz, 1992). 

REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LAS PRO TEAS AS y LOS T1MPs 

La regulación de la biosíntesis de las proteasas es inducida por las citocinas pro­

inflamatorias, tales como la IL-I y el TNF-<x (Shingu, 1995; West-Mays, 1995; Migita, 1996; 

Brennan, 1997; Cawston, 1998), así como por la interacción de las integrinas con sus ligandos. 

tales como la <Xv o <x, con la fibronectina, la ~2-microglobulina con el CPH, VCAM-I con VLA-4, 

etc. (Larjava, 1993; Romanic, 1994; Tremble, 1994; Rülwnen, 1995; Wang, 1995; Migita, 1997; 

Rinaldi, 1997; Sarkissian, 1999). La inhibición de la actividad y/o expresión se lleva a cabo a 
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través de la a,-macrogrobulina, los TIMPs (TIMP-I, TIMP-2 Y TIMP-3) Y algunas citocinas, 

tales como la IL-4, la IL-6, la IL-IO, eIINF-y, etc. (Birkedal-Hansen. 1995). 

En lo que se refiere a la inhibición de la expresión de las MMPs por factores solubles, se 

ha determinado que la IL-4, el INF -y o los inhibidores de la proteína-cinasa C (PKC) son capaces 

de modular la síntesis y expresión de algunas MMPs. Por ejemplo, la inhibición de la activídad de· 

la PKC con calfostatina o la adición de la IL-4 a los cultivos de fibroblastos dérmicos humanos o 

de macrófagos alveolares disminuye los niveles de ARNm para la estromelisina, mientras que la 

producción del TIMP-I no se modifica (Prontera, 1996; Lacraz, 1992). 

La IL-IO, así como la IL-4 inhiben la producción de los transcritos de la MMP-9 e 

incrementan sólo la del TIMP-I en los monocitos y macrófagos del humano, pero no en los 

fibroblastos, lo que sugiere que estas citocinas actúan de forma célula-especifica (Lacraz, 1995). 

La biosíntesis de la matrilisina por los monocitos y macrófagos de sangre periférica es 

inhibida por la lL-4, la [L-lO y el INF-y, por glucocorticoides (dexametasona) y retinoides (todos 

los ácidos trans-retinoicos), ya que al parecer la interacción del corticoide o retinóide con su 

receptor interfiere directamente con la expresión del factor AP-l reprimiendo la transcripción 

génica o por asociación a c-fos o c-jun impidiendo así su función (Matrisian, 1994; Busiek, 1995; 

Overall. 1994). 

Recientemente se ha demostrado que la PGE, es capaz de inhibir la síntesis y secreción de 

la MMP-I y -3 así como del TIMP-l en los cultivos de fibroblastos sinoviales de AR tratados 

previamente con IL-l (DiBattista, 1995). 
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V. ANTECEDENTES 

La colágena-PVP es la mezcla de colágena porcina pepsinizada tipo I y la 

polivinilpirrolidona en una solución amortiguadora de citratos que estabiliza el pH, irradiada por 

rayos gamma. En condiciones de cultivo a 3 re y pH neutro el biofárrnaco no forma un gel y sus 

propiedades electroforéticas, fisicoquímicas y farmacológicas se encuentran modificadas por la 

unión covalente entre la colágena y la PVP. Se ha demostrado tanto in vitro como in vivo que el 

compuesto actúa diferente de como lo hacen sus componentes por separado (colágena y PVP) 

como se ha descrito previamente (Chimal-Monroy, 1997). Este biofárrnaco tiene efectos 

moduladores sobre el metabolismo de la colágena y su aplicación mejora los procesos reparativos 

de la piel y de otros tejidos. Lo anterior se ha determinado durante el tratamiento de heridas 

quirúrgicas en ratas Wistar, donde la colágena-PVP aplicada intralesionalmente induce un 

incremento del tejido de granulación hasta el día 7 posterior a la cirugía y produce una mejor 

arquitectura tisular al día 14 con respecto al grupo control. Esto incluye la presencia de anexos 

cutáneos (glándulas sebáceas y folículos pilosos) y un arreglo en la disposición de las fibras de 

colágena, el cual es similar al de la piel normal (Krotzsch-Gómez, 1993). 

Asimismo, en las fracturas producidas en ratas induce la síntesis de osteopontina y 

osteonectina acelerando la consolidación ósea (Almazán, 1996; Chimal-Monroy, 1998). 

Por otro lado, se ha demostrado su eficacia en la resolución de padecimientos fibrosantes 

dérmicos, como las cicatrices hipertróficas en humanos, donde la aplicación intralesional en dosis 

de 0.2 mi por cada 5 cm de cicatriz, de forma semanal durante un período máximo de 6 meses, o 

en una terapia preventiva, aplicado tres semanas antes y tres después de realizar una resección 

quirúrgica. La evaluación clínica incluyó parámetros tales como la eliminación de la sensación 
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urente, el prurito, el dolor, el restablecimiento de la normocromía, el reblandecimiento y la 

eliminación del exceso de fibrosis de la cicatriz. En cuanto a los parámetros histológicos se 

observó una cantidad menor de la colágena depositada, la recuperación de la colágena tipo III de 

la dermis papilar y un arreglo de las fibras semejante al de la piel normal, disminución del 

infiltrado celular y corrección del contorno epidérmico. Inmuilohistoquímicamente, se evaluó la 

presencia de algunas citocinas pro-inflamatorias/fibrogénicas (IL-I p, TNF -a, TGF -p l Y PDGF) Y 

de las MACs (ELAM-I y VCAM-I) determinándose que todas estas proteínas se expresaron 

abundantemente en el tejido de las cicatrices hipertróficas sin tratamiento, no así en las tratadas 

con el biofármaco cuyos niveles fueron similares a los de la piel normal (Kr6Izsch-GÓmez. 1998). 

Este efecto inmunomodulador de la colágena-PVP también fue observado en las lesiones 

cutáneas de escleroderma tratadas con una aplicación intralesional por semana durante 12 

semanas, mejorando su textura y apariencia. Histológicamente, se observó una remodelación del 

tejido fibroso que permitió el restablecimiento de la proporción de las colágenas tipos 1 y 1II, la 

recuperación de la colágena tipo III de la dermis papilar, se conservó el contorno epidérmico y 

además se presentaron anexos cutáneos. Inmunohistoquímicamente se determinó que la colágena-

PVP fue capaz de regular negativamente la expresión de IL-Ip y ELAM-l. Con esto se concluyó 

que el biofármaco mejora la arquitectura tisular de las manifestaciones cutáneas de escleroderma 

y regula negativamente algunos de los parámetros pro-inflamatorios (Barile. 1998). 

Finalmente se han realizado algunos estudios de bioseguridad y farmacovigilancia así 

como análisis clínicos y pruebas de laboratorio en voluntarios sanos y pacientes, no 

encontrándose reacciones adversas o efectos secundarios aún después del uso prolongado de la 

colágena-PVP (más de 12 meses). Además se ha demostrado que el biofármaco no produce ni 

fibroproliferación (Kr6/zsch-Gómez, manuscrito en preparación) ni linfoproliferación. Tampoco 
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se ha detenninado que posea o induzca algún efecto genotóxico (Furuzawa-Carballeda, 

manuscrito en preparación), 

28 



VI. JUSTIFICACIÓN 

La AR es una enfennedad de prevalencia considerable en la población mexicana (1-3%). En la 

actualidad aún se desconoce(n) el(los) mecanismo(s) que inicia(n) y perpetúan el proceso 

inflamatorio. produciendo la sinovitis característica de la AR. Sin embargo se conoce que dentro 

de los signos patognomónicos se encuentran una exacerbación de la síntesis y liberación de las 

cÍtocinas pro-inflamatorias y de las proteasas, así como la inhibición de la producción de algunos 

componentes del tejido conjuntivo de la sinovia y la degradación de otros. Por ello con base en 

los antecedentes farmacológicos del medicamento se sugiere que éste probablemente pudiese 

tener un efecto regulador sobre el proceso inflamatorio. 
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VII. HIPÓTESIS 

La colágena-PVP aplicada a los cultivos de la membrana sinovial de pacientes con AR, actuará 

interrumpiendo el proceso de la inflamación a través de la modulación de la producción de 

algunas de las citocinas pro-inflamatorias, de las colagenasas y de las moléculas de adhesión. 
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VlIl. OBJETIVO GENERAL 

Debido a que existen evidencias de que la adición de proteínas de la MEC a cultivos de 

linfocitos T es capaz de modular su respuesta (Easter, 1988; Rybski, 1989; Rüeg, /989; Cut%, 

/992). en el presente trabajo se analizará el efecto de una proteína de MEC modificada, la' 

colágena-polivinilpirrolidona (colágena-PVP), sobre algunos parámetros inflamatorios en 

cultivos de membrana sinovial de pacientes con AR, enfermedad cuyo signo patognomónico es la 

inflamación crónica. 

IX. OBJETIVOS PARTICULARES 

• Determinar el contenido total de colágena en las membranas sinoviales en cultivo con o sin 

colágena-PVP al 1 %. 

• Analizar la histomorfología de las sinovias en cultivo. 

• Determinar el porcentaje relativo de las colágenas tipos 1 y III en el tejido sinovial. 

• Evaluar la actividad colagenolítica total, dependiente e independiente del calcio en los 

sobrenadantes del cultivo. 

• Cuantificar los niveles del TIMP-I en los sobrenadantes de cultivo. 

• Evaluar la expresión de las moléculas de adhesión VCAM-l e ICAM-I en el tejido sinovial. 

• Cuantificar los niveles de IL-I~ y TNF-a en los sobrenadantes de cultivo. 
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X M4 TERIALES y MÉTODOS 

Membranas sinoviales de pacientes con AR y de individuos sanos (No-AR). Se 

obtuvieron las membranas sinoviales de 10 pacientes con AR, que cumplían con los criterios de 

diagnóstico del Colegio Americano de Reumatología (Arnett, 1988). Nueve de ellos fueron 

mujeres con una edad promedio de 50 años (50 ± 17; promedio ± OS, con un intervalo de 33 a 

67 años) y un tiempo de evolución de la enfermedad de 15 ± 6 años. Las muestras fueron de 

pacientes sometidos a un reemplazo de cadera o rodilla, quienes se trataron previamente con 

fármacos antirreumáticos modificadores de la enfermedad y anti-inflamatorios no esteroideos. 

Las membranas sinoviales de los individuos No-AR se obtuvieron de 3 sujetos varones y 

2 mujeres poli fracturadas los cuales fueron sometidos a cirugía, cuya edad promedio fue de 40 ± 

21 años (intervalo de 19 a 61 años). Este grupo control corresponde a los individuos que no 

presentan evidencia de alguna enfermedad reumática o procesos asociados con inflamación 

crónica. 

Todas las muestras se obtuvieron con el consentimiento previo e informado de los 

pacientes y con la respectiva aprobación institucional. 

Cultivo de tejidos. Para el cultivo de tejidos se emplearon todas las sinovias obtenidas a 

pesar de la variabilidad en el contenido de células inflamatorias o de que el tejido se encontrara 

en un estado fibroso, lo cual se determinó histológicamente. El tej ido sinovial se separó de la 

grasa, el hueso y el cartílago y se fragmentó en segmentos de aproximadamente 7 mm3
• Después 

de lavar las sinovias con medio de cultivo RPMI-1640 (HyQ cell culture Reagents, Logan UT), se 

sembraron de 50 a 60 secciones de las muestras de cada uno de los pacientes tomadas al azar y 

colocadas en placas de 24 pozos (Costar, Cambridge, MA). Para ello se emplearon membranas de 
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policarbonato de 1 ¡lm de diámetro de poro (Costar) y 500 ¡ll de RPMI-1640, con 10% suero fetal 

de ternera inactivado (HyQ cell cultures Reagents) y 100 U de penicilina/lO mg de 

estreptomicina/25 ¡lg de anfotericina B/ml (SIGMA Chemical Co., SI. Louis, MO). De 25 a 30 de 

los fragmentos se cultivaron sin colágena-PVP representando a los cultivos control. mientras 

otros 25 a 30 fragmentos de la membrana sinovial del mismo paciente se cultivaron durante 7 

días con colágena-PVP al 1% dializada (6 ¡lg/ml de colágena). Los cultivos se realizaron por 

duplicado para cada una de las pruebas y se incubaron a 37°C en una atmósfera de 5% CO/95% 

aire. El sobrenadante y los tejidos fueron recuperados al día 3, 5 Y 7 Y se conservaron a -70°C 

hasta su uso (Figura 4). 

Determinación del contenido total de colágena. La determinación del contenido total de 

colágena en las membranas sinoviales se llevó a cabo de acuerdo al micrométodo de Woessner 

(/96/). Para ello se preparó una solución con 25 mg de L-hidroxiprolina (SIGMA) en 250 mi de 

HCI 0.001 N. Los estándares para la curva patrón se obtuvieron mediante la dilución de la 

solución anterior con agua para obtener concentraciones de O a 100 ¡lg/ml de L-hidroxiprolina. El 

amortiguador de ácido cítrico se preparó diluyendo 50 g del ácido mono hidratado, 12 mi de ácido 

acético glacial, 120 g de acetato de sodio trihidratado y 34 g de hidróxido de sodio, en un 

volumen final de 1 lt de agua destilada y el pH se ajustó a 6.0. De los tejidos homogenados se 

tomaron 250 ¡ll a los cuales se les adicionaron 250 ¡ll de HCI 12 N. Las muestras se hidrolizaron 

durante 48 horas a 104°C. Posteriormente se evaporó el ácido y el hidrolizado se resuspendió en 

100 ¡ll de agua destilada. De la suspensión se tomaron 5 ¡ll y se agregaron 195 ¡ll de agua 

destilada. La oxidación de la hidroxiprolina se inició adicionando 100 ¡ll de una solución de 

cloramina T 0.05 M (1.41 g de p-toluensu1foncloramida de sodio de SIGMA, disuelta en 20 mI de 

agua destilada, 30 mi de metiJcelosolve o etilenglicolmonometil éter de MERCK, Darmstat y 50 
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mI del amortiguador de ácido cítrico). Los contenidos de los tubos fueron mezclados y se 

incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. La oxidación con la cloramina T se detuvo 

adicionando 100 ¡.JI de una solución de ácido perclórico 3.15 M e incubando por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Finalmente se agregaron 100 ¡.JI de una solución de p-

dfmetilaminobenzaldehído al 20% (SIGMA) en metilcelosolve. Los tubos se incubaron en un 

baño de maría a 60'C durante 30 minutos y después se mantuvieron a 4'C. El desarrollo del color 

fue estable durante 1 hora. Las reacciones se leyeron en un colorímetro a 557 nm y los resultados 

se interpolaron en la curva patrón de hidroxiprolina. La normalización de los datos obtenidos se 

llevó a cabo considerando la concentración del ADN total del tejido cultivado. 

Histología. Los tejidos se tiñeron de acuerdo a la técnica de Herovici (/963), en la cual 

una mezcla de ácido pícríco, azul de metilo y fucsina ácida permiten la diferenciación de la 

agregación de las fibras de colágena tipo I (haces más gruesos en su mayoría) que se tiñen en 

magenta y las de tipo III en azul (haces más delgados). 

SDS-PAGE con reducción retardada. Para la determinación del porcentaje relativo de 

las colágenas tipos I y III se emplearon homogenados de tejido, los cuales se trataron durante 72 

horas con !O ¡.JI de pepsina (100 rnglrnl en ácido acético 5 M) en agitación suave a 4'C. 

Posteriormente las muestras se dializaron en una solución de ácido acético 5 mM. De los 

dializados se tomaron 20 ¡.JI y se diluyeron volumen a volumen con el amortiguador de carga de 

Laernmli (/970). Éstos se desnaturalizaron en un baño de maría durante 5 minutos. Después 

fueron centrifugados y del sobrenadante se corrió un gel de poliacrilamida al 7.5% a 60 roA. La 

electroforesis se interrumpió cuando el frente del colorante se encontraba a 7 mm en el gel 

separador y a cada carril se adicionaron 5 ¡.JI de p-mercaptoetanol al 20% (glicerol, agua 

destilada, p-mercaptoetanol, SDS al 10%, amortiguador de Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8). El gel se 
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incubó durante 15 minutos y se continuo el corrimiento. Finalmente los geles se tiñeron con una 

solución de nitrato de plata y se realizó el análisis densitométrico para las bandas a,(l), a,(I) y 

a,(I11) (Sykes, 1976). 

Determinación de la concentración de ADN. La evaluación del contenido de ADN de 

las' muestras se llevó a cabo de acuerdo al método de Labarca (/980), que a continuación se 

describe brevemente: se tomaron 100 J.ll de las muestras de tejido homogenadas, los cuales se 

adicionaron a 2.8 mi de un amortiguador de fosfatos 0.05 M, con cloruro de sodio 2 M a un pH de 

7.4 Y de 3 J.ll de una solución a 100 J.lg/ml del reactivo de Hoechst 332584. El blanco de reactivos 

se preparó con el amortiguador de fosfatos y el equivalente del reactivo. Se realizó una curva 

patrón con ADN de timo de ternera (MERCK), cuyos intervalos incluyeron las concentraciones 

de 100 ng a 1 J.lg de ADN. La lectura se realizó en un fluorómetro a 360 nrn de excitación y 460 

nm de emisión. 

Determinación de la actividad colagenolítica. Para determinar la actividad 

colagenolítica total se emplearon 140 J.ll del sobrenadante del cultivo, los cuales se incubaron 

durante 24 horas a 35"C con 100 J.ll de un amortiguador de Tris-HCl 0.050 M, NaCl 0.20 M, N-

etilmaleimida 0.005 M, glucosa 0.4 M y CaCl, 5 mM, pH 7.8 y 5 J.ll de N-[propionato-2,3-3H]-

colágena tipo I de rata (AMERSHAM L1FE SCIENCE, Buckinghamshire, Eng) con una 

actividad específica de 4 000 cpm. Para determinar la actividad colagenolítica independiente del 

calcio los sobrenadantes se incubaron en el mismo amortiguador, salvo que el CaCl, se substituyó 

por EDTA !O mM. Posteriormente. la reacción se detuvo adicionando 50 J.ll de o-fenantrolina 80 

mM diluida en dioxano/agua (v/v). Las proteínas de las muestras se precipitaron agregando 500 

J.ll de dioxano y se centrifugaron a 9 000 g, durante 15 minutos a 4°C. Del sobrenadante se 

tomaron alícuotas de 500 J.ll, se mezclaron con 2 500 J.ll de líquido de Bray y se determinaron las 
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cpm en un contador de centelleo (Beckman, modelo LS 180 1, Fullerton, CA). Durante el ensayo 

se corrió un control negativo en el que se sustituyó el sobrenadante de cultivo por agua destilada. 

La actividad colagenolítica dependiente de calcio se calculó como la diferencia de la 

actividad colagenolítica total (aquella obtenida en el amortiguador de CaCI,) menos la actividad 

colagenolítica independiente de calcio (aquélla obtenida en el amortiguador de EDTA). La 

actividad se expresó como las cpml24 horas a 35°C/~g de ADN (Murawaki, 1990). 

Cuantificación de los niveles del TIMP-l. La concentración del TIMP-I se determinó en 

los sobrenadantes de cultivo diluidos entre 5 a 20 veces con el amortiguador empleado para la 

curva patrón, a través de un ensayo inrnunoenzimático de tipo ELlSA en fase sólida 

(AMERSHAM). Cien ~I de las diluciones del estándar del TIMP-I o de las muestras de los 

sobrenadantes de cultivo fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente en las placas 

que previamente tenían unido un anticuerpo anti-TIMP-1. Posteriormente las placas se lavaron y 

aspiraron, y se les adicionaron 1 00 ~I de un anticuerpo anti-TIMP-l humano acoplado a la 

peroxidasa. Lo anterior se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. El TIMP-I unido a la 

fase sólida se detectó a los 30 minutos de incubación por la reacción de la peroxidasa sobre 100 

~I del substrato 3,3',5,5'-tetrametilbencidina, peróxido de hidrógeno al 20% (v/v) y 

dimetilformamida. La reacción se paró empleando I 00 ~I de una solución de H,SO, 1 M. La 

lectura se realizó a 450 nrn de longitud de onda. El sistema reconoció con la misma reactividad 

no sólo al TIMP-I libre, sino también el complejo con la pro-MMP-9 las formas activas de 

MMP-l, MMP-2, MMP-3 y MMP-9. La sensibilidad del sistema fue de 1.25 nglml, y la 

linearidad obtenida entre los 3.13 nglml y los 60 nglml. La corrección de los resultados se llevó a 

cabo a través de la concentración de ADN del tejido. 
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Cuantificación de los niveles de IL-113 y TNF-Cl. La concentración de la IL-113 y el 

TNF -Cl se determinó en los sobrenadantes de cultivo con un ensayo inrnunoenzimático de tipo 

ELlSA en fase sólida (AMERSHAM). Cincuenta 111 de las diluciones del estándar de la IL-113 o 

del TNF-Cl. o las muestras de los sobrenadantes de cultivo y 50 111 de un anticuerpo anti-citocina 

acoplado con biotina fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente en las placas que 

previamente tenían unido un anticuerpo anti-citocina. Posteriormente las placas se lavaron y 

aspiraron, y se les adicionaron lOO 111 de un complejo de avidina-peroxidasa el cual se incubó 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron, aspiraron y se les aplicaron 

100 111 del substrato 3,3',5,5'-tetrametilbencidina, peróxido de hidrógeno al 20% (v/v) y 

dimetilformamida. Se incubaron durante 30 minutos en la obscuridad. La reacción se paró 

empleando lOO 111 de una solución de H2SO. 0.18 M. La lectura se realizó a 450 nrn de longitud 

de onda. En este sistema de ELISA la sensibilidad fue <1 pglml (0.05 pglpozo) para la IL-113 y <5 

pg/ml (0.25 pg/pozo) para el TNF-Cl. La corrección de los resultados se llevó a cabo a través de la 

concentración de ADN del tejido. 

Inmunohistoquímica. Para la técnica de inmunoperoxidasa se emplearon criocortes 

fijados con acetona absoluta durante 3 minutos. Posteriormente los tejidos se incubaron con una 

solución de H,o, al 3 % (JT Baker) durante 20 minutos. Los sitios de pegado inespecífico fueron 

bloqueados con albúmina de huevo al 3% (SIGMA) durante 30 minutos a temperatura ambiente en 

cámara húmeda. Los tejidos se incubaron durante 18 horas con el anticuerpo primario, una 

inrnunoglobulina monoclonal de tipo IgG/k preparado en ratón anti-VCAM-I o -ICAM-I humanas 

(GENZYME Corporation, Cambridge, MA) a una concentración de JO l1g1ml y a 4°C. Como 

anticuerpo secundario se empleó una IgG anti-inrnunoglobulina de ratón biotinada preparada en 

caballo (VECTASTAIN Elit ABC kit, Vector Lab. CA): las criosecciones se incubaron durante I 
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hora a temperatura ambiente en cámara húmeda. A continuación se empleó el complejo avidina­

peroxidasa (VECTASTAIN Elit ABC Kit, Vector Lab), con el que se incubó durante 1 hora a 

temperatura ambiente. La reacción se desarrolló cubriendo los tejidos durante 10 minutos con una 

solución de 6 mg de diaminobencidina en 10 mI de Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4 Y 10 ¡¡l de H,O, que 

produce un precipitado color sepia en las células'inmunorreactivas. Las muestras se contratiñeron 

con hematoxilina de Harris durante 10 minutos, se deshidrataron con alcohol y xileno y finalmente 

se montaron con resina. Durante el ensayo se corrió un control negativo en el que se sustituyó el 

primer anticuerpo por uno no relacionado (suero normal de humano diluido 1: 1 00) y un blanco de 

reactivos en el que se reemplazó el anticuerpo primario por albúmina de huevo al 3% en PBS 0.01 

M, pH 7.4. Al menos dos secciones de 2 diferentes tejidos fueron analizadas en cada paciente y 

para cada día del cultivo. La expresión de las moléculas de adhesión se reportó determinando el 

número de células inmunorreactivas al anticuerpo de un total de 400 células en los vasos 

sanguíneos (células cndoteliales, CMNs en el lumen o perivasculares) y las células dispersas 

(infiltrados inflamatorios intersticiales y células mesenquimáticas) a lo largo de un campo (1 OX). 

Los valores representan el promedio del porcentaje de las células inmunorreactivas ± error 

estándar (ES) (Furuzawa-Carballeda, 1999a). 

Análisis estadístico. Todos los experimentos fueron realizados al menos por duplicado. 

La asociación entre las variables cuantificables se determinó empleando la prueba t de Student 

pareada. Los resultados expresan el promedio ± ES, donde p::;0.05 fueron consideradas como 

estadísticamente significativas. 
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XI. RESULTADOS 

Efecto de la colágena-PVP en la proliferación celular del tejido sinovial en cultivo. 

Para determinar si el biofármaco producía un efecto a nivel de la proliferación celular o bien 

directamente en el metabolismo, se procedió a cuantificar el contenido de ADN de los cultivos de 

sinovias de individuos sanos (No-AR) y de pacientes con AR, con o sin colágena-PVP al 1 % 

aplicada al cultivo durante los 7 días. En la determinación no se encontraron diferencias en la 

concentración del ADN en los cultivos de sinovias No-AR y la mayoría de las AR, entre los 

cultivos control y los tratados con colágena-PVP (Tabla 1). Lo anterior sugiere que la acción del 

biofármaco en los cultivos de membranas sinoviales de pacientes con AR se debe a su efecto 

sobre el metabolismo, más que a la modificación del número celular. Es de hacer notar que el 

contenido de ADN en los cultivos de sinovias No-AR fue de 3 a 6 veces menor comparado con el 

de los pacientes con AR, debido al contenido variable de células inflamatorias. 
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Tabla l. Contenido de ADN en los cultivos de tejido sinovial de individuos No-AR y de pacientes 

conAR. t 

Tratamiento Control Colágena- Control Colágena- Control Colágena-

PVP PVP PVP 

Día de 3 3 5 5 7 7 

cultivo 

No-AR* 0.5±0.2 0.5±0.3 0.5±0.2 0.7±0.2 0.5±0.3 0.5±0.3 

AR I 0.9±0.4 1.5±0.2 1.6±0.3 1.5±0.6 1.2±0.4 1.1±0.5 

AR2 3.5±1.I 4.5±1.6 1.4±0.8 1.9±0.0 2.3± 1.3 7.9±1.3** 

AR3 1.2±1.0 5.0±0.7** 1.2±0.0 2.6±0.5 1.6±0.9 I.O±O.I 

AR4 1.2±1.I 5.1±3.2 1.I±0.2 2.0±1.2 1.0±0.1 3.5±0.4 

AR5 1.9±0.8 5.0±0.9** 2.9±1.5 3.9±1.5 3.9±3.0 2.2±0.7 

AR6 8.8±5.3 4.7±3.1 1.4±0.2 5.8±1.4 4.7±1.7 6.4±6.7 

AR 7 2.4±1.5 5.2±0.8 2.2±1.0 5.8±1.2** 2.7±0.4 4.6±0.5 

AR8 0.2±0.1 0.7±0.1 0.5±0.5 0.8±0.1 0.4±0.3 0.5±0.3 

AR9 0.2±0.1 0.3±0.1 0.4±0.0 0.4±0.2 0.3±0.0 0.6±0.3 

AR 10 1.1 0.6 0.7 0.7 0.7 0.6 

ARlt 2.3±2.8 3.4±2.4 1.4±0.9 2.6±2.1 1.9±1.7 3.0±3.0 

tContenido de AON (¡¡g/mI) en los homogenados de 3 a 5 mg de tejido sinovial. 

* Los resultados representan el promedio ± OS de los duplicados de los cultivos de membrana 

sinovial de 5 individuos No-AR. 

+Los resultados representan el promedio ± OS de los duplicados de los cultivos de membrana 

sinovial de 10 pacientes con AR. 

·*p=O.05 
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Efecto de la colágena-PVP en el contenido total de colágena en los cultivos de 

sinovia. Con el fin de detenninar si la colágena-PVP era capaz de modificar el contenido total de 

colágena. éste fue cuantificado en los cultivos control versus sus respectivos cultivos tratados 

durante 7 días con el biofánnaco al 1%, tanto en las membranas sinoviales de individuos sanos 

como en las de los pacientes con AR. No se encontró ninguna diferencia ;entre los cultivos de 

sinovias No-AR control y las tratadas (Figura 5a) así como tampoco en las de AR, en los 

diferentes días de cultivo (Figura 5b). Sin embargo en el dia 3 de cultivo la cantidad de colágena 

en las membranas sinoviales de pacientes con AR fue menor. 
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Figura 5. Contenido total de colágena. Ésle se cuantificó a través de una reacción calorimétrica en 
hidrolizados ácidos de las muestras para determinar el contenido de hidroxiprolina. Los resultados representan 
el promedio ± ES de los cultivos tratados o control realizados por duplicado. para cada uno de los dEas de 
cultivo, en cada una de las muestras de Q, No-AR (n=5) y b, de los pacientes con AR (n=/O). Los dalas 
obtenidos fueron normalizados de acuerdo al contenido en microgramos de ADN de las muestras 
correspondientes. 
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Datos histológicos. Los datos histológicos obtenidos indican que las membranas 

sinoviales de las muestras No-AR no sufrieron cambio alguno en cuanto a su arquitectura tisular, 

aún después de la aplicación de la colágena-PVP al 1% (Figura 6b) con respecto a los cultivos 

control (Figura 6a). En lo que se refiere al grosor de las fibras colagénicas no se observó 

modificación ni tampoco se determinaron cambios en el número o composición de los infiltrados 

inflamatorios en los cultivos tratados versus los no tratados. Lo anterior sugiere que la aplicación 

del biofármaco no modificó el recambio de las fibras que potencialmente podrían ser de 

colágenas tipos 1 y I1I, ni indujo un daño o cambio al menos aparente en la arquitectura tisular del 

tejido sano. En contraste, los cultivos control de las membranas sinoviales de los pacientes con 

AR presentaron un contenido inflamatorio variable y fibrosis con abundantes haces gruesos de 

colágena tipo 1 en los días tercero, quinto y séptimo de cultivo (fibras en rojo; Figura 6c). Sin 

embargo las membranas sinoviales tratadas con colágena-PVP al 1% presentaron una 

disminución de los haces gruesos de colágena tipo 1 con un concomitante incremento de haces 

más delgados, potencialmente de colágena tipo IIJ (fibras en azul; Figura 6d) de manera tiempo 

dependiente. La proporción de las colágenas tipos 1 y III fue semejante a la observada en las 

sinovias de individuos No-AR (Figuras 6a, 6b y 6d). 
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Membranas sinoviales teñidas con la técnica de Herovici 

Sinovias No-AR Sinovias AR 

Control Control Colágena-PVP Colágena-PVP 
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Figura 6. Efec:to de /el colágella-PVP en los cultivos de membrana sinovial teñido.f COll la técllica de Herovici. Las 
fibras en rojo representan a la colágena lipo /, las azules a la colágena tipo /11. a, represenla el cullil'o con/rol de 1m 
individuo No-Al? b, representa el cultivo Iratado con colágena-PVP al J% de IIn individuo No-AR. e, cultivo control 
representativo de una sinovia de WJ pacieflte con AR. d. cultivo representativo de una sinovia de UIl paciente con AR 
'ralado con el biofiírmaco. Los nlÍmeros O, 3 Y 7 se refieren al día de cultivo. La harra representa 100 pm. 
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Efecto de la colágena-PVP sobre el porcentaje relativo de las colágenas tipo 1 y 111. 

Para determinar si había alguna relevancia en los resultados histológicos obtenidos con respecto 

al cambio en las proporciones de las colágenas tipos l y lll, en las membranas sinoviales No-AR 

y en las de los pacientes con AR tratadas con el biofármaco durante el cultivo, se procedió a 

realizar una SDS-PAGE con reducción retardada. Bajo estas condiciones de reducción los 

puentes disulfuro intercadena de la colágena tipo 1Il se escinden liberando los monómeros a,(lIl), 

los cuales migran más lentamente que las cadenas a,(I) (Figura 7a). El análisis densitométrico 

de los geles mostró que en los cultivos de sinovias de individuos No-AR no se modificaron los 

porcentajes relativos de las colágenas aún a pesar del tratamiento con el biofármaco. Asimismo 

los cultivos control de las sinovias de los pacientes con AR no sufrían ninguna modificación en 

cuanto a sus proporciones relativas de las colágenas tipos 1 y 1Il, donde la colágena tipo 1Il se 

presentaba en muy bajo porcentaje. Sin embargo las sinovias en cultivo tratadas durante 7 días 

con la colágena-PVP al 1% presentaban una recuperación en el contenido de colágena tipo 1Il, 

alcanzando una concentración similar a la observada en las membranas sinoviales de individuos 

No-AR (Figuras 7b y 7e). Este incremento fue 1.7 veces mayor en el día 7 de cultivo y el valor 

fue estadísticamente significativo. 
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Figura 7. Efeclo de la colágena-PVP en el contenido de las colágenas tipos I y IU en los cultivos de sinovia. a, 
SDS-PAGE con reducción retardada de un cultivo de tejido sinovial de un paciente con AR. Col: muestra de 
colágena tipo 1 obtenida de Penlapharm (Base/. Swilzerland); (-) cultivos control; (+) cultivos Iratados con 
colágena-PVP al J%. Los resultados representan el promedio ± ES de los cultivos tratados con el biofármaco o 
control realizados por duplicado, en cada uno de los días de cultivo y para cada una de las muestras de b, No-AR 
(n=5) y de e, los pacienles con AR (n=/O). Las barras grises representan del porcentaje de colágena tipo 1. ·P.:5-
0.0009. 
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Efecto de la colágena-PVP sobre la actividad colagenolítica en los sobrenadantes del 

cultivo de sinovias con AR. Durante la progresión de la AR la actividad proteo lítica en el sitio 

de la inflamación se incrementa. Por lo tanto, en los sobrenadantes de cultivo de las membranas 

sinoviales de los pacientes con AR se determinaron aquellas actividades de colagenasa que son 

tanto dependientes como independientes de la presencia del calcio para su estabilidad y 

funcionamiento, es decir la actividad colagenolítica total. Los resultados mostraron que la 

colágena-PVP aplicada durante 7 días a los cultivos fue capaz de disminuir los niveles de 

degradación de la 'H-colágena (Figura Ba). 

Asimismo, los niveles de colagenasas independientes del calcio, atribuidos a la catepsina 

G y/o a la elastasa de neutrófilos debido a las condiciones de pH y temperatura a las que se llevó 

a cabo la reacción (Murawaki, 1990), fueron menores en los sobrenadantes de los cultivos 

tratados que en los controles (Figura Bh). 

Por su parte, la actividad colagenolítica dependiente del calcio (MMPs) disminuyó 

ligeramente en los sobrenadantes de los cultivos tratados con respecto a los controles, sin 

embargo los niveles no fueron estadísticamente significativos (Figura Be). 

Es importante destacar que tanto las colagenasas dependientes como las independientes 

del calcio manifestaron niveles de actividad similares. Lo anterior sugiere que en la patogenia de 

la enfermedad, tanto las MMPs como otras enzimas colagenolíticas podrían encontrarse 

involucradas con la misma intensidad en la degradación acelerada del tejido conjuntivo de la 

articulación. 

Finalmente, se realizó el cociente entre el contenido total de colágena y la actividad 

colagenolítica total. Lo anterior permitió establecer cómo se encontraba potencialmente el 
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depósito de colágena con respecto a su posible proporción de degradación. Así, se sugirió que la 

colágena-PVP probablemente permitía la recuperación de la colágena (Figura 8tf). 
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Figura 8. Efecto de la colágena-PVP sobre la actividad colagenolítica de los cultivos de sinovia de 
pacientes con AR. Q, Actividad colagenolitica tOlal en los sobrenadan/es de cultivo control y tratados con el 
biofármaco. incubados con el amortiguador de CaCl, (*p:5.0.05). b, Actividad colagenolítica independiente 
de calcio en los sobrenadantes de cultivo incubados con el amortiguador de EDTA (*p:5.0.008). c, Actividad 
coJagenolítica dependiente de calcio en los sobrenadan/es de cultivo. que corresponde a la diferencia de la 
actividad colagenolítica total menos la independiente de calcio. d, Cociente entre el contenido total de 
colágena y la actividad colagenolítica total (*P:5.0.04). Los resultados representan el promedio .± ES de los 
cultivos tratados con colágena-P VP o control realizados por duplicado. en cada uno de los días de cultivo y 
para cada una de las muestras de los pacientes con AR (n=IO). 
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Efecto de la colágena-PVP sobre la producción del TIMP-l liberado a los 

sobrenadantes del cultivo por las membranas sinoviales de AR. Los niveles de TIMP-l 

fueron cuantificados en los sobrenadantes de los cultivos de las sinovias de pacientes con AR no 

tratados o tratados durante 7 días con colágena-PVP al 1%, a través de un ensayo 

inmunoenzimático de tipo ELISA. Mediante dicha determinación se encontró que los niveles del 

TIMP-l en los sobrenadantes de los cultivos a los que se adicionó la colágena-PVP fueron 1.7 

veces menores en el día 7 que en los no tratados con el biofármaco (Figura 9a). Asimismo, se 

determinó el cociente de la actividad colagenolítica dependiente de calcio atribuible a las MMPs 

y el TIMP-l (Figura 9b). Lo anterior permitió establecer que esta disminución en la 

concentración del TIMP-l no necesariamente podría encontrarse relacionada con un incremento 

en la actividad proteolítica, ya que la proporción de los cocientes de los cultivos tratados fue 

similar a la de los controles, sin embargo las actividades colagenolíticas fueron menores en los 

cultivos tratados versus los controles. 
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Figurtl 9. E/ecto de la colágena-PVP sobre la producción del TIMP-J en los cultivos de sinovia de 
pacientes con AR. a, Concentración del TIMP-l en los sobrenadan/es de los cultivos (*p=O.04). b, Cociente 
entre la actividad ca/agenolí/iea dependiente de calcio (MMPs) y la concentración del T/MP-l. Los 
resultados representan el promedio ± ES de los cultivos tratados con colágena-PVP o control realizados por 
duplicado, en cada uno de los dias de cultivo y para cada una de las muestras de los pacientes con AR 
(n=IO). 
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Efecto de la colágena-PVP sobre la expresión de las moléculas de adhesión en los 

cultivos de membrana sinovial. Para establecer el estado inflamatorio del tejido sinovial, se 

detenninó la expresión de dos moléculas de adhesión de la superfamilia de las inmunoglobulinas, 

ICAM-I y VCAM-l, asociadas a procesos inflamatorios crónicos. 

Además, con el fin de detenninar si la colágena-PVP modificaba la expresión de la 

molécula inflamatoria ICAM-I, y asimismo de conocer la expresión de esta molécula en las 

membranas sinoviales de individuos No-AR, se realizaron cultivos en las mismas condiciones 

que los de las sinovias de AR. Se encontró que la expresión de ICAM-I no se modificaba en los 

cultivos tratados con respecto a los control en los vasos sanguíneos (CMNs en el lumen y en la 

periferia pero en contacto íntimo con las células endoteliales de los vasos sanguíneos, así como 

las células endoteliales), y que el número de células inmunorreactivas fluctuaba entre el II y el 

18% (Figura JOa). 

El tratamiento con el biofármaco de los cultivos de las sinovias de los pacientes con AR 

mostró una regulación negativa en la expresión tanto de ICAM-I como de VCAM-I a niveles 

estadísticamente significativos (Figura JOb y lOe). Esta disminución fue más importante para 

VCAM-I ya que el efecto se observó desde el día 3 de cultivo tanto en las células de los vasos 

sanguíneos como en las células dispersas (infiltrados inflamatorios intersticiales y células del 

mesénquima) (Figura lOe). 

Por su parte, se detenninó que la expresión de ICAM-I, en los cultivos tratados de 

membranas sinoviales de pacientes con AR disminuyó tanto en las células de los vasos 

sanguíneos como en las células dispersas de fonna tiempo dependiente (Figura JOb), hasta casi 

alcanzar el número de células inmunorreactivas observadas en los cultivos de sinovia de 

individuos No-AR. 
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Figura 10. Expresión de lCAM-1 y VCAM-1 en los cultivos de tejido sinovial. Los cortes seriados de los 
tejidos fueron analizados a través de la técnica de inmunoperoxidasa. La expresión de ICAM-l y de 
VCAM-l se determinó cuantificando el número de células positivas en los vasos sanguineos y en las 
células dispersas. Los resultados expresan el porcentaje promedio de al menos dos cortes analizados por 
cada tejido ± ES. a, Expresión de lCAM-l en los vasos sanguineos de individuos No-AR (n=5). b, 
Expresión de ICAM-l en los vasos sanguíneos y las células dispersas en el tejido sinovial de los pacientes 
con AR (n=IO; *p::;.O.04). c, Expresión de VCAM-l en los vasos sanguíneos (*p::;.O.05) y las células 
dispersas (*p::;.O.03) en el tejido sinovial de los pacientes con AR (n=IO). 
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Cuantificación de citocinas en el sobrenadante del cultivo del tejido sinovial de 

pacientes con AR. Debido a que la actividad colagenolítica, la expresión del TIMP-I y de las 

moléculas de adhesión se presentaron reguladas negativamente en los cultivos tratados con 

colágena-PVP, se sospechó que muy probablemente la expresión de la IL-l P Y el TNF-a se 

encontraba también modificada. Así la concentración de estas citocinas artritogénicas se 

cuantificó en los sobrenadantes del cultivo a través de un ensayo inmunoenzimático de tipo 

ELISA. La determinación mostró que los niveles de la IL-I P en los cultivos tratados fueron 3 

veces menores que en los controles (Figura JIa), mientras que los de TNF-a en los cultivos 

tratados fueron 4 veces menores con respecto de los no tratados (Figura llb). 
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Figura 11. E/ecto de la colágena-PVP en la expresión de citocinas en los sobrenadantes de cultivo de sinovias 
de pacientes con AR. a, Expresión de lL-lp (*p=O.05). b, Expresión de TNF-a (*p=O.03). Los resultados 
representan el promedio .:t. ES de los cultivos tratados con colágena-P VP o control realizados por duplicado, en 
cada uno de los días de cultivo y para cada una de las muestras de los pacientes con AR (n=/O) . 
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XII. DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se evaluó el efecto de una proteína de MEC, la colágena tipo [ 

polimerizada (colágena-PVP) sobre algunos parámetros pro-inflamatorios así como sobre las 

actividades colagenolíticas en el tejido sinovial de pacientes con AR. 

Lo anterior se llevó a cabo debido a que en estudios previos se había demostrado que la 

adición de proteínas de la MEC modificaba la respuesta de células T in vitro (Easter, 1988; 

Rybsky, 1989; Rüeg, 1989). 

Por otro lado, en un ensayo preclínico se determinó que la aplicación de colágena-PVP en 

la regeneración ósea de fémures de rata modulaba la producción de proteínas de la MEC, tales 

como osteopontina y osteonectina (SPARC), lo que sugirió que el probable efecto del biofármaco 

era a través de la regulación de los factores de crecimiento sintetizados por las células 

mesenquimáticas induciendo una señal que modificaba la migración, proliferación y 

diferenciación de las células condrogénicas y osteoblásticas, acelerando la consolidación ósea 

(A/mazán, 1996; Chima/-Monroy1998). 

Asimismo, en ensayos clínicos de fase [ se demostró que la colágena-PVP poseía 

propiedades moduladoras del recambio de otras proteínas de la MEC, particularmente de las 

colágenas tipos [ y 1Il, así como de regulación negativa de la sobreproducción de citocinas pro­

inflamatorias (IL-lp, TNF-a, y PDGF-AB) Y de moléculas de adhesión (ELAM-l) en la 

inflamación crónica de las cicatrices hipertróficas (Kr6tzsch-Gómez, 1998) y las lesiones cutáneas 

de escleroderma (Bari/e, 1998). Cabe resaltar que dentro de las características de acción del 

biofármaco se encuentran la recuperación de los niveles basales de producción dichas citocinas y 

MACs en estas patologías fibrosantes dérmicas. 
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Basados en el marco teórico anterior, resultó lógico el evaluar el posible efecto anti­

inflamatorio de! biofánnaco en tej idos de sinovia con una inflamación crónica recurrente, la AR. 

El estudio consistió de dos partes: la primera en la que se evaluó si el fánnaco modificaba algunas 

de las respuestas del tejido sinovial de individuos No-AR en las condiciones en que se llevaron a 

cabo los cultivos. Para ello se realizaron cultivos sin colágena-PVP y de forma pareada y paralela 

cultivos con e! biofánnaco al 1 %. La segunda parte del estudio consistió en evaluar el efecto de la 

colágena-PVP en el tejido sinovial cuyo antecedente era la presencia de una proceso inflamatorio 

crónico (AR). 

La adición de la colágena-PVP al 1% a los cultivos de sinovias de individuos No-AR no 

indujo ningún cambio en la proliferación celular, ni en su metabolismo, cuya evaluación incluyó 

la determinación de parámetros tales como: cambios en las proporciones relativas de las 

colágenas tipos 1 y I1I, en el contenido total de colágena y en la expresión de ICAM-J. Los 

resultados anteriores demuestran que la colágena-PVP al 1 % adicionada a los cultivos no fue un 

agente tóxico, no modificó la fisiología del tejido, ni su morfología. 

Por otra parte, en los cultivos de tejido sinovial de pacientes con AR, el biofánnaco 

modificó el patrón histológico y bioquímico de la fibrosis, ya que si bien no indujo un cambio en 

el contenido total de colágena, sí produjo una recuperación de la colágena tipo III a niveles 

·similares a los determinados en el tejido sinovial No-AR. Además, la colágena-PVP disminuyó la 

acumulación de los haces gruesos de colágena y estableció una arquitectura tisular semejante a la 

observada en la sinovia normal. Estos resultados son relevantes debido a que las macromoléculas 

de la matriz son esenciales para la estructura e integridad de los tejidos. Asimismo, los 

componentes de la matriz regulan muchas de las funciones celulares entre las que se incluyen el 

55 



fenotipo, la diferenciación, la migración, la actividad mitogénica, la activación celular, la 

apoptosis y la síntesis de macromoléculas (Hynes, 1992; Almazán, 1996; Chimal-Monroy1998). 

Además, la MEe también provee un soporte mecánico, elástico y de adhesión para las 

células de la íntima y los capilares; influencia la adhesión de las células de la sub íntima, su 

proliferación y comportamiento; asimismo produce una resistencia hidráulica previnierido así el 

escape rápido del líquido sinovial fuera de la cavidad articular y modificando de esta forma la 

velocidad de salida de las macromoléculas tales como el hialuronato (Knight, 1985). 

Las actividades proteo líticas, particularmente las colagenasas, disminuyeron en los 

cultivos de sinovia tratados con colágena-PVP, alterando así el balance en el recambio de 

proteínas de la MEC, hacia el depósito y el restablecimiento del contenido de colágena tipo III. Si 

bien la actividad colagenolítica calcio dependiente disminuyó, los niveles alcanzados no fueron 

muy diferentes de los encontrados en los cultivos control. Sin embargo la actividad colagenolítica 

calcio independiente, probablemente debida a la elastasa de neutrófilos y/o a la cate psi na G, 

disminuyó a niveles estadísticamente significativos. Es importante hacer énfasis en que la 

participación no sólo de las MMPs sino también de otras enzimas independientes del calcio 

podría ser importante durante la progresión de la enfermedad. Así, esta disminución en las 

actividades colagenolíticas, podría contribuir a evitar una de las más importantes secuelas de la 

sinovitis, la invasión del cartílago y el hueso por los sinoviocitos del pannus. 

La adición de colágena-PVP a los cultivos también indujo una disminución en la 

producción del TIMP-l de forma tiempo dependiente, probablemente debida a la regulación 

negativa de la expresión de citocinas pro-inflamatorias (Wang, 1995). Aunque este resultado 

podría ser controversial, ya que la disminución en la concentración del TIMP-l sugiere que las 

MMPs pudiesen encontrarse libres y activas, se debe considerar que: 
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a) se ha demostrado que este inhibidor es un factor inductor de la proliferación de fibroblastos, 

los cuales contribuyen a la acumulación excesiva de colágena produciendo fibrosis (Kikuchi, 

/997) y, 

b) el cociente entre la actividad colagenolítica dependiente del calcio (MMPs) y la concentración 

del TIMP- 1, sugiere que la actividad colagenolítica no se incrementó debido a la disminución en 

los niveles del inhibidor, ya que las proporciones de MMPsITIMP- 1 se mantienen a niveles 

semejantes a los de los cultivos control. Así pues, la posible disminución en la proporción de la 

degradación de la colágena podría permitir una recuperación de la homeostasis tisular. 

La invasión de las células del pannus y la fibrosis son dos eventos que se encuentran 

enfatizados por una relación directa entre la intensidad de la infiltración de células inflamatorias y 

el daño erosivo producido por las enzimas proteo líticas y las interacciones célula-célula y célula­

MEe a través de las moléculas de adhesión. Estas moléculas son importantes en el 

mantenimiento y organización de la membrana sinovial y son esenciales para la estructura e 

integridad del tejido, el movimiento celular y la activación. De hecho, actualmente se reconoce 

que la sinovia de pacientes con AR sobrexpresa ICAM-I y VCAM-I (Cicuttini, /994; Palealag, 

/996; Kienzle, /998; Lambert, /998; Furuzawa-Carballeda, 1 999a, b) y que estas moléculas son 

reguladas positivamente por las citocinas pro-inflamatorias (Lindsley, 1993; Cicuttini, 1994; 

Paleolag, 1996). Sin embargo, después del tratamiento con colágena-PVP se observó una 

disminución en el porcentaje de expresión de ambas moléculas, a niveles similares a los 

obtenidos en las membranas sinoviales normales (Furuzawa-Carballeda, 1999a). Lo anterior 

sugiere que probablemente in vivo esta regulación negativa en la expresión de las moléculas de 

adhesión podria disminuir la activación endotelial, con la consiguiente reducción en la migración 

leucocitaria a la articulación sinovial. 

57 



Finalmente, nos enfocamos en dos citocinas pro-inflamatorias/fibrogénicas, la IL-I ~ Y el 

TNF -a, debido a que en cultivos de CMNs de pacientes con AR en suspensión también se ha 

detectado la producción espontánea de IL-Ia e IL-I~ (ARNm y proteínas) a niveles elevados 

durante muchos días sin estimulación exógena (Brennan, 1989). Estas citocínas artrítogénicas se 

encuentran también relacionadas con el inicio y las exacerbaciones de la enfennedad en los 

ensayos in vi/ro (Gowen, 1983; Wakisaka, 1998) y en los modelos murinos (Van De Loo, 1992; 

Cooper, 1992). Asimismo, inducen la producción y secreción de mediadores inflamatorios tales 

como la prostaglandina E, (PGE,), también participan en la destrucción del cartílago articular y la 

erosión ósea (Skla/avala, 1985; Schneider, 1994; Te/low, 1998; Wakisaka, 1998). 

Además a través de la secreción de citocinas, los sinoviocitos tipo A pueden estimular la 

proliferación y activación de fibroblastos los cuales a su vez inducen y/o incrementan la síntesis 

de otras citocinas (GM-CSF, IL-6 e IL-8), proteasas, moléculas de adhesión y otrasPGs, 

incrementando el CPH-DR y activando a las células B y T (Schneider, 1994; A/hanasou, 1995; 

Paleolog, 1996; Wakisaka, 1998). 

En este estudio se encontró que el tratamiento de los cultivos de sinovia con colágena-

PVP disminuyó los niveles de IL-I ~ Y TNF -a en el sobrenadante, participando en la interrupción 

del proceso inflamatorio a través de ejercer un efecto en el metabolismo celular. Lo anterior es 

consistente con lo obtenido en el análisis ex vivo de las biopsias de piel de cicatrices hipertróficas 

tratadas con el biofánnaco (Kr6/zsch-Gómez, 1998). 

Es probable que la cuantificación de las actividades colagenoliticas, la expresión de 

TIMP-I Y de citocinas en el medio de cultivo no refleje necesariamente la producción total de los 

explantes, especialmente debido a la accesibilidad de cada glicoproteína en el medio de cultivo, 

ya que es posible que estas glicoproteínas queden unidas a la MEC, las células y/o los receptores. 
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Sin embargo, encontramos al cultivo de tejidos como una herramienta promisoria para los 

estudios in vitro, ya que se mantienen las interacciones entre las células-células y las células­

MEe permitiendo así evaluar el comportamiento celular en condiciones casi similares a las 

observadas en el tejido in vivo. 

Basados en los resultados obtenidos, sugenmos que la colágena-PVP adicionada a los 

cultivos de sinovia de AR, es capaz de modular la degradación de la colágena. Lo anterior debido 

a que la actividad colagenolítica disminuye, así como la producción de TIMP-I y al incremento 

en el contenido de colágena tipo III. Además, el proceso inflamatorio crónico se altera por la 

acción de colágena-PVP, debido a la regulación negativa de la IL-113 y el TNF-u. 

Debido a lo anterior, las expectativas terapéuticas de la colágena-PVP incluyen una 

inmensa gama de posibilidades, entre ellas su posible empleo en humanos para el tratamiento 

paliativo de la artritis reumatoide. 

59 



XIII. CONCLUSIÓN 

• Actividad colagenolftica 
·TlMPs 

·Degradación de la MEC 
·Fibrosis (~ colágena tipo 111) 

·Moléculas de adhesión 
·Citocinas proinflamatorias 

COLÁGENA-PVP 

·Actividad colagenolftica (total y 
calcio-independiente) 

·TIMP-l 
·Degradación de la MEC 

• Fibrosis (~ colégena tipo IIn <:;:=:J 
·Moléculas de adhesión (VCAM-l, ICAM-l) 
·Citocil8s proinflamatorias (IL-l P Y TNF -«) 

~ 

La colágena-PVP induce una regulación negativa, mas no una inhibición de algunos parámetros 

inflamatorios. Probablemente este efecto produzca una recuperación gradual y de mejor calidad 

en la sinovia permitiendo así restablecer la homeostasis tisular. 
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RESUMEN. En este trabajo estudiamos el efecto de ro­
lágena 1 poIimerizada sobre la reparación de fracturas fe­
morales en ralas por métodos radiográficos, histológicos e 
histoquímicos. Se realizaron fracturas diafosanas femorales 
en ralas. Se les inyectó intralesionalmente colágena 1 poli­
merizada durante los primeros tres días. Se les tomaron ra­
diografl8S los días 3, 10, 16,23 y 30 después de la última in­
yección (DUI) y después de los estudios radiográficos se fi­
jaron los fémures para procedimiento histológico. Los 
tejidos fueron cortados a 5 micras y teñidos con hematoxili­
na/eosina, trierómica de Masson y citoquímieos para la de­
tenninación de osteopontina, fibronectina, osteonectina y 
colágena 1. Nuestros resultados mostraron signos radiológi­
cos de consolidación a los 16 días DUJ en 12.5% con incre­
mento a 20% hasta el ténnino del estudio en controles. En 
el grupo experimental la consolidación se observó a los 23 
dias DUJ en el 25% con incremento a 67% antes del térmi­
no del estodio. El análisis histológico del grupo experimen­
tal mostró un recambio temprano de las células mesenqui­
matosas, por tejido cartilaginoso, El reemplazo por osteo­
blastos y hueso trabecular ocurrió entre los 16 y 23 días 
DUJ. Mediante la identificación de osteopontina y osteonec­
tina en animales tratados con colágena 1 polimerizada ob­
servamos mayor abundancia de éstos durante todo el proce­
so de reparación, mientras la fibronectina y colágena 1 es 
similar en ambos casos. &tos resultados sugieren que colá­
gena 1 polimerizada modula faelores de crecimiento en cé­
lulas mesenquimatosas evocando una señal sobre la migra­
ción, proliferación y diferenciación de células condrogéni­
cas y osteoblásticas, acelerando la consolidación ósea. 

Palabras clave: fémur, regeneración ósea, colágena 1. 

La consolidación ósea está dada por una bien definida se­
cuencia de cambios histomorfológicos. que ocurren alrededor 
del sitio de fractura. Cuando por alguna circunstancia esta se­
cuencia de cambios se ve interrumpida, la consolidación ósea 
no se lleva a cabo adecuadamente desarrollándose lo que se 
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SUMMARY. In this work we study the effeet of the 
polimerized eollagen 1 on the repair of femoral fractures 
in rals using radiographie, histologieal and histoehemi­
cal methods. Diaphysary femoral fractures were provo­
ked in rals. The rals receh'ed polimerized eollagen 1 by 
intralesional inyeetion during the first three days. Radio­
graphies were performed on days 3. 10,16,23 and 30 af­
ter the last inyeelion (AL!); after the radiographical stu­
dies, the femures .. ere prepared for histological proee­
dures. Tissues were cut in 5 micron sections and stained 
with hematoxylin-eosin, Masson's trichrome, and cito­
chemicals to discern osteopentin, fibronectin, osteonectin 
and collagen 1. Our findings sho .. n radiological signs of 
eonsolidation at 16 days AL!. in 12.5%, inercasing to 
20% to the end to the study, in control rals. In the expe­
riment group we round eonsolidation in 25 % at 23 days. 
AL!, inereasing to 67% to the end of the study. Histolo­
gical study of the experiment group shown an early tur­
nover of eartilaginous tissue. blast cells. and trabeeular 
bone instead of mesenehymal eells between 16 and 23 
days AL!. By means of indentification or osteopcntin and 
osteonectin in animale treated with polimerized collagen 
1 we saw a greater amouot of these substances during 
the repair process, while fibroneetin and colla gen 1 value 
were similar in both groups. The results suggest that po· 
limerized colla gen 1 modula tes growth faetors in mesen· 
ehymal eells evoking a signal over the migration, prolife­
ralion and differentiation of ehondrogenic and osteoblas­
tic eells, fasten bone eonsolidation. 

Key words: femur, bone eonsolidation. collagen 1. 

conoce como falta de consolidación o pseudoartrosis. 
Buscando la solución a este problema se han tratado de 

desarrollar substancias con poder ·osteoinductivo, tales 
como las proteínas morfogenéticali óseas (BMP's), los aspi­
rados de células osteoprogenitoras de médula ósea o subs­
tancias osteoconductoras como las cerámicas, los fosfatos 
tricálcicos de hidroxiapatita. cuyo resultado sobre la res­
puesta osteogénica ha sido variable. 

La colágena tipo I es la mayor proteína de la matriz ex­
lracelular (MEC) ósea, comprende un 90% de ésta y juega 
un papel importante en la reparación ósea. ¿Es posible utili­
zar una mezcla de colágena tipo I-polivinilpirrolidona en-
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trecruzada por radiación gamma como un nuevo biomaterial 
capaz de modificar la respuesta osteogénica. favorecer la 
con sol idación ósea adecuada y tener las bases para su apli­
cación terapéutica: 

Una de las complicaciones más graves en la evolución 
natural de la reparación 6sea es la pseudoartrosis. Diversas 
substancias st! han tratado de utilizar para la solución de esta 
complicación, algunas con propiedades osteoinductivas u 
nsteoconJuctoras. Los rt!sultJdos reportados en la literatura 
han sido variados ya sea por las caracteristicas del biomate­
rial utilizJdo, por la técnic41 o por ví41 de administración. 

Es por ello que pretendemos evaluar el uso de colágena I 
polimerizada sobre la consolidación ósea al ser aplicada in­
tralesionalmente (inyectada) en una fractura creada en el fé­
mur de una rata adulta y dado que es una substancia biológi­
camente activa, modificar la respuesta osteogénica. 

Nuestra hipótesis consiste en que la mezcla de colágena 
tipo I y polivinilpirroliJona es un material biológico que 
actúa como una matriz extracelular en la regeneración ósea. 
que aplicada localmente en el sitio de la fractura podria mo­
diticar favorablemente la respuesta osteogénica. 

La hipótesis de nulidad indicaría que, 141 mezcla de colá­
gena tipo I y polivinilpirrolidona es un material biológico 
que no influye en la respuesta de regeneración 6sea al ser 
aplicado en el sitio de la fractura. 

El objetivo general de este estudio es evaluar a través de 
un ¡málisis radiogfÜtico. histol6gico e histoquímico la con­
solidación ósea en fractura del fémur de ratas, inyectadas 
intralesionalmcntc con colágena I polimerizada. 

Los objetivos específicos son: conocer las características 
radiográficas de la consolidación del tejido finalmente for­
mado, conocer las características histológicas de la consoli­
dación dd tejido finalmente formado, conocer las caracte­
rísticas histoquímicas de la consolidación del tejido final­
mente formado y comparar los resultados del grupo control 
con el grupo testigo. 

Antecedentes científicos. El hueso es un tejido de alta 
capacidad de autorrenovación, la formación ósea puede 
ocurrir de dos formas: la primera es directamente a través de 
las células mesenquimáticas. como en el caso de los huesos 
del cráneo, lo que se conoce como osificación inlramembra­
llosa y segunuo por intervt;nción de un estadio cartilaginoso 
que pret..'ede a la formación ósea, este es el caso de la mayo­
ría de los huesos. este proceso es conocido como osificación 
endocondral. Los huesos largos durante el desarrollo em­
brionario se forman por este último proceso, el que inicia 
con la forma¡,;iún de un primordio cartilaginoso que se calci­
fica y t:s sustituiLlo por hueso y rn¿dula ósea.·1 La capacidad 
de regeneración del hueso es un fenómeno importante que 
facilita la reparación cuando ocurre la fractura del hueso. La 
reparación de la fractura implica una cascada de respuestas 
tisulares que están diseñadas para efectuar la eliminación 
del tejido muerto y el restablecimiento de la vascularidad 
para producir una MEe apropiada para el establecimiento 
tlel tejido esquelético. Un fractura ocurre cuando se sobre­
pasan los límites de resistencia del hueso. lo que inicia una 
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secuencia de respuestas tisulares sistémicas y específicas las 
cuajes concluyen con la competencia biomecánica del tejido 
finalmente formado. 2u Sirnmons establece que la reparación 
de las fracturas ocurre a través de una serie de transiciones 
celulares: tibrogénesis-condrogénesis-osteogénesis y mine­
ralización, mediante una secuencia que incluye una etapa de 
reacción inflamatoria del día O al 5 postfractura; la etapa de 
formación del callo del día 4 al 40 post fractura y la fase de 
remodelación del día 23 al 50 postfractura." 

La formación ósea es un proceso completo regulado por 
hormonas y factores de crecimiento, los efectos de estas 
hormonas y factores han sido extensamente revisados. La 
primera etapa de la consolidación ósea que corresponde a la 
etapa inflamatoria incluye la fase de hematoma y es de vital 
importancia para el inicio de la reparación ósea como lo de­
mostró Grundres. lU Durante esta etapa se observa la presen­
cia de 2 factores de crecimiento. El factor de crecimiento 
derivado de macrófagos (MDGF), que es mitogénico para 
los osteoblastos y el factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGF), que es un mitogénico para los fibroblas­
tos. El factor de crecimiento ácido de los fibroblastos 
(aFGF) es un potente estimulador de la división celular de 
tibroblastos y células con caracteristicas condro y osteopro­
genitoras, este factor está presente en la etapa de duplica­
ción fibroblástica y de células condroprogenitoras. En la 
etapa de condrogénesis la producción de una matriz cartila­
ginosa está dada por el factor de crecimiento relacionado 
con insulina ([GF-!) y por último el factor de crecimiento 
tumoral beta (TGF-beta) es un potente estimulador de la di­
visión celular y productor de MEC.' 

La colágena es el mayor constituyente de la MEC, algu­
nos de sus fragmentos son quimiotácticos para poblaciones 
celulares normales y neoplásicas y tienen una actividad rni­
togénica directa en cultivos de osteoblastos, lo que sugiere 
que la colágena y algunos de sus fragmentos juegan un pa­
pel importante en la formación ósea.21.2J La matriz ósea con­
tiene un número importante de otras glicoproteínas no cola­
génicas como la osteopontina (OPN), osteonectina (ON), y 
proteína GLA del hueso. La OPN es sintetizada por una va­
riedad de diferentes células y se estimula su sintésis durante 
la resolución así como durante la formación ósea. La expre­
sión de ON está esencialmente relacionada con la minerali­
zación Ósea y la proteína GLA es sintetizada y depositada 
en la mineralización del tejido conectivo. 4

•13.2tl La osteopon­
tina está localizada específicamente en la MEe y se desa­
rrolla en la osificación endocondral e intramembranosa. La 
fibronectina es sintetizada durante la formación y minerali­
zación ósea y está presente alrededor de los osteoblaslOs du­
rante la osteogénesis. 

El desarrollo de varios biomateriales ha sido de gran ayu­
da para tratar de mooificar la respuesta osteogénica en los ca­
sos de pseudoartrosis o defectos Óseos. La primera descrip­
ción se debe a Urist quien demostró que la implantación de 
matrices óseas desmineralizadas en sitios ectópicos era capaz 
de producir hueso nuevo,1') estableciendo como osteoinduc­
ción la diferenciación de células osteogénicas y el comienw 
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de la producción de hueso nuevo y ostecx:onducción como la 
substitución progresiva y crecimiento de hueso nuevo dentro 
de una estructura que sirva como matriz.LJ 

El aislamiento e identificación de los componentes de la 
matriz ósea con potencial osteoinductivo ha dado lugar al 
conocimiento de las proteínas morfogenéticas óseas, que al 
ser implantadas en sitios ectópicos inducen la formación de 
hueso. La capacidad de inducción de hueso y cartílago en 
sitios eClópicos por BMP ha sugerido su aplicaci6n terílpéu­
tica en la consolidación óseay·~5 Otras alternativas terapéu­
ticas han sido desarrolladas a panir de malerinles bioactivos 
como el caso de matrices óseas desmineralizadas con resul­
tados alentadores.I,.1I I~ Otro biomaterial que comúnmente ha 
sido utilizado es b I-Jidroxiapatita, esta cerámica se ha em­
pleado como maten.tI de implantación en defectos óseos, 
sin embargo debiLlo :: ;.1 diferencia con las apatitas desarro­
lladas en el hue:-.o su uso ha e:-.l3do limirado. J7 Otra hidroxia­
palita obtenida de corales marinos denominada coralina ha 
demostrado poseer propiedades osteoconductivas y su uso 
terapéutico ha demostrado resultados alentadores en el trata­
miento de efectos óseos y retardos de consolidación. '4.

ló Al­
gunos otros biomateriales se han desarrollado a partir de 
substancias bioactivas como la C(llüg~na y han demostrado 
su importancia en la consolidación ósea y su utilidad tera­
péutica tanto en animales como en humanos en el trata­
miento de defectos óseos. es el rellenado de cavidades óseas 
yen ciertos casos de pseudoartrosis.u.1t..2Iuu Algunas otr:.lS 

alternativas de substancias osteoinductoras aplicadas a solu­
cionar los problemas de las alteraciones en la reparación 
(lsea ha sido el uso de injertos de material aspirado de mé­
dula ósea aplicado percutáneamente en el sitio de la fractu­
ra: al inyectar las células osteoprogenitoras se ha observado 
qut: la reparaci6n ósea e:-. acelerada.~" 

Recientemente Constanz y col. ( 19')4) han obtenido un 
biornaterial de aplicación percutánea compuesto por una 
combinación de fosfatos y cakio inorgánico y una solución 
de I"sfato de "xli" el cual es preparado en pasta e inyectado 
en el sitio de las fracturas, este material solidifica en pocas 
horas y posee las mismas características biomecánicas del 
hueso, además de que favorece el crecimiento celular y el 
reemplazumiento por hueso nuevo.~ 

En México se ha desarrollado a través de la división 
FARMA de los Laboratorios ASPID un producto a base de 
colágena y polivinilpirrnlidona llamado Fibroquel MR que 
tiene propiedades de favorecer la regeneración ósea. Este 
material tiene un efecto diferente en la reparación ósea que 
la colágena sol~1 (manuscrito sometido a publicación Chimal 
yed.). 

Material y métodos 

Diseño metodológico 
Se trata de una investigación básica observacional, longi­

tudinal. comparativa. que se desarrolló en el laboratorio de 
tejido conectivo del Instituto de Investigación Biomédica de 
la Universidad Nacional Autónoma de México. 
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Como universo de trabajo se utilizaron 24 ratas adultas 
Wistar de 200 gramos de peso sin patología demostrable. 

Las variables que se estudiaron fueron: fractura, consoli­
dación ósea, Fibroquel MR

, osteoinducción y osteoconduc­
ción. 

Definición operacional de las variables: Fractura. Pérdi­
da de la continuidad del tejido óseo debido a la aplicación 
de una fuerza que sobrepasa los límites elüsticos del hueso. 

Consolidaciün ósea. Cascada de procesos sistémicos y 
locales encargados de reparar la lesión del tejido 65eo. 

Fibrot:[uel·\III. Mezcla de coldgena tipo I de piel port:ina 
extraída y purificada a partir de cerdos jóvenes, con un polí­
mero innerte como lo es la polivinilpirrolidona (PVP), la 
mezcla colágena-PVP eS esterilizada con irradiación gam­
ma a partir de una bomba de coballo nO que produce el en­
trecruzamiento de la cobgena misma y 1<.1 producción de en­
laces covalentes entre la prOleína y el polímero. 

Osteoinducción. Formación de hueso dentro de un im­
plante o en las cercanías de éste. 

Osteoconducción. Propiedad del tejido óseo de crecer 
dentro de una estructura que sirva como matriz cuando ésta 
se coloca dentro o cerca del hueso. 

Fuente de obtención de la colágena tipo I polirnerizada. 
Fue proporcionado por los LahoralOrio .... ASPID. S.A. de 
C.V. en su División FARMA. yue tiene la palente. investi­
gación y desarrollo de Flbroquel~lR. 

Descripción del proct..'dimiento. A un total de 24 rulas 
adultas Wistar de 200 gramos de p~so sin patología previa 
demostrable se les proLlujo una fractura t..'n el fémur derecho 
mediante la siguiente t¿cnic.l quirúrgica: bajo anestesia con 
Ketamina a dosis de RO mg/kg/dosis intraperitoneal se pro­
cedió a realizar rasurado del muslo ueret:ho y previa anti­
sepsiu del mismo con Timerosal al 0.1 (ié se realizú incisión 
longitudinal lateral de aprox. 2 t:m; se abordó a través de ta­
bique intermuscular externo hasta el fémur y se Jisec(¡ cl 
mismo en su porción diafisiaria: con minisierra se realizú 
osteotomía transversal yen forma retrógrada se procediú a 
la tijación de la fractura con un clavillo de Kirschner rosra­
do de I mm, suturándose en un solo plano con nylon (JOO. 

A 12 ratas se les administró 0.2 rnL de FibnXJuel·\Ik intr¡t­
lesional a los O. I Y 2 días postfractura. Otras 12 se mantu­
vieron corno grupo control. A todos los animales se les rea­
lizaron radiografías en vistas AP y lateral a los J, I (l, I ti. ~3 
Y 30 días post fractura, sacrificándose una muestra pare;.¡da 
después de la lOma de radiografías en cada ocasión. 

Fueron extraídos los fémures y se fijamn en fnrm~lIina 
neutra al lOo/e (1-3 días) con solución de Bouin (2 días) y 
.... ometidos a descakifkaci6n en ácido :.trético ( I Wk). NaCl 
(0.85%) y formalina (10%) en agitacicín durante 5 Jfas. Se 
procesaron para su inclusión en parafina. 

Se realizaron cortes de 4-6 micras y se colocaron sobre 
portaobjetos recubiertos de silano, se eliminú la activid:HJ 
de la peroxidasa endógena al inrubar los tejidos elln una so­
luci6n de peróxido de hidrógeno al y'k durante 15 minutoS, 
después se lavaron con PBS 0.0 I M, pH 7.2 para detener la 
reacción. Los sitios del pegado inespecífico fueron bloquea-
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dos con albúmina de huevo al 11ft) (Sigma) durante 30 minu­
tos a tempenltura ambiente con el anticuerpo primario. una 
inmunoglobulina policlonal preparada en conejo. de clase 
IgG antifibronel'tina diluieJa 1 :50 (Chemicon), o una inmu­
noglobulinJ antiostt'opontina (LFH7 donadas por Larry Fis­
cher. NIH. BethesdJ USA) diluidJS 1:200. Posteriormente 
las IJminillas se sometieron a J lavaeJos de J minutos cada 
uno con PBS O.()l M. pH 7.2 \ en :l~ital'i()n suave. 

Como anticuerpo seL'uneJJ~i(l se ~rnpkú unJ IgG antiin­
rnul1oglobulina de L'OllCjo prep:.ir:.ida en chivo. conjugada 
L'on hiotina (Sigma) diluida 1 :20 en PBS-albúmina. los teji­
dos se incubJron durJnte I hnrJ J temperalUra ambiente en 
ulla c{¡mara hÚIll~da. Las laminillas se lavaron 3 veces du­
rante 3 minutos cada una con PBS y agitaci6n suave. A COI1-

tinu~H:i()n se empleó estrept:lvidina-peroxidJsa diluida 1:20 
en PHS-alhúmin,¡ (Sigma), con el que se incubó durante I 
hora a temperatura ambiente. Las laminillas se lavaron nue­
vamc:ntc y la reacción se visualizó incubando los tejidos du­
rante lO minutos, con una solución de J,}'-tetrahidrocloruro 
de diarninobencidina que produce un pre..:ipitaJo color sepia 
en las regiones inmunorre<JctivJs. 

Para detener la n:~lL'ci('JIl, las laminillas se sumergieron en 
agua destiladu. se contratirieron con hematoxilina de Harris 
durante 10 minutos. Se viraron con una solución de carbona­
to de litio y tinalrnelHe se montaron con bálsamo de Cana­
d<i. Durante el ensayo se corrieron un control negativo en el 

1(", 

Grado 1 • 80 r 

que se sustituyó el primer anticuerpo por uno no relacionado 
(suero normal de humano diluído 1: 100) Y un blanco de 
reactivos en el que se reemplazó el anticuerpo primario por 
JlbúminJ de huevo JI 1% en PBS 0.01 M. pH 7.2. Las lami­
nillas se observaron en microscopio con lente de 20x. 

Se evaluaron las radiografías AP y lateral por un obser-
vador imparcial al estudio bajo la siguiente clasificación: 

1. Sin signos radiográficos de consolidación. 
11. Reacción perióstica. 
III. Callo externo, se observa línea de fractura y las 

trabécul:..!s no cruzan la fractura. 
IV. CJllo externo. no se observa la línea de fractura y 

las trabéculas cruZJn la fractura. 30 

Resultados 

Resultados radiográficos. El grupo control mostró sig­
nos radiográficos de consolidación grado IV a los 16 días de 
la última inyección en 12.59c con un incremento a 20% al 
término del estudio. 

El grupo experimental mostró consolidación grado IV a 
los 23 días de la última inyección en 25% con un incremen­
to a 66.7C¡c al término del estudio (Figura 1). 

Los result3dos r3diohrráticos .se muestran en los cuadros 1 a 5. 
Resultados histológicos e histoquímicos. Fueron identi­

ficados tres distintos estadios en la reparación de la fractura 
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Fi~ura 1. Porcenraje comparativo de 
consolidación en fr:lcturas experimenta­
Ie.~ del fémur de mta traladas y no trata­
da~ ¡;en Fibroquel MR 

Cuadro 1. (;radu dl' c(Jll~olidadón ,ísca a los 3 días postfractur3 Cuadro 2_ Grado de consolidación a los 10 días postfractul'8 

Controles Colágena 1 polimerizada 

Grado 1 37.5t¡; Grado 1 28.6% 
11 62.5'J 11 71.4% 

III O.O? 111 O.O/~ 

IV O.O/?' IV 0.0'1 
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Controles 

Grado J 
II 

1Il 
IV 

28.6% 
42.8% 
28.6% 
0.0% 

Colágena 1 polimerizada 

Grado 1 
II 

1lI 
IV 

14.3% 
85.7% 
0.0% 
0.0% 
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Cuadro 3. Gn¡do de collSOlidación ósea a los 16 días postfractura 

Controles 

Grado 1 
II 

III 
IV 

0.0% 
50.0% 
37.5% 
12.5% 

Colágena 1 polimerizada 

Grado 1 
II 

III 
IV 

0.0% 
42.9% 
57.1% 
0.0% 

Cuadro 4. Grado de consolidación ósea a los 23 días postfractura 

Controles 

Grado 1 
II 

III 
IV 

0.0% 
80.0% 
0.0% 
20.0% 

Colágena 1 polimerizada 

Grado 1 
II 

III 
IV 

0.0% 
50.0% 
25.0% 
25.0% 

Cuadro 5. Grado de cOllSOlidación ósea a los 30 días poslfractura 

Controles 

Grado 1 
II 

III 
IV 

0.0% 
40.0% 
40.0% 
20.0% 

Colágena 1 polimerizada 

Grado 1 
1I 

III 
IV 

0.0% 
33.0% 
0.0% 

66.7% 

en este estudio. En el primer estadio la presencia de células 
mesenquimáticas es muy evidente. En el segundo la presen­
cia de tejido condrogénico sustituye el tejido fibroso. En el 
tercer estadio el tejido condrogénico es sustituido por tejido 
óseo. Los resultados nos muestran que el tratamiento con 
colágena I polimerizada promueve una aceleración en la 
consolidación ósea. 

Esto es, el reemplazamiento de tejido fibroso (Figuras 
Al y A2) por condrogénico se inicia de manera más tempra­
na. En los animales no tratados el canílago se observó al día 
10 postfractura (Figura A3), mientras que en los animales 
inyectados con colágena 1 polimerizada el cartílago se evi­
dencia al 70. día postfractura (Figura A4). El reemplaza­
miento de tejido condrogénico por tejido óseo ocurre en los 
animales no tratados, al día 23 (Figura A5) y en los anima­
les tratados al día 16 postfractura (Figura A6). Sin embargo 
al final en ambos casos se obtiene el mismo resultado con la 
formación de hueso (Fil(ura.< A7 y AS). 

Para determinar de qué manera la colágena I polimeriza­
da promueve la osifica¡;ión, evaluamos la presencia de 05-

teopontina y osteonectina durante los estadios de la repara­
ción de la fractura. Los resultauos nos muestran que al día 3 
postfractura existen mayor número de células inmunorreac­
tivas en los tejidos de animales tratados que en los no trata­
dos (Figuras 81 y 82 OPN) (Figuras el y e2 OeN). 

De igual manera se observó durante todo el estudio que 
la osteopontina y la osteone¡;tina son más abundantes en los 
animales tratados con colágena I polimerizada en las etapas 
de cartílago (Figuras 83 y 84 OPN), (Figuras e3 y e4 
ONe), formación de trabéculas óseas (Figuras 85 y 86 
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OPN) Y en el hueso completamente formado (Figuras 87 y 
88 OPN) (Figuras e5 y e6 ONC). Asimismo, la fibronecti­
na es una molécula de la MEe necesaria para la migración 
de los osteoblastos, por lo que evaluamos la presencia de 
esta proteína durante la reparación de la fractura. Los resul­
tados nos muestran que esta proteína se expresa de igual 
manera en ambas condiciones, tanto en tejido fibroso (Figu­
ras DI y D2), tejidocondrogénico(Figuras D3 y D4) Y en 
la formación de las trabéculas óseas (Figuras D5 y D6). La 
colágena 1, se expresó de igual forma en el grupo control y 
en el experimental en los tres estadios estudiados (Figuras 
El y E2) (Figuras E3 y E4). 

Diseño estadístico. Se realizó prueba t de slUdent con 
significancia de 0.05. 

Discusión 

En este estudio hemos demostrado que la consolidación 
ósea en el fémur de ratas, que se obtiene después de una 
fractura, se acelera por la inyección de colágena I polimeri­
zada. Durante esta reparación se llevan a cabo una serie de 
procesos que resultan en la formación de hueso nuevo. Los 
resultados radiográficos sugieren que la aplicación de colá­
gena I polimerizada durante los 3 primeros días de iniciada 
la fractura, es capaz de acelerar la consolidación ósea, esto 
es, en un 66.7% de la población tratada con colágena 1 po­
limerizada versus un 20% en los animales no tratados al ti­
nal del estudio. Estos estudios radiol6gicos correlacionan de 

manera importante con los análisis histológicos e inmuno­
histoquímicos. La consolidación de las fracturas con coláge­
na I polimerizada se acelera. con respecto a las fracturas no 
tratadas. en el reemplazamiento del callo fibroso por callo 
condrogéni¡;o y el reemplazamiento del callo condrogénico 
por callo óseo, que culmina en la formación ue hueso. Para 
¡;omprobar a qué nivel está actuando la colágena 1 polimeri­
zada evaluamos la expresión de la osteopontina, fibronecti­
na. osteonectina y colágena I durante el proceso de repara­
ción. Se sabe que la osteopontina es una proteína que se ex­
presa y sintetiza por los osteoblastos y se deposita en la 
matriz ósea. participando en la mineralización de la matriz 
extrat:elular. Además de los osteoblastos. también se expre­
sa en osteocitos, osteoclustos .Y condrocitos hipertróficos. 
Por otro lado. durante In formación del hueso la fibronectina 
se expresa en aquellos : .. itios donde ocurre la rnigra¡;i('m ue 
los osteoblastos. Por lo tanto. los resultados son consistentes 
con el concepto del papel lIlultifuncional de la osteopontina 
en el desarrollo del hueso y en la relllodelaciún del mismo. 

La alta expresión de la ostcopontina y osteonectina en las 
fracturas tratadas con colágena I polimerizada podría indi­
car que a ese nivel es donde ocurre la aceleraciúll de la con-­
solidación ósea. De manera similar u lo obtenido con osteo­
pontina hemos observado que la osteonectina incremenw su 
expresión en respuesta al tratamiento con colágena I poli­
merizada. Esta proteína se expresa en osteoblastos, en célu­
las de médula ósea y condrocitos hipertróficos. Su función 
está asociada con la unión a la colágena tipo l. al calcio y a 
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Figura B: O = Osteopontinr¡ 

, ,. = Matriz eXlracclular minerOllizada 
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Fi¡.:unl C: o = (\;lut:l~ me\L'u4uirn:ilie:¡s 

r = FihJonl'L'lina 

la hidw.\iapaliw ,>u.!,!iricndo un papel muy importante en la 
lllint:raliz~ll:iún de la matriz úsea. Finalmente, la expresión 
de 1,:1 fihroncctina y la colágeni.l tipo I nq se ve ulterada por 
el tratamiento con col~ígena I polimeriwua lo que sugiere 
que éste actúa a nivel de ¡,:¿luIJS óseas promoviendo la ex­
presión de moléculas (oQeopol1lini.l y os[eonectina) que par­
ticipan en la forrn~tcj(·ln. rCl11o(klad()1l y mineralización de 

hUCSll. 

En este eSIUJio cOllsider:HTlo:-, a Fibnx¡uc:l'lll L'OrtlO un 
biollli.lleriaJ con acti\·idad de o ... {(;,ocnnJucciÓn, e~1O es, un 
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biomi.llerial que permite el establecimiento de una biomatriz 
adecuada para la migración e invasión de células osteopro­
genitoras. El Fibroqud~R (colágena tipo I y polivinilpirroli­
dona), probablemente favorece la migración de células in­
munorreactivas a la osteopontinJ y a la osteonectina acele­
rando el proceso de reparación ósea. Es importante notar 
que el FibroqueJ·\tR está compuesto de colágena, la cual pro­
b;:¡blemente cambie su propiedades tisicoquímicas y bioló­
gicas, Jurante el proceso de esterilización por irradiación 
gamma. Este trJlamiento puede provocJr un entrecrUZJ-
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Investigación experimental de la regeneración ósea en fémures de rata. 

Fij!ura E: e '= COl1uulCilO" Ilif'ICl1rolíco" 

t =c (hl<:llhla...:lo" 

= e ht~'ll¡;jt(\, 

rlJi~ntc) elltre.' la cobgena y la poli\'inilpirrolidona. Sin em­
bargo. aunque no h:Ill!1l10S e\'idenci~1 alguna de dicho entre­
cruz~llnielllO. hemos observado tlue algunas de las propieda­
des fisicoquímicas dc la col~ígcna. tales COIllO la formación 
de geles a 37 "c. se pierde con la mezcla con polivinilpirro­
lidona. Asimismo. lD.mbién las propiedades biológicas de la 
colügena cambian. corno se ha observado en la regeneración 
de defectos óseos en lTáneo, que se acelera con esponjas de 
FibroqueJ,\11l con respecto a la colágena sola. Por lo tanto, el 
posible el1lrecruwmÍenlo entre la co/ügena y la polivinilpi-
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rrolidona podría formar una biomatriz que permita una ma­
yor L'Jp~H.:idad ue migración e invasividad de células osteo­
progenitoras hacia la zona de fractura. 

Conclusiones 

La colágena I polimerizada acelera la consolidación ósea. 
La colágena I polimerizada acelera el reemplazo de teji­

do tibroso por tejido condrogénico y de tejido condrogénico 
por tejido óseo. 

La colágena I polimerizada incrementa la expresión de 
osteopontina y osteonectina en too as las fases de la repara­
ción de las fracturas. 



Arturo Almazan Diaz y co(s, 

LJ colágena I polimerizada no tiene efecto en la expre­
sión de tibronectina y colágena I en ninguna de las fases de 
la reparación de las fracturas. 

La alta expresión de OPN en las fracturas tratadas con 
colágena I polimerizada podría indicar que es a este nivel 
donde ocurre la aceleración de la consolidación ósea. 

Consideramos a Fibroquel MR como un biomaterial con 
actividad osteoconductiva que permite el establecimiento 
de una biomatriz adecuada para la invasión de células osteo­
progenitoras. 

Esto abre una línea de investigación que es necesario de­
sarrollar u fondo para determinar las posibilidades de apli­
L:ación clínú'.:a de (,'olágena I polimerizada. 
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Collagen-PVP Accelerates New Bone 
Formation of Experimentally Induced Bone 
Defects in Rat Skull and Promotes the 
Expression of Osteopontin and SPARC during 
Bone Repair of Rat Femora Fracture~ 

J, CHIMAL-MONROY,b T, BRA VO-RUÍZ, G. J. FURUZA WA-CARBALLEDA, 
J. M. LIRA, J. C. OE LA CRUZ, A. ALMAZÁN, F. E. KRÓTZSCH-GÓMEZ, 
G. ARRELLÍN, AND L. oÍAZ DE LEÓN 

Connective Tissue Laboratory, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ciudad 
Universitaria, Aparrado Postal 70-228, México D.F. 045/0, México 

AJI skeletal elements are fonned through mesenchymal condensations. In the crani­
um, these condensations are directly transfonned into bone. In contrast, the appen­
dicular skeleton is derived from the initial transfonnation of mesenchymal 
condensations into cartilage and the subsequent transfonnation to bone, through en­
dochondral ossification. Independently of the origin of bone tissue, osteoblasts are 
the bone-fonning ceJls that produce bone extraceJlular matrix and the factors that 
mineralize it. 1 The ceJlular and molecular events that occur for bone fonnation dur­
ing embryogenesis, bone remodeling, and fracture repair are identical. On this basis, 
we evaluated the effect of y-irradiated coJlagen-polyvinylpyrrolidone (PVP) im­
plants on bone regeneration in nonhealing bone defects surgically created in the 
skuJl, and on the fracture-healing process in femora of adult male rats. The frrst mod­
el was used because, as these osseous defects do not heal spontaneously, we could 
thus evaluate coJlagen-PVP functionality on bone regeneration. In the second model 
we detennined by irnmunohistologic studies the expression of bone-tissue markers 

"This work was partially supported by ASPID, S.A. de C.V., and by Programa Universitario de 
Investigación en Salud (PUlS). 

!>ro whom correspondence may be addressed. Phone: 525/622-3819; fax: 525/622-3897; e­
mail: jchimal@servidor.unam.mx 

FIGURE 1. Booe regeoeration after implaotation of either Iyophilized collagen (AHD) 
or collagen-PVP (EHO) at days I (A) and (E), 5 (B) and (F), 15 (C) and (G), and 45 (O) 
aod (H) after surgery. Toluidine blue staio; magnificatioo x250. A total of 54 Wistar rats 
weighing 200 g were used for bone-defect studies. After anesthesia, circular defects of 
5 mm di ame ter were created in both parietal booes, using a dental drilling machine aod 
under cooling with saline solution. The defects were made without affecting meninges. 
Bone samples were fixed in 2.5% paraformaldehyde, embedded in paraffin, and cut at 
5 11m and stained by hematoxilin procedures or were processed for high-resolution mi­
croscopy, embedding tissue in Epon resin, and cut into semithin s\ices. They were stained 
with Toluidine blue. Bone formation was evaluated by in vas ion of the created defects by 
bone-forming cells, and by formation of bone trabeculae. 
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such as osteopontin (OPNl and SPARC during collagen-PVP treatment. This biom­
aterial has been used for treatment of hypertrophic scars, causing reduction in the 
size of scars. Also, treatment with this biomaterial showed an improved wound-heal­
ing process. In addition, human hypertrophic and normaJ fibroblasts in vitro produce 
different levels of cytokines under the effect of collagen-PVP. This response differs 
from that obtained for collagen or PVP aJone, suggesting that collagen-PVP presents 
different properties to collagen or PVP. 

Our results on bone defects showed that rats implanted with Iyophilized collagen­
PVP exhibited beuer invasion of mesenchymaJ ce lis and blood vessels than those 
made with collagen a1one. At 1 day after surgery the presence of mesenchymal cells 
was evident in all of the bone-defect zones (FIG. 1 l for both treatments. At 5 days 
after surgery the formation of bone trabeculae occurred more rapidly with collagen­
PVP than with collagen implants, while this last one showed incipient bone trabec­
ulae (FIG. 1). At 10 and 15 days after surgery trabeculae were still present, and 
showed les s connective tissue between trabeculae at day 15 postsurgery in collagen­
PVP groups (FIG. 1 l. At the end of the experimental period the histology of bone in 
collagen implants was a1most identical to that obtained with collagen-PVP implants 
(FIG. 1). 

On the basis that collagen-PVP, when implanted in experimentally induced bone 
defects in rat skulls, accelerates new bone formation, we continued this study to de­
termine whether collagen-PVP administration could play a role in stimulating the 
fracture-healing process and to determine by immunohistologic studies the expres­
sion of bone-tissue markers such as OPN and SPARC during collagen-PVP treat­
ment. 

Collagen-PVP-treated fractures showed a greater increase of fracture healing 
than control fractures. The fibrous tissue was evident at 3 days postfracture in both 
groups. Osteopontin and SPARC first appeared at this time (FIG. 2). This fibrous tis­
sue was replaced in about 50% of the callus at 7 days postfracture in collagen-PVP­
treated fractures, while in control s it occurred at 10 days postfracture. Endochondral 
ossification was evident at 10 days postfracture in collagen-PVP-treated fractures, 
and in controls it occurred at 16 days postfracture (FIG. 2). The replacement of car­
tilage by bone trabeculae occurred at 16 days postfracture in the collagen-PVP 
group, while in controls it occurred at 23 days postfracture (FIG. 2). FinaJly, the 
lamelar bone was evident at the fracture site at 30 and 37 days postfracture in col­
lagen-PVP-treated fractures and control s, respectively (FIG. 2). During this process, 
OPN and SPARC were more evident in hypertrophic cartilage and in bone trabecu­
lae in collagen-PVP-treated fractures than in controls. Similarly, osteocytes showed 
high expression of OPN and SPARC in lamelar bone (FIG. 2). 

It is interesting to note that the mixture of collagen with a polymer such as PVP 
elicits higher velocity of ossification than that obtained by collagen alone, suggest­
ing that collagen-PVP implants could form a beuer matrix for invasion and migra­
tion of osteoprogenitor cells, than collagen. These differences may be due to the 
formation of cross-links between collagen and PVP caused by y-irradiation. Also, 
under microscopy we observed that both biomaterials have distinct geometry. This 
statement is supported by Anselme et al.,2 who demonstrated that cross-links be­
tween colIagen and glycosaminoglycans showed different tendencies to calcify in 
subcutaneous places depending on the cross-link method used. G1utaraldehyde-pre-



FIGURE 2. Identification of OPN with the antibody LF-123 in sections prepared from 
control and collagen-PVP-treated fractures at day 16 (A) and (B) postfracture. The expres­
sion of OPN is evident in bone trabeculae. At all times in collagen-PVP-treated fractures 
the staining for OPN was higher tban controls. Identification of SPARC with the antibody. 
SONI in sections prepared from control and collagen-PVP-trealed fractures at day 16 (C) 
and (D) postfracture. The express ion of SPARC is evident in bone trabeculae. At all times 
in collagen-PVP-treated fractures the staining for SPARC was higher than controls. Forty­
eight heaithy mal e Wistar rals, 8 weeks old, were selected and femoral fractures were cre­
ated by a longitudinal incision manually made over the middle ponion of the right femur. 
A Kirschner wire (1.1 mm in diameter and 2.7 cm long) was introduced into the intramed­
ullary canal through the intercondilar notch. After the fracture was made, 24 rats were in­
jected intralesionally for three consecutive days with 0.2 mL collagen-PVP (Aspid S.A. 
de C. V.), while the other 24 rats were not injected and served as controls. Rats were killed 
under ether anesthesia and the femora were harvested at days 1, 3, 7, 10, 16, 23, 30, and 
37 postfracture and were evaluated by histologic and immunohistologic methods. 

treatment of collagen glycosaminoglycan sponges generates dystrophic calcifica­
tion; however, the acyl azide cross-linking method of collagen glycosaminoglycan 
increases the persistence of the sponge in vivo up to 90 days and inhibits its calcifi­
cation. 

On the other hand, we showed that collagen-PVP injected intralesionally in the 
fracture site stimulates the fracture-healing process. Bone union occurre'd in 65% of 
the collagen-PVP-treated animals, with an increase in the expression of OPN and 
SPARC. 
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Osteopontin has been detected at high levels in mature osteoblasts at sites of bone 
remodeling.3 This protein is increased during collagen-PVP-treatment, suggesting 
that it may stimulate the mineralization process and bone remodeling. Also, OPN is 
expressed in monocytic lineage and activated T lymphocytes.4 Thus, the high ex­
pression of OPN, with collagen-PVP-treatment, could be important to stimulate 
bone repair since it is involved in inflammation, bone formation, and bone remodel­
ing. 

SPARC is one of the noncollagenous proteins synthesized by bone cells; it plays 
an important role in the initiation of mineralization, calcium turnover, and bone re­
modeling.5 During development it is more abundant in proliferative than in differ­
entiated bone. In this study, we identified SPARC in the fibrous callus tissue, 
probably in proliferating periosteal cells, at 3 days postfracture. Its expression was 
increased during collagen-PVP-treatment. It has been suggested that SPARC plays 
an important role in callus formation. It also could be possible that collagen-PVP 
may accelerate the fracture-healing process. 
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Cytokine Expression is Downregulated by Collagen­
Polyvinylpyrrolidone in Hypertrophic Scars1 
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We evaluated the in sUu expression of adhesion molecules 
(E-selectin and vascular cell-adhesion molecule) and pro­
inllammatory/fibrogenic cytokines (IL-l¡l, TNF-a, TGF­
~1, and PDGF) in sections of normal 'skin, hypertrophic 
scar, and hypertrophic scar previously treated with an 
irradiated mixture of coIlagen-polyvinylpyrrolidone and 
completely resolved. Expression of these proteins was 
detected by indirect immunoperoxidase staining. The 
hypertrophic scar group displayed an increased amollnt 
of IL-l¡l, TNF-a, TGF-Pl, and PDGF compared with 
the nonnal skin and treated scar groups. Values were 
statistically significant when cytokines in hypertrophic 
scar and hypertrophic treated sections were compared. 
Surprisingly, no differences were detected between nor­
mal skin and treated scars. On the other hand, differences 
in levels ofE-selectin and vascular ceIl-adhesion molecule 
were not statisticalIy significant between the groups, 

F 
ibrosis is the parhologic fr:Jllle of lllJny COllllllon di~order;, 
such as cirrhosis, chrOl.lic.glomenllonCPhritis, lung tibrosis, 
post-surgt"ry peritoneal adhesiom, vascular restellosis, :Jnd 
dermaJ tibrosis. includlllg sclerodcrn13 or hypenrophic and 
keloid sc\rs. In aflecteG tis~ue.~, inAammation precedes 

tibro~i~ \Vith a dralllatic increase in the expres,ioll of adhesioll lllolecules, 
The cOllcomitant ;1Ilt! l'XCL";\ivt: symbe"is of soluble Illt'diators from 
inflamI1latory cells, ~l1ch as tibrogenic cytokill(".~, induces a loss of 
balance. in\'oh'in~ extr;¡Celllllar m:mix (E CM) turnover disreglllation 
(Kov:lcs. 19lJl), Le\'els of pro-inAal1lmawry and fibrogenic cytokinc~ 
are high in responst' to [i~,ut' dalllagt:. consiStent \\'ith a chronic 
inAammarory sta te thar iuvolvt:s fibroblasts, keratinocytes. macrophages. 
and T lympbocytes, Thest' l11t'diators. in rurtl, increase cytokine 
receptor,>, prolift'ratioll, chemot;\xi" alld ,ynthesi, ofECM cOlllponent5, 
IL-l, TNF-o:, PDGF, ;llld TGF-~ isoforlm acti\-e!y participa~e in the 
\\"ollnd healillg procm (G,ülit and Cbrk, 1994), They ;ll~o ~ho\V 

Manu,cript J'ecl'in:d JUlll' 2. I'YJ7; rt'vi'l"d May 2(l. j')0H: acCt.'ptl'd for 
publicatioll J\-by 27, I'NH, 
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Ahhr<:\'i;¡tioll\; ElAM-l, E-\l'ketin: HSc. bypatrophic ,c,u: VCAM-l. 
\'.l\Olbr ct'Il-,l(lhl'\iol1 lllOlec111l'. 

IThe n'\l11t\ prt'\t'ntt'd in thi~ wnrk ,Irt' P,ll'! nj' Fl'1'11:111,lo E. Krützsch-Gú1l1l'z's 
doctor;¡! di"t'rt.ltioll, 

except for vascular cell-adhesion molecule, which 
de crea sed in treated sears. Also, supernatants frolU 
fibroblast cultures derived from treated hypertrophic scar, 
showed a reduction in TGF-131 and PDGF expression, 
although apparently colla gen synthesis was not affected. 
Based on previous data from clinical studies in human 
dermal fibrosis remodeling, and the results presented 
here, we suggest that collagen-polyvinylpyrrolidone 
modula tes extracellular matrix tllrnover, mainly of colla­
gen, because expression levels of IL-lft TNF-<x, TGF­
(31, and PDGF were diminished. We infer that colIagen­
polyvinylpyrrolidone participation could also modity the 
intlammatory process observed in hypertrophic scarring, 
by diminishing the expression of adhesion molecules, 
as a consequence of lower levels of prointlammatory 
cytokines, mainly IL-1P and TNF-a. Key words: fibrosis/ 
ir!Jlammation/therapy. ] Invest Dermatol 111:828-834, 1998 

persisteilt expression in hypertrophic and keloid scars (Ghahary el al, 
1995), a~ does the intercdlular adhesion molecule ICAM-1 (Castab'Tloli 
f'f al, 1994), possibly in response to an irritation of the wOllnd, to an 
extensive arca of dal11aged tissue [hypl'rtrophic scar (HSc) I or to genetic 
factors associated with local tibroblasts (keloid) (McPherson and Piez, 
198H; Rockwdl el al, 1(89), 

Reparative process re~earch has focused on resolving HSc satisfactor­
ily, on increasing the rate and quality of wound healing, and on 
avoiding fibrosis formatiotl, In order to relieve these pathologic scars, 
investigators h;¡ve developed therapeutic strategies, including: physical 
therapies, such a~ radiation, surgery, and pressure; chemical therapies, 
such as corrosive acids and fixing solLJtions (fonnaJine); and pharmaco­
logic therapies. such as corticosteroid administration (Oarzi and 
ChowdrL 1992; Soderberg et al. 19R2; Ahn el al, 1991; Lawrence, 
1 <)91; Tang, 19(2), The latter diminishes tibrosis associated with 
recurrent inAall1mation by blocking adhesion molecule expression 
(Chaprnan. and Haskard, 1<)95). but with the drawback rhat these 
i1ll11luIlosuppressors canllot be tlsed for long periods and there is 
recidivism of scarring. Other therapeutic approaches have tried to 
block collagen biosynrhesis {Rosenbloom e/ al, 1986: Kawaguchi el al, 
1 <)(J2a, b), bU{ these compounds lack specificity and can therefore 
affect rhe tnetaboJism of normal tissues, 

Our group h:1S been working with a biologic drug named Fibroquel, 
which ¡" m;¡ue of a y-irradiated mixture of pepsinized porcine type I 
collagen and polyvinylpyrrolidone (collagen-PVP). The compound has 
~ho\\'n beneticial dfects when administered to wounds and rae fractures 
(Altllazán Dí;¡z ('( al, 1996), alld ro local tibrotic disorders, such as 

11(1]2-2(11X/'JK/S!(),30 • Copyright e l'J<JH by The SOC](.'cy lar [nve~tigaci\'e Oermatolob')', lnc. 
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Table I. Clinieal parameters of HSe treated with eollagen-PVP 

Scar 
Patient Ag, (y) Sex Injurcd atca(s) cvolutioll 

1 8 M Abdomen 4 
2 7 M Neck & chin 2 
3 8 F Thorax 2 
4 16 F Neck, chin, & thorax 4 
5 20 M Thorax 0.5 
6 25 M Shoulder 3 
7 29 F Thigh 0.5 
8 29 M Hand 0.7 
9 43 F Popliteal space 2 

~Collagen.PVP wa~ adlllinistercd once per week. 
D_, absence; +/-, moderate; +, p05itive. 

tendon and dermal fibrosis, where symptoms :md volume diminished 
and the inflammatory infiltrate disappeared in collagen-PVP treated 
scars, with tissue architecture resembling normal skin.2 1/l ¡litro, collagen­
PVP increascs collagen synthesis and diminishes the collagenolytic 
3ctivity of murine fibrobJ;:¡sts, whereas the collagenolyric activity of 
munne macrophages is increascd. These effects are unique and attribut­
able to rhe campound, because its components (collagen and polyvinyl­
pyrrolidone) do nor have the same effect alone when compared with 
collagen-PVP (Krotzsch-Gómez FE and Diaz de León L, manuscript 
in preparation). For chis reason, We i!lfer thar rhe Illechanism of acrion 
of collagen-PVP is Ilor a negative feedback, as reported when fibroblasts 
are rrcated with collagen gels (Eckes el al, 1993). 

In rhis study, the mechanism of action of collagen-PVP was 
investigated by evaluating cywkine and adhesion lllo1ecule cxpression 
in HSc. Abo, we repon rhe bchavior of cultures of fibroblam denved 
from the same tissues by rhe analysis of collagen turnover and cytokine 
expresSlOn. 

MATE]{.IALS AND METHOD$ 

Tissue specimens Samplt'~ of humall tis~ut' \Vere t'xcist'd durin~ pb,ric 
surge!)' operation. Three \Verl' lIomlal ~kil1 biop~it"s, fOUT wer!.' HSc with ;¡ 
dist'ase duration of 4.3 :!:: 1.5 y, and tlvt' ""t're HSc with a disease duratioll of 
3.1 ::t 1.4 y, previously trt'ated with al) intrale"ional ad!l1il1i~trJrion of 0.2 mi 
per week of collagen-PVI) if scar It'n~th wa, S CI11 OT It"~~, 0.4 mi pcr week if 
scar len~th \Vas bt"tween 5 ami 10 cm, Jlld o.(¡ mi per wt'ek if ~c;¡r It'n~th wa, 
10 cm or lllort", uncil normalizatíon uf the ~car by clinical critt'ria (bt't\\'t'en 1 
al1d J 1110). A \t'ction of the samplc, W:l\ \nap-frozen in liyuid nitrogt'tl. 
Then they ""t're cut :11 4-6 ).ltn and ~erial "t"ct!om wen.' l1lounted 011 y­
methacl)'loxypropyltrimt'thoxisilallt" (Sigma, Sr. Louis, MO) ,"oated \lidt'~. 
Finally, st'ctions wt"rt' tlxt'd in aCetont" at _20°<.:. 

Histology and immunohistochemistry Ht'fOVici ,tJinin~ \\'a~ pt"rformed 
according to Hero\'ici (19(¡J). ItnnlUnohi~tocht'J11ical procedurt'~ \\"t.'re ;¡s~t""t"d 

by blocking with 3'j.{, egg albulllIll (Sigma), t';\:ct'pt fur dlt' TGF-Pl a\<.ay in 
which tht' blocbde wa~ done witb J'){, bo"ine Jlbumin (Sigma), Jml tht'n the 
section~ wt're incub:[[t'(l with ~ l110me anti·hwllall E-~clcctin (ELAM·I) or 
\'aKular cdl·adht'~ion molecult' (VCAM-I) lllonodon.111gC at 2.1 ).lg (Gt'llZyl11l', 
Cambridgt'. MA) pt'r mI, or a goat .mti·human lL-l~, TNF·a. or P])(;F 
polyclunJI IgG at 20 Ilg (R&:lJ Sy~tl'lll\. Millneapoli" MN) per mI. Antt­
P])GF alltibodit'~ rccognize all i~otoTlm (AA. AU, .lnd BU). A chicken Jnti­
human TGF-P polydollal IgG nt"utrJlizing .mtibody (R&:]) Sy\tt'tm), which 
recognizes only i,ofonn\ I ~11ld 1.2 and h,h HIO timr~ le" atlinity ¡ur TCF.¡32, 
wa~ t1~ed at 20 ).lg prT 1111. Antibodie\ \\"ert" ítll'llbated tur (,O min at room 
telllper:lturt'. Uindillg \\";1\ tktl'ctt'd by incubating ,ectiO!l\ ¡'.Ir (,1) l11ill at room 
temper.H\lrt' with rabbit ,l!lli-Illousr biotil1ylated IgG diltltt"d 1 :211 (Sigma) f()t 
Ihe adht"\ion 1l10lecule~ a~~ay. with rabbit Jnti-go,l[ biotinylated Ig(;, dilutcd 
j;J(JlI (Si,L.'l1lJ) for IL·1. TNF-(.(. :ltld p])GF dett"ction or wilh rabbit ami­
chickt'!l biotinybted 19<';. diluted 1 :7:;11 (pil.'rce. RocktOnL IL) fin' the TGF-~ 
Js~ay. A\'idin-pt'TOxidase compkx (Sigma) W;l~ ll\t'd at a 1 :211 dilution for 
-15 min at room tt'lllpt'ratllre. The 'ectiom \Vere de\"dopt'd in J. ~olution of 
diaminobenzidiIH..', :lIld Cüuntef',taint"d with ht'IllJto.xylin. Finally. ~t'ctiom \\'t're 

1Díaz c\t' León HL. KrütZ~ch·GÓnH'z FE, Gm'rrcro-P:ldilla E, Cervalltt's· 
Viramontes R. Reyc,·¡'vUrqllcz R: A no\'t'1 .¡ppro,lCh fur tht' treatlllrnt of 
¡¡,miar 6bro\i\ . . \J,1/n\· 81<,/1-15:-101. 1<)\)4 (abm.) 

After treatment' 
Numbet of 

(y) injectionsa pain erythema softness; fiattening 

3 +/- +/-
4 +/-
6 + +/-
6 + + 
6 + + 
6 + + 
6 +/- + +/-
6 + +/-

10 + + 

dehydrated with alcohol and xylene, and mounted in tesin. Negative control 
staining was perfornled with nornlal human serum diluted 1:100, instead of 
primJry antibody. At lea~t two different sections wert' examined for each 
patiem. Adht'sion llIolecule and cytokine expression was assessed by estimating 
positively mining cells in blood vessels and cdls ~preading along one field 
bdow the t'pidernlis (see Rrsulrs), and it was reponed as the percentage of 
immunoreactivt' celh; results were exprt'ssed as tht' mt'an ± SEM, Associations 
hetween quantitlabk variable~ \Vere detennined using Student's t test and 
Mann-Whitnt'y U {t'sr. 

Fibroblast culture conditions Fibroblasr culturt's were established by frac· 
tiollating with scissors one tragment of normal skin, HSc, or HSc treated with 
collagen.PVP and incllbating {he fragments with 0.1'% bacterial collagenase 
type 11 (Sigma) for I h at 37°C, The homogenate was centrifuged at 1250 rpm 
for 2 mino The supematlnt was eliminated and the pellet was resuspended in 
Dulbecco's modified Eagle meJium (DMEM) high in glucose, supplemented 
with heat-inactivated 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, and antibiotics 
(100 U penicillin per mi and 5 ).lg streptomycin per mi). Cells \Vere grown at 
37"C in S% CO2 in airo Cells between passages 3 and 4 were used for the 
cxperiments. Evt'ry experimental condition was nonnalized by ONA content 
and testt'd JI !ea,t in triplicJtc, except for the cytokine a~~ay, which was tested 
in duplicatl'. 

Colla gen synthesis Tht' assay was achieveJ by seeding 105 fibrob];¡sts from 
nonnal ~kin, HSc, Uf HSc prcviously treated with collagen-PVP, in 0.5 ml 
DMEM with 10')1" fetJI calf ~enUll, 2 mM L-g1utJmine, and 50 lig ascorbate 
per mi in 24 \Vell plates, incubating tnt'm for 48 h at 37°C in 5% CO2 in ait. 
Tht'1l the mediulll was diminatcd ,1Ild tht' cultures were incubated for 3 h at 
37°C in Soy., COl in JÍr, in DMEM without ft'tal calf ~erum, and with 2 mM 
L-g1utamine :lnd SO Ilg ascorb:m~ pt'r mi. The medium was rt'placed with the 
mnt" fresh Illcdium supplemt'nted with O.S ).lei per mi ofL-(U.14C]proline 50 
).lei per mi (Amcrshalll, U.K.) (Dit'ggelmann et al, 1990). Collagenous and 
nOllcolbgcnous protcin ~ymhe~i~ \Vere evaluatcd in homogenized monolayer 
Jlld ~llpertlatam fractions, and collagen content wa~ calculated according to the 
Pt'terkuf<.k.y and ])ieggelmann fom1Ula (Peterkofsky and Dieggelmann, 1971). 

Cytokine expression IL·I P, TNF·a, TGF-Pl, and PDGF-AB wete deter­
mined in mpt'rnatJtm of cultures under the conditions mentioned above. Two 
hundrt'd microlitcl"S \\"t're assayed by enzyme-linked immunosorbent assay 
according to the manuf.1Cturt'r's instructiom (R&D Systems). 

RESULTS 

Clínical observations Fcatures of a group of nine paticnts with 
HSc \Vere evaluated. After a mean treatment period of 8 wk with 
collagcn-PVP, as mentioned in Matcrials-atld MetllOds, the scars got soft 
and \vere flattened uneil reaching nomlal skin border (Table 1; Fig 1). 
It is importam to note that nane of the patients presented rdapse of 
hypertrophy after 2.5 y. 

Herovici staining Sections of nonnal skin, HSc, and HSc prcviously 
treated with collagen-PVP aod clinically resolved were stained following 
the Herovici procedure. HSc weTe quite different from nonnal skin 
(Fig 2a, b): the epidennal proflle was flanened, whereas in nonnal 
ski n it was irregular with rete ridges. In scar sections, type I coUagen 
f¡bers (red in Fig 2b) were present with parallel distributions in papillaI)' 
dermis \vith respect te epidennis and in nodular zones a1l along the 
decp denni~ (Fig 2b, small anvw), and type III colJagen (bluc fibers) 
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Figure 1. HSc before and after treatrnent with collagen-PVP, Forty­
thn:c: year old female pacierH ,vith HSc in che popliteal 'pJCl' \Vith 2 y of 
evolution (a). The scar wa~ treared fur 10 wk witll a weekly imfak'~ional 

adminlstfation of OA mi in rhe collagen-PVP. Note rhe mark of the scar i, 
pre,em, althollgh rhe ~kill border has bl'ell reached, ahn erythellla i~ :lbsent Jlld 

the patiem reponed no rain afier the tirst 3 wk of trt'Jtntl'!l{ (b). 

. ;/ 
' .. '" 

Figure 2. Collagen-PVP cffect on tissue architecture restoration, 
PhO[OlllicrogrJph, of hUlllan skin amI scar ti,,"l!l' wilh nr withnllt trl'atllll'IH, 
'it;¡jlll'd with Hcrnvici techniqul'. (<1) Normal ,kinl'"hibiring rl'!l' ridgL'\. rl,ticular 
typt' I c()lla~l'n fiberi in red, tYPl' 111 rolb~t'll fiber, in blul' in 1'.1pil!.Jry 
dennis. (/1) HSc withom rt'te ridge'\. type I colbg:Cll di~trihlltt'd in whnrl-likt' 
artangentent'i and nodubr Jrea, (sm,¡/1 armul). (c) HSc trcatl'd with (nlbg:t.'l1-I'VI' 
re~el1lbles nonn;¡] skin, \Virh tyre ]JI collagcn pre~ent in pal'illary (knni, (I>(I! 
arf(lw) and showing :1 h:lÍr folEdt' (srua/l am)I!'). S(,de b,lr: 1000 11m. 

below the epidennis was reduced. On (he oeher hand, eype 1 colbgell 
distrihution in normal skin \vas charactt'rj~tically re(icubr, ;lIld (ype 1II 
collagen wa~ more ahundant in the papillary dermis than in rhe HSc 
scctions. Interestingly, colbgen-PVP-trl'ated HSc (Fig 2e) shmved a 
type 1 collagen distrihutíon alld a type 111 collagen zone (/J(I! ,¡m)lI') 
similar to those ohserved in Ilonm.! skin, and in SOlHl' ca~l.'S partial 
recovering of rete ridges and the presence of cutaneou\ ;lppend;lge~ 
were ohserved (Fig 2e, 5111111/ amwl). 

In situ expression oC prointlammatory and fibrogenic 
cytokines IL-lj3, TNF-o:, TGF-pl, and PDG¡': ,ho\Ved strong 
ditTerences among rhe groups (Figs 3-6). HSc ~ections [part «() in e:lCh 
mOlltage] revealed lllore cells expressing tbese mediarors than eitbl.'r 
110rmal skin ar collagen-PVP treated HSc (p:ms (b) anJ (10, respectively, 
in each montage] (IL-IP, p = O.()3(¡; TNF-o:, p = O.()3(); and PDGF, 
p = 0.003, treated 1Jer51/5 umreated HSc) (Fig 7a). 011 (he other hand, 
blood vessels also exhibited (he .~alllc paccem as spread cell, (IL-IP, 
p = 0.002; TNF-o:, P < O.()()l; ;¡nd PDGF. p = O.Ol. treated r'l'rS/lS 
lInrreated HSc) (Fig 7b). In both case<;, endotheliul1l ami \1l1"c:,d Cl'I1\ 

in treated scars had cytokil1t' level<, simibr to or lo\\'er th~lIl tllme ot" 
normal skin, alchough these ditTen:nccs ,vere \lot stati\ticllly signitlcant. 
Immunoreactiviry of testt'd cytokines (I¡lr:I!C !lrl"OlI's) W;\, con~i-;tl'mly 
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Figure 3. lnll11unolocalization of IL-113 in human skin ~ections frozcn 
with th... illllllunopcroxidase techniquc (avidin-biutin-pcroxidase 
systenl). (¡/) I'hotomicrognph o( ne-gativt' nllltrol: (/1) I'hlltllmirroh'Taph of 
tlonll.ll ,kin: «() pho[ot!lll'rog:J":lph o(HSc ,IIWII'.' illdiC:lfl' il11llll11l\}]"t'aClive ~·d).,; 
(ti) pbntol11icrograph o( HSc trt'att'd with (ollagl·.l1-I'VI'. S(,d(" /lar: 20!) ).1m. 

!oCllized in che papi!bry Jl'Tmi<;, whcTt' typical HSc nodult's offihfmi~ 
\\"l're ab<;l'nt, t'xrt'pt fur TGF-p!, which \\',1', mort' widely ~~lTl'ad. 

The stratum b;¡S;llic ofthe epiderllli<; al'io ,ho\\"cd rt'activity: hO\\'l·\'er. 
m'gaci\"l' control, (Fig 4a, SII//II! ílrll11l') \\'l'rt' also po'iirive in lhe ba~al 
byl'(S of rhe epidl'l"ll1i<;. We attribl1tl' thl'~e ditTl'rl'IlCe, ro the inrensiry 
of skin pigl11ellt:ltillll. Thi~ :miClCt did U()( l'Xc!UlL,- the pm<;ibllity of 
epider11lal reactivity, bm obscllfed:) qualltitative illte111recation, hecame 
keratinocytl's are import:l11t producers 01' sl'vt'ral c)'tokines (Streilein. 
ItJtJ3). 

111 sit" expression oC adhesion molecules ELAM-l and VCAM-
1 were detl'cted in !1onrnl ~kin and HSc (Figs Sb, e, 9b, e, rl·specti\'dy). 
In ,cm previomly treatl'd \\'itb COll',l~l'Il-I'VP (Figs 8d, 9J), bnth 
moll'l'lrles sho\\'t'd slighrly IO\\'t"r ln'l'h \\"lwll compart'd \\'ith Ilonml 
skin ;md HSr gt"oups. bul onl)' (he ditTerCllce of VCAM-! kvl'ls 
lx'cweell normal "kill and treatcd HSc \Verc ~tati\ticallv ~i!!:nificant 

(IL-l~, p = O.()3h). In C()ntfa~t, Ie\'el., of l'Xprt'~~io!1 ;lf ELAM-l 
\Vl're differl'nt. ;lltholl[.!:h not ~tatistically ,ignitlcam :Itl1ong the groups 
(Fig 10). Even \\'hCll \\'t' only quamitatnl che percl'm;lge ofinulluno­
staining in endotbeliulll, othl'r sites aho sllO\\'ed re;Jeti\'it\', sllch as 
inter.-oti'tial iIlAamI11;Hory infiltrated ceH, :md -,mUl' i~(lbted bb~k 111aybe 
due {O soluble ELAM-I. 

Fibroblast culture findings Therc \\'a~ no diffcrel1Cl' in colJagen 
synthl'sis a1110ng thl' ditlerl'nt cultures :messed (Fig tta): bowe\'cr, 
(befe \\'l'rl' ditlercllcl's in cytokine t'xpressioll in tht' supcmatants of 
flbrohb\C culture, deri\'l'd 11'011\ normal skin. HSr. .I1ltt treated HSc 
(Fig llb), wherl' onl)' T(;F-.Pl :11ld )'PGF-AB \\'ere qu,llHitl;lble; 
bCClll~t' 11.-1[3 ,md TNF-cx \\'l'l"l' I]()I ,ktl'ctl'd by ollr l'I17.)'!l1c-linkcd 
i1l1111(1111)QlrllL'llt ,l~~,ly ~yql'111S. TGF-¡31 \\".lS ,l . .=i-I()ld highl'f in nonnal 
\kin .1~ \\'ell .h il) HSc \\·h\:11 l'omp,lI"l'd with trcated HSc fibrobJaqs, 
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Figure 4. Inununolocalization ofTNF-u in human ski n sections frozen 
with the immunoperoxidase lechnique (avidin-biotin-peroxidase 
systeln). (,1) l'hototllicro~r;lph uf nt"~,Hi\'t" control; (/!) phO(oll1l<':TO~raph of 
lHlflllJ1 ,kin; (e) pll(lt(Hllicnlgraph ofHSc, MM¡'.>' il¡clicatl' 11l1l11Ul¡(lfI.\1l'tive l't~lk 

(¡~ ph()tolllicro~r;Jph oC HSc trt"Jtt'd with collagl'u-i'VJl. SC¡J/(' {J,Ir: 2()() 11m. 

whereas PDGF-AB Ieveb WC'fe ~itllibr bet\\'et'll normal skin ami treated 
H5c fibroblast.\, and th"y \\'ne 1-(lld high"r in HSc. 

IlISCUSSION 

In thi, study \Ve found that fibrogemc/promtb!lllll:ltory cytokinc~ w"rl' 
¡m:dolllin:llltly dt,tened in the upper dcrllli., of normal ~kin (Figs 3, 
4. 6), exct"pt for TCF-~I (Fig 5). \\'hich WJ~ ;lIso found in the dl't'p 
dermis in nodllbr zont'~. :I~ previously describt'd (Gh,llllry ,'/ al, 1 IJ95). 
I-ISc l1lallife~tt'd a strong parallel incrl':l~e of ,dI cytokines llle:m1fed in 
spread cdls, as wdl ,IS it¡ blood \'¡,'~·d~ (Fig 7). SOllle uf these data 
contrast with those of Castagnoli e/ ,/1 (199.3), which indicare similar 
le\"e1s ofTNF-a. in HSr and Ilormal skin. 
TGF-~ i~ symhesized by many cl'lJ.., ami tis~lIes, including: nonnal 

skin and HSc (Chahary ('/ ,11, 1 IJIJS). Its localizatiut1 in fibr()bla~t-like 

cdls deriwd frolll fibrotic pathologit'~ likt' bypertrophic ~carring:, a~ 

",e11 a~ in t'ndothdial cells atljact'llt ro mononllclt"ar cdls. slIg:gests a 
relatiomhip bl't\\'een (;¡ctnr-producing cells and those respollSible fur 
(ollagt"tl OVt'rexpre~~ioll, ",here thl' conllectioll cOllld be t'ither alltoc­
dne or paracrine (Zbang 1'( ¡JI, 19IJ5), FlIrtht,rtllore, TCF-P participates 
wirh PDGF in an ordlestrated \Vay. Ht"re \Ve ha\'l' sho",n that TGF­
~ 1, as \\'ell as PDGF-AB, \\'ert" dil1lilli~hed in fibroblaq cllltlln's deriYl'd 
frolll treated HSc whl'n they "'t'T" compared \Vith normal skm aod 
HSc fibrobb~ts (Fig 11 b). Tbis is import;lI1t, becau~e gent"l"ally fibrobbm 
art' considered ro be t'tlecror cell~ Tegulated by inAaIlllll:Hory cdls. 
Thest' rt'sults could indicate that rhe ribrobbst itself has an ability for 
autoregubtio!l, perh;lp~ through collagen-PVP Illodubtion. Because 
collagen synthesis by fibr{)bb~ts did l10t sho\\' variations alllong the 
difTerent cultures tesrt'd (Fig tIa), the results suggest that collagt'n 
synchesis i~ nut regul:Hl'd in an alltocrine ta~hion, at least by TGF-¡31 
andlor PDGF-A13. Theref()I"t', it i~ nl'ces~;¡r)' tu ev:¡!uate colbgell 
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Figure 5. ImmunolocaJization of TGF-j31 in human skin scctions 
frozen with the immunoperoxidase technique (avidin-biotin-peroxidase 
~y~telt1). (<1) PhotorllicroW:lph or ll<;,g;¡tivt' (ol1[rol; (1)) photom¡cro~rJph of 
norlllal ~kill; (,-) ph()(()lllicTOh>T;lrh ()f HSc, ¡!Tr¡lll',\ indic,ltL' i!1l!l1111l0rt'activ~' Cl'lls; 

(¡~ photol11icrograph nf HSc tre,l!l'd \Vi!h rol!agen-PVI'. Sc,¡1c ",¡r: 20() Jllll. 

turIlover in this lineagt", as \\-'dl a~ thl.' cooperative efIt'cts bctween 
inR:lI11matnry cells :md fibroblasts. 

IL-I and TNF-a havt' similar fibrogenic activities. Tht'sC t\Vo 
cytokines participate in ECM turllOVt"f and inl-bmmacion, their principal 
source being leukocytes; however, they have also bl'l'Il detected in 
llIt'senchymal cdls and epidermis a~ a Si!,!;llificant rescrvoir. Nevertht'less, 
\\'e \Verl' unable to dl'tecr these cytokines in fibrobbst cultures. 

Here we rl'port that in colbgen-PVP-treated HSc. cOlllpit"tdy 
re.\olved by clinical crireria, all the tested cyrokines (lL-1 p, TNF-a, 
TCF-~l, PDGF) :lIJalyzed by itnmulluhistocht'lllistry ~ho\Ved dilllill­
i~hed l'xpressioll, even below llormallevels, and a similar reductioIl in 
rhe expression of adhesioI1 molecule~ \Vas observt'd (Fig 10). Thi" 
~ug;gesb ;¡ corrdation bt'twt"en thelll, although unl)' VCAM-l was 
stati<¡tically signifiC:lI1t when normal skin l'cr.ws trl'ated HSc \Vere 
comparl'd. 13ecallse collagt'n-PVP treatllll'nt has bt'en sho\VI1 ro llIudify 
hUlmn dennal fibrosis, as prcsented hert' (Table 1), \\'e infer th:lt its 
mechanism of action can be din:ctly as<¡ociated \Virh tbe infbnunatory 
proce~s observed in HSc, possibly by rhe (kcrease in the t'xprt"s~iun of 
;¡dhe~ion molecuks, which are lIpregubrl'd in respome to prointbm­
matory cytokines, IL-1~, and TNF-a.. Abo, low Ievds of these 
cytokint's obser\'ed in endothdiulll from treated HSc could do\Vnregul­
:ltt' chelllOtaxis. Thl'fefore, \Vt' suggest tbar rhe chronic inAammatory 
proCl'S, is illteITuptt'd by collagt'n-PVP action, dimin!shing the p:lftial 
production of tibi'o~ellic soluble úcror.i, induding chc!r sdf-t'xpression 
by sprcading cdls, probably connecri\'t' tissue cdls and inAalllm:nory 
infiltrates. This mechani,m a!lo\\'s the r~'covt'T)' of tis~L1e hOIlll'Ost;¡~is, 
although it leads to gradllal elimin:ltiUIl of fibrosis by the illcrl'<lsed 
turIlo\'t"r of ECM componcllt." This is ht'Cluse ECM metaboli~llI is 
regulated by \':lriou~ ll1t'chanisllls,. inclllding solllbk Úctors 01' cytokines 
(Postl"thwaite 1'1 dI. 19HH: Gai!ic :lIld Cbrk. I()l)";). as \\'eH as the ECM 
itsdf (M;l"~;lgllé, 1 ()l)()). It ctluld he p\).,~ibI" th,lt tllt' co\lagen-PVP 
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Figure 6. lmmunolocalization ofPDGF in human skin sections frozen 
with the iml11unoperoxidase technique '(avidin-biotin-peroxidase 
systel11). (n) Photomicrograph oC neg:atiVt.: control; (/1) photomicrograph of 
nonnal skin; (e) photomicrograph of HSc. ¡,m'!!'.' indicltt: illl11lllllore.h:tive ~'dh;; 
(d) photomicrograph of HSc treatt'd with collagt'n-PVP. S(¡,/I' {'<!1~ 200 ~m. 
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Figure 7. Collagen-PVP effect on pro-inflammatory cytokine expression 
in HSc. The pen:t'ntagt' of cytokint' t'xprt'~~illg: illlllllllloreaní\·t' el'lIs \\".I~ 

detennined for nonllal skin, HSc. and COllaL;l'll-PVI> trt'~l(t'd HSr. C"(okinl' 
values were compared benvet'1l treated and lI~lIn:,Itt'd. ',Hllplt'\ ;1'; nlt'tUi;Hlt'd in 
Mnterinls nl1d Ml't/¡I,ds, They weTe dítfc-Tt'llt in (,,) \prt',ld c<.'lb (1 L-I~, P === 0,036; 
TNF-a. p = 0.036, and PDGF, p = O.IH1J) ,1I111 (1)) blood \·c-~"",h (IL-I p. P = 

0.002, TNF-a, P < 0.001 and PDGE p = IUl]. trl',lted I'(D·/'.'· lllltr.:,\ll''¡ HSr). 
Rt'sults repn:sent the mean:!: SEM of ,H 1"';lst two ,ectioll' of t'.lCh ti"\ll.' (mm 

normal ~kin (n = .1), HSc (n = -l). :md HSc previou,ly Irl.'.lt",d with I.·oll.l~l'n­
PVP (n = 5). 

complex is recognized by cdl rect"ptors .. mch ;15 itl(t"l.!:rins, and then 
rhis modifies the intracellubr signals for cyrokillt" ex~~reSSi{)ll :llld/or 
ECM and met:tlloproteases symht"sis; ho\Vever, it i~ llt'CeSS,lry ro Pt'r!()¡"lll 
the appropriate experimencs to explore the<;t' possibiliries. 

It is evident that these cytokines are assocüted \\'ith tht" pt.T~i,(ellCe 
of an inAammatol)' inflltrate, \\'hich gt·!lt'r:ltes He\\' Si!--\IUls clpahle of 
recruiting more leukocytes <1l1d \Vhich stiJllllbtt'~ tht' e"prl'"ion of 
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Figure 8. Human skin sections frozen with the immunoperoxidase 
technique (avidin-biotin-peroxidase system) using an anti-ELAM-l as 
primary nntibody. (,1). Phowlllit'rograph of neg;¡tivc control: (b) 
phoroll1ino~raph of llornd ~kin: V) photomicrogmph of HSc, arrol1's indicate 
iI11I11LlI10rl'Ktivc- ceUi: (,n phol!lnlinograph of HSr trl'~ted \Vilh collagen-I'VP, 
S"r!e ¡',!l~ 200 ~lll . 

adhe~ioll l\}olecult"s. Thís could perpetuatl' the inAammatory process 
present in hypertrophic scarring; hO\\,(.·\·t"r, \Ve have found thar collagen­
PVP is a good choice for trt"atment not only in dennal fibrosis. as has 
bt"ell shO\nl, bm also in other fibratic processes, such as fibrotic 
Achilles tt'ndon (\.111pllbli~ht'd resuhs). Collagt'll-PVP has the advantage 
of bt"ing ~l biologic drug \\'irh minimal risks. because no síde-efTects 
llave heen detened in healthy \'olulltt"ers and HSc patielHs trt"ated for 
long period, (evell 1-1- y) with the drug. This wasjudged c1inically and 
by laboratory tt"sts applied bdi.1rt' and atCer trt"atment (data nor sho\Vn) . 

b'en rhough it is \Vdl knowll thar nonhuman collagt'1l implants 3rt' 
carable ol' indllcill~ het~'rologollS anticoilagt"1l antibodit's (Ellin~worth 
rr ¡ti. 19SÚ: Tren;h'llll. 10S(1; Vandt"f\'ee~1 /'( 1//, 19H6; Hyder ('{ al. 
IlJ(2), 110 e\'idenct' e:\ist~ (O associ,ltt" thelll \Vith alltoillllllUI1C díseast"s 
related to colbgen dermal impl.ll1ts (Singh and Fries, 1994: Lew)', 
199-1-). Fllnhefmort", linlt" is kllOWIl abollt porrille collagen implants. 
;¡s in tht" C1SC al colbgen-PVP, Gellt"r.llly, collagen impbnts cOllsist of 
insoluble tibribr colbgt"1lS re\ll~pt'nded in s~llint" solurions, in sllch a 
\\":ly rhat thl' structurt' of thl'se ill1plams is quite difti:rt"nt frol11 that 
~een in colbgen-PVP. C:olJ.¡gen ,l'>sociation ,,"ith poly\'inylpyrrolidollt", 
;lIld tllt" noss-Iinking Ú\'ored by y-irradiation. conf",rs 011 it \'ariolls 
physicocht'llIiCll prnpt'rtie,. ~uch as rhe i11lpos~ibility of forming a gd 
\\"hen diluted in culum.· lllt"diulll at 37°C :md neutr,ll pH (data not 
.~ho\\"n): therefore. colbc:en-PVP dot'~ t10t bt'han' Iikt" other collagen 
impbms. Moreu,"",r. d~<·rrophort,tir ,malysis deillonsrr,H",d a change in 
tlw rd,ni\"t' Illobilir:y of rlJIJ.¡~t"n-PVP whetl cUlllpared \\'ith the mixturt" 
without y-irr,ldi,Hion nI' tht" romponents :llot1e (Chimal-Monroy 
¡'f ¡JI. Il)l)7). 

B,lsed on dIt" re'iuhS ohr,lined in this stlldy. in particular the low 
!c\·d, uf tihro~t"llir cyrokinl's ~llld :ldhesioll Illokcules in rreared versuS 
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Figure 9. HUITlan skin sections frozen with the irnmunoperoxidase 
technique (avidin-biotin-peroxidasc system) using an anti-VCAM-l as 
priITlary antibody. (a) Phol\)lIIicrograph of negatiw control; (b) 
phowmicrograph of nonnal skin; (e) photomicrograph of HSc, anvws indicate 
immunoreactive cdh; (á) phoromkrograph of HSc treated with collagen-PVP. 
Sw/e bar: 200 ).tm. 
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Figure 10. Collagen-PVP effect on adhesion molecule expression in 
treated HSe. The percentage of adhesion molecule-expressing inullunoreactive 
cdls was detennined in blood wssds of nomlal skin, HSc. and collagen-PVP­
treated HSc. Adhe.~ioll molecule vallles were compared between treated and 
untrcated salllples as mentioned in Malerí,ll., and Atclhods hUI they '.'lere 110t 
ditTerent; however. when nonnal skin was compJred with trcaled HSc, [hese 
values \Vere dilTerent wilh a sratisticallevd of p = 0.036 for VCAM-l. Results 
represent the mean::!:: SEM of al least [wo seCliom of each tissue from noml.ll 
skin (n = 3), HSc (n = 4), and HSc previously treated with collagell-PVP 

(n ~ 5). 
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Figure 11, Fibroblasts derived frOITl HSc treated with collagen-PVP 
were assayed for coUagen synthesis and cytokine expression. The 
percentage ofrelative coJlagen was detennined by 1]4q-Proline incorporat~on, 
values were compared between treated and untreated groups. but they were 
not signiflcantly ditTerent. Results represent the mean ::!:: SD o( triplicates of 
each culture (a). TGF-Pl and PDGF-AB levels were evaluated by enzyme­
linked il11munosorbent assay. Resuhs represent the mean::!:: SD oftwo dilTerent 
experiments performed by duplicate. Where p values Cor TGF-\31 are :!SiO.OS 
for nomlal skin or HSc Wrsus HSc treated, and :!SiO.003 Cor PDGF-AB for 
nornlal skin or HSc treated versus HSc (11), normal skin, HSc, and collagen­
PVP-trcated HSc . 

untreated HSc, we suggest [har collagen-PVP can modulate extracellular 
matrix turnover, mainly of collagcll, and thus block (he progression of 
the fibrotic process. 
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Interleukin-8, Interleukin-lO, Intercellular Adhesion Molecule-l and 
Vascular Cell Adhesion Molecule-l Expression Levels are Higher in 
Synovial Tissue from Patients with Rheumatoid Arthritis than in 
Osteoarthritis 
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Furuzawa-Carballeda J. Alcocer-Varela J. Interleukin-8, Interleukin-IO, InterceUular Adhesion Molecule-I 

and Vascular CeU Adhesion Molecule-I Expression Levels are Higher in Synovial Tissue from Patients with 

Rheumatoid Arthritis than in Osteoanhritis. Scand J Immunol 1999:50:215-222 

The aim of this work was to determine differences in pro- and anti-inHammatory cytokine and adhesion 

molecule expression in synovial tissue from patients with rheumatoid anhritis (RA) or osteoanhritis (OA). 

Synovial tissue samples were obtained from patients with RA and OA, and from healthy individuals. The 

expression of rnRNA of interleukin (IL)-I!l, 1L-4, IL-6, 1L-8, IL-I 0, 1L-13, tumour necrosis factor-a (TNF-a) 

and transforming growth-factor-!ll (TGF-!ll) was evaluated by the polymerase chain reaction (PCR). In 

addition, IL-8 and IL- lO transcripts were measured by quantitative PCR. The expression of IL-8 and IL- lO 

proteins was determined by immunoperoxidase staining. To evaluate the inHammatory stage of synovial 
tissue, vascular ceU adhesion molecule-I (VCAM-I) and intercellular adhesion molecule-I (ICAM-I) protein 

expression was also determined. RA patients were found to display higher levels of adhesion molecules than 

patients with OA. PCR analysis showed a similar profile of cytokine transcripts between the OA and RA 

grou~s. Gene expression of 1L-4 and IL-13 in synovium was undetectable. In contrast, IL-I!l, IL-6, IL-8, IL­
lO, TNF-a and TGF-¡31 transcripts were expressed by both groups. Increased levels of IL-8 and IL-IO 

transcripts and their proteins were observed in synovium from RA patients when compared to patients with 

OA and healthy controls. Thus, our data show that 1L-8, IL-IO, ICAM-I and VCAM-I expression levels are 
higher in synovial tissue from patients with RA than in similar tissue from patients with OA. 

Jorge Alcocer-Varela, Department ollmmunology and Rheumatology, Instituto Nacional de la NltIrición 
Salvador Zubirán, vasco de Quiroga no. 15, CP 14000, Mexico City, Mexico 

INTRODUCTlON 

Rheumatoid arthritis (RA) is a generalized autoimmune disorder 
thar predominantly affects syno\'ial joints. displaying a chronie 
nonsuppurative inflammation associated with erosive destruction 
of joint eartilage. ligaments. tendons and subchondral bone. It is 
characterized hislOlogically by extensive infiltration of leuco­
cytes and macrophages and by hyperplasia of the synovial lining 
layer [1 J. In contrast, the pathogenic basis of osteoanhritis (OA), 
is less clear-cut. Synovial tissue (ST) from patients with OA 
presents thickening of the lining layer. increased vascularity and 
variable degrees of inflamrnatory mononuclear eeU infiltration. 
The inHammatory pracess at the onset of OA may be the primary 

lO 1999 Blackwell Science Lld 

cause or secondary to canilage destruction. However. inflamma­
tory changes in ST are occasionally almost indistinguishable 
from those se.en in RA patients 12-4J. [t has been proposed that 
OA is a synovial disease where mechanical factors may be of 
importance and this is supported by experimenral models and 
clinical observations in humans {5]. Moreover. in both patholo­
gies many factors are ¡nvolved in synovial inflammation. where 
cytokines have emerged as regulatory faclors of particular 
importance. The final effeet of joint destruction in OA and RA 
may be the result of aD imbalance between [he proinflammatory 
cytokines. which perpetuate the influx of ceUs. and the anti­
inftammatory cytokines and their inhibitors. In fact. it has been 
shown that [he presence of many infiltrating leucocyles in 
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inHamed rheumatic joims is mediated by chemotactic factors 

released by local activated cells. Thus. T -cell and neutrophil 

chemotaxis. a crucial process for leucocyte accumulation. is 

predominantly induced by interleukin (IL)-8 [6-10[. Other 
cytokines. such as IL-I. IL-6. tumour necrosis factor-o. (TNF­

a). granulocyte and monocyte colony-stimulating factor (GM­
CSFI. transfoffiling growth factor-Il (TGF-1l1 and IL-IO, have 
also been detected in the RA joint [11-25]. Dverexpression of 

IL-Io. IL-IIl. IL-6. TNF-a. GM-CSF and epidermal growth 
factor (EGF) has been described in OA syno\'ium [4, 24-26[. 

Nevertheless. there are also down-regulators of the pro­

inflammatory response. such as [L- 10. which has been shown 

10 be an imponant pleiotropic cytokine with anti-inHammatory 

and stirnulalOry activities. IL-IO exens its anti-inHarnmatory 

acti\'ity by inhibiting T helper I (Thl)-type responses and 
monocyte functions through the inhibition of proinHammatory 

cytokine production [27[ and by down-regulating the expression 
of major hiSlocompatibility eomplex (MHC) class II moleeules 
[28[ and TNF reeeptors [29[. However, IL-IO is also a B-eeU 
stimulator. enhancing B-cell proliferation and differentiation 

[30[. As IL-8 and IL-IO play important roles in the regulation 
of cellular and humoral irnmune responses. they represent good 

targets for studying possible differences in their synthesis and 

expression in RA and DA pathologies. 

On Ibe olber hand. ST from patients with OA or RA is 
characterized by an increased expression of ceJl adhesion mole­

eules (CAMs) from the seleetin (E-seleetin) and integrin families 
(al_6' ad. ~1-4. etc.). and from the immunoglobulin gene super­

family (intercellular adhesion molecule. or ICAM-I. and vascu­

lar eeU adhesion moleeule, or VCAM-I) [31-36J. Their altered 
expression in tissue-bound immune cells indicates prior aetiva­

tion by proinflammatory eytokioes [37, 38J. Thus, Ibe aberrant 
production or aetivation of soluble medialors. altered connective 

lissue cell responsiveness to those rnediators ami/or impaired 

downregulation of proinHarnmatory/fibrogenic stimuli. lead to 

the development of synovium palbology. 
In Ihe presenl study. we investigated whether there are 

qualitative or quanlitative differences in cytokine and adhesion 

moleeule expression by RA and OA ST, throul'h: 
(1) the evaluation of mRNft,. of ,ome proinflammatory eytokines, 
sueh as IL-I¡3, IL-6. IL-8, TNF-o and TGF-1l1 and sorne anti­
inflammatory eytokines, sueh as IL-4 [29J, IL-JO and IL-I.J 
[39-44J; 
(2) Ibe measurement of IL-8 and IL-IO rnRNA, as weU as their 
proteins: and 

(3) the adhesion molecule protein expression of the irnmuno­

globulin superfamily moleeule, VCAM-I and ICAM-1. 

PATIENTS AND METHODS 

Samp/~.I from patients. ST was obtained from five RA patients who 
fulfilled the revised American Rheumatology Association (ARA) criteria 
(45): from fi ... e patients with OA. all of whom were rheumatoid factor 
negative with c1inical features of degenerative disease. without anicular 
erosion~ in X-rays. who underwent total knee or hip joint replacement 

surgery; and from five knee synovium fragments from palients with 
noninftammatory joints who underwent postfracture surgery (controls). 
Samples were obtained with infonned consent and institutional approval. 
The mean age of RA patients was 34 =: 6 years (mean =: SEM). of OA 
patienls was 52::: 7 years and of the noninflammatory controls was 
29 = 3 years. with a mean disease duralion of 7 =: 2 and 6 =: 4 years for 
the tlrst and second groups. respectivcly. Disease duralion for bolh 
pathologies was defined as the years that had elapsed since the presenta­
tion of the firsl symptom of the disease (joint pain or arthrilis for more 
than 6 months). Two of the five OA patients were treated with analgesics 
and the other three with nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Two of 
the five RA patients were receiving methotrexate and Ihe other tbree 
nonsteroidal ami-inHarnmatory drugs only. AH RA patients were c1assi­
fied in anatomical stage 11. AH ST samples were snap-frozen and 
transponed in liquid nitrogen. They were stored at -70°C until sectioned 
for immunohistochemical procedures or RNA isolation. 

RNA isolarion. Tmal RNA from synoviaJ fragments (0.3-0.5 cm"', 
was isolated as described by Chornczynski (46). Briefiy. total RNA was 
recovered after cell Iysis in 2 mi of guanidine isothiocyanate (RNA· 
ZOITM; B. CinnalBiotecx. Houston. TX. USA) by chlorofonn-isopentyl 
alcohol extraction and elhanol precipitarion. followed by DNase I 
trealment (OIBCO BRL. Grand Island. NY). Enzymes were removed 
by phenol-chlorofonn-isoamyl alcohol extraction and RNA was pre· 
cipitated with ethano!. The ethanol-free RNA pellet was dissoh'ed to a 
final volume of 20-50 ~I in water. TotaJ RNA was quantified with Fast 
Check. a nucleic acid quantification system (OlBCO BRL) and caneen· 
lrations were adjusted to 0.5-1.0 ~gI~!. 

Reverse transcription (RT). cONA was synthesized from each RNA 
sample in a 20-,.1.1 total reaction volume containing 2-4 ~g total RNA. 
The RNA sample was treated with 5..,.g of Oligo(dT)I2_18 (GIBCO 
BRL). 10 mM dithiothreitol. 0.2 mM dNTPs (GIBCO BRLI and 50 U 
Moloney murine leukaemia virus reverse transcriptase (OIBCO BRLJ. 
After a 6O-min incubation al 42°C. samples were heated to 95°C for 
S min and then quickly chilled on ice. The cONA reaction produet was 
diluted to a final volume of 80 ~I with water and 10 ~I of this dilution 
was used for each polymerase chain reaclion (PCR). 

PCR amplification. For cONA amplificalion. 0.2mM dNTPs. 30nM 
each of 5' and 3' specific primers (Table 1). and 2.5 U of Taq DNA 
polymerase (GIBCO BRL) were added to Ihe reactioo mixture. Ampli­
fication was perfonned with a thennal cycler (Perkin-Elmer Cetu~ 
lnstruments. Norwalk. er. USA) and consisted of: one cycle of 5 min 
at 94°C for denaturation. I min al 57°C for annealing and I min al noc 
for elongation: 28 sequential cycles of I min al 94°C. l min al 5rC and 
I min at 72°C; and one final cycle of I mio al 94°C. I min al 57°C and 
5 mio at 72°C. 

PCR produels were separated by 1% agarose (Sigma Chemical Co .. 
• Se Louis. MO. USA) gel electrophoresis in 0.5 xTrislBonc acidlEOTA 

buffer (TBE). containil)g ethidium bromide. at 80 V for 60 min. Geb 

were photographed using a Polaroid film (type 665) (Cambndge. MA. 
USA). 

Quamitath'e peRo To detennine the level of IL-8 or IL· 10 mR:-':A 
presenl in the noninHammatory control group and in the DA and the R:\ 
samples. tolal isolated RNA and an intemal RNA standard (pQS:: 
plasmid. a gift from Dr David Shire. Sanofi Elf Bio Recher~h¿. 

labege. France) were co-reverse transcribed and co-amplified in the 
same reaclion as the analysed IranscripK This competitive PCR i ... :l 
sensitive method for quantitative gene expression io small sample~ of 
RNA (pg) with the same thennodynamics and amplification efficiení."~. 
Briefly. different amounts of a total RNA sample and an identic:l1 
proponian (0.020 pg: 50530 molecules) of the synthetic intemal 
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Table l. Primer sequences for polymerase chain reaction IPCR) amplificarion 

Length of (he 

mR..."lA Primers 3' -5' Primers 5' -J' amplitied fragment Ibpl 

~,- ... CCAGCAGAGAATGGAAAGTC GATGCTGCTTACATGTCTCG ~68 

IL-I~ GGATATGGAGCAACAAGTGG .TGTACCAGTTGGGGAACTG ~63 

IL-I TGCCTCCAAGAACACMCTG AACGTACTCTGGTTGGCTTC .:!::! .. 
IL-6 TCAATGAGGAGACTTGCCTG GATGAGTTGTCATGTCCTGC "60 
IL-8 TTGGCAGCCTTCCTGATT AACTTCTCCACAACCCTCTG ~47 

IL-IO AAA TTTGGTTCT AGGCCGGG GAGTACAGGGGCATGATATC "6-1 
nlF-a ACAAGCCTGTAGCCCATGTT AAAGTAGACCTGCCCAGACT .. 17 
TGF-~I TTTCGCCTTAGCGCCCCACTG TCCAGCCGAGGTCCTTGCGG 227 

J3,r ..... Prmicroglobulin: lL. interleuldn: TNF-a. (umour necrosis factor-a: TGF-J3, 1. transforming groMh faclor-J3, 1. 

standard RNA (stRNA) were reverse transcribed (stRNA consislS of a 
linear array of sequenccs of upstrtam primers of muhiple targel genes_ 
followed by sequences. complementary [O meir downstream primers. in 
the samc order) [47-51). cONA was synmesized in a 20- .... 1 reaclion 
volume containing 0.5-1 .... g lotal RNA. 0.015-0.1""8 stRNA and 5""8 
OligO(dTk!_18' under the same conditions described aboye. PCR ceac­
tions were carried out in 50-",,1 reaction volumes containing: cONA, 
spccific primers for J3,;!-microglobulin (as an external control). IL-S or 
1L-10. and Taq ONA polymerase. cONA was amplificd as follows: one 
cycle of 5 min at 94°C for denaturalion. I min al 57°C for annealing. 90 s 
at noc for elongation: 33 sequenlial cycles of I min al 94°C. 1 min al 
5-,oC. 90 s al 72°(; and one cycle of I min at 94°C. I min al 51'C and 
7 min at noc. 

Amplification products from competitive PCR were analysed by gel 
electrophoresis and quantification was canied OUl by densitometric 
analysis. 

The results were expressed as: (the number of mRNA molecules per 
ng oftotal ST RNA) per 1 x lo' mRNA molecules of fh-microglobulin. 
as previously described [501. 

Hislology ami immunohisrochemical staining. ST biopsies were snap­
frozen in Iiquid nilrogen and cut into 4-6 ""m sections. Serial sections 
were mounted on -y-memacryloxypropyltrimethoxisilane-coated slides 
(Sigma Chemical Co.). One frozen section from each biopsy was 
routinely stained with haematoxylin and the other frozen seclion was 
examined afier immunohistochemical st~ing. Briefly. sections were 
fixed in acetone al _20°C for 3 mino The endogenous peroxidase was 
blocked with 3% H;!O;! in methanol for 10 min and then the cryosections 
weee incubated for 30 min wilh 1 % egg albumin (Sigma Chemical Co.). 
Tissues weee incubated with a rabbit antihuman IL-g potyclonal IgG 
(PeproTech (nc .. Rocky Hil!. NJ. USA) or a mouse antihuman IL-IO 
monoclonal IgG. both al 20 IJ.glml. or with a mouse anli· VCA..\1·1 or 
anti-lCAM-1 monoclonal IgG al 25 ""g/mi (Genzyme Corporalion. 
Cambridge. MAJ. for 60 min al room lemperature. Binding was detecled 
by ¡ncubating the sections with a kit of goal antirabbit IgG. diluted 1:20. 
and then wim the avidin-biotin peroxidase complex diluted 1:20 for 
[L-8 detection (Sigma Chemical Co.). or with a kit of goat anlimouse 
IgG and men wilh the avidin-biotin peroxidase complex diluted accord­
ing to me manufacturer's instruclions for lL-lO. ICAM-I and VCAM-l 
delection (VECTASTAIN Elile ABC kit; Vector Laboratories. Burlin· 
game. CA). foc 60 min al room temperalure. Irnmunoreactivity in me 
sections was detected using a solurion of diaminobenzidine tetrahy­
drochloride (6mglml) in 10m! of 0.05 ... Tris-HCI. pH 7.5. and 10 ... 1 of 

30% H;!O:!. and counterstained with haematoxylin. Finally. sections 
wen: dehydrated wim alcohol and xylene. and mounted in resino The 
negative control reaction was perfonned by substituting me primary 
anlibody wilh nonnal human serum diluted 1:100. The reactive blank 
was incubaled with phosphate buffer saline-egg albumin (Sigma Chemi­
cal Co.) instead of the primary antibody. 80m controls exclude any 
nonspecific slaining or endogenous enzyme activities. Al least two 
different sections were examined for each ST in all patients in a blind 
analysis. Cyloline and adhesion molecule expression was assessed by 
esrimating positively staining cells in tissue along one randomly selected 
field (10)<). and il was reported as the percentage of immunoreactive 
ceUs. as previously described [52]. 

Statisrics. Results were expressed as the mean:': SEM. Associations 
between quanlifiable variables were detennined using the Mann-Whit­
ney U·test and the Student's l·test. P-values of < 0.05 \\'ere consideced as 
statistically significant. 

RESULTS 

Histological and immunohistochemical findings 

The inflarnmatory state was determined by histological analysis 

from a fragment stained with haematoxylin. The degree of 

inftammation was classified as scarce. moderate or abundant. 

according to cellularity. and inflammatory infiltrate type as 

perivascular or interstitial: acute or chronic. Synovial fragments 

from the noninftarnmatory control group displayed basal peri­

vascular andlor interstitial cellularity and they were constituted 

rnostly by peripheral blood polyrnorphonuclear and mononuclear 
ce lis. as previously reported [53J. In contras!. OA and RA ST 
displayed considerable increased vascularity and cellularity: 

infiltrates varied from moderate to abundant. lhey were of 

perivascular and interstitial types. rnainly constituted by mono­

nuclear cells: furthennore. giant cells and Iymphoid aggregates 
were observed. No differences in inftammatory infiltrate type or 

inftammation degree between OA and RA synovial membrane 
were observed. 

The immunohistochemical staining procedure for [CAMAl 
was períormed on noninftarnmatory control. OA and RA syno­

vial cryosections. Basal expression le veis were observed in the 
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Fig. l. Adhesion moJecule expression in synovial tissue. The 
percentage of intercellular adhesion molecule-l (lCAM-I)- and 
vascular cell adhesion molecule-l (VCAM-I)-expressing 
irnmunoreactive cells was detennined in synovial tissue from: Non-!, 
noninftammatory cOnlrol group: DA, osteoarthritis patients: and RA. 

rheumatoid arthritis patients. Adhesion molecule values were 
compared between Non-I and DA. Non-I and RA. and OA and RA. 

They were significan! for ICAM-I (P = 0.003. Non-I versus OA: 
P=O.008. Non-I versus RA; and P=O.OO8. OA versus RA patienls). 

and VCAM-l (P=O.OOI. Non-I versus DA or Non-I versus RA: and 
P=O.002. DA versus RA patients). Results represenllhe mean 
::!: SEM of al least two seclions of each tissue from Non-I (11 = 5). DA 
(11=5) and RA (,,=5) patients. 

noninftammatol)' control group. A twofold increased amount of 
immunureactive cclls was found in [he OA group. However. lhe 

highesl ¡ncrease was detected in Ihe RA group (Fig. 1). Morpho­

logically. the mosl comrnonly immunostained cells were macro­

phages. endothelial cells and fibroblasts. Statistically significant 

differences in the express ion of this adhesion molecule were 

eSlablished when the noninflammalOl)' or OA groups were 

compafed with the RA group (P = 0.008). 

The same cxpression pallem was observed in cells immuno­

reactive to VCAM-1. where a higher expression level was also 

detennined in RA ST compafed with the OA group (P = 0.002)_ 

and the lowest levels uf VCAM-I Wt:Tt: ublained in lhe non­

inflamrnatory control group (P=O.OOI. RA versus the 

noninflammatory group) (Fig. 1). 
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Cyrokine gene expression 

The cytokine transcript profile (IL-I 13. [L-4, [L-6, [L-8, [L-IO, 

[L-13. TNF-a and TGF-J3I) was evaluated in all samples by RT -

PeR. The results revealed variations in rnRNA expression 

among the noninflarnmatory control and the OA and RA 

groups. mRNA for [L-4 and [L-13 wefe not detected in any of 

the dífferent groups of ST analysed. However. most ofthe IL-I~. 

[L-6. [L-8. [L-I O. TNF-a and TGF-J3I transcripts wefe found in 

RA and OA ST (Fig. 2). mRNA fOf [L-8 was detected in one of 

five (20%) and in fOufoffive (80%) ofthe samples ffom OA and 

RA groups. However. il was undetectable in the noninflarnma· 

tory group. Meanwhile. [L-IO was found in four of five (80%) of 

the noninHammatory and OA samples. and in all ST from RA 

patients (100%). The cytokine gene expression profile of RA and 

OA patients is shown in Table 2. 

Quanritative PCR 

IL-8 and IL-IO rnRNA were measured in the noninftammatory 

control group and in the OA and RA groups by a competitive 

PCR technique. Nonnalization of the results were achieved by an 

¡ndependent amplification of a control or housekeeping gene. 

5uch as ~2-microglobulin r39]. IL-8 transcripts were not detected 

in the nonínftarnmatory group and were almost undetectable in the 

OA group. whereas an increased amount of this chernokine was 

observed in RA synovium (P=0.014) (Fig. 3A). However. [L-\O 

transcript expression was similar in the OA and RA groups. while il 
was scarce in [he noninftarnmatory group. Nevenheless, slatistical 

analysis did not indicate any significant difference between DA and 

RA ST beca use of the high variability (Fig. 38). 

IL-8 alld IL·/O i1JllllllllOperoxidase slaining 

The prcsence of IL·8 and IL-I O proleins in ST was detennined in 

this study by an immunohistochemical assay. Results showed 

that [L-8 (Fig. 3CI and [L-IO (Fig. 3D) wefe synthesized at 

significantly higher levels in RA patients than in OA and non­

innammatory control groups ([L-8_ P=0.0ü3 and P=O.OO4. 
respectively. and [L- 10_ P = 0.03 and P = 0.02. fespectively). 

IL-8 production was undeteclable in the noninftammatory control 

B 

ti •• 
¡r¡ 

Fig. 2. Cytokinc gene expression profile of representalive rheumaloid arthritis (RA) and osteoarthrilis tOA) patients. (A) Polymera .. e chain 

reaction (PCR) products from RA synovial tissue (ST) in [1 Io/r agarose gel containing ethidium bromide. This-panel shows (he profile-of a 
selected RA palien! who is posili\'e to a~-l1licroglobuJin (Jane 1). inrerleukin (ll)-Ja (Iane 3).IL-6 (Iane 5), IL-8 (Jane 6).IL-JO (lane 8). tumour 

necrosis factor-o (TNF-o) (lane 10) and Iransforming growth faclor·J3, (TGF-a) (Irme 11), and negative to IL-4 (lane 4) and IL-13 (lane 9). Lanes 
1 and 7. <!>X174 DNA digested with Hae1I1. (B) PCR producIs from DA ST in a 1% agarose gel containing ethidium bromide. This panel shows 
the profiJe of a selected DA patien! who is posilivc lO f3;!-microglobulin (lane 2). IL-Ia (Iane 3). IL-6 (lane 5). IL-8 (lnne 6), IL-IO (Iane 7). 
TNF-a (lane 10) and TOF-f3 (iane 11). and negalivc lo IL--l (Iane 4) and IL-13 (lane 8). Lanes I and 9. <!>X174 DNA digested with HaelIl. 
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Cytokine and CAM Expression in RA and OA 219 , 
Table 2. Synovial tissue ísn cytokine gene profile 

Group ¡I,-,.. IL-I¡I IL~ IL-6 IL-S IL-IO IL-IJ TNF-a 

Non-I 5 ~ O 5 O O 
(n= 51 
DA 5 ~ O 4 O 5 
1.=5) 
RA 5 J O 2 5 O J 5 
(.=5) 

~1-"". ~h-microglobulin: [l. imerleuk.in: n. total Rumber of patients: Non-1. non-inftarnmatory control group: OA. 
osteoarthritis group: RA. rheumatoid arthritis group: TGF-~ l. transfonning growth factor ~ 1; TNf.·a. tumour necrosis 
factor-a. Numbers repre~nt the samples expressing thc: mRNA. 

samples. while basal expression levels of IL-IO were observed in 
mis group. Furthennore, eells expressing IL-IO were morpholo­
gically idemified as maerophages and Iymphocytes, 

DISCUSSION 

The present study analysed the differences in adhesion molecule 
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Flg. 3. Synovial tissue transcripts. quantifi~ation and cytokine 
expression in synovial tissue. Non·I. non.inftammatory control group; 
DA. osteoanhritis patients; RA. rheumatoid anhritis patients. (A) This 
panel represents me number of molecules of interleuDo (ll..)-.8 mRNA 
per 1 x l(ii molecules of ~2·microglobulin mRNA (P =O.Ot4. OA or 
Non-l versus RA patients). (B) This panel represents the number-of 
molecules of IL-1O rnRNA per 1 x lOS molecules of ~2-microglobulin 
mRNA. Values represeDl the average ~ SEM. (e) The percentage of 
IL-8-eltpressing immunoreactive cells was determined in Non-I. DA 
and RA groups. IL-S values were compared between groups and 
they were significantly different (P = 0.003. OA versus RA patients 
and P = 0.004 Non-l versus RA patients). (O) The percentage of 
IL.IO-eltpressing immunoreactive cells was determined in Non-l. OA 
3nd RA groups. IL-IO values were compared between groups and they 
were significantiy different (P = 0.03. OA versus RA patients and 
P = 0.02. Non-I versus RA patients). Results represent the mean 
~ SEM of at least two sections of each tissue from Non·I (n = 5). 
DA (n==5) and RA (n=5) patients. 

and pro- and anti-inflammatory cytokine expression in non­
inftannmatory joints, and in DA and RA ST samples. IL-8 and 
[L-1O proteins and adhesion molecule expression in ST were 
associated with chronie inHammatory infiltrates. The inflarnma-
10ry ST state was detennined by histologieal analysis and Ihe 
results were in accordance with the observed overexpression of 
ICAM-l and VCAM-I, where inereased RA and DA ST adhe­
siveness may promote interactions with infiltrating inflammatory 
cells, contributing to the accumulation of leucocytes in the joiot 
lissue [32, 37, 38, 541. In faet, it is weU known that ICAM-I and 
VCAM-l are overexpressed in syoovial membrane after slimula­
tion wim proinftarnmatory eytokines sueh as IL-113 andlor TNF­
a, or IL-6 [31. 35, 55-571, The dala obtained in this study have 
shown thar ICAM-I 3nd VCAM-l expression was greater in RA 
synovium man in OA STo These results suggest (hat tiest. despite 
signifieantly higher expression of adhesion moleeules (ICAM-I 
and VCAM-I) in RA eompared wim DA ST, their ligands in 
inftarnmatory eells (adl32 and a.f3" respeetively) may not be 
overexpressed beeause mey are regulated by omer eytokines, 
sueh as TGF-f31; may be absent or inaetivaled [36, 381, Probably 
because of this we could nol observe differences in size and type 
of inftannmatory infiltrates in RA ST eompared with DA STo 
Seeond, synovial membrane from RA was probably differen­
tially stimulated by overexpressed proinftannmatory eylokines 
than OA synovial tissue. although cytokine gene expression was 
similar between OA and RA groups. However. differences in the 
concentration of proinflarnmatory cytokines may be found. Thus. 
these data may be directly related to other investigations thal 
have described an imbalance in the expression of collagenase and 
stromelysin ·mRNA. as well as the tissue inhibilOr of metallo­
proteinase (TIMP) [58, 591, in RA synovial eeUs (inducible by 
proinftammatory eytokines sueh as IL-1. TNF-a, GM-CSF, etc.) 
[60, 6lJ. They have suggested mat a disturbed balance bel ... een 
both proteases and TIMP is crucial for rheumatoid joint desuuc­
tion. Aeeordingly, it has been demonstraled mat DA ST produces 
less melalloproteinase and more TIMP Ihan RA tissue [59,621. 
These data suppon Ihe hypomesis Ibat DA and RA ST seem to 
express me same cytokine profile, but each cytokine may be 
expressed in different quantities and its combination may 
produce different effects. 

22 e 1999 BJackwell Science Ltd. Scandinavian ¡oumal ollmmunology. 50. 215-222 
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IL-4 and fL·13 gene expression was nOl detected in either RA 

or DA STo This contraslS with the findings ofWoods el al .. which 
indicare (hat RA ST expresses low le veis of IL-13 transcripts 
[44J. However. we rejeeled a possible melhodologieal problem 
beeause IL-4 and IL-13 mRNA were deleeled in RA and OA 
peripheral blood mononuclear eells (dala nol shown). and ~,­
microglobulin amplification was used as aD inlemal positive 

control. 
On Ihe olher hand. a quanlilalive analysis of IL-8 and IL-IO 

gene expression was perfonned using the competitive PCR 
technique, unlike previously published studies in which tran­

scripts were only semiquantified [12. 25J. IL-8 and IL-IO mRNA 
expression showed imponant differences between RA and OA 
palienlS. IL-8 mRNA was expressed in higher levels in ST from 
RA palienlS Ihan in ST from Ihe OA and noninHammalory 

control groups. These results enrich those of Firestein el ai. 
beeause Ihey found • lower gene expression of IL-6 by ST eells 
from RA eompared wilh OA [25J. In contrasto IL-IO transcriplS 

were preseot in the ST from the three groups. although more 
abundantly in RA patients. Hence, sorne of the differences 
between cytokine pnxluction in OA and cmonic inftammatol)' 

. arthritis seem to be quantitative instead of qualitative. 

These data correlate with a more ¡ntense staining and a greater 

number of immunoreaelive eells Irealed wilh IL-8 and IL-IO 
antibodies in RA ST eompared wilh OA STo As in RA Ihe 
absolule number of eells producing IL-IO and [L-S seems lo be 

important. Thus. the syno\'ium might produce a similar cytokine 

profile in bolh diseases. bUI Ihe mueh gre.ler size of Ihe 
hyperplastic RA synovium and higher vascularity results in 

higher local concentration of these cytokines. However. it is 

important to note that ¡here is a certain level of IL-8 reactive cells 

in OA palienlS bUI Ihey expt'ess minimal IL-S mRNA (Fig. 
3A.C). On Ihe olher hand. Ihe number of immunoreaetive cells 
10 IL-S and IL-1O in RA and OA ST are of Ihe same magnilude 

(Fig. 3C.D). However. the quantilative PCR (Fig. 3A.B) shows a 
differenee in magnitude. This eould be explained by Ihe fael Ihal 
there may be sorne differences in the stability of mRNAs in the 

eyloplasm. differenees in Ihe regulation of rnRNAs al Ihe 
transcriptional. post-transcriptional. translatio'nal and post-trans­

lalional level, and differences in the transcription rate or the 

effieieney of translation [63J. 
Finally. Ihe differential eytokine and adhesion moleeule over­

expression. detennined in this study. allow the possibility that the 

RA ST is partially responsible for Ihe eylokines synlhesized in 
the joint during the triggering and perpetuation of the inflamma-

10ry process. The IL-8 and IL- I O abundance may be panieular 10 
this palhology. whieh is eharaelerized by eMonie inHammation. 

The results obtained suggesl that the differences in IL-8 and 

IL-IO production, and in adhesion molecule expression in 

chronic RA and OA. are basically quantitative rather than 

qualitalive. The similar eylokine profile of RA and OA suggests 

that no single cYlokine is panicularly responsible for a single 
disease. 

Hence. this study describes in a quantitative manner. differ­

ences in cytokine and adhesion molecule production by RA and 

OA STo However. future studies should emphasize in cytokines 

their reeeptors and the concomitant eslimation of cytokine 

inhibitors. 
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Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic disorder. Affected joints exhibit in­
f1ammation, abnormal immune response, and synovial hyperplasia. The perpetua­
tion of the inflammatory process is mediated by the increased express ion of cell 
adhesion molecules (CAM). such as members ofthe selectin (ELAM-I) and integrin 
families (al-6. ad' ~1-4' etc.), and of the immunoglobulin gene superfamily 
(ICAM-l and VCAM-l), prior to activation by proinflammatory cytokines. 1 CAM 
regulate cartilage and bone destruction favoring cellular influx that (concomitantly) 
overexpress matrix metalloproteinases (MMPs). MMPs are secreted by ce lis in 
an inactive formo and they are activated in the extracellular space by the aetion of 
other proteinases. The regulation of these enzymes is tightly controlled via cytokines 
and interactions with tissue inhibitors of the metalloproteinases (TIMPs).2 Qur aim 
was to evaluate total collagen contento the relative percentage of types 1 and III eol­
lagen, calcium-dependent and -independent eollagenolytie aetivity. as well as 
TIMP-I and adhesion molecule expression in synovial tissue (ST) cultures treated 
with a y-irradiated mixture of pepsinized porcine type 1 eollagen and polyvinylpyr­
rolidone (eollagen-PVP). This bioeompound has been shown to improve skin wound 
repair and bone fractures in rats.3 Also, intralesional injeetion of collagen-PVP in 
hypertrophic scars diminished pruritus, pain, erythema, volume, inflammatory infil­
trates; and improved tissue arehitecture. Moreover, the biodrug has been demon­
strated to modulate extracellular matrix turnover, mainly types 1 and III collagen, 
and to downregulate the expression level of IL-I~, TNF-a, PDGF, and VCAM-1.4 

Besides, intradermal administration of eollagen-PVP to scleroderma lesions has 
been shown to improve skin texture, appearance, and tissue architecture and to 
downmodulate IL-I~ and ELAM-I expressions.5 Collagen-PVP has the advantage 
of being a biologic drug with minimal risks, because no side effeets have been de­
terrnined in healthy volunteers and hypertrophic sear patients treated for long peri­
ods with the biodrug. This was evaluated by clinical and laboratory tests. Based on 
the above;mentioned observations, this study included five RA patients with mean 

bCorresponding aumor. Addsess for tel~communication: Pbone, 525/6 22 38 19; fax, 525/6 22 
3897; e-mail.furuzawa@servidor.unam.mx 



age of 41.0 ± 17.0 years and a mean disease duration of 9.6 ± 5.1 years. A11 ofthem 
fulfilled the American College of Rheumatology criteria for the diagno.~is of RA. 
Disease-modifying antirheumatic drugs and nonsteroidal antiinflarnmatory drugs 
were prescribed for a11 patients before total knee joint replacement surgery. ST frag­
ments of approximately 3-5 rnm3 were obtained and incubated during 7 days with 
500 Id of RPMI-I640 with 10% FCS and with or without 1 % co11agen-PVP (Fibro­
quel). Supernatants and ST were collected after 3 and 7 days of culture. Total col­
lagen content from ST was quantified by colorimetric reaction of the Woessner 
micromethod,6 and the results were normalized by Ilg of DNA. The relative percent­
age of types I and III collagen was evaluated from cultured STo Duplicate samples 
were analyzed by interrupted gel electrophoresis and densitometric analysis. Calci­
um-dependent and -independent collagenolytic activity was measured in the super­
natants of tissue cultures by a biochemical assay, determining the degradation of rat 
N-[propionate-2,3-3H]-labeled type I collagen in CaCI2 or EDTA buffer, and the re­
sults were normalized by Ilg of DNA. Supernatant concentration of TIMP-I was as­
ses sed by one-step sandwich enzyme-linked irnmunosorbent assay (ELISA) system, 
according to the manufacturer's instructions (Amersham, UK). Irnmunohistochem­
ical procedures to detect ICAM-I and VCAM-I were carried out according to 
Krotzsch-G6mez et al. 4 Adhesion molecule expression was assessed by estimating 
positively staining cells in blood ves seis and mesenchyma, and it was reponed as the 
percentage of irnmunoreactive cells. AIl experiments were performed at least in du­
plicate. Statistical analysis was performed by paired Student t-tes!. Data were ex­
pressed as the mean ± SEM (standard error of the mean); p < 0.05 was considered 
significan!. Histological data indicated that rheumatoid synovium from control cul­
tures presented a variable content of inflammatory cells and fibrosis. ST in vitro 
treatment with 1 % collagen-PVP diminished inflarnmatory infiltrates and increased 
type III collagen (data not shown). Densitometric analysis of interrupted gel electro­
phoresis showed a two-fold increase of type III collagen in treated synovium, in a 
time-dependent fashion versus control cultures (p = 0.001, treated compared to un­
treated cultures; FIG. la). However, treated ST did not display changes in total col­
lagen content compared to control cultures, except at 3 days of culture (p = 0.02; 
FIG. lb). On the other hand, calcium-dependent collagenolytic activity in superna­
tants from ST -treated cultures exhibited slightly lower le veis compared to untreated 
supematants, but they were not statistically significant (FIG. Ic). In contrast, calci­
um-independent collagenolytic activity from treated cultures diminished in a time­
dependent manner at statistically significant le veis compared to untreated cultures 
(p = 0.02 and p = 0.04 for 3 and 7 days of culture, respectively, treated versus un­
treated; FIG. Id). TIMP-I levels were threefold lower in ST supernatants from the 
collagen-PVP treated group than in those from control samples. Values were statis­
tically significant at 7 days of culture (p = 0.03, treated versus untreated cultures; 
FIG. le). ICAM-I and VCAM-I were detected in ST in both blood vessels and spread 
cells. Significant differences between control and treated groups were found, where 

. ST collagen-PVP treated cultures downregulated ICAM-I and VCAM-I expression. 
Valueswere statistically significant in blood vessel cells (ICAM-I, p = 0.04 at 7 
days of culture and VCAM-I, P = 0.05 and p = 0.0 I at 3 and 7 days of culture re­
spectively, treated versus untreated cultures; FIGS. 2a and b). AIso, spread cells ex­
hibited the same pattern as blood vessel cells (ICAM-I, p = 0.03 and VCAM-I, 
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FIGURE 1. Collagen-PVP effect on collagen tumover in ST cultures. (a) Types 1 and 
III collagen relative percentage. Homogenates from ST Were treated with pepsin for n hr 
and then dialyzed in 5 mM acetic acid. Twenty 111 of ST homogenates were applied in a 0.1 % 
SDS, 7.5% polyacrylamide gel. Gel electrophoresis was interrupted in the middle, then 5 111 
of 5% ~-mercaptoethanol solution was applied. Gel was incubated for 15 min, and then the 
system was switched on. Gel was stained for proteins with sil ver nitrate, and densitometric 
analysis was performed. Differences between control and biodrug-treated groups were ob­
served at 7 days of culture (*p = 0.001). Open bars represent type 1 collagen percentage, 
hatched bars represent type III collagen in control cultures, and so lid bars represent type III 
collagen in treated cultures. (b) Total collagen content in ST cultures with or without 1 % 
collagen-PVP treatmen!. Collagen concentration was measured by colorimetric reaction in 
acid hydrolyzates to determine hydroxiproline conten!. Comparison between control and 
treated cultures showed differences at 3 days of culture with * p = 0.02. (e) Ca!cium-depen­
dent collagenolytic activity. To measure the degradation of rat N-[propionate-2,3- 3H)-la­
beled type 1 collagen, the former was incubated with 140 111 of supematants from 3 and 7 
days of culture and 5 mM CaC1 2 buffer, pH 7.4, for 24 hr at 35°C, in a total volume of 500 
111. Reactión was stopped by the addition of 50 111 of 80 mM o-phenantroline and incubated 
for 30 minutes. 'Then proteins were precipitated with 500 111 of 1,4-dioxan, and the tubes 
were centrifuged. 
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FIGURE 2. Collagen-PVP effeet on ICAM-I and VCAM-l express ion in ST culture. 
The pereentage of adhesion moleeule-expressing irnrnunoreactive cells was determined in 
blood vessels and spread ce lis of ST cultures wilb or without 1% eollagen-PVP treatment 
during 7 days. (a) ICAM-l values were different in blnnd vessels and spread celIs between 
treated and control cultures. with Ibe folIowing statistieal levels: blood vessel eells, 
*p = 0.04 at 7 days of culture; spread cells, *p = 0.03 at 7 days of culture. (b) VCAM-l val­
ues in blood vessels: *p = 0.05 and *p = 0.01 at 3 and 7 days of culture, respectively. In 
spread cells, *p = 0.03 at 7 days of culture. Results represent the mean ± SEM of at least 
two tissue seetions from each patienl. 

FIGURE l/continued. Radioactivity in 150 ~I of eaeh supematant was measured in a 
liquid scintillation eounter. (d) Calcium-independent collagenolytie activity. Measurement 
was performed as deseribed above, but 10 mM EDT A buffer was added instead of 5 mM 
CaCI2 buffer. Collagen-PVP treated groups were eompared with untreated controls, Ibese 
data were statistically significant wilb *p = 0.02 for 3 days of culture and *p = 0.04 for 7 
days of culture. (e) TIMP-I produetion in ST cultures with or without eollagen-PVP treat­
menl. The levels (ng/DNA ~g) were measured in supematants of cultures diluted 1:5 to 
1:20. TIMP-I expression in biodrug-treated cultures was significantly lower relative to Ibat 
in control cultures (*p = 0.03 at 7 days of culture. treated versus untreated cultures). Results 
represent the mean ± SEM of at least two tissue fragmenls from each patient. 
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p = 0.03 at 7 days of culture, treated versus untreated control cultures; FIGS. 2a and 
b). Based on these results, we suggest that collagen-PVP modulates collagen tum­
over, since it decreases collagenolytic activity, as well as TIMP-I production and in­
creases the amount of type III collagen similar to levels observed in healthy ST· 
controls (data not shown). Possibly the chronic inflammatory process is altered by 
collagen-PVP action, due to ICAM-l and VCAM-l downmodulation. This may be 
related to the downregulation of IL-I and TNF-a, since both proinflarnmatory cy­
tokines are capable of inducing proliferation and migration of synovial cells via 
CAM,I as well as of inducing the express ion and activation of collagenolytic en­
zymes.2 This correlates with previous data in hypertrophic scars and scleroderma le­
sions treated with the biodrug, where these proinflarnmatory cytokines and adhesion 
molecules diminished with treatment.4 In conclusion, collagen-PVP induces a 
downmodulation but not an inhibition of inflarnmatory pararneters and probably al­
lows a gradual and better recovery of homeostasis in ST of RA patients. 
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