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ARTHRITIS PATIENTS”

Objective. To determine whether collagen-polyvinylpyrrolidone (collagen-PVP) modifies some
biochemical and/or immunological responses. in synovial tissue cultures from rheumatoid arthritis (RA)
patients. )

Methods. Fragments of synovial tissue from 10 RA patients were cultured in duplicate with or
without 1% collagen-PVP. Tissues on the 3rd, 5th and 7th culture day were sectioned and stained by the
Herovici histological technique. Total collagen and type I/IH collagen ratio were evaluated by the
Woessner micromethod and by interrupted gel electrophoresis, respectively. Collagenolytic activity was
assessed by degradation of 3H-collagen in tissue culture supernatants. TIMP-1, IL-1f and TNF-o. were
determined. in supernatants of cultures by enzyme-linked immunosorbent assay, and the results were
'nonmalized by DNA concentration. Adhesion molecule expression was evaluated by
immunohistochemistry.

Results. Coliagen-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-1, ICAM-1 and VCAM-1 expression, as well as
IL-183 and TNF-a levels were all downregulated at statistically significant levels in treated cultures.

Conclusion. Exogenous addition “of collagen-PVP to synovial tissae cultures induced
downmodulation but not an inhibition of some inflammatory parameters, contributing to the gradual and
better recovery of homeostasis in synovial tissue from RA patients.
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Objetivo. Determinar si la colagena-polivinilpirrolidona (coldgena-PVP) modifica algunas de las
respuestas bioquimicas y/o inmunolégicas 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 coldgena-PVP al 1% durante 7 dias. Los tejidos obtenidos del dia 3, 5 y 7 de cultivo
fueron tefiidos con la técnica de Herovici. El contenido total de coldgena y las proporciones de las colagenas
tipos I y 111 fueron determinadas por el micrométodo de Woessner y con geles de electroforesis interrumpida,
respectivamente. La actividad colagenolitica fue evaluada en los sobrenadantes de cultivo a través de la
degradacion de 3H-colagena. La concentracién del TIMP-1, la [L-iB y el TNF-a en los sobrenadantes de
cultivo se cuantificé con un ensayo inmunoenzimatico de tipo ELISA y los resultados se normalizaron con el
contenido de ADN. La expresion de las moléculas de adhesién se evalué a través de la técnica de
inmunohistoquimica.

Resultados. La adicion de la colégena-PVP al 1% a los cultivos de sinovia no produjo cambios en ¢l
contenido total de coligena. Sin embargo el andlisis histolégico y los geles de electroforesis interrumpida.
mostraron un incremento de 1.7 veces de coligena tipo [l de forma tiempo dependiente. La actividad
colagenolitica, la concentracién del TIMP-1, la expresion de [CAM-1y VCAM-I, asi como los niveles de IL.-
1B y TNF-o en los cultivos tratados, fueron regulados negativamente y a niveles estadisticamente
significativos con respecto a los cultivos control.

Conclusion. La adicién de colagena-PVP a los cultivos de sinovia indujo la regulacion negativa
pero no la inhibicion de algunos pardmetros inflamatorios, contribuyendo asi a una recuperacion gradual
de la homeostasis en la sinovia de los pacientes con AR.
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I. ABREVIATURAS

ADN Acido Desoxirribonucleico

AR Artritis Reumatoide

ARNm Acido Ribonucleico mensajero

CD “Cluster Differentiation” o Molécula de Diferenciacion Celular

Coligena-PVP Colagena-Polivinilpirrolidona

CMN Células Mononucleares

CPH Complejo Principal de Histocompatibilidad

DS Desviacién estandar

ELISA "Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” o Ensayo
Inmunoenzimatico

ES Error estindar

GAG Glicosaminoglicano

GM-CSF “Granulocyte and Monocyte-Colony Stimulator Factor” o Factor

Estimulador de Colonias de Granulocitos y Monocitos
ICAM-1 “Intercellular Adhesion Molecule-1” o0 Molécula de Adhesién

Intercelular-1

IFN-y “Interferon-gamma” o Interferon-gama

IL Interleucina

kD Kilodalton

LFA “Leucocyte Function Antigen” o Antigeno de Funcién Leucocitaria
MAC Moléculas de Adhesion Celular

MEC Matriz Extracelular

MMP “Matrix Metalloproteinase” o Metaloproteasa de Matriz
ng Microgramo

pm Micrémetro

NK "Natura] Killer Cells" o Células Asesinas Naturales
No-AR Grupo control de individuos sanos

PDGF “Platelet Derived Growth Factor” o Factor de Crecimiento

Derivado de las Plaquetas

PKC "Protein-Kinase C" o Proteina Cinasa C



TACE
TCR
TGF-3

Th
TIMP-1

TNF-q,
UDFGD

VCAM-1

VLA

“TNF-a-converting enzyme” 0 enzima activadora del TNF-a
“T-Cell Receptor” o Receptor de Célula T

“Transformant Growth Factor-beta” o Factor de Crecimiento
Transformante-beta

“T-helper cell” o Célula T cooperadora

“Tissue Inhibitor Metalloproteinase Protein-1" o Inhibitor Tisular
de Metaloproteasas

“Tumor Necrosis Factor-alpha” o Factor de Necrosis Tumoral-alfa
Uridin Difosfoglucosa Deshidrogenasa

“Vascular Cell Adhesion Molecule-1” 0 Molécula de Adhesién
Celular Vascular-1

“Very Late Adhesion Antigen” o Molécula Anti'génica de
Adhesién Tardia



IL. RESUMEN

Objetivo. Determinar si la colagena-polivinilpirrolidona (colagena-PVP) modifica algunas
de las respuestas bioquimicas y/o inmunolégicas en los cultivos de la membrana sinovial de
pacientes con artritis reumatoide (AR).

Meétodos. Se realizaron cultivos por duplicado de fragmentos de sinovia de 10 pacientes
con AR, en ausencia o presencia de colagena-PVP al 1% durante 7 dias. Los tejidos obtenidos del
dia 3, 5 y 7 de cultivo fueron tefiidos con la técnica de Herovici. El contenido total de coligena y
las proporciones de las colagenas tipos 1 y IIl fueron determinadas por el micrométodo de
Woessner y con geles de electroforesis interrumpida, respectivamente. La actividad colagenolitica
fue evaluada en los sobrenadantes de cultivo a través de la degradacion de *H-colagena. La
concentraciéon del TIMP-1, la IL-1B y el TNF-a en los sobrenadantes de cultivo se cuantificoé con
un ensayo inmunoenzimatico de tipo ELISA y los resultados se normalizaron con el contenido de
ADN. La expresion de las moléculas de adhesion se evalué a través de la técnica de
inmunchistoquimica.

Resultados. La adicion de la coladgena-PVP al 1% a los cultivos de sinovia no produjo
cambios en el contenido total de colagena. Sin embargo el analisis histologico presentd un
aurmnento en las fibras de coldgena con una agregacion semejante a la tipo Il y los geles de
electroforesis interrumpida, mostraron un incremento de 1.7 veces de colagena tipo III de forma
tiempo dependiente. La actividad colagenolitica, la concentraciéon del TIMP-1, la expresion de
ICAM-1 y VCAM-1, asi como los niveles de IL-1p y TNF-a en los cultivos tratados, fueron
regulados negativamente y a niveles estadisticamente significativos con respecto a los cultivos

control.



Conclusion. La adicion de colagena-PVP a los cultivos de sinovia indujo la regulacion
negativa pero no la inhibicién de algunos parametros inflamatorios, contribuyendo asi a una

recuperacion gradual de la homeostasis en la sinovia de los pacientes con AR.



HI. ABSTRACT

Objective. To determine whether collagen-polyvinylpyrrolidone (collagen-PVP) modifies
some biochemical and/or immunological responses in synovial tissue cultures from rheumatoid
arthritis (RA) patients.

Methods. Fragments of synovial tissue from 10 RA patients were cultured in duplicate
with or without 1% collagen-PVP. Tissues on the 3, 5%, and 7* culture day were sectioned and
stained by the Herovici histological technique. Total collagen and type I/Ill collagen ratio were
evaluated by the Woessner micromethod and by interrupted gel electrophoresis, respectively.
Collagenolytic activity was assessed by degradation of *H-collagen in tissue culture supernatants.
TIMP-1, IL-1B and TNF-a were determined in supernatants of cultures by enzyme-linked
immunosorbent assay, and the results were normalized 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
[1I collagen in a time-dependent fashion. Collagenolytic activity, TIMP-1, ICAM-1 and VCAM-1
expression, as well as IL-1B and TNF-« levels were all downregulated at statistically significant
levels in treated cultures.

Conclusion. Exogenous addition of coilagen-PVP to synovial tissue cultures induced
downmodulation but not an inhibition of some inflammatory parameters, contributing to the

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



IV. INTRODUCCION

Bajo condiciones fisiologicas 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 autoinmune que se caracteriza por la
presencia de infiltrados inflamatorios crénicos, el desarrollo de artropatia destructiva, fibrosis,
erosidén Osea y degradacion del cartilago 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 adhesion (MACs) de la superficie celular y a la sobreexpresion de las citocinas pro-
inflamatorias que desplazan el equilibrio hacia una degradacién excesiva de los componentes de

la sinovia, produciendo los fenémenos destructivos caracteristicos de la enfermedad.

Membrana sinovial

Membrans
ueso subcondral sinovial

Figura 1. Representacion esquemdtica de la cavidad articular en un paciente con AR.
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DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LA MEMBRANA SINOVIAL NORMAL
La membrana sinovial es un tejido conjuntivo especializado encargado de la produccion
del liquido sinovial, cuyas funciones incluyen la nutricion del cartilago articular y la lubricacién

de la articulacion. La sinovia estd constituida por 2 capas: la intima y la subintima sinovial

(Figura 2).

Intima sinovial

Subintima sinovial

Figura 2. Membrana sinovial de la rodilla de a, un sujeto adulto sano (250X) y b, un paciente con AR (100X). tefidas
con hematoxilina y eosina.

a) La intima sinovial forma una capa superficial de 50 pm, similar a un epitelio. Esta compuesta
por 1 6 2 monocapas de sinoviocitos tipo B o células semejantes a fibroblastos, que constituyen
cerca del 80 al 85% de la poblacion celular total y por sinoviocitos tipo A o células semejantes a
macréfagos, que conforman el 15 6 20% restante (Figura 3) y provienen de la médula osea
(Lindblad, 1987; Nikkari, 1995). Ultraestructuralmente, los sinoviocitos tipo B presentan un

reticulo endoplasmico rugoso bien desarrollado, pocas vacuolas y vesiculas. Expresan el gen de la



uridin difosfoglucosa deshidrogenasa (UDFGD) de 4 a 9 veces mas que los fibroblastos de la
subintima sinovial. Ademds, producen enzimas tales como la hialuronato sintetasa, por lo que han
sido considerados como las células que producen el hialuronato del liquido sinovial (4thanasou,
1993) y la prolilhidroxilasa (Smith, 1998) y expresan VCAM-1 de forma constitutiva, CD44
(receptor del hialuronato), laminina y colagenas tipos I, {II 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 fagocitica, se regulan hormonalmente,
participan en la respuesta inmune celular y sintetizan un gran numero de glicoproteinas.
Morfolégicamente, se caracterizan por sus prominentes filopodios, vacuolas, vesiculas y por un
reticulo endoplasmico rugoso escaso. Bioquimicamente se identifican por expresar la actividad de
esterasa no especifica e inmunohistoquimicamente por presentar el marcador CD68 de
macrofagos y monocitos (Athanasou, 1995).

En la intima sinovial las uniones intercelulares son raras ya que las células se encuentran
separadas entre | y 2 um, espacio que se ocupa con las macromoléculas de la MEC (Levick,
1989).

La microcirculacion en la intima sinovial se lleva a cabo a través de una red de capilares
embebidos en la matriz a una profundidad mayor de 5 pm. Estos vasos sanguineos con endotelio
fenestrado, son la fuente del agua, los electrolitos y los nutrientes del liquido sinovial (Stevens,
1991). La fenestracién se encuentra preferencialmente en el lado del capilar orientado hacia la
cavidad articular permitiendo que el agua y los solutos lleguen a la MEC. En muchos tejidos la
resistencia de la matriz durante el transporte y difusion de los nutrientes es relativamente pequeiia
comparada con la del endotelio. Sin embargo, en la sinovia la resistencia hidraulica intersticial es

de una magnitud similar a la de la red capilar debido a las fenestraciones (Knight, 1983). Asi, el
8



transporte y difusién de solutos y electrolitos entre el plasma y la cavidad articular se encuentra
significativamente influenciada por la naturaleza de la MEC, el area, el grosor, la composicién y

la resistencia (Knight, 1988).

Figura 3. Membrana sinovial de la rodilla de un sujeto adulto sano. Los sinoviocitos de forma irregular y de gran tamafio
representan a los sinaviacitos tipo A o similares a macrdfagos y los de tumafio menor y redondeado representan a los tipo
B o similares a fibroblastos (600X).

b) La subintima sinovial, ubicada por debajo de la intima estd compuesta de tejido adiposo,
areolar o fibroso dependiendo del tipo de articulacion, y de fibroblastos, algunos macrofagos y
linfocitos perivasculares (Lindblad, 1987; Rinaldi, 1998).

Si bien ultraestructuralmente no se distingue una membrana basal que separe a los
sinoviocitos de la intima de la subintima sinovial, se ha demostrado inmunohistoquimicamente

que proteinas tales como laminina, entactina y coldgena tipo IV se encuentran presentes y con una

9



distribucién definida en la sinovia semejando una lamina basal (Nikkari, 1995, Smith, 1998;
Rinaldi, 1998).

La microcirculacion de la subintima sinovial se lleva a cabo a través de una red de
vénulas, arteriolas y venas que se originan a nivel de la unioén hueso-cartilago, y presentan
estrecha relacion con los del periostio, del hueso y de la médula 6sea (Wilkinson, 1989). Ademas,
contiene un plexo de vasos linfaticos que es importante en la regulacion del contenido del liquido
sinovial, ya que participa drenando el exceso y manteniendo una presion subatmosférica en la
articulacion. Asimismo, este plexo es la {inica via por la cual las macromoléculas tales como las
proteinas plasmaticas, los farmacos unidos a proteinas, los complejos inmuﬁes, el hialuronato y
las macromoléculas del cartilago parcialmente degradadas son removidas de la articulacién
(Brown, 1991). Los solutos pequeiios tales como el biéxido de carbono, el lactato y las citocinas
difunden directamente a los capilares de la intima (Simkin, 1990). El plexo linfatico se encuentra
separado de la cavidad articular por el grosor de la MEC de la intima. Esta modifica el
microambiente no sélo por intervenir en la separacion de los capilares y la cavidad articular sino
también por determinar la facilidad con la que el agua, las macromoléculas y el haluronato

alcanzan el sistema linfatico.

10



DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LA MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE
[.a membrana sinovial inflamada presenta un incremento en la celularidad, la cual es
propiciada principalmente por las células reclutadas del torrente sanguineo mds que por una
hiperproliferacion y diferenciacion de las propias de la sinovia, lo cual se ha determinado en
experimentos donde la incorporacién de timidina tritiada es baja. La intima sinovial se
incrementade 1 6 2 2 6 6 10 monocapas, a lo que se denomina pannus. El principal componente
celular son los macréfagos activados o sinoviocitos tipo A. La region de la subintima sinovial
presenta foliculos de células linfoides alrededor de los vasos sanguineos, asi como linfocitos
dispersos entre ellos. La neovascularizacién es importante y se encuentran células endoteliales
activadas. También se observan células plasmaticas, dendriticas y fibroblastos activados

(Athanasou, 1993, Feldmann, 1996).

COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR DE LA MEMBRANA SINOVIAL
NORMAL

Los sinoviocitos tipo B son las células responsables de la sintesis de las macromoléculas
de la MEC. La sinovia es rica en fibrillas y microfibrillas de las coldgenas tipos [ y III, las cuales
se encuentran en cantidades similares, predominando la tipo [II en la intima sinovial (Okada,
1990; Schneider, 1994). La colagena 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 subintima sinovial, mientras que la coldgena tipo IV y la laminina se encuentran séto

en la parte basal de la intima, rodeando a los sinoviocitos tipo B y en los vasos sanguineos
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(Pollock, 1990; Revell, 1995). También se presentan algunos glicosaminoglicanos (GAGs)
sulfatados tales como el 6- y el 4-sulfato de condroitina, el sulfato de heparan y el de queratan
(Edwards, 1993; Revell, 1995). El hialuronato se presenta en mayor concentracion en la intima
sinovial v la microdensitometria indica que hay un gradiente de concentracion del GAG que se
extiende a una profundidad de 90 pm con una mayor concentracion en la superficie sinovial y
alrededor de los vasos sanguineos (Worrall, 1991). Finalmente también se han detectado algunas
glicoproteinas estructurales tales como la entactina (nidégeno) y la tenascina por debajo de la
intima (Cutolo, 1992; Edwards, 1993; 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 REUMATOIDE

Esencialmente se encuentran las mismas macromoléculas que en una sinovia normal, solo
que las proporciones y localizaciones varian (Edwards, 1995). Por ejemplo, en una membrana
sinovial reumatica se reporta un incremento en la sintesis y secrecion de tenascina y de
hialuronato (Castor, 1971; Cutolo, 1992), sin embargo este ultimo posee un peso molecular
diferente (Dahl, 1983) y se encuentra distribuido no sélo en la intima, como en una sinovia
normal, sino también en la subintima, especialmente alrededor de los vasos sanguineos y de las
areas de alta densidad celular. Esto podria estar relacionado con el trafico celular o la
angiogénesis (Worrall, 1991). Por otra parte, la colagena tipo V sélo 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 ¢l contenido de colagena tipo I (Smith, 1998), de

fibronectina (Carsons, 1993, Sarkissian, 1998) y de vitronectina producida por los macrofagos y
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fibroblastos (Rinaldi, 1997; Tomasini-Johansson, 1998). Asimismo, se ha determinado una

pérdida gradual en el contenido de laminina (Rinaldi, 1998).

EXPRESION DE CITOCINAS EN LA MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE

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; actian de forma
autocrina, paracrina o endocrina y a concentraciones picomolares, regulan el crecimiento, la
morfologia, la migracion y la funcién celular, por lo que desempefian un bapel esencial en la
inflamacion, en la respuesta inmune y consecuentemente en la fisiopatologia de la AR (4/varo-
Gracia, 1992).

Entre las citocinas pro-inflamatorias sobrexpresadas, de las cuales se conoce su
participacion en la desregulacién que se presenta en esta enfermedad durante la fase crénica, se
encuentran la interleucina-1B (IL-1B), el factor de necrosis tumoral-c. (TNF-ct), que actian de
forma sinérgica y son consideradas como las “citocinas artritogénicas” (Cooper, 1992), la [L-6, la
[L-8, el factor de crecimiento transformante-31 (TGF-p1), el factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF) y el factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF)
(Gowen, 1983; Firestein, 1990; Mera, 1991, Mulero, 1991, Seitz, 1991; Holt, 1992; Alvaro-
Gracia, 1992; Chu, 1992; Akaoshi, 1993, Chen, 1993; Farahat, 1993: Manicourt, 1993;
Rathanaswami, 1993; Sack, 1993; Shingu, 1993, Taub, 1994; Hosaka, 1994, Katsikis, 1994
Reitamo, 1994; Keyszer, 1994, Wang, 1994, Brennan, 1995; Cush. 1995; Feldmann, [996;

Furuzawa-Carballeda, 199%a).
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De la IL-1 existen 2 genes distintos que codifican dos isoformas, la [L-1a y la IL-1p.
Ambas tienen un peso molecular de 17 kD en su forma extracelular y derivan de un precursor de
31 kD que carece de actividad biolégica. Su similitud es sélo del 26% por lo que a aminodcidos
se refiere v del 45% en los nucledtidos, sin embargo las dos tienen las mismas acciones
biolégicas y se unen al mismo receptor extracelular. Son sintetizadas fundamentalmente por los
macrofagos y en menor grado por las células dendriticas, las de Langerhans, las endoteliales, las
mesangiales, las epiteliales, los astrocitos, la microglia, los fibroblastos, los neutréfilos y las
lineas de células T y B activadas. La IL-1 es una de las citocinas més pleiotrdpicas, que ejerce
acciones sobre una gran variedad de células. Ademas de su efecto activador sobre las ¢células T, es
capaz de promover la maduracién de las pre-B y de actuar sinergéticamente con otros factores en
la proliferacion y la secrecion de las inmunoglobulinas por las células B maduras. Asi pues, son
sus multiples efectos pro-inflamatorios los que han despertado un gran interés en cuanto a su
participacion en la AR (Gowen, 1983; Firestein, 1990; Holt, 1992; Alvaro-Gracia, 1992, Chy,
1992: Farahat, 1993).

El TNF-a se sintetiza como un precursor intracelular de 26 kD que posteriormente es
transformado a la forma extracelular activa de 17 kD por una metaloproteasa (MMP) denominada
“TACE” (TNF-a-converting enzyme) (Black, 1997). El factor es secretado fundamentalmente por
los macrofagos activados aunque los linfocitos, las células NK y los mastocitos también lo
producen. Mds que por su efecto inductor de la necrosis hemorrdgica de ciertos tumores y la
caquexia en enfermedades parasitarias, es reconocido en la actualidad por sus acciones pro-
inflamatorias. En realidad, comparte casi todas las actividades de la IL-1, salvo las de activacion

linfocitaria (Alvaro-Gracia, 1992; Chu, 1992; Farahat, 1993, Firestein, 1990).
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Ambas citocinas han sido detectadas tanto en el liquido como en el tejido sinovial de
pacientes con AR por hibridacién in situ, inmunoelectrotransferencia e inmunohistoquimica
(Firestein, 1990; Alvaro-Gracia, 1992; Manicourt, 1993; Feldmann, 1996, Dolhain, 1998). Estas
mismas proteinas también se han determinado en los cultivos de las mezclas de células derivadas
de la digestién enzimatica de las membranas sinoviales a través de ensayos inmunoenzimaticos,
inmunoelectrotransferencia y bioensayos (Brennan, 1989; Alvaro-Gracia, ];?92.' Brennan, 1995
Feldmann, 1996).

Debido a ello el TNF-a ha sido considerado como el blanco terapéutico en muchos
ensayos preclinicos y clinicos, en los cuales se han empleado anticuerpos monoclonales
quiméricos (ratén y humano, denominado c¢A2), cuya afinidad es de 1.8X10° M y los cuales
neutralizan la actividad biologica del factor (Paleclog, 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 el INF-y no son halladas dentro de la
articulacion, lo que produce una evidente dificultad para evaluar la participacion de las células T

(Firestein, 1988; Salmon, 1995).

MOLECULAS DE ADHESION EN LA MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE

El estudio de los mecanismos de interaccién entre los macrdofagos, los linfocitos, las
células sinoviales y las endoteliales asi como el efecto de esta interaccidén sobre la cavidad
articular han resultado de gran interés, debido a que la infiltracion masiva de las células

mononucleares (CMNs) es una de las caracteristicas histopatolégicas constantes en la AR. De tal
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forma que la adhesién y migracion celular, la generacion de la respuesta inmune, la destruccion
de las células blanco, la interaccion de las células con los componentes de la MEC, la
organizacion estructural de la sinovia, el recambio de la misma y la generacién de los fenémenos
inflamatorios, son procesos que dependen de la presencia de los receptores especificos en la
membrana celular. Entre ellos se incluyen:

[) La Familia de las Selectinas: son glicoproteinas 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,'gp‘)OMEL, Mel-14,
Leu 8, LECAM-1), la E-selectina (ELAM-1, LECAM-2) y la P-selectina (CD62, PADGEM,
GMP-140, LECAM-3). La primera se sintetiza constitutivamente por la mayor parte de los
Ieu'cocitos, 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 oligosacéridos que se
encuentran en la membrana de diversas células. La E-selectina y la L-selectina inducen la
adhesion reversible de los linfocitos y los granulocitos a las células endoteliales mediante el
fenémeno de rodamiento (rolling) a lo largo de las paredes de la microvasculatura; éste es el paso
inicial en la migracién 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 granulos 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, 1993).
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1) La Familia de las Integrinas: comprende a un grupo de glicoproteinas
heterodiméricas transmembranales que se unen al citoesqueleto. Fueron denominadas asi debido
a su funcion integradora de las células con la MEC produciendo asi una sefial. Las integrinas
estan constituidas por una cadena B y una a asociadas de manera no covalente; se conocen al
menos § cadenas B (1 a 8) y 15 cadenas o (o, ala o, 0, Oy, Oy, Xy, Oy ¥ @) (Rinaldi, 1997).
Existe una asociacién preferencial de algunas cadenas o con ciertas B, lo que da lugar a la

formacion de 3 subfamilias: cuando la cadena B, (CD29) se asocia a las cadenas a, a la o, se
genera la subfamilia de las integrinas By o VLA (Very Late Activation Antigens); cuando la
cadena 3, (CD18) se asocia con las cadenas o, oy, ay y a4 se constituye la subfamilia de las
integrinas ) o leucointegrinas, y por ultimo, la f; se asocia preferencialmente con a,
(CD41/CD51) que se denomina subfamilia 3 o de las citoadhesinas. Las integrinas B, se
expresan casi en todas las células del organismo a excepcion de los neutréfilos. Entre sus
funciones se incluyen el reconocimiento de los componentes de la MEC o ligandos celulares. Las
integrinas P, se expresan Gnicamente en los leucocitos participando en la actividad citotoxica
mediada por las células NK y la dependiente de anticuerpos, la funcion cooperadora de las células
T, la union de los leucocitos al endotelio, la presentacion antigénica, la agregacion, la migracién y
la quimiotaxis leucocitaria, la opsonizacién y fagocitosis y la interaccion leucocitaria con
superficies recubiertas de proteinas séricas. La subfamilia B, se expresa en las plaquetas, reconoce
ligandos de la MEC con la secuencia RGD tales como la fibronectina, el fibrinégeno, el factor de
Von Willebrand, la vitronectina y la trombospondina, la osteopontina v la colagena (Bevilacqua,

1993: Cronstein, 1993, Chapman, 1993; El-Gabalawy, 1996).
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{ll) Las Moléculas de la Superfamilia de las Inmunoglobulinas: son glicoproteinas que
poseen regiones que se semejan a las de los dominios de las inmunoglobulinas. Se expresan en
los linfocitos asi como en otras células, e incluyen a CD2 (LFA-2), LFA-3, ICAM-1 6 CD54,
ICAM-2, CD4, CD8, el complejo TCR/CD3, VCAM-1 y las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (CPH) I y 11, entre otras. La molécula CD?2 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, CD39
6 CD58) cambia su conformacion generandose el CD2R que envia sefiales de activacion celular.
La mblécula LFA-3 expresada en linfocitos activados, presenta diversas isoformas que parecen
tener afinidad similar por el CD2. Las moléculas ICAM-1 ¢ ICAM-2 estan relacionadas en
estructura y funcién, participan en las interacciones célula-célula y se asocian a una o mas
integrinas 3, (LFA-1 o CD11a/CD18 y Mac-1). Las moléculas CD4 y CD8 se expresan
principalmente en los linfocitos T y estan funcionalmente relacionadas con el complejo
TCR/CD3. No fungen propiamente como moléculas de adhesion, ya que al parecer su funcion
principal es la de generar seiiales de coestimulacién que favorezcan la activacion de las células T,
mediada por los antigenos a través del complejo TCR/CD3. Este complejo se encuentra
constituido por el TCR propiamente dicho, formado por las cadenas o y B, o las y y & que
pertenecen también a la superfamilia de las inmunoglobulinas y forman heterodimeros 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 v, 8, € y £. Es en este
sentido que el complejo TCR/CD3 funciona como una molécula de adhesion altamente especifica
(Bevilacqua, 1993; Cronstein, 1993; Chapman, 1995).

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

dias o semanas tras el comienzo de los sintomas articulares y coincidentemente con la lesion
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endotelial inicial de la microvasculatura, tiene su origen en la migracién celular desde la sangre
periférica a través de la membrana sinovial. El primer paso (reversible), para que un leucocito
activado circulante abandone el torrente sanguineo y sea reclutado al interior de un tejido, es su
adhesion al endotelio por el cual literalmente rueda sobre los segmentos afectados en una
sucesion 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-1 localizado selectivamente en las microvellosidades de la superficie celular de los
leucocitos que inician el contacto. Particularmente, la unién de las células linfoides a la E-
selectina estd mediada por las moléculas CD31 y CD44. La interaccion de la E-selectina con los
leucocitos permite la exposicion de éstos a agentes quimiotacticos, citocinas o activadores
producidos en el microambiente. Lo anterior incrementa la expresion y la avidez de las integrinas
leucocitarias, principalmente las a,, (LFA-1 por su ligando ICAM-I1, a3, 0 VLA-4 por VCAM-
1, etc). Asi, la especificidad en el reclutamiento de uno u otro tipo de leucocito esta dada por los
factores activadores que son producidos localmente. Cuando las células T son estimuladas, la
unién al endotelio activado por la IL-1 y/o el TNF-«, la [L-4 6 la IL-6, utiliza las dos vias VLA-
4/VCAM-1 y LFA-1/ICAM-1, mientras que la adhesion al endotelio en reposo se realiza
fundamentalmente a través de LFA-1/ICAM-2. Una vez que los leucocitos y las células T
activadas atraviesan el endotelio, penetran en la membrana sinovial e interactian con los
componentes de la MEC tales como la fibronectina, laminina y coldgena, a través de las
integrinas de o, ¢B,, o ; etc. Estas tltimas incrementan su expresion y afinidad por un cambio
conformacional. La interaccion de las c¢élulas T con las proteinas de la MEC, genera a su vez

sefiales de activacion que estimuilan a las células a través del complejo TCR/CD3 (Athanasou,

1993).



Ensayos inmunchistoquimicos realizados a cuitivos de sinoviocitos tipo B o en
fragmentos de sinovia de pacientes con AR, han mostrado que existen alteraciones en la
expresion de algunas moléculas de adhesion:

) De la Familia de las Selectinas se ha determinado el incremento de ELAM-1 y PECAM
las cuales son reguladas por las citocinas artritogénicas (Tak, 1995; Paleolog, 1996; Youssef
1997; Dolhain, 1998).

) De la Familia de las Integrinas, la o, se ha encontrado disminuida, probablemente
debido a la sobreexpresion de la IL-1B y el TNF-a (Pirila, 1996, Rinaldi, 1998); la integrina o B,
no se expresa (Nikkari, 1995; Pirila, 1996), las integrinas o, f, presentan un incremento en su
expresion con respecto al tejido sinovial normal (Cicuttini, 1994, Tak, 1995; Pirila, 1996;
Rinaldi, 1997). Ademas se observa una sobreexpresion en las leucointegrinas a,, o, .ax y o4
durante la sinovitis crénica (El-Gabalawy, 1996).

I1) De la Superfamilia de las Inmunoglobulinas se ha demostrado un aumento en la
expresion de VCAM-1 e ICAM-1, el cual esta regulado por las citocinas pro-inflamatorias
(Lindsley, 1993, Gerritsen, 1993, Cicuttini, 1994, Szekanecz, 1994, Tak, 1995; lademarco, 19935,
Paleolog, 1996; El-Gabalawy, 1996, Youssef, 1997, Lambert, 1998; Dolhain, 1998, Furuzawa-

Carballeda, 1999a).

ACTIVIDADES PROTEOLITICAS EN LA MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE

Existen evidencias del papel particular de las proteasas independientes y dependientes del
calcio (MMPs}) en procesos patolégicos, dadas por la determinacion de éstas a nivel de ARNm, de

proteina, por su actividad enzimatica en el sitio de la lesion, asi como por su produccion 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 cartilago articular, de las
estructuras periarticulares y en la reabsorcion 0sea en la AR (Matrisian, 1994, Miller, 1996,
Lark, 1997 Miyata, 1998).

Por ejemplo, a través'de técnicas de hibridacién in situ se ha demostrado que las células
que conforman el pannus expresan los ARNm para las proteasas independientes del calcio, tales
como las cistein-proteasas (catepsina L), las proteasas del acido aspartico (catepsina D) y la
elastasa de neutrdfilos que se expresan predominantemente en la intima sinovial, en las regiones
intersticiales y perivasculares por los linfocitos de los infiltrados inflamatorios, no asi 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-1 y -2 (Birkedal-FHansen, 1995;
Murphy, 1994, Koolwijk, 1993) y se expresan en la capa intima y subintima de las sinovias
artriticas (Maeda, 1995). Los estudios inmunochistoquimicos han documentado las frecuencias y
distribuciones de la mayoria de las MMPs. La presencia de la MMP-3 (estromelisina-1) se asocia
a la MEC y/o a las células inflamatorias mientras que la MMP-1 (colagenasa intersticial) y -2
(gelatinasa A o tipo IV o de 72 kD) se observa en las células de la capa intima y en las
estromales. En cambio no se detecta la presencia de la MMP-10 (estromelisina-2) (Hembry,
1993 Gruber, 1996).

La MMP-9 (gelatinasa B o tipo IV o de 92 kD) se ha observado a nivel del ARNm y de la
proteina en los osteoclastos pero no en el tejido sinovial de AR (Grillet, 1997, Okada, 1995). Sin

embargo, estudios in vitro han aportado evidencias acerca de la participacion de la MMP-9 en el
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metabolismo dseo normal y patolégico ya que esta enzima degrada los polimeros insolubles de la
colagena tipo I despolimerizada por 4cidos y las fibrillas de colagena del hueso desmineralizado
(Okada, 1995).

Algunos otros estudios han mostrado que la MMP-3 y la MMP-1 colocalizan con la [L-1p
y el TNF-a en el sitio de unién del cartilago y el pannus (Tetlow, 1993 Tetiow, 1998). Esto
sugiere que las MMPs pueden estar asociadas a la MEC (colagena) por algun tiempo, para
después ejercer su actividad degradativa potenciando asi la sinovitis y la migracién celular.
Ademas, la sintesis de estas enzimas parece ser regional, episddica y finamente regulada por las
citocinas pro-inflamatorias producidas localmente.

Los estudios realizados en el liquido 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 liquido sinovial como en el suero y que la concentracion se
puede relacionar directamente con el grado de inflamacién sinovial (Qkada, 1995; Manicourt,
1993, Koolwijk, 1995; Maeda, 1995; Yoshihara, 1995; Ahrens, 1996, Gruber, 1996, Grillet,
1997: Reboul, 1996, Ishiguro, 1996; Watanabe, 1997; Brennan, 1997).

En conclusidn, a partir de los estudios inmunohistoquimicos y de hibridacion in situ en
las sinovias, el hueso subcondral y el cartilago articular, de la determinacién de la concentracion
de las MMPs a través de técnicas inmunoenzimaticas y de la zimografia sérica, plasmatica y del
liquido sinovial, se ha demostrado que las MMPs se encuentran expresadas tanto en situaciones
normales como patoldgicas y que las diferencias en la participacién dentro de cualquiera de estos

procesos depende de la presencia, concentracién y combinacion de varias proteasas.
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INHIBIDORES TISULARES DE [LAS METALOPROTEASAS (TIMPS) EN LA
MEMBRANA SINOVIAL DE PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE

Existen tres tipos de TIMPs que han sido identificados y clonados. Estos poseen dos
dominios: el N-terminal que reacciona con los centros activos de la mayoria de las MMPs y el C-
terminal que participa en la unién de la region C-terminal’ de las gelatinasas. Los TIMPs son
moléculas que contienen secuencias semejantes a factores de crecimiento presentes quiza en la
region C-terminal (Hayakawa, 1992; Hayakawa, 1994, Kikuchi, 1997). En el humano el TIMP-1
es una glicoproteina de 28.5 kD y el TIMP-2 es una proteina no glicosilada de 21 kD; ambos son
producidos de manera constitutiva por varios tipos celulares tales “como las células
mesenquimaticas y las endoteliales, y su presencia se ha demostrado en los fluidos corporales y
en los extractos tisulares (Overall, 1994). Su regulacion génica parece ser diferente ya que la
induccion de la expresion del TIMP-1 es controlada por diversas citocinas (IL-1, IL-6) y factores
de crecimiento (TGF-B, bFGF, etc.) (Overall, 1994), mientras que alin no se determina como es
la del TIMP-2. El TIMP-3 es una proteina de 21 kD que puede ser glicosilada, y sus ARNm,
tanto en ¢l humano como en el raton, 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 homologia de tan soélo el 40%,
comparten una alta similitud estructural. Esto se debe a que todas contienen 12 residuos de
cisteina conservados que generan enlaces disulfuro produciendo una estructura de seis asas. Estas
tres proteinas 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, 1994; 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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funcién, es(son) todavia poco entendido(s), debido a la carencia de estructuras tridimensionales.
Sin embargo, estudios de mutagénesis dirigida muestran que los residuos del 1 al 13 son
importantes en la union (Woessner, 1994; Bodden, 1994).

La union de los TIMPs involucra numerosos puntos de interaccion con las MMPs. El
dominio C-terminal tiene distintos sitios de union en la enzima, los cuales difieren de acuerdo a la
MMP y actian en conjunto para incrementar su capacidad de inhibicién, ademas ésta se ve
aumentada por la posibilidad de la interaccion 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-1 y -2, formdndose en el ultimo un tallo iénico (Murphy, 1994).

El TIMP-1 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 inthibidores como la o,-antitripsina que bloquea la funcién de la

MMP-8 (Lacraz, 1992).

REGULACION DE LA EXPRESION DE LAS PROTEASAS Y LOS TIMPs

La regulacién de la biosintesis de las proteasas es inducida por las citocinas pro-
inflamatorias, tales como la IL-1 v el TNF-a (Shingu, 1995, West-Mays, 1995, Migita, 1996,
Brennan, 1997; Cawston, [998), asi como por la interaccién de las integrinas con sus ligandos,
tales como la a, o a, con la fibronectina, la B,-microglobulina con el CPH, VCAM-1 con VLA-4,
etc. (Larjava, 1993; Romanic, 1994, Tremble, 1994, Riikonen, 1993, Wang, 1995, Migita, 1997,

Rinaldi, 1997; Sarkissian, 1999). La inhibicion de la actividad y/o expresion se lleva a cabo a
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través de la a,-macrogrobulina, los TIMPs (TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3) y algunas citocinas,
tales como la IL-4, la IL-6, la IL-10, el INF-y, etc. (Birkedal-Hansen. 1995).

En lo que se refiere a la inhibicion de la expresion de las MMPs por factores solubles, se
ha determinado que la [L-4, el INF-y o los inhibidores de la proteina-cinasa C (PKC) son capaces
de modular la sintesis y expresién de algunas MMPs. Por ejemplo, la inhibicion de la actividad de .
la PKC con calfostatina o la adicién de la IL-4 a los cultivos de fibroblastos dérmicos humanos o
de macrdfagos alveolares disminuye los niveles de ARNm para la estromelisina, mientras que la
produccién detl TIMP-1 no se modifica (Prontera, 1996; Lacraz, 1992).

La IL-10, asi como la IL-4 inhiben la producciéon de los transcritos de la MMP-9 e
incrementan sélo la del TIMP-1 en los monocitos y macréfagos del humano, pero no en los
fibroblastos, lo que sugiere que estas citocinas actian de forma célula-especifica (Lacraz, 1993).

La biosintesis de la matrilisina por los monocitos y macrofagos de sangre periférica es
inhibida por la IL.-4, la IL-10 y el INF-y, por glucocorticoides (dexametasona) y retinoides (todos
los 4cidos trans-retinoicos), ya que al parecer la interaccidon del corticoide o retinoide con su
receptor interfiere directamente con la expresion del factor AP-1 reprimiendo la transcripcion
génica o por asociacion a c-fos o c-jun impidiendo asi su funcion (Matrisian, 1994, Busiek, 1995
Overall, 1994).

Recientemente se ha demostrado que la PGE, es capaz de inhibir la sintesis y secrecion de
la MMP-1 y -3 asi como del TIMP-1 en los cultivos de fibroblastos sinoviales de AR tratados

previamente con IL-1 (DiBattista, 1995).
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V. ANTECEDENTES

La colagena-PVP es la mezcla de coldgena porcina pepsinizada tipo [ y la
polivinilpirrolidona en una solucion amortiguadora de citratos que estabiliza el pH, irradiada por
rayos gamma. En condiciones de cultivo a 37°C y pH neutro el biofdrmaco no forma un gel y sus
propiedades electroforéticas, fisicoquimicas y farmacoldgicas se encuentran modificadas por la
unién covalente entre la colagena y la PVP. Se ha demostrado tanto in vifro como in vivo que el
compuesto actia diferente de como lo hacen sus componentes por separado (coligena y PVP)
como se ha descrito previamente (Chimal-Monroy, 1997). Este biofarmaco tiene efectos
moduladores sobre el metabolismo de la coldgena y su aplicacion mejora los procesos reparativos
de la piel v de otros tejidos. Lo anterior se ha determinado durante el tratamiento de heridas
quirirgicas en ratas Wistar, donde la coldgena-PVP aplicada intralesionalmente induce un
incremento del tejido de granulacion hasta el dia 7 posterior a la cirugia y produce una mejor
arquitectura tisular al dia 14 con respecto al grupo control. Esto incluye la presencia de anexos
cutaneos (glandulas sebaceas y foliculos pilosos) y un arreglo en la disposicion de las fibras de
coldgena, el cual es similar al de la piel normal (Krdtzsch-Gomez, 1993).

Asimismo, en las fracturas producidas en ratas induce la sintesis de osteopontina y
osteonectina acelerando la consolidacion 6sea (Almazan, 1996, Chimal-Monroy, 1998).

Por otro lado, se ha demostrado su eficacia en la resolucion de padecimientos fibrosantes
dérmicos, como las cicatrices hipertréficas en humanos, donde la aplicacién intralesional en dosis
de 0.2 ml por cada 5 cm de cicatriz, de forma semanal durante un periodo maximo de 6 meses, o
en una terapia preventiva, aplicado tres semanas antes y tres después de realizar una reseccion

quirdrgica. La evaluacion clinica incluy0 pardmetros tales como la eliminacién de la sensacion
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urente, el prurito, el dolor, el restablecimiento de la normocromia, el reblandecimiento y la
eliminacién del exceso de fibrosis de la cicatriz. En cuanto a los parametros histologicos se
observo una cantidad menor de la coldgena depositada, la recuperacion de la colagena tipo 111 de
la dermis papilar y un arreglo de las fibras semejante al de la piel normal, disminucién del
infiltrado celular y cotreccion del contorno epidérmico. Inmunohistoquimicamente, se evalué la
presencia de algunas citocinas pro-inflamatorias/fibrogénicas (IL-1p, TNF-a, TGF-31 v PDGF) y
de las MACs (ELAM-1 y VCAM-1) determinandose que todas estas proteinas se expresaron
abundantemente en el tejido de las cicatrices hipertroficas sin tratamiento, no asi en las tratadas
con el biofarmaco cuyos niveles fueron similares a los de la piel normal (Krdtzsch-Gomez, 1998).

Este efecto inmunomodulador de la colagena-PVP también fue observado en las lesiones
cutaneas de escleroderma tratadas con una aplicacién intralesional por semana‘ durante 12
semanas, mejorando su textura y apariencia. Histologicamente, se observd una remodelacion del
tejido fibroso que permitid el restablecimiento de la proporcidn de las coldgenas tipos [ y 111, la
recuperacion de la colagena tipo 11l de la dermis papilar, se conservo el contorno epidérmico v
ademas se presentaron anexos cutaneos. Inmunohistoquimicamente se determiné que la colagena-
PVP fue capaz de regular negativamente la expresion de IL-1B y ELAM-1. Con esto se concluyd
que ¢l biofarmaco mejora la arquitectura tisular de las manifestaciones cutaneas de escleroderma
y regula negativamente algunos de los parametros pro-inflamatortos (Barile, 1998).

Finalmente se han realizado algunos estudios de bioseguridad y farmacovigilancia asi
como andlisis clinicos y pruebas de laboratorio en voluntarios sanos y pacientes, no
encontrandose reacciones adversas o efectos secundarios aun después del uso prolongado de la
colagena-PVP (mas de 12 meses). Ademas se ha demostrado que el biofarmaco no produce ni

fibroproliferacion (Krdtzsch-Gdmez, manuscrito en preparacion) ni linfoproliferacion. Tampoco
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se ha determinado que posea o induzca algin efecto genotdxico (Furuzawa-Carballeda,

manuscrito en preparacion).
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VI JUSTIFICACION

La AR es una enfermedad de prevalencia considerable en la poblacion mexicana (1-3%). En la
actualidad aiin se desconoce(n) el(los) mecanismo(s) que inicia(n) y perpetian el proceso
inflamatorio. produciendo la sinovitis caracteristica de la AR. Sin embargo se conoce que dentro
de los signos patognomonicos se encuentran una exacerbacion de la sintesis y liberacion de las
citocinas pro-inflamatorias y de las proteasas, asi como [a inhibicién de la produccién de algunos
componentes del tejido conjuntivo de la sinovia y la degradacion de otros. Por ello con base en
los antecedentes farmacoldgicos del medicamento se sugiere que éste probablemente pudiese

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

La coldgena-PVP aplicada a los cultivos de la membrana sinovial de pacientes con AR, actuara
interrumpiendo el proceso de la inflamacidn a través de la modulacion de la produccién de

algunas de las citocinas pro-inflamatorias, de las colagenasas y de las moléculas de adhesién.
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VIIL. OBJETIVO GENERAL

Debido a que existen evidencias de que la adicién de proteinas de la MEC a cultivos de
linfocitos T es capaz de modular su respuesta (Easter, 1988, Rybski, 1989: Rieg, 1989; Cutolo,
1992), en el presente trabajo se analizara el efecto de una proteina de MEC modificada, la
colagena-polivinilpirrolidona (coldgena-PVP), sobre algunos parametros inflamatorios en
cultivos de membrana sinovial de pacientes con AR, enfermedad cuyo signo patognoménico es la

inflamacidn cronica.

IX. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el contenido total de colagena en las membranas sinoviales en cultivo con o sin
colagena-PVP al 1%.

e Analizar la histomorfologia de las sinovias en cultivo.

¢ Determinar el porcentaje relativo de las colagenas tipos I y 111 en el tejido sinovial.

e Evaluar la actividad colagenolitica total, dependiente e independiente del calcio en los
sobrenadantes del cultivo.

e Cuantificar los niveles del TIMP-1 en los sobrenadantes de cultivo.

e Evaluar la expresién de las moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 en el tejido sinovial.

e Cuantificar los niveles de IL-1B y TNF-a en los sobrenadantes de cultivo.
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X. MATERIALES Y METODOS

Membranas sinoviales de pacientes con AR y de individues sanos (No-AR). Se
obtuvieron las membranas sinoviales de 10 pacientes con AR, que cumplian con los criterios de
diagnéstico del Colegio Americano de Reumatologia (4rnett, 1988). Nueve de ellos fueron
mujeres con una edad promedio de 50 afios (50 + 17; promedio + DS, con un intervalo de 33 a
67 afios) y un tiempo de evolucién de la enfermedad de 15 + 6 afios. Las muestras fueron de
pacientes sometidos a un reemplazo de cadera o rodilla, quienes se trataron previamente con
farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad y anti-inflamatorios no esteroideos.

LLas membranas sinoviales de los individuos No-AR se obtuvieron de 3 sujetos varones y
2 mujeres polifracturadas los cuales fueron sometidos a cirugia, cuya edad promedio fue de 40 +
21 afios (intervalo de 19 a 61 afios). Este grupo control corresponde a los individuos que no
presentan evidencia de alguna enfermedad reumdtica o procesos asociados con inflamacién
crénica.

Todas las muestras se obtuvieron con el consentimiento previo e informado de los
pacientes y con la respectiva aprobacion 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 determing histolégicamente. El tejido sinovial se separd de la
grasa, el hueso y el cartilago y se fragmenté en segmentos de aproximadamente 7 mm’. 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 um de diametro de poro (Costar) y 500 ul de RPMI-1640, con 10% suero fetal
de ternera inactivado (HyQ cell cultures Reagents) y 100 U de penicilina/10 mg de
estreptomicina/25 ug de anfotericina B/ml (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO). De 25 a 30 de
los fragmentos se cultivaron sin coldgena-PVP representando a los culfives control, mientras
otros 25 a 30 fragmentos de la membrana sinovial del mismo paciente se cuitivaron durante 7
dias con coldgena-PVP al 1% dializada (6 ng/ml de colagena). Los cultives se realizaron por
duplicado para cada una de las pruebas y se incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% CO,/95%
aire. El sobrenadante y los tejidos fueron recuperados al dia 3, 5 y 7 y se conservaron a -70°C
hasta su uso (Figura 4).

Determinacion del contenido total de colagena. La determinacion del contenido total de
colagena en las membranas sinoviales se llevo a cabo de acuerdo al micrométodo de Woessner
(1961). Para ello se prepard una solucién con 25 mg de L-hidroxiprolina (SIGMA) en 250 m! de
HCI1 0.001 N. Los estandares para la curva patrén se obtuvieron mediante la dilucién de la
solucion anterior con agua para obtener concentraciones de 0 a 100 pg/ml de L-hidroxiprolina. El
amortiguador de Acido citrico se prepard diluyendo 50 g del 4cido monohidratado, 12 ml de acido
acético glacial, 120 g de acetato de sodio trihidratado y 34 g de hidréxido de sodio, en un
volumen final de 1 It de agua destilada y el pH se ajusté a 6.0. De los tejidos homogenados se
tomaron 250 ul a los cuales se les adicionaron 250 pl de HC] 12 N. Las muestras se hidrolizaron
durante 48 horas a 104°C. Posteriormente se evaporo el acido y el hidrolizado se resuspendié en
100 pl de agua destilada. De la suspensién se tomaron 5 pl y se agregaron 195 ul de agua
destilada. La oxidacion de la hidroxiprolina se inici¢ adicionando 100 pl de una solucién de
cloramina T 0.05 M (1.41 g de p-to!uensuifoncloramida de sodio de SIGMA, disuelta en 20 ml de

agua destilada, 30 ml de metilcelosolve o etilenglicolmonometil éter de MERCK, Darmstat y 50
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ml del amortiguador de acido citrico). Los contenidos de los tubos fueron mezclados y se
incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. La oxidacion con la cloramina T se detuvo
adicionando 100 pl de una solucién de acido perclorico 3.15 M ¢ incubando por 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se agregaron 100 ul de una solucién de p-
dimetilaminobenzaldehido al 20% (SIGMA) en metilcelosolve. Los tubos se incubaron en un
bafio de maria a 60°C durante 30 minutos y despu€s se mantuvieron a 4°C. El desarrollo del color
fue estable durante 1 hora. Las reacciones se leyeron en un colorimetro a 557 nm vy los resultados
se interpolaron en la curva patrén de hidroxiprolina. La normalizacion de los datos obtenidos se
llevo a cabo considerando la concentracién del ADN total del tejido cultivado.

Histologia. Los tejidos se tifieron de acuerdo a la técnica de Herovici (/963), en la cual
una mezcla de 4acido picrico, azul de metilo y fucsina acida permiten la diferenciacién de la
agregacion de las fibras de colagena tipo I (haces mas gruesos en su mayoria) que se tifien en
magenta y las de tipo III en azul (haces mas delgados).

SDS-PAGE con reduccién retardada. Para la determinacion del porcentaje relativo de
las colagenas tipos | y I1I se emplearon homogenados de tejido, los cuales se trataron durante 72
horas con 10 pl de pepsina (100 mg/ml en acido acético 5 M) en agitacion suave a 4°C.
Posteriormente las muestras se dializaron en una soluciéon de 4icido acético 5 mM. De los
dializados se tomaron 20 pul y se diluyeron volumen a volumen con el amortiguador de carga de
Laemmli (/970). Estos se desnaturalizaron en un bafio de maria durante 5 minutos. Después
fueron centrifugados y del sobrenadante se corrié un gel de poliacrilamida al 7.5% a 60 mA. La
electroforesis se interrumpié cuando el frente del colorante se encontraba a 7 mm en el gel
separador y a cada carril se adicionaron 5 pl de PB-mercaptoetanol al 20% (glicerol, agua

destilada, B-mercaptoetanol, SDS al 10%, amortiguador de Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8). El gel se
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incub¢ durante 15 minutos y se continuo el corrimiento. Finalmente los geles se tifieron con una
soluciéon de nitrato de plata y se realizo el analisis densitométrico para las bandas a,(I), o, (I} y
o, (IIl) (Sykes, {976).

Determinacion de la concentracion de ADN. La evaluacion del contenido de ADN de
las ‘muestras se llevo a cabo de acuerdo al método de Labarca (/980), que a continuacidn se
describe brevemente: se tomaron 100 pl de las muestras de tejido homogenadas, los cuales se
adicionaron a 2.8 ml de un amortiguador de fosfatos 0.05 M, con cloruro de sodio 2 M a un pH de
7.4 y de 3 pl de una solucién a 100 pg/ml del reactivo de Hoechst 332584 . El blanco de reactivos
se prepard con el amortiguador de fosfatos y el equivalente del reactivo. Se realizé una curva
patron con ADN de timo de ternera (MERCK), cuyos intervalos incluyeron las concentraciones
de 100 ng a 1 pg de ADN. La lectura se realiz6é en un fluorémetro a 360 nm de excitacion y 460
nm de emisién.

Determinacién de la actividad colagenolitica. Para determinar la actividad
colagenolitica total se emplearon 140 pl del sobrenadante del cultivo, los cuales se incubaron
durante 24 horas a 35°C con 100 pl de un amortiguador de Tris-HCI 0.050 M, NaCl 0.20 M, N-
etilmaleimida 0.005 M, glucosa 0.4 M y CaCl, S mM, pH 7.8 y 5 ul de N-[propionato-2,3-*H]-
colagena tipo I de rata (AMERSHAM LIFE SCIENCE, Buckinghamshire, Eng) con una
actividad especifica de 4 000 cpm. Para determinar la actividad colagenolitica independiente del
calcio los sobrenadantes se incubaron en el mismo amortiguador, salvo que el CaCl, se substituyé
por EDTA 10 mM. Posteriormente, la reaccién se detuvo adicionando 50 p! de o-fenantrolina 80
mM diluida en dioxano/agua (v/v). Las proteinas de las muestras se precipitaron agregando 500
ul de dioxano y se centrifugaron a 9 000 g, durante 15 minutos a 4°C. Del sobrenadante se

tomaron alicuotas de 500 pl, se mezclaron con 2 500 pl de liquido de Bray y se determinaron las
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cpm en un contador de centelleo (Beckman, modelo LS 1801, Fullerton, CA). Durante el ensayo
se corrid un control negativo en ¢l que se sustituy6 el sobrenadante de cultivo por agua destilada.
La actividad colagenolitica dependiente de caicio se calculd como la diferencia de la
actividad colagenolitica total (aquella obtenida en el amortiguador de CaCl,) menos la actividad
colagenolitica independiente de calcio (aquélla obtenida en el amortiguador de EDTA). La
actividad se expresé como las cpm/24 horas a 35°C/pg de ADN (Murawaki, 1990).
Cuantificacion de los niveles del TIMP-1. La concentracion del TIMP-1 se determiné en
los sobrenadantes de cultivo diluidos entre 5 a 20 veces con el amortiguador empleado para la
curva patron, a través de un ensayo inmunoenzimatico de tipo ELISA en fase solida
(AMERSHAM). Cien pl de las diluciones del estandar del TIMP-1 o de las muestras de los
sobrenadantes de cultivo fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente en las placas
que previamente tenian unido un anticuerpo anti-TIMP-1. Posteriormente las placas se lavaron y
aspiraron, y se les adicionaron 100 pl de un anticuerpo anti-TIMP-1 humano acoplado a la
peroxidasa. Lo anterior se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. El TIMP-1 unido a la
fase solida se detecté a los 30 minutos de incubacion por la reaccion de la peroxidasa sobre 100
ul del substrato 3,3°,5,5°-tetrametilbencidina, peroxido de hidrogeno al 20% (v/v) vy
dimetilformamida. La reaccidn se paré empleando 100 pl de una solucion de H,SO, 1 M. La
lectura se realizé a 450 nm de longitud de onda. El sistema reconocié con la misma reactividad
no solo al TIMP-1 libre, sino también ¢l complejo con la pro-MMP-9 las formas activas de
MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9. La sensibilidad del sistema fue de 1.25 ng/ml, y la
linearidad obtenida entre los 3.13 ng/ml y los 60 ng/ml. La correccion de los resultados se llevo a

cabo a través de la concentracion de ADN del tejido.
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Cuantificacion de los niveles de IL-1B y TNF-a. La concentracién de la IL-1§ y el
TNF-a se determind en los sobrenadantes de cultivo con un ensayo inmunoenzimitico de tipo
ELISA en fase solida (AMERSHAM). Cincuenta ul de las diluciones del estandar de la IL-1pB o
del TNF-ct, o las muestras de los sobrenadantes de cultivo y 50 ul de un anticuerpo anti-citocina
acoplado con biotina fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente en las placas que
previamente tenian unido un anticuerpo anti-citocina. Posteriormente las placas se lavaron y
aspiraron, y se les adicionaron 100 ul de un complejo de avidina-peroxidasa el cual se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron, aspiraron y se les aplicaron
100 pl del substrato 3.3°,5,5 -tetrametilbencidina, perdxido de hidrogeno al 20% (v/v) y
dimetilformamida. Se incubaron durante 30 minutos en la obscuridad. La reaccién se pard
empleando 100 pl de una soluctén de H,SO, 0.18 M. La lectura se realizé a 450 nm de longitud
de onda. En este sistema de ELISA la sensibilidad fue <1 pg/ml (0.05 pg/pozo) para la IL-1B y <5
pg/mi (0.25 pg/pozo) para el TNF-a. La correccion de los resultados se llevd a cabo a través de la
concentracion de ADN del tejido.

Inmunohistoquimica. Para la técnica de inmunoperoxidasa se emplearon criocortes
fijados con acetona absoluta durante 3 minutos. Posteriormente los tejidos se incubaron con una
solucion de H,0, al 3 % (JT Baker) durante 20 minutos. Los sitios de pegado inespecifico fueron
bloqueados con albiimina de huevo al 3% (SIGMA) durante 30 minutos a temperatura ambiente en
camara himeda. Los tejidos se incubaron durante 18 horas con el anticuerpo primario, una
inmunoglobulina monoclonal de tipo IgG/k preparado en ratén anti-VCAM-1 o -ICAM-1 humanas
(GENZYME Corporation, Cambridge, MA) a una concentracién de 10 pug/ml y a 4°C. Como
anticuerpo secundario se empleé una IgG anti-inmunoglobulina de ratdén biotinada preparada en

caballo (VECTASTAIN Elit ABC kit, Vector Lab, CA),‘ las criosecciones se incubaron durante 1
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hora a temperatura ambiente en cdmara humeda. A continuacion se empled el complejo avidina-
peroxidasa (VECTASTAIN Elit ABC Kit, Vector Lab), con el que se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. La reaccién se desarrollé cubriendo los tejidos durante 10 minutos con una
solucion de 6 mg de diaminobencidina en 10 ml de Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4 y 10 ul de H,0, que
produce un precipitado color sepia en las células’ inmunorreactivas. Las muestras se contratifieron
con hematoxilina de Harris durante 10 minutos, se deshidrataron con alcohol y xileno y finalmente
se montaron con resina. Durante el ensayo se corrié un control negativo en el gue se sustituy6 el
primer anticuerpo por uno no relacionado (suero normal de humano diluido 1:100) y un blanco de
reactivos en el que se reemplazé el anticuerpo primario por albiumina 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 dia del cultivo. La expresion de las moléculas de adhesion se reportd determinando el
numero de células inmunorreactivas al anticuerpo de un total de 400 células en los vasos
sanguineos (células endoteliales, CMNs en el lumen o perivasculares) y las células dispersas
(infiltrados inflamatorios intersticiales y células mesenquimaticas) a lo largo de un campo (10X).
Los valores representan el promedio del porcentaje de las células inmunorreactivas + error
estandar (ES) (Furuzawa-Carballeda, 1999a).

Andlisis estadistico. Todos los experimentos fueron realizados al menos por duplicado.
La asociacion entre las variables cuantificables se determiné empleando la prueba r de Student
pareada. Los resultados expresan el promedio + ES, donde p<0.05 fueron consideradas como

estadisticamente significativas.
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XI. RESULTADOS

Efecto de la colagena-PVP en la proliferacion celular del tejido sinovial en cultivo.
Para determinar si el biofarmaco producia un efecto a nivel de la proliferacion celular o bien
directamente en el metabolismo, se procedio a cuantificar el contenmido de ADN de los cultivos de
sinovias de individuos sanos (No-AR) y de pacientes con AR, con o sin colagena-PVP al 1%
aplicada al cultivo durante los 7 dias. En la determinacién no se encontraron diferencias en la
concentracién del ADN en los cultivos de sinovias No-AR y la mayoria de las AR, entre los
cultivos control y los tratados con colagena-PVP (Tabla I). Lo anterior sugiere que la accion del
biofarmaco en los cultivos de membranas sinoviales de pacientes con AR se debe a su efecto
sobre el metabolismo, mas que a la modificacién del nimero celular. Es de hacer notar que el
contenido de ADN en los cuitivos 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 1. Contenido de ADN en los cultivos de tejido sinovial de individuos No-AR y de pacientes

con AR 1
Tratamiento  Control Colagena- Control Colagena- Control Colagena-
PVP PVP PVP
Dia 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 1 0.9+0.4 1.5+0.2 1.6+0.3 1.5+0.6 1.2+£0.4 1.1+0.5
AR 2 3.5+1.1 45+1.6 1.4+0.8 1.9+0.0 2.3+13 7.9+1.3%*
AR3 1.2+1.0 5.010.7** 1.210.0 2.6+0.5 1.64+0.9 1.0+0.1
AR 4 1.2+1.1 5.1+3.2 1.14+0.2 2.0+1.2 1.0+0.1 3.5+0.4
AR5 1.940.8 5.0+0.9%+ 2.9+1.5 3.9+1.5 3.943.0 2.240.7
AR 6 8.845.3 4.743.1 1.4+0.2 5.8+1.4 4.7+1.7 6.416.7
AR 7 2.4+1.5 5.2+0.8 2.2+1.0 5.8+1.2%* 2.740.4 4.6+0.5
AR 8 0.240.1 0.7+0.1 0.5+0.5 0.8+0.1 0.4+0.3 0.5+0.3
AR9 0.2+40.1 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
AR1% 23428 34424 1.440.9 2.6+2.1 1.9+1.7 3.043.0

TContenido de ADN (pg/ml) en los homogenados de 3 a 5 mg de tejido sinovial.

*Los resultados representan el promedio + DS de los duplicados de los cultivos de membrana

sinovial de 5 individuos No-AR.

{Los resultados representan el promedio + DS de los duplicados de los cultivos de membrana

sinovial de 10 pacientes con AR.

+#5=0.05
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Efecto de la coligena-PVP ¢n el contenido total de coligena en los cultivos de
sinovia. Con el fin de determinar si la colagena-PVP era capaz de modificar el contenido total de
colagena, éste fue cuantificado en los cultivos control versus sus respectivos cultivos tratados
durante 7 dias con el biofarmaco al 1%, tanto en las membranas sinoviales de individuos sanos
como en las de los pacientes con AR. No se encontré ninguna diferencia‘entre los cultivos de
sinovias No-AR control y las tratadas (Figura 5a) asi como tampoco en las de AR, en los
diferentes dias de cultivo (Figura 5b). Sin embargo en el dia 3 de cuitivo la cantidad de colagena

en las membranas sinoviales de pacientes con AR fue menor.
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Figura 5. Contenido rotal de coldgena. Este se cuantificé a través de una reaccion colorimétrica en
hidrolizados dcidos 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 dias de
cultivo, en cada una de las muestras de a, No-AR (n=5) v b, de los pacientes con AR (n=10). Los datos
obtenidos fueron normalizados de acuerdo al comtenido en microgramos de ADN de las muestras

correspondientes.
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Datos histolégices. Los datos histologicos obtenidos indican que las membranas
sinoviales de las muestras No-AR no sufrieron cambio alguno en cuanto a su arquitectura tisular,
aun después de la aplicacion de la coldgena-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 observo
modificacion ni tampoco se determinaron cambios en el nimero o composicion de los infiltrados
inflamatorios en los cultivos tratados versus los no tratados. Lo anterior sugiere que la aplicacion
del biofarmaco no modificé el recambio de las fibras que potencialmente podrian ser de
colagenas tipos [ y III, ni indujo un dafio o cambio al menos aparente en la arquitectura tisuiar 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
coldgena tipo I en los dias tercero, quinto y séptimo de cultivo (fibras en rojo; Figura 6¢). Sin
embargo las membranas sinoviales tratadas con colagena-PVP al 1% presentaron una
disminucion de los haces gruesos de coldgena tipo I con un concomitante incremento de haces
mas delgados, potencialmente de coldgena tipo Il (fibras en azul, Figura 6d) de manera tiempo
dependiente. La proporcién de las coldgenas 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 teiiidas con la téecnica de Herovici

Sinovias No-AR Sinovias AR
Control Coligena-PVP Control Coliagena-PVP

Figura 6. Efecto de la coligena-PVP en los cultivos de membrana sinovial tefiidos con I técnica de Herovici. Las
fibras en rojo representan a la coldgena tipo I, las azules a la coldgena tipo 1l a. represenia el cultivo conirol de un
individuo No-AR. b, representa el cultivo tratado con coldgena-PVFP al 1% de un individuo No-AR. ¢, cultive control
representativo de una sinovia de un paciente con AR. d, cultivo representativo de una sinovia de un paciente con AR
tratado con el biofidrmaco. Los nitmeros 0, 3 v 7 se refieren af dia de cultivo, La barra representa 100 ym.
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Efecto de la coldgena-PVP sobre el porcentaje relativo de las coligenas tipo I y III.
Para determinar si habia alguna relevancia en los resultados histolégicos obtenidos con respecto
al cambio en las proporciones de las colagenas tipos [ y 111, en las membranas sinoviales No-AR
v en las de los pacientes con AR tratadas con el biofirmaco durante el cultivo, se procedié a
realizar una SDS-PAGE con reduccién retardada. Bajo estas condiciones de reduccién los
puentes disulfuro intercadena de la colagena tipo III se escinden liberando los monémeros o, (II1),
los cuales migran mas lentamente que las cadenas a (1) (Figura 7a). El anélisis densitométrico
de los geles mostré que en los cultivos de sinovias de individuos No-AR no se modificaron los
porcentajes relativos de las coldgenas aun a pesar del tratamiento con el biofairmaco. Asimismo
los cultivos control de las sinovias de los pacientes con AR no sufrian ninguna modificacién en
cuanto a sus proporciones relativas de las colagenas tipos I y III, donde la coldgena tipo III se
presentaba en muy bajo porcentaje. Sin embargo las sinovias en cultivo tratadas durante 7 dias
con la coldgena-PVP al 1% presentaban una recuperacién en el contenido de colagena tipo 111,
alcanzando una concentracién similar a la observada en las membranas sinoviales de individuos
No-AR (Figuras 7b y 7c). Este incremento fue 1.7 veces mayor en el dia 7 de cultivo y el valor

fue estadisticamente significativo.
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Figura 7. Efecto de la coligena-PVP en el contenido de las coldgenas tipos I'y Il en los cultivos de sinovia. a,
SDS-PAGE con reduccidén retardada de un cultivo de tejido sinovial de un paciente con AR Col: muesira de
coldgena tipo I obtenida de Pentapharm (Basel, Switzerland); (-) cultivos control; (+) cultivos tratados con
coldgena-PVP al 1%. Los resultados representan el promedio + ES de los cultivos tratados con el biofdrmaco o
conirol realizados por duplicado, en cada uno de los dias de cultivo y para cada una de las muestras de b, No-AR
(n=35) v de ¢, los pacientes con AR (n=10). Las barras grises representan del porcentaje de coldigena tipo I *p <
2.0009.
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Efecto de la colagena-PVP sobre la actividad colagenolitica en los sobrenadantes del
cultive de sinovias con AR. Durante la progresion de la AR la actividad proteolitica en el sitio
de la inflamacion 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 colagenolitica total. Los resultados mostraron que la
colagena-PVP aplicada durante 7 dias a los cultivos fue capaz de disminuir los niveles de
degradacion de la *H-colagena (Figura 8a).

Asimismo, los niveles de colagenasas independientes del calcio, atribuidos a la catepsina
G y/o a la elastasa de neutréfilos debido a las condiciones de pH y temperatura a las que se llevé
a cabo la reaccion (Murawaki, 1990), fueron menores en los sobrenadantes de los cultivos
tratados que en los controles (Figura 8b).

Por su parte, la actividad colagenolitica dependiente del calcio (MMPs) disminuyd
ligeramente en los sobrenadantes de los cultivos tratados con respecto a los controles, sin
embargo los niveles no fueron estadisticamente significativos (Figura 8c).

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 colagenoliticas podrian encontrarse
involucradas con la misma intensidad en la degradacion acelerada del tejido conjuntive de la
articujacion.

Finalmente, se realizd el cociente entre €l contenido total de colagena y la actividad

colagenolitica total. Lo anterior permiti¢ establecer como se encontraba potencialmente el
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depésito de colagena con respecto a su posible proporcion de degradacion. Asi, se sugirié que la

coldgena-PVP probablemente permitia la recuperacién de la colagena (Figura 8d).
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Figura 8. Efecto de la coldgena-PVP sobre la actividad celagenolitica de los cultivos de sinovia de
pacienies con AR. a, Actividad colagenclitica total en los sobrenadantes de cultivo control y tratados con el
biofarmaco, incubados con el amortiguador de CaCl, (*p<0.05). b, Actividad colagenolitica independiente
de calcio en los sobrenadantes de cultivo incubados con el amortiguador de EDTA (*p<0.008). ¢, Actividad
colagenolitica dependiente de calcio en los sobrenadantes de cultivo, que corresponde a la diferencia de la
actividad colagenolitica total menos la independiente de calcio. d, Cociente entre el contenido total de
coldgena y la actividad colagenolitica total (*p<0.04). Los resuftados representan el promedio + ES de los
cultivos tratados con coldgena-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=10).
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Efecto de la coligena-PVP sobre la produccion del TIMP-1 liberado a los
sobrenadantes del cultivo por las membranas sinoviales de AR. Los niveles de TIMP-1
fueron cuantificados en los sobrenadantes de los cultivos de las sinovias de pacientes con AR no
tratados o tratados durante 7 dias con colagena-PVP al 1%, a través de un ensayo
inmunoenzimatico de tipo ELISA. Mediante dicha determinacion se encontré que los niveles del
TIMP-1 en los sobrenadantes de los cultivos a los que se adiciond la colagena-PVP fueron 1.7
veces menores en el dia 7 que en los no tratados con el biofarmaco (Figura 9a). Asimismo, se
determino el cociente de la actividad colagenolitica dependiente de calcio atribuible a fas MMPs
y el TIMP-1 (Figura 9b). Lo anterior permiti0 establecer que esta disminucion en la
concentracion del TIMP-1 no necesariamente podria encontrarse relacionada con un incremento
en la actividad proteolitica, ya que la proporcidn de los cocientes de los cultivos tratados fue
similar a la de los controles, sin embargo las actividades colagenoliticas fueron menores en los

cultivos tratados versus los controles.
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Figura 9. Efecto de la coligena-PVP sobre la produccion del TIMP-1 en los cultives de sinovia de
pacientes con AR. a, Concentracidn del TIMP-1 en los sobrenadantes de los cultivos (*p=0.04}. b, Cociente
enlre la actividad colagenolitica dependiente de calcio (MMPs) y la concentracién del TIMP-1. Los
resultados representan el promedio + ES de los cultivos tratados con coldgena-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=10j.
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Efecto de la coligena-PVP sobre la expresion de las moléculas de adhesién en los
cultivos de membrana sinovial. Para establecer el estado inflamatorio del tejido sinovial, se
determind la expresion de dos moléculas de adhesién de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
ICAM-1 v VCAM-1, asociadas a procesos inflamatorios cronicos.

Ademas, con el fin de determinar si la coldgena-PVP modificaba la expresion de la
molécula inflamatoria ICAM-1, y asimismo de conocer la expresién 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 encontro que la expresion de ICAM-1 no se modificaba en los
cultivos tratados con respecto a los control en los vasos sanguineos (CMNs'en el lumen y en la
periferia pero en contacto intimo con las células endoteliales de los vasos sanguineos, asi como
las células endoteliales), y que el nimero de células inmunorreactivas fluctuaba entre el 11 y el
18% (Figura 10a).

El tratamiento con el biofarmaco de los cultivos de las sinovias de los pacientes con AR
mostrd una regulacién negativa en la expresion tanto de ICAM-1 como de VCAM-1 a niveles
estadisticamente significativos (Figura 10b y 10c). Esta disminucién fue mdas importante para
VCAM-1 ya que el efecto se observé desde el dia 3 de cultivo tanto en las células de los vasos
sanguineos como en las células dispersas (infiltrados inflamatorios intersticiales y células del
mesénquima) (Figura 10c).

Por su parte, se determind que la expresion de ICAM-1, en los cultivos tratados de
membranas sinoviales de pacientes con AR disminuy6 tanto en las células de los vasos
sanguineos como en las células dispersas de forma tiempo dependiente (Figura 10b), hasta casi
alcanzar el numero de células inmunorreactivas observadas en los cultivos de sinovia de

individuos No-AR.
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Figura 10. Expresion de ICAM-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 expresion de ICAM-1 v de
VCAM-1 se determing cuantificando el niimero 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, Expresion de ICAM-1 en los vasos sanguineos de individuos No-AR (n=3). b,
Expresion de ICAM-1 en los vasos sanguineos y las células dispersas en el tefido sinovial de los pacientes
con AR (n=10; *p<0.04). ¢, Expresion de VCAM-1 en los vasos sanguineos (*p<0.05) y las células
dispersas (*p<0.03) en el tejido sinovial de los pacientes con AR (n=10).
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Cuantificacion de citocinas en el sobrenadante del cultivo del tejido sinovial de
pacientes con AR. Debido a que la actividad colagenolitica, la expresion del TIMP-1 y de las
moléculas de adhesion se presentaron reguladas negativamente en los cultivos tratados con
colagena-PVP, se sospechd que muy probablemente la expresion de la IL-1B y el TNF-a se
encontraba también modificada. Asi la concentracién de estas citocinas artritogénicas se
cuantificé en los sobrenadantes del cultivo a través de un ensayo inmunoenzimético de tipo
ELISA. La determinacién mostré que los niveles de la IL-1 en los cuitivos tratados fueron 3
veces menores que en los controles (Figura Ila), mientras que los de TNF-o en los cultivos

tratados fueron 4 veces menores con respecto de los no tratados (Figura 11b).
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Figura 11. Efecto de ia coldgena-PVP en la expresidn de citocinas en los sobrenadantes de cultive de sinovias
de pacientes con AR. a, Expresion de IL-183 (*p=0.05). b, Expresion de TNF-a (*p=0.03). Los resultados
representan el promedio + ES de los cultivos tratados con coldgena-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=10) .



XII. DISCUSION

En el presente trabajo se evalud el efecto de una proteina de MEC, la colagena tipo [
polimerizada (colagena-PVP) sobre algunos parametros pro-inflamatorios asi como sobre las
actividades colagenoliticas en el tejido sinovial de pacientes con AR.

Lo anterior se llevo a cabo debido a que en estudios previos se habia demostrado que la
adicion de proteinas de la MEC modificaba la respuesta de células T in vitro (Easter, 1988;
Rybsky, 1989; Riieg, 1989).

Por otro lado, en un ensayo preclinico se determind que la aplicacion de colagena-PVP en
la regeneracion 6sea de fémures de rata modulaba la produccion de proteinas de la MEC, tales
como osteopontina y osteonectina (SPARC), lo que sugiri¢ que el probable efecto del biofirmaco
era a través de la regulacion de los factores de crecimiento sintetizados por las células
mesenquimaticas induciendo una sefial que modificaba la migracién, proliferacion y
diferenciacion de las células condrogénicas y osteoblasticas, acelerando la consolidacion 6sea
(Almazdn, 1996; Chimal-Monroy1998).

Asimismo, en ensayos clinicos de fase [ se demostré que la colagena-PVP poseia
propiedades moduladoras del recambio de otras proteinas de la MEC, particularmente de las
coldgenas tipos I y IiI, asi como de regulacién negativa de la sobreproduccion de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, TNF-a, y PDGF-AB) y de moléculas de adhesién (ELAM-1) en la
inflamacion crénica de las cicatrices hipertroficas (Kréotzsch-Gomez, 1998) vy las lesiones cutaneas
de escleroderma (Barile, 1998). Cabe resaltar que dentro de las caracteristicas de accién del
biofdrmaco se encuentran la recuperacion de los niveles basales de produccién dichas citocinas y

MACs en estas patologias fibrosantes dérmicas.
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Basados en el marco tedrico anterior, resultd logico el evaluar el posible efecto anti-
inflamatorio del biofarmaco en tejidos de sinovia con una inflamacién crénica recurrente, la AR.
El estudio consistio de dos partes: la primera en la que se evalud si el farmaco modificaba algunas
de las respuestas dei tejido sinovial de individuos No-AR en las condiciones en que se llevaron a
cabo los cultivos. Para ello se realizaron cultivos sin coldgena-PVP y de forma pareada y paralela
cultivos con ¢l biofarmaco al 1%. La segunda parte del estudio consistio en evaluar el efecto de la
colagena-PVP en el tejido sinovial cuyo antecedente era la presencia de una proceso inflamatorio
crénico (AR).

La adicién de la colagena-PVP al 1% a los cultivos de sinovias de individuos No-AR no
indujo ningiin cambio en la proliferacion celular, ni en su metabolismo, cuya evaluacién incluyd
la determinacion de pardmetros tales como: cambios en las proporciones relativas de las
colagenas tipos I y III, en el contenido total de colagena y en la expresion de ICAM-1. Los
resultados anteriores demuestran que la coldgena-PVP al 1% adicionada a los cultivos no fue un
agente toxico, no modificé la fisiologia del tejido, ni su morfologia.

Por otra parte, en los cultivos de tejido sinovial de pacientes con AR, el biofarmaco
modificé el patron histolégico y bioquimico de la fibrosis, ya que si bien no indujo un cambio en
el contenido total de colagena, si produjo una recuperacién de la coldgena tipo III a niveles
-similares a los determinados en el tejido sinovial No-AR. Ademas, la colagena-PVP disminuyd ia
acumulacion de los haces gruesos de colagena y establecié 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 ¢ integridad de los tejidos. Asimismo, los

componentes de la matriz regulan muchas de las funciones celulares entre las que se incluyen el
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fenotipo, la diferenciacion, la migracién, la actividad mitogénica, la activacién celular, la
apoptosis y la sintests de macromoléculas (Hynes, 1992; Adlmazdn, 1996, Chimal-Monroy!998).

Ademas, la MEC también provee un soporte mecanico, elastico vy de adhesion para las
células de la intima y los capilares; influencia la adhesion de las células de la subintima, su
proliferacién y comportamiento; asimismo produce una resistencia hidraulica previniendo asi el
escape rapido del liquido 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 proteoliticas, particularmente las colagenasas, disminuyeron en los
cultivos de sinovia tratados con colidgena-PVP, alterando asi el balance en el recambio de
proteinas de la MEC, hacia el depdsito y el restablecimiento del contenido de coldgena tipo III. Si
bien la actividad colagenolitica calcio dependiente disminuyd, los niveles alcanzados no fueron
muy diferentes de los encontrados en los cultivos control. Sin embargo la actividad colagenolitica
calcio independiente, probablemente debida a la elastasa de neutrofilos y/o a la catepsina G,
disminuyé a niveles estadisticamente significativos. Es importante hacer énfasis en que la
participacion no soélo de las MMPs sino también de otras enzimas independientes del calcio
podria ser importante durante la progresion de la enfermedad. Asi, esta disminucion en las
actividades colagenoliticas, podria contribuir a evitar una de las mas importantes secuelas de la
sinovitis, la invasidn del cartilago y el hueso por los sinoviocitos del pannus.

La adicion de colagena-PVP a los cultivos también indujo una disminucién en la
produccion del TIMP-1 de forma tiempo dependiente, probablemente debida a la regulacion
negativa de la expresion de citocinas pro-inflamatorias (Wang, 1995). Aunque este resultado
podria ser controversial, ya que la disminucion en la concentracion del TIMP-1 sugiere que las

MMPs pudiesen encontrarse libres y activas, se debe considerar que:
56



a) se ha demostrado que este inhibidor es un factor inductor de la proliferacion de fibroblastos.
los cuales contribuyen a la acumulacidn excesiva de colagena produciendo fibrosis (Kikuchi,
1997) y,

b) el cociente entre la actividad colagenolitica dependiente del calcio (MMPs) vy la concentracion
del TIMP-1, sugiere que la actividad colagenolitica no se incrementé debido a la disminucion en
los niveles del inhibidor, ya que las proporciones de MMPs/TIMP-1 se mantienen a niveles
semejantes a los de los cultivos control. Asi pues, la posible disminucton en la proporcién de la
degradacion de la colagena podria permitir una recuperacién de la homeostasis tisular.

La invasion de las células del pannus y la fibrosis son dos eventos que se encuentran
enfatizados por una relacién directa entre la intensidad de la infiltracion de células inflamatorias y
el dafio erosivo producido por las enzimas proteoliticas y las interacciones célula-célula y célula-
MEC a través de las moléculas de adhesion. Estas moléculas son importantes en el
mantenimiento y organizacion de la membrana sinovial y son esenciales para la estructura e
integridad del tejido, el movimiento celular y la activacién. De hecho, actualmente se reconoce
que la sinovia de pacientes con AR sobrexpresa ICAM-1 y VCAM-1 (Cicuttini, 1994, Paleolog,
1996, Kienzle, 1998; Lambert, 1998, Furuzawa-Carballeda, 1999a,b) y que estas moléculas son
reguladas positivamente por las citocinas pro-inflamatorias (Lindsley, 1993, Cicuttini, 1994,
Paleolog, 1996). Sin embargo, después del tratamiento con colagena-PVP se observo una
disminucion en el porcentaje de expresion 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 regulacion negativa en la expresion de las moléculas de
adhesion podria disminuir la activacidén endotelial, con la consiguiente reduccion en la migracion

leucocitana a la articulacion sinovial.
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Finalmente, nos enfocamos en dos citocinas pro-inflamatorias/fibrogénicas, la IL-1p y el
TNF-, debido a que en cultivos de CMNs de pacientes con AR en suspension también se ha
detectado la produccion espontinea de IL-la e IL-1B (ARNm y proteinas) a niveles elevados
durante muchos dias sin estimulacion exégena (Brennan, 1989). Estas citocinas artritogénicas se
encuentran también relacionadas con el inicio y las exacerbaciones de la enfermedad en los
ensayos in vitro (Gowen, 1983, Wakisaka, 1998) y en los modelos murinos (Van De Loo, 1992,
Cooper, 1992). Asimismo, inducen la produccion y secrecion de mediadores inflamatorios tales
corno la prostaglandina E, (PGE,), también participan en la destruccién del cartilago articular y Ia
erosion dsea (Sklatavala, 1985; Schneider, 1994, Tetlow, 1998, Wakisaka, 1998).

Ademas a través de la secrecion de citocinas, los sinoviocitos tipo A pueden estimular la
proliferacion y activacion de fibroblastos los cuales a su vez inducen y/o incrementan la sintesis
de otras citocinas (GM-CSF, IL-6 e IL-8), proteasas, moléculas de adhesion y otras PGs,
incrementando el CPH-DR y activando a las células B y T (Schneider, 1994, Athanasou, 1993,
Paleolog, 1996; Wakisaka, 1998).

En este estudio se encontrd que el tratamiento de los cultivos de sinovia con coldgena-
PVP disminuyé los niveles de IL-1p y TNF-a en el sobrenadante, participando en la interrupcioén
del proceso inflamatorio a través de ejercer un efecto en el metabolismo celular. Lo anterior es
consistente con lo obtenido en el analisis ex vivo de las biopsias de piel de cicatrices hipertroficas
tratadas con el biofdrmaco (Krdtzsch-Gomez, 1998).

Es probable que la cuantificacion de las actividades colagenoliticas, la expresion de
TIMP-1 y de citocinas en el medio de cultivo no refleje necesariamente la produccion total de los
explantes, especialmente debido a la accesibilidad de cada glicoproteina en el medio de cultivo,

va que es posible que estas glicoproteinas 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-
MEC permitiendo asi evaluar el comportamiento celular en condiciones casi similares a las
observadas en el tejido in vivo.

Basados en los resultados obtenidos, sugerimos que la colagena-PVP adicionada a los
cultivos de sinovia de AR, es capaz de modular la degradacion de la colagena. Lo anterior debido
a que la actividad colagenolitica disminuye, asi como la produccion de TIMP-1 y al incremento
en el contenido de colagena tipo III. Ademads, el proceso inflamatorio crénico se altera por la
accion de colagena-PVP, debido a la regulacion negativa de la IL-1p y el TNF-a..

Debido a lo anterior, las expectativas terapéuticas de la colagena-PVP incluyen una
inmensa gama de posibilidades, entre ellas su posible empleo en humanos para el tratamiento

paliativo de la artritis reumatoide.
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XIII, CONCLUSION

*Actividad colagenolitica
*TIMPs
*Degradacién de ila MEC
*Fibrosis ({} coldgena tipo III)
*Moléculas de adhesion
*Citocinas proinflamatorias

|

*Actividad colagenolitica (total y
calcio-independiente)
*TIMP-1
*Degradacién de 1a MEC
Fibrosis ({} colégena tipo [I)
*Moléculas de adhesién (VCAM-1, ICAM-1)
*Citocinas proinflamatorias (IL-1p y TNF-a)

COLAGENA-PVP

La colagena-PVP induce una regulacién negativa, mas no una inhibicion de algunos parametros
inflamatorios. Probablemente este efecto produzca una recuperacién gradual y de mejor calidad

en la sinovia permitiendo asi restablecer la homeostasis tisular.
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Investigacién experimental de la regeneracién 6sea en fémures de
rata despues de la aplicacion de colagena 1 polimerizada: Estudio
radiologico, histoldgico e histoquimico
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RESUMEN. En este trabajo estudiamos el efecto de co-
lagena 1 polimerizada sobre la reparacién de fracturas fe-
morales en ratas por métodos radiogrificos, histolégicos e
histoquimicos. Se realizaron fracturas diafisarias femorales
en ratas. Se les inyectd intralestonalmente coligena 1 poli-
merizada durante los primeros tres dias. Se les tomaron ra-
diografias los dias 3, 10, 16, 23 y 30 después de la iltima in-
yecciton (DUI) y después de los estudios radiogrificos se fi-
jaron los fémures para procedimiento histolégico. Los
tejidos fueron cortados a 5 micras y tefiidos con hematoxili-
na/eosina, tricromica de Masson y citoquimicos para la de-
terminacién de osteopontina, fibronectina, osteonectina y
colagena 1. Nuestros resultados mostraron signos radiolégi-
cos de consolidacién a los 16 dias DUI en 12.5% con incre-
mento a 20% hasta el término del estudio en controles. En
¢l grupo experimental la consolidacion se observé a los 23
dias DUI en el 25% con incremento a 67 % antes del térmi-
no det estudio. El andlisis histologico del grupo experimen-
tal mostré un recambio temprano de las células mesenqui-
matosas, por tejido cartilaginoso. El reemplazo por osteo-
blastos y hueso trabecular ocurrié entre los 16 y 23 dias
DUL Mediante la identificacién de osteopontina y osteonec-
tina en animales tratados con coligena 1 polimerizada ob-
servamos mayor abundancia de éstos durante todo el proce-
so de reparacion, mientras la fibronectina v coligena 1 es
similar en ambos casos. Estos resultados sugieren que coli-
gena 1 polimerizada modula factores de crecimiento en cé-
lulas mesenquimatosas evocando una sefial sobre la migra-
cién, proliferacion y diferenciacion de células condrogéni-
cas y osteoblasticas, acelerando la consolidacion dsea.

Palabras clave: fémur, regeneracién 6sea, coligena 1.

La consolidacion 6sea estd dada por una bien definida se-
cuencia de cambios histomorfoldgicos, que ocurren alrededor
del sitio de fractura, Cuando por alguna circunstancia esta se-
cuencia de cambios se ve interrumpida, la consolidacion Gsea
no se lleva a cabo adecuadamente desarrollandose o que se
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SUMMARY. In this work we study the effect of the
polimerized collagen 1 on the repair of femoral fractures
in rats using radiographic, histological and histochemi-
cal methods. Diaphysary femoral fractures were provo-
ked in rats. The rats received polimerized collagen 1 by
intralesional inyection during the first three days. Radio-
graphies were performed on days 3, 10, 16, 23 and 30 af-
ter the last inyection (ALI); after the radiographical stu-
dies, the femures were prepared for histological proce-
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 shown radiological signs of
consolidation at 16 days ALIL in 12.5%, increasing to
20% to the end to the study, in control rats. In the expe-
riment group we found consolidation in 25% at 23 days.
ALI, increasing to 67 % to the end of the study. Histolo-
gical study of the experiment group shown an early tur-
nover of cartilaginous tissue, blast cells, and trabecular
bone instead of mesenchymal cells between 16 and 23
days ALI. By means of indentification of osteopentin and
osteonectin in animale treated with polimerized collagen
1 we saw a greater amount of these substances during
the repair process, while fibronectin and collagen 1 value
were similar in both groups. The results suggest that po-
limerized collagen ! modulates growth factors in mesen-
chymal cells evoking a signal over the migration, prolife-
ration and differentiation of chondrogenic and osteoblas-
tic cells, fasten bone consolidation.

Key words: femur, bone consolidation, collagen 1.

conoce como falta de consolidacion o pseudoartrosis.

Buscando la solucidn a este problema se han tratado de
desarrollar substancias con poder osteoinductivo, tales
como las proteinas morfogenéticas dseas (BMP's), los aspi-
rados de células osteoprogenitoras de médula Gsea o subs-
lancias osteoconductoras como las cerdamicas, los fosfatos
tricdlcicos de hidroxiapatita, cuyo resultado sobre la res-
puesta osteogénica ha sido variable,

La coldgena tipo | es la mayor proteina de la matriz ex-
tracelular (MEC) ésea, comprende un 90% de ésta y juega
un papel importante en la reparacion ésea. ; Es posible utili-
zar una mezcla de coligena tipo |-polivinilpirrolidona en-
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trecruzada por radiacién gamma como un ngevo biomaterial
capaz de modificar la respuesta osteogénica, favorecer la
con.s'uliducidn osea adecuada y tener las bases para su apli-
cacion terapéutica?

Una de las complicaciones mds graves en la evolucién
natural de Ia reparacicn dsea es la pseudoartrosis. Diversas
substancias se hun tratado de utilizar para la solucidn de esta
complicacion, algunas con propiedades osteoinductivas u
osteoconductoras. Los resultados reportados en la literatura
han sido variados va sea por las caracteristicas del biomate-
rial utiizado, por [a téenica o por via de administracion.

Es porello yue pretendemaos evaluar el uso de coldgena |
polimerizada sobre la consolidacién dsea al ser aplicada in-
tralesionalmente (inyectada) en una fractura creada en el fé-
mur de una rata adulta v dado gue es una substancia biolGgi-
camente activa, modificar la respuesta osteogénica.

Nuesira hipotesis consiste en que la mezcla de coldgena
tipo 1 y polivinilpirrolidona es un material bioldgico que
actia como una matriz extracelular en la regeneracion dsea,
que aplicada localmente en el sitio de la fractura podria mo-
dificar favorablemente la respuesta osteogénica.

La hipdtesis de nulidad indicaria que, la mezcla de cold-
gena tipo | y polivinitpirrolidona es un material bioldgico
que no influye en la respuesta de regeneracion dsea al ser
aplicado en el sitio de 1a fractura.

El abjetivo general de este estudio es evaluar a través de
un anilisis rudiogritico, histologico e histoquimico la con-
solidacion dsea en fractura del fémur de ratas, inyectadas
intralesionalmente con coldgena | polimerizada.

Los objetivos especificos son: conocer las caracteristicas
radiogritficas de la consolidacidn del tejido finalmente for-
mado, conocer las caracteristicas histoldgicas de la consoli-
dacién del tejido finalmente formado, conocer las caracte-
risticas histoquimicas de la consolidacidén del tejido final-
mente formado y comparar los resultados del grupo control
con el grupo testigo.

Antecedentes cientificos. El hueso es un tejido de alta
capacidad de autorrenovacion, la formacion dsea puede
ocurrir de dos formas: la primera es direclamente a través de
las células mesenguimiticas, como en el caso de los huesos
de!l crineo, lo que se conoce como osificacion intramembra-
nosa y segundo por intervencidn de un estadio cartilaginoso
que precede a la formacidn dseaq, este es el caso de la mayo-
ria de los huesos, este proceso es conoeido como osificacidn
endocondrul. Los huesos largos durante ef desarrolio em-
brionario se forman por este dltimo proceso, el que inicia
con la formacion de un primordio cartilaginoso que se calci-
fica v es sustituido por hueso y médula osea.” La capacidad
de regenerucion del hueso es un fendmeno importante que
facilita la reparacion cuando ocurre la fractura del hueso. La
reparacidn de la fractura implica una cascada de respuestas
tisulares que estdn diseiadas para efectuar la eliminacion
del tejido muerto y el restablecimiento de la vascularidad
para producir una MEC apropiada para el establecimiento
de! tejido esquelético. Un tractura ocurre cuando se sobre-
pasan los Iimites de resistencia del hueso. lo que inicia una
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secuencia de respuestas tisulares sistémicas y especificas las
cuales concluyen con la competencia biomecdnica del tejido
finalmente formado.?” Simmons establece que la reparacion
de las fracturas ocurre a través de una serie de transiciones
celulares: fibrogénesis-condrogénesis-osteogénesis y mine-
ralizacién, mediante una secuencia que incluye una etapa de
reaccion inflamatoria def dia 0 al 5 postfractura; la etapa de
tormacidn del callo del dia 4 al 40 postfractura v la fase de
remodelacion del dia 23 al 50 postfractura.”’

La formacidn gsea 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 consolidacién ésea que corresponde a la
etapa inflamatoria incluye la fase de hematoma y es de vital
importancia para et inicio de la reparacion 6sea como lo de-
mostré Grundres.' Durante esta etapa se observa la presen-
cia de 2 factores de crecimiento. El factor de crecimiento
derivado de macréfagos (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 dcido de los fibroblastos
(aFFGF) es un potente estimulador de la divisién celular de
fibreblastos y células con caracteristicas condro y osteopro-
genitoras, este factor estd presente en la etapa de duplica-
cion fibroblastica y de células condroprogenitoras. En la
etapa de condrogénesis la produccion de una matriz cartila-
ginosa estd dada por el factor de crecimiento relacionado
con insulina (IGF-I) y por dltimo el factor de crecimiento
tumoral beta (TGF-beta) es un potente estimulador de la di-
visién celular y productor de MEC.?

La coldgena es el mayor constituyente de la MEC, algu-
nos de sus fragmentos son quimiotdcticos para poblaciones
celulares normales y neopldsicas y tienen una actividad mi-
togénica directa en cultivos de osteoblastos, lo que sugiere
que la coldgena y algunos de sus fragmentos juegan un pa-
pel importante en la formacidn dsea.?* La matriz 6sea con-
tiene un nimero importante de otras glicoproteinas no cola-
génicas como la osteopontina (OPN), osteonectina (ON), y
proteina GLA del hueso. La OPN es sintetizada por una va-
riedad de diterentes células y se estimula su sintésis durante
la resolucidn asi como durante la formacion dsea. La expre-
sion de ON estd esencialmente relacionada con la minerali-
zacion 6sea y la proteina GLA es sintetizada y depositada
en la mineralizacidn del tejido conectivo.***?* La osteopon-
tina estd localizada especificamente en la MEC y se desa-
rrolla en la osificaciéon endocondral e intramembranosa. La
fibronectina es sintetizada durante fa formacién y minerali-
zacion dsea y estd presente alrededor de los osteoblastos du-
rante la osteogénesis.

El desarrollo de varios biomateriales ha sido de gran ayu-
da para tratar de modificar la respuesta osteogénica en los ca-
sos de pseudoartrosis o defectos dseos. La primera descrip-
cion se debe a Urist quien demostré que la implantacidn de
matrices dseas desmineralizadas en sitios ectépicos era capaz
de producir hueso nuevo,” estableciendo como osteocinduc-
cion la diferenciacion de células osteogénicas y el comienzo
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de la produccidn de hueso nuevo y osteoconduccidn como la
substitucion progresiva y crecimiento de hueso nuevo dentro
de una estructura que sirva como matriz.”

E! aislamiento e identificacién de los componentes de la
matriz ésea con potencial ostecinductivo ha dado lugar al
conoacimiento de las proteinas morfogenéticas dseas, gue al
ser implantadas en sitios ectdpicos inducen la formacion de
hueso. La capacidad de induccion de huesa v cartilago en
sitios ectépicos por BMP ha sugerido su aplicacion terapéu-
tica en la consolidacion dsea, ™ Otras alternativas terapéu-
ticas han sido desarrolladas a pantir de materiales bioactivos
como el caso de matrices dseas desmineralizadas con resul-
tados alentadores.™'" '* Otro biomaterial que comdnmente ha
sido utitizado es la hidroxiapatita, esta cerdmica se ha em-
pleado comoe matenal de implantacion en defectos dseos,
sin embargo debido 2 1. diferencia con las apatitas desarro-
lladas en el hueso su uso ha estado limitade.” Otra hidroxia-
patita obtenida de corales marinos denominada coralina ha
demostrado poseer propiedades osteoconductivas v su uso
terapéutico ha demostrado resultados alentadores en el trata-
miento de efectos oseos y retardos de consolidacion.'*** Al-
gunos otros biomateriales se han desarrollado a partir de
substancias bioactivas como la coldgena y han demostrado
su importancia en la consolidacion dsea y su utilidad tera-
péutica tanto en animales como en humanos en el trata-
miento de defectos dseos, es el rellenado de cavidades dseas
v en ciertos casos de pseudoartrosis.!--**% Algunas otras
alternativas de substancias osteoinductoras aplicadas a solu-
cionar Jos problemas de las alteraciones en la reparacién
osea ha sido el uso de injertos de material aspirado de mé-
dula dsea apiicado percutineamente en el sitio de la fractu-
ra: al inyectar las células osteoprogenitoras se ha observado
que la reparacion dsea ey acelerada.™

Recientemente Constanz y col. (1994) han obtenido un
biomaterial de aplicacion percutinea compuesto por una
combinacién de fosfatos y calcio inorgdnico y una solucion
de fosfato de sodio el cual es preparado en pasta e inyectado
en el sitio de las fracturas, este material solidifica en pocas
horas ¥ posee las mismas caracteristicas biomecdnicas del
hueso, ademds de que favorece el crecimiento celular y el
reemplazamiento por hueso nuevo.”

En México se ha desarrollado a través de la division
FARMA de los Laboratorios ASPID un producto a base de
coligena y polivinilpirrolidona llamado Fibroquel™® que
tiene propiedades de favorecer ta regeneracion Gsea. Este
material tiene un efecto diferente en la reparacion dsea que
la coldgena sola (manuscrito sometido a publicacién Chimal
y ed.).

Material y métodos

Disefio metodoldgico

Se trata de una investigacidn bdsica observacional, longi-
tudinal, comparativa, que se desarrollé en el laboratorio de
tejido conectivo del Instituto de Investigacion Biomédica de
la Universidad Nacional Auténoma de México.

REV MEX ORTOP THAUM 1996; 10(3); 142-152

Como universo de trabajo se utilizaron 24 ratas adultas
Wistar de 200 gramos de peso sin patologia demostrable,

Las variables que se estudiaron fueron: fractura, consoli-
dacién dsea, Fibroquel™®, osteoinduccidn y osteoconduc-
cién.

Definicion operacional de las variables: Fractura. Pérdi-
da de la continuidad del tejido dseo debido a la aplicacién
de una fuerza que sobrepasa los limites eldsticos del hueso.

Consolidacidn 0sea. Cascada de procesos sistémicos y
locales encargados de reparar la lesidn del tejido dseo.

Fibroguel™. Mezcla de coldgena tipo | de piel porcina
extraida y purificada a partir de cerdos jovenes. con un poli-
mero innerte como lo es la polivinilpirrotidona (PVP), la
mezcia coligena-PVP es esterilizada con irradiacién gam-
ma a partir de una bomba de cobaito 60 que produce el en-
trecruzamiento de la coldgena misma v la produccion de en-
laces covalentes entre la proteina v el polimero.

Osteoinduccion. Formacién de hueso dentro de un im-
plante o en las cercanias de éste.

Osteoconduccion. Propiedad del tejido dseo de crecer
dentro de una estructura que sirva como matriz cuando ésta
se coloca dentro o cerca del hueso.

Fuente de obtencion de la coldgenu tipo | polimerizada.
Fue proporcionado por los Laboratorios ASPID, S A de
C.V. en su Division FARMA. gue tiene la puente, investi-
gacién y desarrollo de Fibroquel™®.

Descripcion del procedimiento. A un total de 24 ratas
adultas Wistar de 200 gramos de peso sin patologia previa
demostrabie se les produjo una fractura en ef témur derecho
mediante la siguiente téenicy quirirgicu: bajo anestesia con
Ketamina a dosis de 80 mg/kg/dosis intraperitoneal se pro-
cedio a realizar rusurado del muslo derecho v previa anti-
sepsia del misme con Timerosal al 0.1% se realizo incision
longitudinal lateral de aprox. 2 ¢m; se abordd a través de -
bique intermuscular externo hasta el témur v se disecd el
mismo en su porcidn diafisiaria; con minisierra se realizo
osteotomia transversal y en forma retrograda se procedio o
la fijacion de la fractura con un clavillo de Kirschner rosca-
do de I mm, suturdndose en un sclo plano con nylon OO,

A 12 rawss se les administrd (.2 mL de Fibroguel™* intra-
lesional alos 0, | y 2 dius postfractura. Otras 12 se mantu-
vieron como grupo cantrob. A todos [os apimales se les rea-
lizaron radiogratias en vistas AP y lateral a los 3, 10, 16,23
v 30 dias posttractura, sacrificiindose una muestra pareada
después de la 1oma de radiogratias en cada ocasion.

Fueron extraidos los fémures y se fijaron en formaling
neutra al 109 (2-3 dias) con solucion de Bouin (2 dias) v
sometidos a descalcificacion en dcido acérico ¢ 10%), NaCl
(0.85%) y formalina (10%) en agitacién durante 5 dfus. S¢
procesaron para su inclusion en parafina.

Se realizaron cortes de 4-6 micras y se colocaron sobre
portaobjetos recubiertos de silano, se eliming la actividad
de la peroxidasa enddgena al incubar los tejidos con una $o-
lucién de peréxido de hidrogenao al 3% durante |5 minutos.
después se lavaron con PBS (.01 M, pH 7.2 para detener la
reaccion. Los sitios del pegado inespecifico fueron bloquea-
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dos con albimina de huevo al 1% (Sigma) durante 30 minu-
o3 2 lemperatura ambiente con el anticuerpo primario, una
inmunoglobutina poticlonal preparada en conegjo, de clase
1gG antitibronectina diluida £:50 (Chemicon). o una inmu-
noglobulina antiosteopontina (LF87 donadas por Larry Fis-
cher, NIH, Bethesda USA) diluidus 1:200. Posteriormente
las laminillas se sometieron 2 3 Javados de 3 minutos cada
uno con PBS 0.01 M. pH 7.2 v en agitacion suave.

Comao anticuerpo secundario se empled una 1¢G antiin-
munoglobutina de conejo preparada en chivo, conjugada
con hiotina (Sigma) diluida 1:20 en PBS-albumina, los teji-
dos se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en
una camara himeda. Las laminillas se lavaron 3 veces du-
rante 3 minutos cada una con PBS y agitacion suave. A con-
tinuacion se empled estreptavidina-peroxidasa diluida 1:20
en PBS-albimina (Sigma), con el que se incubd durante |
hora a temperatura ambiente. Las laminillas se lavaron nue-
vamente ¥ la reaccion se visualizo incubando los tejidos du-
rante 1) minutos, con una solucion de 3,3-tetrahidroctoruro
de dizminobencidine que produce un precipitado color sepia
en las regiones inmunorreactivas.

Para detener Ia reaccion, las laminillas se sumergieron en
agua destilada, se contratifieron con hematoxilina de Harris
durante [0 minutos, se viraron con una sotucion de carbona-
10 de litio ¥ finalmente se montaron ¢on bdlsamo de Cana-
di. Durante el ensayo se corrieron un control negativo en el

que se sustituyo el primer anticuerpo por uno no relacionado
(suero normal de humano diluido 1:100) v un blanco de
reactivos en el que se reemplazd el anticuerpo primario por
albiimina de huevo al 1% en PBS 0.01 M, pH 7.2, Las lami-
nillas se observaron en microscopio con lente de 20x.
Se evaluaron las radiogratias AP y lateral por un obser-

vador imparcial al estudio bajo la sigujente clasificacion:

[. Sin signos radiogrificos de consolidacidn.

[1. Reaceion peridstica.

1. Callo externo, se observa linea de fractura y las
trabéculas no cruzan la fractura.

IV Callo externo, no se observa la linea de fractura y
las trabéculas cruzan la fractura™

Resultados

Resultados radiogrdficos. El grupo control mostré sig-
nos radiogrificos de conseolidacion grado 1V a los 16 dias de
ja dltima inveccién en 12.5% con un incremento a 20% al
término del estudio.

El grupo experimental mostrd consolidacion grado 1V a
los 23 dias de {a dltima inyeccion en 25% con un incremen-
to a 66.7% al término del estudio (Figura 1).

Los resultados radiogriticos se muestran en los cuadros 1 a 5.

Resultados histoligicos e histoquimicos. Fueron identi-
ficudos tres distintos estadios en la reparacion de la fractura

10 100
I x
gy — Uradol ] Grado Ul __ oo
60 - \&\k—( —— 60
40 — * — 40
b= x x
g W - — 20
.3 =
_— _— e el —
2 103 ?00
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Figura 1, Percentaje comparativo de

20 — . . — 20 consolidacion en fracturas experimenta-
0— « M v . - — 0 les del fémur de rata tratadas y no wata-

das con FibeoguelMR

1T 1T T°F T I N I
¢ 5 10 15 20 25 30 5 10 13 20 25 30
Dias de postfractura
— = Controf ~ --tmmomoomeees Fibroque!

Cuadro 1. Grado de consolidacion dsea a los 3 dias postfractura

Cuadro 2. Grado de consolidacidn a los 10 dias postfractura

Controles Colagena 1 polimerizada Controles Colédgena 1 polimerizada
Grado 1 37.5% Grado 1 28.6% Grado | 28.6% Grado [ 14.3%

i1 62.5% I T1.4% 11 42.8% 11 85.7%

IH 0.0% HI 0.0% I 28.6% 1 0.0%

v 0.0% v 0.0% v 0.0% v 0.0%
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Cuadro 3. Grado de consolidacién ésea a los i6 dias post{ractura

Controles Coldgena 1 polimerizada
Grado I 0.0% Grado [ 0.0%
11 50.0% II 42.9%
11 37.5% 111 57.1%
w 12.5% v 0.0%

Cuadro 4. Grado de consolidacién dsea a los 23 dias postfractura

Controles Colagena 1 polimerizada
Grado I 0.0% Grado 1 0.0%
II 80.0% i1 50.0%
III 0.0% I 25.0%
v 20.0% v 25.0%

Cuadro 5. Grado de consolidacién dsea a los 30 dias postfractura

Controles Colagena 1 polimerizada
Grado 1 0.0% Grado 1 0.0%
1 40.0% 11 33.0%
144 40.0% I1 0.0%
v 20.0% v 66.7%

en este estudio. En el primer estadio la presencia de células
mesenquimaticas 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
dseo. Los resultados nos muestran que el tratamiento con
coldgena ! polimerizada promueve una aceleracién en la
consolidacion dsea.

Esto es, el reemplazamiento de tejido fibroso (Figuras
Al y A2) por condrogénico se inicia de manera mis tempra-
na. En los animales no tratados el cantilago se observo al dia
10 postfractura (Figura A3), mientras que ¢n los animales
inyectados con coldgena | polimerizada el cartilago se evi-
dencia al 7o. dia postfractura {Figura A4). El reemplaza-
miento de tejido condrogénico por tejido Gseo ocurre en los
animales no tratados, al dia 23 (Figura A5) y en los anima-
les tratados al dia 16 postfractura ( Figura A6). Sin embargo
al final en ambos casos se abtiene el mismo resuttado con la
formacidn de hueso (Figuras A7 y A8).

Para determinar de qué manera la coldgena | polimeriza-
da promueve la osificacidn, evaluamos la presencia de os-
teopontina y osteonectina durante los estadios de la repara-
cion de la fractura. Los resultados nos muestran que al dia 3
postfractura existen mayor nimero de células inmunorreac-
tivas en los tejidos de animales tratados gue en los no trata-
dos (Figuras Bl 'y B2 OPN} (Figuras Cl y C2 OCN),

De igual manera se observd durante todo el estudio que
lu osteopontina y la osteonectina son mis abundantes en los
animales tratados con coldgena | polimerizada en las etapas
de cartilago (Figuras B3 y B4 OPN), (Figuras C3 y C4
ONC), formacion de trabéculas dseas (Figuras B5 y B6

REV MEX ORTOP TRAUM 1996; 10(13). 142-152

OPN} y en el hueso completamente formado (Figuras B7 y
B8 OPN) (Figuras C5 y C6 ONC). Asimismo, la fibronecti-
na es una molécula de la MEC necesaria para la migracién
de los osteoblastos, por lo que evaluamos la presencia de
esta proteina durante ta reparacion de la fractura. Los resul-
tados nos muestran que esta proteina se expresa de igual
manera en ambas condiciones, tanto en tejido fibroso {Figu-
ras D1 y D2), tejido condrogénico (Figuras D3y D4) y en
la formacion de las trabéculas dseas {(Figuras D5 y D6). La
coligena 1, se expresé de igual forma en el grupo control y
en el experimental en los tres estadios estudiados (Figuras
El'y E2)(Figuras E3 y F4).

Disenio estadistico. Se realizd prueba t de student con
significancia de 0.05.

Discusion

En este estudio hemos demostrado que la consolidacion
osea en el fémur de ratas, que se obtiene después de una
fractura, se acelera por la inyeccién de coligena 1 polimeri-
zada. Durante esta reparacidn se llevan a cabo una serie de
procesos que resultan en la formacién de hueso nuevo. Los
resultados radiogréficos sugieren que la aplicacion de cola-
gena 1 polimerizada durante los 3 primeros dias de iniciada
la fractura, es capaz de acelerar la consolidacidn Osea, esto
es, en un 66.7% de la poblacion tratada con coldgena | po-
limerizada versus un 20% en los animales no tratados al fi-
nal del estudio, Estos estudios radiolégicos correlacionan de
manera importante con los andlisis histolégicos e inmuno-
histoquimicos. La consolidacién de las fracturas con coldge-
na | polimerizada se acelera, con respecto a las fracturas no
tratadas, en el reemplazamiento del callo fibroso por callo
condrogénico y el reemplazamiento del callo condrogénico
por callo 6seo, que culmina en la tormacion de hueso. Para
comprobar a qué nivel estd actuando la coligena | polimeri-
zada evaluamos la expresidn de la osteopontina, fibronecti-
na, osteonectina y cotdgena | durante el proceso de repara-
cién. Se sabe gue Ja osteopontina es una proteina que se ex-
presa y sintetiza por los osteoblastos y se deposita en la
matriz dsea, participando en {a minerafizacidn de la matriz
extracelular. Ademds de los osteoblastos, también se expre-
sa en osteocitos, osteoclastos ¥ condrocitos hipertrdficos.
Por otro lado, durante la formacidn del hueso la fibronectina
se expresa en aquellos sitios donde ocurre la migracion de
los osteoblastos. Por o tanto. los resultados son consistentes
con el concepto del papel multifuncional de la osteopontina
en el desarrollo del hueso y en la remodelacion del mismo.

La alta expresidn de la osteopontina v osteonectina en las
fracturas tratadas con coldgena | polimerizada podria indi-
car que a ése nivel es donde vcurre fa aceleracion de la con-—
solidacidn o6sea. De manera similar a lo obtenido con usteo-
pontina hemos observado que la osteonectina incrementa su
expresién en respuesta al tratamiento con coldgena | poli-
merizada. Esta proteina se expresa en osteoblastos, en célu-
las de médula dsea y condrocitos hipertréficos. Su funcion
estd asociada con la unidn a la coligena tipo |1, al calcio y a
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= Células mesenguinsiticas

Figura £: o

f = Fihronecting

la hidroxiapatita sugiriendo un papel muy importante en Iy
mineralizacion de la matriz 6sew. Finalmente, la expresion
de la fibronectina v la coligens tipo | no se ve alterada por
el ratamiento con coligena | polimerizada to que sugtere
que dste actita a nivel de células dGseas promoviendo la ex-
presiin de moléculas (osteopontina v osteonectina) que par-
ticipan en fu formacion, remaodelacion v mineralizacion de
huesa.

En este estudio copsideramos i Fibroguel™* ¢comno un
biomaterial con actividad de osteocondueeion. esto es, un

REV MEX ORTOP TRAUM 1996, 1ucdy 142-152

biomaterial yue permite el establecimiento de una biomatriz
adecuada para la migracién e invasion de células osteopro-
genitoras. El Fibroquel™* (coldgena tipo 1 y polivinilpirroli-
dona), probablemente favorece la migracién de células in-
munorreactivas a |a osteopontina y a fa osteonectina acele-
rando el proceso de reparacién dsea. Es importante notar
que el Fibroquel™® estd compuesto de coldgena, la cual pro-
bablemente cambie su propiedades fisicoquimicas y biold-
gicas, durante el proceso de esterilizacion por irradiacién
gamma. Este tratamiento puede provocar un entrecruza-
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Figura D: M = Células mesenguimiticas
OT = Osteonectina
C = Condrocitos hiperrdficos
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# = Marriz extracelular
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Figura K: ¢ = Cendiocitos hipertroficos

1- = {seoblisios

= OSfeoitos

micato entre [a coligena v polivinilpirrolidona. Sin em-
bargo. aunque no tenemaos evidencia alguna de dicho entre-
cruzamiento. hemaos observado gue algunas de las propieda-
dex fisicoquimicas de I coldgena, tales como la formacion
de geles a0 37 °C, se pierde con [a mezela con polivinilpiro-
lidona. Asimismo. también las propiedades bioldgicas de la
coldgena cambian, como se ha observado en la regeneracion
de defectos dseos en crineo, que se acelera con esponjas de
Fibroquel M® con respecto a la coldgena sola. Por lo tanto, el
pusible entrecruzamiento entre la coldgena v la polivinilpi-

REV MEX QRTOP TRAUM 1996; 13). 142-152

rrolidona podria tormar una biomatriz que permita una ma-
vor capacidad de migracidn e invasividad de células osteo-
progenitoras hacia la zona de fractura.

Conclusiones

La coldgena 1 polimerizada acelera la consolidacion ésea.

La coligena | polimerizada acelera el reemplazo de teji-
do fibroso por tejido condrogénico y de tejido condrogénico
por tejido dseo.

La coldgena | polimerizada incrementa la expresién de
osteopontina y asteonectina en todas las fases de |a repara-
cidn de las tracturas.




Arturo Almazan Diaz y cols.

La coligena | polimerizada no tiene efecto en la expre-
si6n de fibronectina y coldgena 1 en ninguna de las fases de

la reparacion de las fracturas.
La alta expresion de OPN en las fracturas tratadas con

coligena | polimerizada podria indicar gue es a este nivel
donde ocurre la aceleracion de 1a consolidacidn dsea.

Consideramos a Fibroguel® como un biomaterial con
actividad osteoconductiva que permite €l establecimiento
de una biomatriz adecuada para la invasion de células osteo-
progenitoras.

Esto abre una linea de investigaciion gue es necesario de-
sarrollar a fondo para determinar las posibilidades de apli-
cacidn clinica de coldgena | 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 Fractures?

J. CHIMAL-MONROY.? T. BRAVO-RUIZ, G. J. FURUZAWA-CARBALLEDA,
J.M.LIRA, J. C. DE LA CRUZ, A. ALMAZAN, F. E. KROTZSCH-GOMEZ,
G. ARRELLIN, AND L. DiAZ DE LEON

Connective Tissue Laboratory, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ciudad
Universitaria, Apartado Postal 70-228, México D.F. 04510, México

All skeletal elements are formed through mesenchymal condensations. In the crani-
um, these condensations are directly transformed into bone. In contrast, the appen-
dicular skeleton is derived from the initial transformation of mesenchymal
condensations into cartilage and the subsequent transformation to bone, through en-
dochondral ossification. Independently of the origin of bone tissue, osteoblasts are
the bone-forming cells that produce bone extracellular matrix and the factors that
mineralize it.! The cellular and molecular events that occur for bone formation dur-
ing embryogenesis, bone remodeling, and fracture repair are identical. On this basis,
we evaluated the effect of y-irradiated collagen-polyvinylpyrrolidone (PVP) im-
plants on bone regeneration in nonhealing bone defects surgically created in the
skull, and on the fracture-healing process in femora of adult male rats. The first mod-
el was used because, as these osseous defects do not heal spontaneously, we could
thus evaluate collagen-PVP functionality on bone regeneration. In the second model
we determined by immunohistologic studies the expression of bone-tissue markers

“This work was partially supported by ASPID, S.A. de C.V., and by Programa Universitario de
Investigacién en Salud (PUIS).

5To whom correspondence may be addressed. Phone: 525/622-3819; fax: 525/622-3897; e-
mail: jchimal@servidor.unam.mx

FIGURE 1. Bone regeneration after implantation of either lyophilized collagen (A)—~(D)
or collagen-PVP (E)—(H) at days 1 (A) and (E), 5§ (B) and (F), 15 (C) and (G), and 45 (D)
and (H) after surgery. Toluidine blue stain; magnification x250. A total of 54 Wistar rats
weighing 200 g were used for bone-defect studies. After anesthesia, circular defects of
5 mm diameter were created in both parietal bones, using a dental drilling machine and
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 um and stained by hematoxilin procedures or were processed for high-resolution mi-
croscopy, embedding tissue in Epon resin, and cut into semithin slices. They were stained
with Toluidine blue. Bone formation was evaluated by invasion of the created defects by
bone-forming cells, and by formation of bone trabeculae.
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such as osteopontin (OPN) 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 normal fibroblasts in vitro produce -
different levels of cytokines under the effect of collagen-PVP. This response differs
from that obtained for collagen or PVP alone, suggesting that collagen-PVP presents
different properties to collagen or PVP.

Our results on bone defects showed that rats implanted with lyophilized collagen-
PVP exhibited better invasion of mesenchymal cells and blood vessels than those
made with collagen alone. At | day after surgery the presence of mesenchymal cells
was evident in all of the bone-defect zones (FIG. 1) 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 less connective tissue between trabeculae at day 15 postsurgery in collagen-
PVP groups (FIG. 1). At the end of the experimental period the histology of bone in
collagen implants was almost identical to that obtained with collagen-PVP implants
(FI1G. 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 controls 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). Finally, the
lamelar bone was evident at the fracture site at 30 and 37 days postfracture in col-
lagen-PVP-treated fractures and controls, 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 better 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.,?> who demonstrated that cross-links be-
tween collagen and glycosaminoglycans showed different tendencies to calcify in
subcutaneous places depending on the cross-link method used. Glutaraldehyde-pre-
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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 than controls. Identification of SPARC with the antibody
BONI in sections prepared from control and collagen-PVP-treated fractures at day 16 {C)
and (D) postfracture. The expression 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 healthy male Wistar rats, 8 weeks old, were selected and femoral fractures were cre-
ated by a longitudinal incision manually made over the middle portion 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 cther anesthesia and the femora were harvested at days 1, 3,7, 10, 16, 23, 30, and
37 postfracture and were evaluated by histologic and immunchistologic 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-occurred 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-
mc)deling.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 Scars!
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We evaluated the in siru expression of adhesion molecules
(E-selectin and vascular cell-adhesion molecule) and pro-
inflammatory/fibrogenic cytokines (IL-1§, TNF-a, TGF-
B1, and PDGF) in sections of normal skin, hypertrophic
scar, and hypertrophic scar previously treated with an
irradiated mixture of collagen-polyvinylpyrrolidone and
completely resolved. Expression of these proteins was
detected by indirect immunoperoxidase staining. The
hypertrophic scar group displayed an increased amount
of IL-1B, TNF-a, TGF-B1, and PDGF compared with
the normal 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 of E-selectin and vascular cell-adhesion molecule
were not statistically significant between the groups,

except for vascular cell-adhesion molecule, which
decreased in treated scars. Also, supernatants from
fibroblast cultures derived from treated hypertrophic scar,
showed a reduction in TGF-f1 and PDGF expression,
although apparently collagen 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
modulates extracellular matrix turnover, mainly of colla-
gen, because expression levels of IL—lﬂ, TNF-¢, TGF-
f1, and PDGF were diminished. We infer that collagen-
polyvinylpyrrolidone participation could also modify the
inflammatory process observed in hypertrophic scarring,
by diminishing the expression of adhesion meolecules,
as a consequence of lower levels of proinflammatory
cytokines, mainly IL-1B and TNF-q. Key words: fibrosis/
inflammation/thevapy. | Invest Dermatol 111:828-834, 1998

ibrosss is the pathologic frame of many common disorders,
such as cirrhasis, chronic glomerulonephrits, lung fibrosis,
post-surgery peritoneal adhesions, vascular restenosis, and
dermal fibrosis, including scleroderma or hypertrophic and
keloid scars. In affected tissues, inflammation precedes
fibrosis with a dranatic increase in the expression of adhesion molecules.
The concomitant and excessive synthesis of soluble mediators from
inflammatory cells. such as fibrogenic cytokines, induces a loss of
balance, involving extracellular matrix (ECM) wrnover disregulation
(Kovacs, 1991). Levels of pro-inflammatory and fibrogenic cytokines
are high in response to tissue damage, consistent with a chronic
inflammatory state that invoives fibrobiasts, keratinocvtes, macrophages,
and T lvmphocytes. These mediators, in rumn, increase cyviokine
receptors, proliferation, chemortaxis, and synthesis of ECM conmponents.
IL-1, TNF-gt, PDGF. and TGE-B isoforms actively participate in the
wound healing process (Gailit and Clark, 1994), They dso show

s

Manuseript received June 20 1997; revised May 26, 1998 accepted for
publication May 27, 1995,

Reprint requests to: Drs. Fernando E. Kratzsch-Gomez and Lino Diaz de
Ledn. Depariment of Cellular Biology. Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM. Ciudad Universitaria. PO Box 70228, Mexico D.F 045310, Mexico.

Abbreviations: ELAM-1, E-selectin: HSc, hypertrophic scarr VCAM-1,
vaseular cell-adhesion molecule.

I The results presented in this work are part of' Fernando E. Krdwzsch-Gomez's

doctoral dissertation,

persistent expression in hypertrophic and keloid scars (Ghahary et 4,
1993), as does the intercellular adhesion molecule ICAM-1 (Castagnoli
et al, 1994), possibly in response to an irritation of the wound, to an
extensive area of damaged tissue [hypertrophic scar {HSc)] or to genetic
factors associated with loca! fibroblasts (keloid) {McPherson and Piez,
1988; Rockwell ¢t al, 1989),

Reparative process research has focused on resolving HSc satisfactor-
ily, on increasing the rate and quality of wound healing, and on
avoiding fibrosis formation. In order to relieve these pathologic scars,
investigators have developed therapeutic strategies, including: physical
therapies, such as radiation, surgery, and pressure; chemical therapies,
such as corrosive acids and fixing solutions (formaline); and pharmaco-
logic therapies, such as corticosteroid administration (Darzi and
Chowdn, 1992; Saderberg et al, 1982; Ahn et al, 1991; Lawrence,
1991; Tang, 1992). The later diminishes fibrosis associated with
recurrent inflammartion by blocking adhesion molecule expression
(Chapman. and Haskard, 1995), buc with the drawback that these
mununosuppressors cannat be used for long periods and there is
recidivism of scarring. Other therapeuric approaches have tried to
block collagen biosynthesis (Rosenbloom et al, 1986; Kawaguchi et al,
1992a, b). but these compounds lack specificity and can therefore
affect the metabolism of normal tissues.

Our group has been woerking with a biologic drug named Fibroquel,
which is made of a y-irradiated mixture of pepsinized porcine type [
collagen and polyvinylpyrrolidone {cellagen-PVP). The compound has
shown beneficial effects when administered to wounds and rat fractures
(Almazin Diaz er al, 1996), and to local fibrotic disorders, such as

HO22-202X/98/810.50 « Copyright T 1998 by The Society for Investigative Dermatology, Inc.
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Table I. Clinical parameters of HSc treated with collagen-PVP

After treatment®

Scar Number of

Patient Age (y) Sex Injured areafs) evolution (y) injections® pain erythema softness flattening
! 8 M Abdomen 4 3 - - /- +/—
2 7 M Neck & chin 2 4 - - +/- -
3 8 E Thorax 2 6 - - + /-
4 16 F Neck, chin, & thorax 4 6 - - + +
5 20 M Thorax 0.5 6 - - + +
6 25 M Shoulder 3 6 - - + +
7 29 E Thigh 0.5 6 - +/- + +/-
8 29 M Hand 0.7 6 - - + +/-
9 43 F Popliteal space 2 10 - - + +

“Collagen-PVP was administered once per week.
b, absence; +/-, moderate; +, positive.

tendon and dermal fibrosis, where symptoms and volume diminished
and the inflammatory infiltrate disappeared in collagen-PVP treared
scars, with tissue architecture resembling normai skin.2 In witr, collagen-
PVP increases collagen synthesis and diminishes the collagenolytic
activity of murine fibroblasts, whercas the collagenolytic activity of
murine macrophages is increased. These effects are unigue and atribut-
able to the compound, because its components (collagen and polyvinyl-
pyrrolidone) do not have the same effect alone when compared with
collagen-PVP (Krotzsch-Gémez FE and Diaz de Ledn L, manuscript
in preparation). For this reason, we infer that the mechanism of action
of collagen-PVP is not a negative feedback, as reported when fibroblasts
are treated with collagen gels (Eckes er af, 1993).

In this study, the mechanism of action of collagen-PVP was
investigated by evaluating cytokine and adhesion molecule expression
in HSec. Also, we report the behavior of cultures of fibroblasts derived
from the same tissues by the analysis of collagen turnover and cytokine
expression.

MATERIALS AND METHQODS

Tissue specimens Samples of human tisue were excised during plastic
surgery operation. Three were normab skin biopsies, four were HSc with a
disease duration of 4.3 * 1.3y, and five were HSc with a disease duration of
3.1 = 1.4y, previously treated with an intralesional administration of 4.2 ml
per week of collagen-PVP if scar length was 3 cm or less, (04 mi per week 3
scar length was between 5 and L cin, and 0.6 m) per week if scar length was
10 ¢m or more, ungil normalization of the scar by clinical criteria (between 1
and 3 wo). A section of the samples was snap-frozen in liguid nitrogen.
Then they were cut at 4-6 Um and serial secnons were mounted on ¥-
methacryloxypropylirimethoxisilane  (Sigma, St. Louis, MO} coated slides,
Finally, sections were fixed in acetone at =20°(

Histology and immunohistochemistry Herovici saining was perfermed
according to Herovict (1963). Immunohistochemical procedures were assessed
by blocking with 3% egg albumin {Signu), excepr for the TGF-B1 asay in
which the blackade was done with 3% bovine albusnin (Sigma}, aad then the
sections were incubated with a moeuse ant-human E-selectin (ELAM-1) or
vascular cell-adhesion molecule (VCAM-1) monoclonal IgGoar 25 g (Genzyme,
Cambridge. MA) per mi or a geat anti-human IL-1}, TNF-a. or PDGF
polyclonal TgG at 20 pg (R&L Systems. Minneapolis. MN) per il Anu-
PI>GF antibodies recognize all isoforms (AA, AB, and BB). A chicken anti~
human TGF-P polyclonal IgG neutralizing antibody (R&17 Sywenw), which
recognizes only soforms b and 1.2 and has 100 dimes bess atfinity for TGF-2,
was used at 20 Mg per ml Andgbodies were incubated for 60 min at room
temperature. Binding was detected by incubaring sections for A min at room
temperature with rabbit anmti-mouse biotinytated 1gG diluted 1:214 (8igma) for
the adhesion molecules assav, with rabbit anti-goar bietinvlated IgG. dituted
1100 (Signma) for 1L-1. TNF-c. and PDGF detection or with rabbit anti-
chicken biotinvlated IgG. diluted 1:750 (Pierce. Rocktord, 1L} for the TGF-f
assay. Avidin-peroxidase complex (Sign) was used ac a 1:20 dilution for
45 min at room temperaere. The sections were developed in 2 solution of
diaminobenzidine, and counterstained with hematoxvlin, Finally, sections were

iaz de Leon HL. Krowsch-Goémez FE, Guerrero-Padilla E, Cervantes-
Viramontes K. Reves-Mirquez R: A novel approach for the teaument of
assular fibrosis. Marrix Biol 143:401, 1994 {abstr.)

dehydrated with alcohol and xylene, and mounted in tesin. Negative control
staining was performed with normal human serum diluted 1:100, instead of
primary antibody. At least two different sections were examined for each
patient. Adhesicn melecule and cytokine expression was assessed by estimating
positively staining cells in blood vessels and cells spreading along one field
below the epidermis (see Resufts). and it was repotted as the percentage of
immunoreactive cells; results were expressed as the mean = SEM. Associations
between quantifiable variables were determined using Student’s ¢ test and
Mann-Whitney U rest.

Fibroblast culture conditions Fibroblast cultures were established by frac-
tionating with scissors one fragment of normal skin, HS¢, or HSc treated with
collagen-PVP and incubating the fragments with 0.1% bacterial collagenase
type !1 (Sigma) for 1 h at 37°C. The homogenate was centrifuged at 1250 rpm
for 2 min. The supernatant was climinated and the peller was resuspended in
Iulbecco's modified Eagle miedium (IDMEM) high in glucose, supplemented
with heat-inactivated 10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, and antibiotics
{100 U penicillin per ml and 5 Ug streptomyein per ml). Cells were grown at
37°C in 3% CO;3 in air. Cells between passages 3 and 4 were used for the
experiments. Every experimental condition was normalized by DNA content
and tested ar teast in triplicate, except for the cytokine assay, which was tested
in duplicate.

Collagen synthesis The assay was achieved by seeding 10° fibroblasts from
normal skin, HS¢, ar HSc previously treated with collagen-PVP, in 0.5 mi
DMEM with 10% feral calf serum, 2 mM L-glutamine, and 50 pg ascorbate
per ml in 24 well plates, incubating them for 48 h at 37°C in 5% CO; in air.
Then the medium was eliminated and the cultures were incubated for 3 h at
37°C in 3% COs in air, in IDMEM without feral calf serum, and with 2 mM
L-glutamine and 50 pg ascorbate per ml. The medium was replaced wich the
same fresh medium supplemented with 0.3 HCi per m! of L-[U-"*C]proline 50
pCi per i (Amersham, U.K.) (Dieggelmann er af, 1990). Collagenous and
noncollagenous protein synthesis were evaluated in homogenized monolayer
and supernatant fractions, and collagen content was calculated according to the
Peterkofsky and Dieggelmann formula (Peterkofsky and Dieggelmann, 1971).

Cytokine expression [L-1B, TNF-a, TGF-B1, and PIDGF-AB were deter-
mined in supernatants of cultures under the conditions mentioned above. Two
hundred microliters were assayed by enzyme-linked immunosorbent assay
according to the manufacturer's instructions {(R&[D Systems).

RESULTS

Clinical observations Features of a group of nine patients with
HS¢ were evaluated. After a mean treatment period of 8 wk with
collagen-PVP, as mentioned in Materials-and Methods, the scars got soft
and were flactened unti! reaching normal skin border (Table I; Fig 1).
[t is important to note that none of the patients presented relapse of
hypertrophy after 2.5 y.

Herovici staining  Sections of normal skin, HS¢, and HSc previously
treated with collagen-PVP and clinically resolved were stained following
the Herovici procedure. HSc were quite different from normal skin
(Fig 2a. b): the epidermal profile was fattened, whereas in normal
skin it was irregular with rete ridges. In scar sections, type I collagen
fibers (red in Fig 2b) were present with parallel distributions in papillary
dermis with respect to epidermis and in nodular zones all along the
deep dermis (Fig 2b, sinall arow}, and type III collagen (blue fibers)
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Figure 1. HS¢ before and after treatment with collagen-PVP. Forry-
three year old female patient with HSc in the popliteal space with 2 y of
evolution {a}. The scar was treated for 10 wk with a weekly inralesional
adrninistration of 0.4 ml in the collagen-PVP. Note the mark of the scar is
present, although the skin berder has been reached, also erythema is absent and
the patient reported no pain after the firse 3 wk of treatmene (b).

Figure 2. Collagen-PVP effect on tissue architecture restoration.
Phatomicrographs of human skin and scar tissie with or without treatment,
stained with Herovici technique. (#) Normal skin exhibiung rete ridges, reticular
type | collagen fibers in red, type Il collagen fibers in blue in papillary
dermis. {b) HSc without rete ridyes. type | collugen distributed in whorl-like
artangements and nodular areas (small arrow). (00 HSc treated with collagen-IPvi?
resembles normal skin, with type 111 collagen present in papillary dernis (hig
arro) and showing a hair follicle (smalf aro). Seale bar 1000 pm.

below the epideninis was reduced. On the other hand, type [ collagen
distribution in normal skin was characteristically retcular, and type [
collagen was inore abundant in the papillary dermis than in the HSe
sections. Interestingly, collagen-PVP-treated HSe (Fig 2¢) showed a
type [ collagen distribution and a type HI collagen zone (hig amuw)
similar to those observed in normal skin, and in some cases partial
recovering of rete ridges and the presence of cutancous appendages
were observed (Fig 2¢, snrall arrowr).

In sitw  expression of proinflammatory and fibrogenic
cytokines IL-1B, TNF-t, TGF-1, and PDGFE showed strong
differences among the groups (Figs 3-6). HSc sections [part (¢) in each
montage| revealed niore cells expressing these mediators than cither
normal skin or collagen-PVP treated HSc [parts () and (d), respectively,
in each montage] (IL-1B, p = 0.036; TNF-0.. p = (L.030; and PDGF,
p = 0.003, treated versus untreated HSc¢) (Fig 7a). On the other hand,
bload vessels also exhibited the same pattern as spread cells (IL-1J,
p = 0.002; TNF-o., p < 0.00t; and PDGE p = 001, weated versus
untreated HS¢) (Fig 7b). In both cases. endothelium and spread ceils
in treated scars had cytokine levels similar to or lower than those of
normal skin, although these differences were not statistically signiticane,
Immunoreactivity of tested cytokines (fage armows) was consistently
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Figure 3. Immunolocalization of IL-1B in human skin sections frozen
with the inununoperoxidase technique (avidin-biotin-peroxidase
systemn). (¢} Photomicrogmph of negative coutrol: () photomicrograph of
nomual skin; () phetouncrogrph of HSe. armes sndicate immunoreactive cells;
(d) photomicrograph of HS¢ teated with collagen-PVIL Seake bar 200 g,

localized in the papillary dermis, where tepical HSe nodules of fibrosis
were absent, except for TGF-B1. which was more widely spread.

The stratum basalic of the epidermis also showed reactivity: however,
negative controls (Fig 4a, cmall arow} were also positive in the basal
layers of the epidermis. We attribute these differences to the intensity
of skin pigmentation. This artifact did not exclude the possibility of
epidermal reactivity, but obscured o quantitative interpretation, because
keratinocytes are inportant producers of several cytokines (Streilein,
1993).

In sity expression of adhesion molecules ELAM-1 and VCAM-
1 were detected in normal skin and HSc (Figs 86, ¢, 98, ¢, respectively).
In scars previously wreated with collagen-'VI? (Figs 8d, 9d). both
molecules showed slightdy lower levels when compared with normal
skin and HSc¢ groups. but only the difference of VCAM-1 levels
berween normal skin and treared HSe were suadstically significant
(IL-18. p = 0.036). In contrst, levels of expression of ELAM-t
were different, although not stadistically significant among the groups
{(Fig 10). Even when we only quantitated the pereentage of inuttuno-
staining in endothelium, other sites also showed reactivity, such as
mterstitial infammatory infiltrated cells and some isolared labels. nraybe
due to soluble ELAM-[.

Fibroblast culture findings There was no difference m collagen
synthesis among the different cultures assessed (Fig 11a); however,
there were differences in cytokine expression in the supernatants of
fibroblast cultures derived from normal skin. HSe, and treated HSc
(Fig 115). where only TGFE-BI and PDGF-AL were guantifiable:
because [L-1B and TNF-0t were not detected by our enzyme-linked
immunosorbent assay systers. TGF-B1 was 3.5-fold higher i nonnal
skin as well as in HSe when compared with treated HSe fibroblasts,
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Figure 4. Inununolocatization of TNF-&t in human skin sections frozen
with the immunoperoxidase technique (avidin-biotin-peroxidase
system). (@) Photomicrograph of nepative control: {B) phetonucrograph of
normal skin; (&) phowmicrograph of HSe, arons indicate mununoreactive cells;
() photomicrograph of HS¢ treated with collagen-PVE. Seale birs 200 g,

whereas PIDGF-AB levels were similar berween normal skin and treated
HSc fibroblasts, and they were 1-fold higher in HSe,

PISCUSSION

In this study we found that fibrogenic/promtlammutory cytokines were
predominanty detected in the upper dermis of normal skin (Figs 3,
4. 6). except for TGF-B1 (Fig 5). which was also found in the deep
dennis in nodular zones, as previously described {Ghahary er al. 1993},
HS¢ manifested a strong parallel increase of all eytekines measured in
spread cells, as well as in blood vessels (Fig 7). Some of these data
contrast with those of Castagnoli i (1993). which indicate similar
levels of TNF-ot in HSc¢ and normal skin.

TGE-B is synthesized by many cells and tissues. including normal
skin and HSc {(Ghahary e af, 1995). s Jocalizadion in fibroblust-like
cells derived from fibrotic pathologies like hypertrophic scarring, as
well as in endothehial cells adjacent to monenuclear cells. suggests a
relationship between factor-producing cells and thase responsible for
collagen overexpression, where the connection could be either autoc-
Ane or paracrine (Zhang of ol 1993), Furchermore, TGF-P participates
with PDDGF in an orchestrated way. Here we have shown that TGF-
B1, as well as PDDGE-AB, were diminished in fibroblast culeures derived
fronn treated HSe when they were compared with normal skin and
HSc fibroblasts (Fig 118). This is important, because generally fibroblases
are considered 10 be effector cells regulated by mfamntatory cells.
These results could indicate that the Fbroblast itself has an abilicy for
autoregulation, perhaps through collagen-PVIP modulation:. Because
collagen synthesis by fibroblasts did not show variations amony the
different cultures tested (Fig 11a), the results suggest that collagen
synchesis is not regulated in an autocrine fashion, at least by TGF-B1
and/or PDGF-AB. Therefore, it is necessary tw evaluate collagen
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Figure 5. Immunolocalization of TGF-f{ in human skin scctions
frozen with the immunoperoxidase technique {avidin-biotin-peroxidase
system). (&) Photomicrograph of negatve control; (B photomicrogrph of
normal skin; {¢) photomicrograph of HS¢, arows indicate inmunoreactive cells;
() photemicrograph of HSe wreated with collagen-PVE. Seale bar: 200 pm.

turnover in this lincage, as well as the cooperative eflects between
inflammiatory cells and fibroblasts.

IL-1 and TNF.0 have similar fibrogenic activities. These two
cytokines participate in ECM turnover and inflammation, their principal
source being leukocytes: however, they have also been detected in
mesenchymal cells and epidermis as a significant reservoir. Nevertheless,
we were unable to detect these cytokines in fibroblast cultures.

Here we report thar in collagen-PVP-treated HSc. completely
resalved by clinical criteria, all the wseed cytokines {IL-13, TNF-t,
TGFE-B1, PDGF) analyzed by immunuchistochemistry showed dinin-
ished expression, even below normal levels, and a similar reduction in
the expression of adhesion molecules was observed (Fig 10). This
suggests a correlation berween them, although only VCAM-1 was
sarstically significant when normal skin versus treated HSe were
compared. Because collagen-PVD treatment has been shown to modify
hunian dennal fibrosis, as presented here (Table I), we infer chat its
mechanismt of action can be directly associated with the inflammatory
process observed in HS¢, possibly by the decrease in the expression of
adhesion molecules, which are upregulated in response to proinflam-
matory cytokines, [L-1f, and TNF-o. Also, low levels of these
cytokines observed in endothelivm from treated HSc¢ could downregul-
ate chemoraxis. Therefore, we suggest that the chronic mflammatory
process is interrupted by collagen-PVI? action, diminishing the partial
production of fibfogenic soluble factors, including their selfcexpression
by spreading cells, probably connective tissue cells and mfammatory
infilirates. This mechanism allows the recovery of tissue homeostasis,
although it leads to gradual elimination of fibrosis by the increased
wrnaver of ECM components. This is because ECM metbolism is
regulated by various mechanisms. including soluble factors or cytokines
(Postlethwaite o7 al. 1988; Gailit and Clark, 1994), as well as the ECM
itself (Massagué, (9901, Tt could be possible that the collagen-'ve
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Figure 6. Immunolecalization of PDGF in human skin sections frozen
with the immunoperoxidase technique -(avidin-biotin-peroxidase
system). (a) Photomicrograph of negative contral; (b} phatomicrograph of
sormal skin; {¢} photomicrograph of HS¢. armims indicate inmunoreactive cells:
() photomicrograph of HSc treated with collagen-PVE. Scale bar 200 g,
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Figure 7, Collagen-PVP effect on pro-inflammatory cytokine expression
in HSc. The percentage of cytokine expresing immunoreactive cells was
determined for normal skin. HSc. and collagen-PVI? treated HSe. Cyrokine
values were compared berween treated and untreated samiples as mertioned in
Materiagls and Methods, They were ditfferent in (a) spread cells (1L-1B. p = 0.036;
TNF-¢t, p = 0.036, and PDGF, p = (.003) and {#) blood vesseks (IL-I1B. p =
0.002, TNF-a, p < 0.001 and PDGF, p = 001, treated renaes untreated HS).
Reesults represent the mean = SEM of at least two sections of each tissue from
normal skin (n = 3), HSc (n = 4). and HS¢ previowsly treated with collagen-
PVP (n = 3).

complex is recognized by cell receptors, such as integrins, and then
this medifies the intracellular signals for cvtokine expression and/or
ECM and metalloproteases synthests; hawever, it is necessary to perform
the appropriate experiments to explore these possibilities.

It is evidenr that these cytokines are associated with the persistence
of an inflammatory infilirate, which generates new signals capable of
recruiting more leukocytes and which stimulates the expression of
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Figure 8. Human skin sections frozen with the immunoperoxidase
technigue (avidin-biotin-peroxidase system) using an anti-ELAM-1 as
primary antibody. {4} .Photomicrograph  of negative control; (8}
photomicrograph of normal skin: (&) photomicrograph of H3¢, arous indicate
immunoreactive cells: () photomicrograph ot HSc treated with collagen-I"VE
Satle bar: 2000 .

adhesion molecules. This could perpetuate the inflammatory process
present in hypertrophic scarring; however, we have found that collagen-
PVP is a good choice for treatment not only in dermal fibrosis, as has
been shown, but also in other fibrotic processes, such as fibrotic
Achilles tendon (impublished results). Collagen-PVP has the advantage
of being a biologic drug with minimal risks. because no side-effects
have been detected in healthy volunteers and HSc patients treared for
long periods (even [4 v) with the drug. This was judged clinically and
by laboratory tests applied before and after treaument ({data not shown).

Even though it is well known that nonhuman collagen implants are
capable of inducing heterologous anticollagen antibodies (Ellingsworth
er al. 1986: Trentham, 1986; Vanderveen er af, 1986; Hyder er al
1992), no evidence exists to associate them with autoimmune diseases
related 1o collagen dermal implanes (Singh and Fries, 1994 Lewy,
1994). Furchermore. little is known about porcine collagen implants,
as in the case of collagen-PVP. Generally. collagen implants consist of
insoluble fibrilar collagens resuspended in saline solutions, in such a
way that the structure of these implants is quite different from that
seen in collagen-PVE. Collagen association with polyvinylpyrrolidone.
and the cross-linking fivored by y-irradiation. cenfers on it various
physicochemical properties. such ay the impossibilicy of forming a gel
when diluted in culeure mediom ar 37°C and neutral pH {data not
shown); theretore. collagen-PVP does not behave like other collagen
implants. Moreover. electrophoretic analysis demonstrated a change in
the relative mobility of collagen-PVIP when compared with che mixture
without y-irradiation or the components alone (Chimal-Monroy
et al, 1997).

Based on the results obrained in this study. in particular the low
fevels of fibrogenic cytokines and adhesion mwolecules in treated versus
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Figure 9. Human skin sections frozen with the immunoperoxidase
technique {avidin-biotin-peroxidase system) using an anti-VCAM-1 as
primary antibody. (1) of negative comrol;  (h)
photomicrograph of normal skin; {¢) photomicrograph of HS¢, arows indicate
immunoreactive cells; (d) photomicrograph of HS¢ treated with collagen-PVP.
Scale bar: 200 pm.
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) ] HSc treated
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]
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Figure 10. Collagen-PVP eflect on adhesion molecule expression in
treated HSc. The percentage of adhesion molecule-expressing immunoreactive
cells was deternined in blood vessels of normal skin, HSe, and collagen-PVP-
treated HSc. Adhesion melecule values were compared between treated and
untreated samples as mentioned in Materials and Methods but they were not
different; however, when nonnal skin was compared with treated HSc, these
values were different with a statistical level of p = 0.036 for VCAM-1. Results
represent the mean = SEM of at least rwo sections of each tissue from normal
skin {(n = 3), HS¢ (n = 4), and HSc previously treated with collagen-PVP
(n = 5).
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Figure 11, Fibroblasts derived from HSc treated with collagen-PVP
were assayed for collagen synthesis and cytokine expression. The
percentage of relative collagen was detenmined by ['*C|-Proline incorporation,
values were compared between treated and untreated groups, but they were
not significantly different. Results represent the mean % SDD of riplicates of
each culture {0). TGF-B1 and PDGF-AD levels were evaluated by enzyme-
linked immunosorbent assay. Results represent the mean £ 8D of two different
experiments performed by duplicate. Where p values for TGF-Bi are =0.05
for normal skin or HS¢ wersus HSc treated, and =0.003 for PDGF-AB for
normal skin or HSc treated versus HSc (B), normal skin, HSc, and collagen-
PVP-trcated HSe.

untreated HSc, we suggest that collagen-PVP can modulate extracellular
matrix turnover, mainly of collagen, and thus block the progression of
the fibrotic process.

We ackiiowdedge Dr. Jeffrey Davidson, Dr. Carlas Rosales, and Dr. Philip Maini for
their eritical review of the manuseript, Dr. Miguel Moerales for microscopical and eryostat
assistance, and Isabel Pérez-Monfort and Ana Lutsa Weckmanu for corecting the English
version of the manuscript. This work was partially supported by grant LDL-94 provided
by Aspid 8.A. de C. V. and PADEP 030336 {UNAM).
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Furuzawa-Carballeda J, Alcocer-Varela J. Interleukin-8, Interleukin- 10, Intercellular Adhesion Molecule-1
and Vascular Cell Adhesion Molecule-1 Expression Levels are Higher in Synovial Tissue from Patients with
Rheumatoid Arthritis than in Osteoarthritis. Scand J Immunol 1999:50:215-122

The aim of this work was to determine differences in pro- and anti-inlammatory cytokine and adhesion
molecule expression in synovial tissue from patients with rheumatoid arthritis (RA) or osteoarthritis (OA}.
Synovial tissue samples were obtained from patients with RA and OA, and from healthy individuals. The
expression of mRNA of interleukin (IL)-18. IL-4, IL-6, [L-8, [L-10, IL-13, tumour necrosis factor-a (TNF-a0)
and transforming growth-factor-Bl (TGF-B1) was evaluated by the polymerase chain reaction {PCR). In
addition, IL-8 and IL-10 transcripts were measured by quantitative PCR. The expression of IL-8 and IL-10
proteins was determined by immunoperexidase staining. To evaluate the inflammatory stage of synovial
tissue, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) and intercelluiar adhesion molecule-] (ICAM-1) 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 QA and RA
groups. Gene expression of IL-4 and IL-13 in synovium was undetectable. In contrast, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-
10. TNF-a and TGF-B1 transcripts were expressed by both groups. Increased levels of IL-8 and IL-10
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 [L-8, [L-10, ICAM-1 and YCAM-1 expression levels are
higher in synovial tissue from patients with RA than in similar tissue from patients with OA,

Jorge Alcocer-Varela, Department of Immunology and Rheumarology, Instituto Nacional de la Nuiricion

Salvador Zubirdn, Vasco de Quiroga no. 15, CP 14000. Mexico City, Mexico

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA} is a generalized autoimmune disorder
that predominanily affects synovial joints, displaying a chronic
nonsuppurative inflammation associated with erosive destruction
of joint cartilage. ligaments, tendons and subchondral bone. It is
characterized histologically by extensive infiltration of leuco-
cytes and macrophages and by hyperplasia of the synovial lining
layer (1]. In contrast, the pathogenic basis of osteoarthritis (OA),
is less clear-cut. Synovial tissue (ST} from patients with OA
presents thickening of the lining layer. increased vascularity and
variable degrees of inflammatory mononuclear cell infiltration.
The inflammatory process at the onset of OA may be the primary

© 1999 Blackwell Science Lid

cause or secondary to cartilage destruction. However. inflamma-
tory changes in ST are occasionally almost indistinguishable
from those seen in RA patients [2-4]. It has been proposed that
OA is a synovial disease where mechanical factors may be of
importance and this is supported by experimental models and
clinical observations in humans [5). Moreover, in both patholo-
gies many factors are involved in synovial inflammation, where
cytokines have emerged as regulatory factors of particular
importance. The final effect of joint destruction in OA and RA
may be the result of an imbalance between the proinflammatory
cytokines, which perpetuate the influx of ceils, and the anti-
inflammatory cytokines and their inhibitors. [n fact, it has been
shown that the presence of many infiltrating leucocytes in
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inflamed rheumatic joints is mediated by chemotactic factors
released by local activated celis. Thus, T-cell and neutrophil
chemotaxis, a crucial process for leucocyte accumulation, is

predominantly induced by intedeukin (IL)-8 [6-10]. Other’

cviokines, such as IL-1. [L-6. tumour necrosis factor-a (TNF-
o). granulocyte and monocyte colony-stimulating factor (GM-
CSF). transforming growth factor-B (TGF-B) and IL-10, have
aiso been detected in the RA joint [11-25], Overexpression of
IL-la. IL-1B. IL-6, TNF-a. GM-CSF and epidermal growth
factor {EGF) has been described in OA synovium [4. 24-26].

Nevertheless. there are also down-regulators of the pro-
inflammatory response. such as IL-10. which has been shown
to be an imporiant pleiotropic cytokine with anti-inflammatory
and stimulatory activities. IL-10 exerts its anti-inflammatory
activity by inhibiting T helper 1 (Thl)-type responses and
monocyte functions through the inhibition of proinflammatory
cytokine production [27] and by down-regulating the expression
of major histocompatibility complex (MHC) class Il molecules
[28] and TNF receptors [29]. However, IL-10 is aiso a B-cell
stimulator, enhancing B-cell proliferation and differentiation
[30]. As IL-8 and IL-10 play important roles in the regulation
of cellular and humoral immune responses, they represent good
targets for studying possible differences in their synthesis and
expression in RA and OA pathologies.

On the other hand. ST from patients with OA or RA is
characterized by an increased expression of cell adhesion mole-
cules (CAMs) from the selectin (E-selectin) and integrin families
(@)_p 4. By_s. €lc.), and from the immunoglobulin gene super-
family (intercellular adhesion molecule, or ICAM-1, and vascu-
lar cell adhesion molecule, or VCAM-1) [31-36]. Their altered
expression in tissue-bound immune cells indicates prior activa-
tion by proinflammatory cytokines (37, 38]. Thus, the aberrant
production or activation of soluble mediators, altered connective
tissue cell responsiveness 1o those mediators and/or impaired
downregulation of proinflammatory/fibrogenic stimuli. lead to
the development of synovium pathology.

In the present study. we investigated whether there are
qualitative or quantitative differences in cytokine and adhesion
molecule expression by RA and OA ST, through:

(1) the evaluation of mRNA of some proinflammatory cytokines,
such as IL-1B. IL-6, IL-8, TNF-a and TGF-B| and some anti-
inflammatory cytokines, such as [L-4 [29], IL-10 and IL-13
[39-44);

{2) the measurement of IL-8 and [L-10 mRNA, as well as their
proteins: and

(3) the adhesion molecule protein expression of the immuno-
globulin superfamily molecules VCAM-1 and 1CAM-1.

PATIENTS AND METHODS

Samples from patienis. ST was obtained from five RA patients who
fulfilled the revised American Rheumatology Association (ARA) criteria
[45}: from five patients with OA, all of whom were rheumatoid factor
negative with clinical features of degenerative disease. without articular
£rosions in X-rays. who underwent total knee or hip joint replacement

surgery: and from five knee synovium fragments from patients with
noninflammatory joints who underwent postfracture surgery {controls).
Samples were obtained with informed consent and institstional approval.
The mean age of RA patients was 34 = 6 years (mean = SEM), of OA
patients was 52 = 7 years and of the noninflammatory controls was
29 = 3 years, with a mean disease duration of 7 = 2 and 6 = 4 years for
the first and second groups, respectively. Discase duration for both
pathologies was defined as the years that had elapsed since the presenta-
tion of the first symptom of the disease (joint pain or arthritis for more
than 6 months). Two of the five OA patients were treated with analgesics
and the other three with nonstercidal anti-inflammatory drugs. Two of
the five RA patients were receiving methotrexate and the other three
nonsteroidal anti-inflammatory drugs only. All RA patients were classi-
fied in anatomical stage II. All ST samples were snap-frozen and
transported in liquid nitrogen. They were stored at ~70°C until sectioned
for immunohistochemical procedures or RNA isolation.

RNA isolation. Total RNA from synovial fragments (0.3-0.5¢m?)
was isolated as described by Chomczynski [46). Briefty, total RNA was
recovered afier cell lysis in 2ml of guanidine isothiocyanate (RNA-
z0l™: B. Cinna/Biotecx. Houston, TX. USA) by chloroform-isopentyl
alcohol extraction and ethanol precipitation, followed by DNase |
treatment (GIBCO BRL, Grand Island, NY). Enzymes were removed
by phenol-chloroform-isoamy! alcohol extraction and RNA was pre-
cipitated with ethanol. The ethanol-free RNA pellet was dissolved to a
fina! volume of 20-50 ul in water. Total RNA was quantified with Fast
Check, a nucleic acid quantification system {GIBCO BRL) and concen-
trations were adjusted 10 0.5-1.0 pg/pl.

Reverse transcription (RT). cDNA was synthesized from each RNA
sample in a 20-pl total reaction volume containing 2-4 pg total RNA.
The RNA sample was treated with 5ug of Oligo(dT)i. s (GIBCO
BRL). 10mum dithiothreitol, 0.2 mm dNTPs (GIBCO BRL) and 50U
Moloney murine leukaemia virus reverse transcriptase (GIBCO BRL).
After a 60-min incubation at 42°C, samples were heated to 95°C for
5min and then quickly chilled on ice. The ¢cDNA reaction product was
diluted to a final volume of 80 ul with water and 10 ul of this ditution
was used for each polymerase chain reaction (PCR).

PCR amplification. For cDNA amplification, 0.2 mm dANTPs, 30 nMm
¢ach of §' and 3’ specific pnmers (Table 1). and 2.5U of Tag DNA
polymerase (GIBCO BRL) were added to the reaction mixwre. Ampli-
fication was performed with a thermal cycler (Perkin-Elmer Cetus
Instruments, Norwalk, CT. USA) and consisted of: one cycle of Smin
at 94°C for denaturation, ! min at 57°C for anncaling and 1 min at 72°C
for elongation; 28 sequential cycles of 1 min at 94°C, | min at 57°C and
I min at 72°C; and one finaj cycle of 1 min at 94°C, 1 min at 57°C and
5min at 72°C.

PCR products were separated by 1% agarose {Sigma Chemical Co..

. St. Louis. MO, USA) gel electrophoresis in 0.5 x Tris/Bonc acid/EDTA
buffer (TBE). containing ethidium bromide. at 80V for 60 min. Gels
were photographed using a Polaroid film (type 665) (Cambridge. MA.
USA).

Quanritative PCR. To determine the level of IL-8 or [L-10 mRNA
present in the noninflammatory control group and in the OA and the RA
samples, total isolated RNA and an imemal RNA standard (pQBZ
plasmid. a gifi from Dr David Shire. Sanofi EIf Bio Recherché.
Labege. France} were co-reverse transcribed and co-amplified in the

- same reaction as the analysed transcripts. This competitive PCR i 3
sensitive method for quantitative gene expression in small samples of
RNA (pg) with the same thermodynamics and amplification efficiency.
Briefly, different amounts of a total RNA sample and an identical
proportion (0.020pg: 50530 molecules) of the synthetic intemal
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Table 1. Primer sequences for polymerase chain reaction (PCR) amptification

Length of the

mRNA Primers 3'-5 Primers 5'-% amplitied fragment (bp}
Bape CCAGCAGAGAATGGAAAGTC GATGCTGCTTACATGTCTCG 268
IL-1 GGATATGGAGCAACAAGTGG S TGTACCAGTTGGGGAACTG 263
- TGCCTCCAAGAACACAACTG AACGTACTCTGGTTGGCTTC hal
IL-6 TCAATGAGGAGACTTGCCTG GATGAGTTGTCATGTCCTGC 260
IL-8 TTGGCAGCCTTCCTGATT AACTTCTCCACAACCCTCTG 247
IL-10 AAATTTGOTTCTAGGCCGGG GAGTACAGGGGCATGATATC 264
TNF-a ACAAGCCTGTAGCCCATGTT AAAGTAGACCTGCCCAGACT 27
TGF-81 TTTCGCCTTAGCGCCCCACTG TCCAGCCGAGGTCCTTGCGG 7

217

Ba-p- B>-microgiobulin: IL. interleukin: TNF-a. tumour necrosis factor-a: TGF-B 1. transforming growth factor-B 1.

standard RNA (stRNA) were reverse transcribed (SIRNA consists of a
linear array of sequences of upstream primers of multiple target genes.
followed by sequences, complementary 10 their downstream primers, in
the same order) [47-51). ¢<DNA was synthesized in a 20-pl reaction
volume containing 0.5-1 ug total RNA, 0.015-0.1 wg stRNA and 5 pg
Oligo(dT)y1_ss, under the same conditions described above. PCR reac-
tions were camied out in 50-ul reaction volumes containing: cDNA.
specific primers for B.-microglobulin {as an extemnal control), IL.-8 or
IL-10, and Tag DNA polymerase. cDNA was amplified as follows: one
cycle of 5 min at 94°C for denaturation, | min at 57°C for annealing, 905
at 72°C for elongation; 33 sequential cycles of { min at 94°C, | min at
S7°C. 90s at 72°C: and one cycle of | min at 94°C, ! min at 57°C and
7 min at 72°C.

Amplification products from competitive PCR were analysed by gel
electrophoresis and quantification was carried out by densitometric
analysis.

The results were expressed as: (the number of mRNA moiecules per
ng of total ST RNA) per 1% 10° mRNA molecules of B3-microglobulin,
as previously described [50].

Histology and immunohistochemical staining. ST biopsies were snap-
frozen in liguid nitrogen and cut into 4-6 um sections. Serial sections
were mounted on y-methacryloxypropylirimethoxisilane-coated slides
(Sigma Chemical Co.). One frozen section from each biopsy was
routinely stained with haematoxylin and the other frozen section was
examined after immunohistochemical staining. Briefly, sections were
fixed in acetone at —20°C for 3 min. The endogenous peroxidase was
blocked with 3% H,0- in methanol for 10min and then the cryosections
were incubated for 30 min with 1% egg albumin (Sigma Chemical Co.).
Tissues were incubated with a rabbit antthuman IL-8 polyclonal 1gG
(PeproTech Inc.. Rocky Hill, NJ, USA) or a mouse antihuman [L-10
menoclonal IgG. both at 20 pg/ml. or with 3 mouse anti-VCAM-1 or
anti-ICAM-1 monoclonal [gG at 25 ug/ml (Genzyme Corporation.
Cambridge. MA), for 60 min at room temperature. Binding was detected
by incubating the sections with a kit of goat antirabbit IgG. diluted 1:20.
and then with the avidin—biotin peroxidase complex diluted 1:20 for
IL-8 detection {Sigma Chemical Co.). or with a kit of goat antimouse
IgG and then with the avidin-biotin peroxidase complex diluted accord-
ing to the manufacturer’s instructions for IL-10. ICAM-1 and VCAM-1
detection (VECTASTAIN Elite ABC kit. Vector Laboratories, Burlin-
game. CA). for 60 min at room temperature. Immunoreactivity in the
sections was detected using a solution of diaminobenzidine tetrahy-
drochtoride (6 mg/mi} in 10 ml of 0.05m Tris-HCL pH 7.5, and 10 .l of

30% H;0,. and counterstained with haematoxylin. Finally. sections
were dehydrated with alcohol and xylene, and mounted in resin. The
negative control reaction was performed by substituting the primary
antibody with normal human serum diluted 1:100. The reactive blank
was incubated with phosphate buffer saline-egg albumin (Sigma Chemi-
cal Co.) instead of the primary antibody. Both controls exciude any
nonspecific staining or endogenous enzyme activities. At least two
different sections were examined for each ST in all patieats in a blind
analysis. Cytokine and adhesion molecule expression was assessed by
estimating positively staining cells in tissue along one randomly selected
field (10x). and it was reported as the percentage of immunoreactive
cetls, as previously described [52].

Statistics. Results were expressed as the mean = SEM. Associations
between quantiftable variables were determined using the Mann—Whit-
ney U-test and the Student’s -test. P-values of <0.05 were considered as
statistically significant.

RESULTS

Histological and immunohistochemical findings

The inflammatory state was determined by histological analysis
from a fragment stained with haematoxylin. The degree of
inflammation was classified as scarce, moderate or abundant,
according to cellularity, and inflammatory infilirate type as
perivascular or interstitial: acute or chronic. Synovial fragments
from the noninflammatory control group displayed basal peri-
vascular and/or interstitial cellularity and they were constituted
mostly by peripheral blood polymorphonuclear and mononuclear
cells, as previously reported [53], In contrast. OA and RA ST
displayed considerable increased vascularity and cellularity:
infiltrates varied from moderate to abundant. they were of
perivascular and interstitial types, mainly constituied by mono-
nuclear cells: furthermore, giant cells and lymphoid aggrepates
were observed. No differences in inflammatory infiltrate type or
inflammation degree between OA and RA synovial membrane
were observed.

The immunohistochemical staining procedure for ICAM-{
was performed on noninflammatory control. OA and RA syno-
vial cryosections. Basal expression levels were observed in the
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Fig. 1. Adhesion molecule expression in synovial tissue, The
percentage of intercellular adhesion molecule-1 (1ICAM-1}- and
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)-expressing
immunoreactive cells was determined in synovial tissue from: Non-l,
noninflammatory control group: OA, osteoarthritis patients; and RA,
rheumatoid arthritis patients. Adhesion molecule values were
compared between Non-I and OA. Non-I and RA, and OA and RA.
They were significant for ICAM-1 (P =0.003. Non-I versus OA:

P =0.008, Non-1 versus RA; and P =0.008, OA versus RA patients),
and VCAM-1 (P=0.001. Non-I versus QA or Non-I versus RA; and
P=0.002. OA versus RA patients). Results represent the mean

+ SEM of at least iwo sections af each tissue from Non-1 (n=35), OA
{n=>5) and RA (n=35) patients.

noninflammatory control group. A twofold increased amount of
immunoreactive cells was found in the QA group. However. the
highest increase was detected in the RA group (Fig. 1). Morpho-
logically. the most commonly immunostained cells were macro-
phages. endothelial cells and fibroblasts. Statistically significant
differences in the expression of this adhesion molecule were
established when the noninflammatory or OA groups were
compared with the RA group (P = 0.008).

The same expression pattern was observed in cells immuno-
reactive to VCAM-1, where a higher expression level was also
determined in RA ST compared with the OA group (P =0.002).
and the lowesi fevels of VCAM-1 were ublained in the non-
inflammatory conirol group (P=0.00t. RA versus the
noninflammatory group) (Fig. ).

78 9:10n

1 23 4 58

Cviokine gene expression

The cytokine transcript profile (IL-18, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-13. TNF-a and TGF-B1) was evaluated in all samples by RT-
PCR. The results revealed vanations in mRNA expression
among the noninflammatory contro! and the OA and RA
groups. mRNA for IL-4 and IL-13 were not detected in any of
the different groups of ST analysed. However, most of the [L-1B,
IL-6, IL-8, IL-10. TNF-« and TGF-B1 transcripts were found in
RA and OA ST (Fig. 2). mRNA for IL-8 was detected in one of
five (20%}) and in four of five (80%) of the samples from QA and
RA groups. However, it was undetectable in the noninflamma-
tory group. Meanwhile, IL-10 was found in four of five (80%) of
the noninflammatory 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.

Quantitative PCR

IL-8 and IL-10 mRNA were measured in the noninflammatory
control group and in the OA and RA groups by a competitive
PCR technique. Normalization of the results were achieved by an
independent amplification of a control or housekeeping gene,
such as B>-microglobulin [39]. IL-8 transcripts were not detected
in the noninflammatory group and were almost undetectable in the
OA group. whereas an increased amount of this chemokine was
observed in RA syrovium (P =0.014) (Fig. 3A). However, IL-10
transcript expression was simitar in the OA and RA groups, while it
was scarce in the noninflammatory group. Neventheless. statistical
analysis did not indicate any significant difference between QA and
RA ST because of the high varability (Fig. 3B).

IL-8 and IL-10 immunoperoxidase staining

The presence of IL-8 and IL-10 proteins in ST was determined in
this study by an immunohistochemical assay. Results showed
that 1L-8 (Fig. 3C) and IL-10 {Fig. 3D) were synthesized at
significantly higher levels in RA patients than in OA and non-
inflammatory control groups (IL-8, P=0.003 and P =0.004,
respectively. and IL-10. #=0.03 and P=0.02, respectively).
1L.-8 production was undetectable in the noninflammatory control

12 3 45 &78 g1 N

Fig. 2. Cytokine gene expression profile of representative rheumatoid anthritis (RA) and ostecarthritis {OA) patients. (A} Polymerase chain

reaction (PCR) products from RA synovial tissue {ST) in a | % agarose gel containing ethidium bromide. This panel shows the profile of a

selected RA patient who is positive to Bs-microglobulin (lane 2), interleukin (IL)-18 (Jane 3). IL-6 ¢lane 5). IL-8 (lane 6). IL-10 {lane 8). tumour
necrosis factor-a {TNF-ao) (lane 10) and transforming growth factor-B (TGFE-B) tlane 11), and negative 1o 1L-4 (lane 4) and 11-13 (lane 9). Lanes
1 and 7. $X174 DNA digested with Heelll. (B) PCR products from OA ST in 0 1% agarose gel containing ethidium bromide. This panel shows
the profile of a selected OA patient who is positive o a-microglobulin (lape 2). IL-1B (lane 3). IL-6 tlane 5), IL-8 (lane &), IL-10 (Jane 7).
TNF-a (tane 10) and TGF-B (lane [1), and negative to 1L-4 (lane 4) and IL-13 {lane 8). Lanes 1 and 9. $X 174 DNA digested with Haelll.
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Tabte 2. Synovial tissue (ST} cytokine gene profile

Cvtokine and CAM Expression in RA and OA 119

Group Bait IL-1B L4 IL-6 IL-3 IL-10 {L-13 TNF-a  TGE-Bl
Non-1 5 2 0 5 0 4 0 1 4
(n=35)

0A 5 2 [}] 4 l 4 0 | 5
n=23)

RA 5 3 0 2 4 5 0 k) 5
n=3%)

B1-p. Br-microglobulin: [L. interleukin: 2. total number of patients; Non-I, pon-inflammatory control group: OA,
osteoarthritis group: RA. theumatoid arthritis group: TGF-81. ransforming growth factor §1; TNF-a, tumour necrosis
factor-a. Numbers represent the samples expressing the mRNA.

samples, while basal expression levels of IL-10 were observed in
this group. Furthermore, cells expressing IL-10 were morpholo-
gically identified as macrophages and lymphocytes.

DISCUSSION

The present study analysed the differences in adhesion molecule
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Fig. 3. Synovial tissue transcripts. quantification and cytokine
expression in synovial tssue. Non-I, non-inflammatory control group;
OA. osteoarthritis patients; RA, rheumatoid arthritis patients. (A) This
panel represents the number of molecules of interleukin ([L)-8 mRNA
per 1 x 10° molecules of B:-microglobulin mRNA (P =0.014, OA or
Non-1 versus RA patients). (B) This pane] represents the number-of
molecules of IL-10 mRNA per 1 x 10° molecules of B;-microgiobulin
mRNA. Values represent the average = SEM. (C) The percentage of
IL-8-expressing immunoreactive cells was determined in Nen-1. OA
and RA groups. IL-8 values were compared between groups and

they were significantly different (P=0.003, OA versus RA patients
and P =0.004 Non-[ versus RA patients). (D) The percentage of
IL-t0-expressing immunoreaciive cells was determined in Non-1, OA
and RA groups, IL-10 values were compared between groups and they
were significantly 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=35).

OA {rn=>5) and RA (n=15) patients.

and pro- and anti-inflammatory cytokine expression in non-
inflammatory joints, and in OA and RA ST samples. IL-8 and
[L-I0 proteins and adhesion molecule expression in ST were
associated with chronic inflammatory infiltrates. The inflamma-
tory ST state was determined by histological analysis and the
results were in accordance with the observed overexpression of
ICAM-1 and VCAM-1, where increased RA and QA ST adhe-
siveness may promole interactions with infilirating inflammatory
cells, contributing to the accumulation of leucocytes in the joint
tissue [32, 37, 38, 54]. In fact, it is well known that [CAM-1 and
VCAM-1 are overexpressed in synovial membrane after stimula-
tion with proinflammatory cytokines such as IL-{ and/or TNF-
a, or IL-6 [31, 35, 55-57]. The data obtained in this study have
shown that [CAM-1 and VCAM-1 expression was greater in RA
synovium than in OA ST. These results suggest that first, despite
significantly higher expression of adhesion molecules (ICAM-1
and VCAM-1) in RA compared with OA ST, their ligands in
inflammatory cells (o /B, and a.f,, respectively) may not be
overexpressed because they are regulated by other cytokines,
such as TGF-B1; may be absent or inactivated [36, 38). Probably
because of this we could not observe differences in size and type
of inflammatory infiltrates in RA ST compared with OA ST.
Second, synovial membrane from RA was probably differen-
tially stimulated by overexpressed proinflammatory cytokines
than OA synovial tissue, although cytokine gene expression was
similar between OA and RA groups. However, differences in the
concentration of proinflammatory cytokines may be found. Thus,
these data may be directly related to other investigations that
have described an imbalance in the expression of collagenase and
stromelysin mRNA, as well as the tissue inhibitor of metallo-
proteinase (TIMP) {58, 59], in RA synovial cells (inducibie by
proinflammatory cytokines such as IL-1, TNF-a, GM-CSF., etc.)
[60. 61). They have suggested that a disturbed balance between
both proteases and TIMP is crucial for theumatoid joint destruc-
tion. Accordingly, it has been demonstrated that OA ST produces
less metalloproteinase and more TIMP than RA tissue [59. 62].
These data support the hypothesis that OA and RA ST seem to
express the same cytokine profile, but each cytokine may be
expressed in different quaniities and its combination may
produce different effects.
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IL-4 and [L-13 gene expression was not detected in either RA
or OA ST. This contrasts with the findings of Woods er al.. which
indicate that RA ST expresses low levels of IL-13 transcripts
[44]. However, we rejected a possible methodological problem
because IL-4 and IL-13 mRNA were detected in RA and OA
peripheral blood mononuclear cells (data not shown). and B.-
microglobulin amplification was used as an intemal positive
controt.

On the other hand. a quantitative analysis of IL-8§ and IL-i0
gene expression was performed using the competitive PCR
technique, unlike previously published studies in which tran-
scripts were only semiquantified [12, 25]. [L-8 and IL-10 mRNA
expression showed important differences between RA and OA
patients. IL-8 mRNA was expressed in higher levels in ST from
RA patients than in ST from the OA and noninflammatory
control groups. These results enrich those of Firestein et al.
because they found a lower gene expression of [L-6 by ST cells
from RA compared with OA [25]. In contrast, IL-10 transcripts
were present in the ST from the three groups, although more
abundantly in RA patients. Hence, some of the differences
between cytokine production in OA and chronic inflammatory

* arthritis seem to be quantitative instead of qualitative,

These data corretate with a more intense staining and a greater
number of immunoreactive cells treated with IL-8 and IL-10
antibodies in RA ST compared with OA ST. As in RA the
absolute number of cells producing IL-10 and IL-8 seems to be
important. Thus, the synovium might produce a similar cytokine
profile in both diseases, but the much greater size of the
hyperplastic RA synovium and higher vascularity results in
higher local concentration of these cytokines. However, it is
important to note that there is a certain level of IL-8 reactive cells
in OA patients but they express minimal [L-8 mRNA (Fig.
3A.C). On the other hand, the number of immunoreactive cells
to IL-8 and TL- 10 in RA and OA ST are of the same magnitude
(Fig. 3C.D). However, the quantitative PCR (Fig. 3A.B) shows a
difference in magnitude. This could be explained by the fact that
there may be some differences in the stability of mRNAs in the
cytoplasm, differences in the regulation of mRNAs at the
transcriptional, post-transcriptional, translational and post-trans-
lational level, and differences in the transcription rate or the
efficiency of translation [63].

Finally. the differential cytokine and adhesion molecule over-
expression. determined in this study, allow the possibility that the
RA ST is partially responsible for the cytokines synthesized in
the joint during the triggering and perpetuation of the inflamma-
tory process. The IL-8 and IL-10 abundance may be particular to
this pathology. which is characterized by chronic inflammation.

The results obtained suggest that the differences in [L-8 and
IL-10 production, and in adhesion molecule expression in
chronic RA and OA, are basically quantitative rather than
qualitative. The similar cytokine profile of RA and OA suggests
that no single cytokine is particularly 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 ST. However, future studies should emphasize in cytokines
their receplors and the concomitant estimation of cytokine
inhibitors.
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Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic disorder. Affected joints exhibit in-
flammation, abnormal immune response, and synovial hyperplasia. The perpetua-
tion of the inflammatory process is mediated by the increased expression of cell
adhesion molecules (CAM), such as members of the selectin (ELAM-1) and integrin
families (0t;_g, g, Py, etc.), and of the immunoglobulin gene superfamily
(ICAM-1 and VCAM-1), prior to activation by proinflammatory cytokines.! CAM
regulate cartilage and bone destruction favoring cellular influx that (concomitantly)
overexpress matrix metalloproteinases (MMPs). MMPs are secreted by cells in
an inactive form, and they are activated in the extracellular space by the action of
other proteinases. The regulation of these enzymes is tightly controlled via cytokines
and interactions with tissue inhibitors of the metalloproteinases (TIMPs).2 Our aim
was to evaluate total collagen content, the relative percentage of types I and Il col-
lagen, calcium-dependent and -independent collagenolytic activity, as well as
TIMP-1 and adhesion molecule expression in synovial tissue (ST) cultures treated
with a y-irradiated mixture of pepsinized porcine type I collagen and polyvinylpyr-
rolidone (collagen-PVP). This biocompound has been shown to improve skin wound
repair and bone fractures in rats. Also, intralesional injection of collagen-PVP in
hypertrophic scars diminished pruritus, pain, erythema, volume, inflammatory infil-
trates; and improved tissue architecture. Moreover, the biodrug has been demon-
strated to modulate extracellular matrix turnover, mainly types I and III collagen,
and to downregulate the expression level of IL-1B, TNF-a, PDGF, and VCAM-14
Besides, intradermal administration of collagen-PVP to scleroderma lesions has
been shown to improve skin texture, appearance, and tissue architecture and to
downmodulate IL-1B and ELAM-1 expressions.> Collagen-PVP has the advantage
of being a biologic drug with minimal risks, because no side effects have been de-
termined in healthy volunteers and hypertrophic scar patients treated for long peri-
ods with the bicdrug. This was evaluated by clinical and laboratory tests. Based on
the above-mentioned observations, this study included five RA patients with mean
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age of 41.0* 17.0 years and a mean disease duration of 9.6 £ 5.1 years. All of them
fulfilled the American College of Rheumatology criteria for the diagnogsis of RA.
Disease-modifying antirheumatic drugs and nonsteroidal antiinflammatory drugs
were prescribed for all patients before total knee joint replacement surgery. ST frag-
ments of approximately 3-5 mm?® were obtained and incubated during 7 days with
500 pI of RPMI-1640 with 10% FCS and with or without 1% collagen-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,® and the results were normalized by pg of DNA. The relative percent-
age of types I and III collagen was evaluated from cultured ST. 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 CaCl, or EDTA buffer, and the re-
sults were normalized by pg of DNA. Supernatant concentration of TIMP-1 was as-
sessed by one-step sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) system,
according to the manufacturer’s instructions (Amersham, UK). Immunohistochem-
ical procedures to detect ICAM-1 and VCAM-1 were carried out according to
Krotzsch-Gémez ez al.* Adhesion molecule expression was assessed by estimating
positively staining cells in blood vessels and mesenchyma, and it was reported as the
percentage of immunoreactive cells. All experiments were performed at least in du-
plicate. Statistical analysis was performed by paired Student ¢-test. Data were ex-
pressed as the mean = SEM (standard error of the mean); p < 0.05 was considered
significant. 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 inflammatory infiltrates and increased
type Il collagen (data not shown). Densitometric analysis of interrupted gel electro-
phoresis showed a two-fold increase of type IlI collagen in treated synovium, in a
time-dependent fashion versus control cultures (p = 0.001, treated compared to un-
treated cultures; F1G. 1a). 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;
FI1G. 1b). On the other hand, calcium-dependent collagenolytic activity in superna-
tants from ST-treated cultures exhibited slightly lower levels compared to untreated
supernatants, but they were not statistically significant (FIG. 1¢). In contrast, calci-
um-independent collagenolytic activity from treated cultures diminished in a time-
dependent manner at statistically significant levels compared to untreated cultures
(p =0.02 and p = 0.04 for 3 and 7 days of culture, respectively, treated versus un-
treated; FiG. 1d). TIMP-1 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;
F1G. le). ICAM-1 and VCAM-1 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 downregulaled iCAM-1 and VCAM-I expression.
Values-were statistically significant in blood vessel cells (ICAM-1, p = 0.04 at 7
days of culture and VCAM-1, p = 0.05 and p = 0.01 at 3 and 7 days of culture re-
spectively, treated versus untreated cultures; FIGS. 2a and b). Also, spread cells ex-
hibited the same pattern as biood vessel cells (ICAM-1, p = 0.03 and VCAM-1,
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FIGURE 1. Collagen-PVP effect on collagen turnover in ST cultures. (a) Types I and
III collagen relative percentage. Homogenates from ST were treated with pepsin for 72 hr
and then dialyzed in 5 mM acetic acid. Twenty pl of ST homogenates were appliedin a 0.1%
SDS, 7.5% polyacrylamide gel. Gel electrophoresis was interrupted in the middle, then 5 pl
of 5% B-mercaptoethanol solution was applied. Gel was incubated for 15 min, and then the
system was switched on. Gel was stained for proteins with silver 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 I collagen percentage,
hatched bars represent type III collagen in control cultures, and solid bars represent type I11
collagen in treated cultures. (b) Total collagen content in ST cultures with or without 1%
collagen-PVP treatment. Collagen concentration was measured by colorimetric reaction in
acid hydrolyzates to determine hydroxiproline content. Comparison between control and
treated cultures showed differences at 3 days of culture with *p = 0.02. (¢) Calcwm—depcn-
dent collagenolytic activity. To measure the degradation of rat N-{propionate-2,3- IH]-la-
beled type I collagen, the former was incubated with 140 pl of supernatants from 3 and 7
days of culture and 5 mM CaC1, buffer, pH 7.4, for 24 hr at 35°C, in a total volume of 500
ji. Reaction was stopped by the addition of 50 pl of 80 mM o-phenantroline and incubated
for 30 minutes.'Then proteins were prec1p:tated with 500 pl of 1,4-dioxan, and the tubes
were centrifuged.
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FIGURE 2. Collagen-PVP effect on ICAM-1 and VCAM-1 expression in ST culture.
The percentage of adhesion molecule-expressing immunoreactive cells was determined in
blood vessels and spread cells of ST cultures with or without 1% collagen-PVP treatment
during 7 days, (a) ICAM-1 values were different in blood vessels and spread cells between
treated and control cultures, with the following statistical levels: blood vessel cells,
*p = 0.04 at 7 days of culture; spread cells, *p = 0.03 at 7 days of culture. (b) VCAM-1 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 sections from each patient.

FIGURE 1l/continued. Radioactivity in 150 pl of each supernatant was measured in a
liquid scintillation counter. (d) Calcium-independent collagenolytic activity. Measurement
was performed as described above, but 10 mM EDTA buffer was added instead of 5 mM
CaCl, buffer. Collagen-PVP treated groups were compared with untreated controls, these
+ data were statistically significant with *p = 0.02 for 3 days of culture and *p = 0.04 for 7
days of culture. (¢) TIMP-1 production in ST cultures with or without collagen-PVP treat-
ment. The levels (ng/DNA pg) were measured in supernatants of cultures diluted 1:5 to
1:20. TIMP-1 expression in biodrug-treated cultures was significantly lower relative to that
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 fragments from each patient.
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p =0.03 at 7 days of culture, treated versus untreated control cultures; F1Gs. 2a and
b). Based on these resuits, we suggest that collagen-PVP modulates coilagen turn-
over, since it decreases collagenolytic activity, as well as TIMP-1 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-1 and VCAM-1 downmodulation. This may be
related to the downregulation of IL-1 and TNF-a, since both proinflammatory cy-
tokines are capable of inducing proliferation and migration of synovial cells via
CAM,! as well as of inducing the expression and activation of collagenolytic en-
zymes.? This correlates with previous data in hypertrophic scars and scleroderma le-
sions treated with the biodrug, where these proinflammatory cytokines and adhesion
molecules diminished with treatment.? In conclusion, collagen-PVP induces a
downmodulation but not an inhibition of inflammatory parameters and probably al-
lows a gradual and better recovery of homeostasis in ST of RA patients.
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