DESDE Que DE Duve y colaboradores identifica-
ron los lisosomas en 1955', en base a las pro-
piedades que les confiere su contenido neta-
mente enzimatico, numerosos investigadores se die-
ron a la tarea de dilucidar su participacion en el
fenémeno inflamatorio, que constituye el elemento
de mayor importancia en los procesos patolégicos
incluidos en el campo de la reumatologia. El pre-
sente trabajo constituye un intento para determinar
el comportamiento de algunas enzimas lisosémicas
en el liquido sinovial de diferentes procesos infla-
matorios articulares,

Los lisosomas constituyen una familia de orga-
nelos intracitoplasmicos que contienen en su interior
gran ntmero de hidrolasas acidas®. Se encuentran
en todas las células en que se han investigado, a
excepciéon de los eritrocitos®?, y en algunas células
vegetalest. Fell y Thomas en 1960% fueron los pri-

*  Del Instituto Nacional de Cardiologia, México, D. F,
** Del Laboratorio de Investigaciones Inmunoldgicas de la

S, S. A, Meéxico, D. F.

REV. FAC. MED. VOL. XII.—NUM. 3.—MAYO-JuNIo, 1969

—

c———

 c—

—_—

Dr. GABor KAiTONA™
Dr. Sercio R. Urroa L.**

meros en postular la participacién de estos elemen-
tos en el campo de la reumatologia, al suponer que
la desnaturalizacién del cartilago observada en ani-
males de experimentacion, sometidos a tratamiento
con grandes cantidades de vitamina A, obedecia a
la accidon de una o varias enzimas, liberadas a par-
tir de lisosomas sensibles a la accién de esta vita-
mina, hecho que habia sido demostrado previamen-
te in vitro®.

Weissman? logrd reproducir las mismas altera-
ciones sobre cartilago utilizando en lugar de vitami-
na A, la papaina, una enzima que tiene accién pro-
teolitica igual que la catepsina, aislada de los liso-
somas de condrocitos, macréfagos, polimorfonuclea-
res y de las células beta de la membrana sinovial®.

La figura No. 1 sefiala la accién sobre el car-
tilago de la catepsina y la papaina.

La funcién de la catepsina se realiza sobre el
complejo proteina-condrointinsulfato rompiendo la
union y liberando el sulfato de condroitina, con la
pérdida consiguiente de la rigidez del cartilago, co-
mo indica en forma esquematica la figura No. 2.
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SIMILITUD - ENTRE LOS EFECTOS DE LA PAPAINA
Y LA CATEPSINA SOBRE EL CARTILAGO

VITAMINA “A” EN EXCESO

APAINA
P LISOSOMAS {condrocitos, polimorfo-

nucleares, leucocitos y
tejido sinovial. )

CATEPSINAS

CARTILAGO

(matriz)

DESDOBLA EL COMPLEJO PROTEINA- CONDROITINSULFATO

Figura 1
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En condiciones normales las catepsinas ejercen
ademas un papel de reguladoras del equilibrio di-
namico de las proteinas intracelulares, ya que per-
miten que se degraden algunas proteinas no nece-
sarias mientras se sintetizan otras®.

El propésito del presente trabajo consistidé en de-
terminar en forma objetiva la relacién que tiene la
actividad de las catepsinas del liquido sinovial con
el tipo del proceso articular en distintos padecimien-~
tos reumaticos.

MATERIAL ¥ METODO

Se tomaron 100 muestras de liquido sinovial de
rodillas de 46 pacientes con distintas artropatias;
los liquidos fueron congelados hasta el momento del

>

LAS PROTEINASAS

'T

4

SECUENCIA DE LA REGION DEL ENLACE

—galactosil galatcosil xilosil serina—

Fig. 2. Reresentacién esquemdtica de una unidad bésica de macromoléculas de proteina-condroitin-sulfato. Sélo se re~

presentan una quinta parte de las cadenas laterales de mucopolisacaridos. Esta formado por un nicleo proteinico, al

cual se hallan adheridas 60 unidades de condroitin sulfato de peso molecular aproximado de 50 000, la macromolécula pasa
alrededor de 4 000 000.
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CONCENTRACION DE CATEPSINAS EN EL LIQUIDO SINO--

VIAL, SEGUN LOS DISTINTOS PADECIMIENTOS REUMATICOS.

(VALORES BASALES)
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Figura 3

analisis. En ocasiones se tomaron muestras seriadas
de una misma articulacién con objeto de observar
el efecto del tratamiento local, esteroideo, permitien-
do asi que el objetivo del presente trabajo fuese do-
ble. La imposibilidad técnica de obtener liquido si-
novial en cantidades suficientes para realizar la de-
terminacién de las enzimas de articulaciones norma-
les, no nos permitié un grupo testigo para estudio
comparativo.

Se determind la catepsina por el método de An-
son**, modificado por Gianetto y De Duvel!, que
utiliza un substrato de hemoglobina de buey, 0.00026
M en una solucién amortiguadora de acetatos 0.17
M a pH 5. Se detiene la reaccién a los 10 minutos
de incubacién con acido tricloroacético 0.3 m. Se fil-
tran y se determinan los productos de degradacién
mediante el reactive de Folin Ciocalteau, utilizando
tirosina como patrén. Una unidad es equivalente a
una de Tirosina liberado durante la reaccién, En al-
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gunos casos se hicieron determinaciones de fosfata-
sa acida mediante el método de Andersch y Col.12
y de beta-glucoronidasa por el método de Talalay
y Fishman®® modificado por Kerr y Levy.

REsuLTADOS

Los 46 casos estudiados se dividieron de acuer-
do al diagnéstico en los siguientes grupos:
24 casos de artritis reumatoide (A.R.).

19 enfermedad articular degenerativa
(E.AD.).

3" " artropatia gotosa (Gota)

2 7 7 lupus eritetmatoso sistémico (L.E.S.).

El promedio de unidades de catepsina por milili-
tro de liquido sinovial en cada uno de los grupos
fueron los siguientes: (Figura 3).

Unidades/ml.
Artritis reumatoide 139.0
Enfermedad articular degenerativa 144.0
Artropatia gotosa 229.0
Lupus eritematoso sistémico 215.0

Una vez obtenidos los valores de la actividad
de catepsinas en el liquido sinovial en diferentes ar-
tropatias, cuyo denominador comin fue el derrame
sinovial en las rodillas, nos interesaba saber si la
alteracion en la actividad de dicha enzima depen-
dia del incremento en la actividad de los lisosomas
como elementos importantes en el proceso inflama-
torio (A.R., LES, Gota) o simplemente del aumen~
to en el grado de labilidad de la membrana de los
lisosomas bajo el efecto de algtin agente disgregan-
te. Con este objeto se decidic determinar algunas
otras enzimas de origen lisosémico indudable, como
la fosfatasa acida y la beta-glucuronidasa en el li-
quido sinovial de 10 pacientes de artritis reumatoide
y 10 de enfermedad articular degenerativa.

Los resultados se expresan para la fosfatasa &ci-
da en microgramos de planitrofenol liberado de la
reaccién por hora de incubacién, como unidad y en
microgramos de fenolftaleina por 24 horas de incu-
bacién en el caso de la beta-glucoronidasa, como
unidad.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
(expresados en Unidades por mililitro de liquido si-
novial). (Figura 4).
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VALORES COMPARATIVOS DE 3 ENZIMAS LISOSOMICAS

EN EL LIQUIDO SINOVIAL DE PACIENTES CON AR.yE A.D
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Cafepsinas  Fosfat. acida Beta-glucor.

Unidades/ml. Unidades/ml. Unidades/mi.

Enfermedad

articular
degenerativa 1385 36.0 107.0
Artritris

reumatoide 146.2 64.2 149.6

Por otra parte en enfermos con tratamiento anti-
inflamatorio local, con corticoesteroides de accién
tépica, nos interesaba ver las probables modificacio-
nes en los niveles de las carepsinas bajo el efecto de
este tratamiento. Para esto se tomaron en forma se-
riada, con intervalos de una semana, muestras de
liquido sinovial de rodillas del mismo enfermo, antes
y durante la administracién intra-articular del cortico-
esteroide, en nuestros casos concretamente del ace-
tato de parametasona a la dosis de 10 mg. por cada
inyeccién. Los resultados se observan en la figura
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DISMINUCION DE LOS NIVELES DE LAS CATEPSINAS

EN EL LIQ. SINOVIAL BAJO EL EFECTO DE COR-
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No. 5, donde se aprecia un descenso evidente en
los niveles de las catepsinas en todos los casos, fe-
némeno sumamente interesante si tomamos en cuen-
ta la importancia de las catepsinas en la degrada-
cién del cartilago.

Discusion

Los trabajos de Fell y Thomas®,® y * nos marca-
ron la ruta a seguir en la presente investigacién,
pues de acuerdo con ellos resultaba evidente que
los lisosomas y su contenido enzimatico, tenian un
papel relevante en la patogenia de los procesos ar-
ticulares cualquiera que fuese su etiologia. Si consi-
deramos la lesién del cartilago como elemento pato-
légico comtin y que la misma depende de la accién
de una proteinasa, se comprende el interés de medir
en qué grado la catepsina altera la arquitectura del

cartilago normal.
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Nuetros resultados nos sorprendieron un poco,
puesto que la enfermedad articular degenerativa en
la cual domina el proceso degenerativo del cartila~
go, en nuestra casuistica presenté una concentracién
de catepsina en el liquido sinovial inferior a los otros
procesos estudiados. La aparente paradoja se podria
explicar quizas en funcién del tiempo de evolucién
de cada proceso. En la enfermedad articular dege-
nerativa la evolucién es muy lenta y clinicamente se
observa que la sintomatologia aparece cuando ya la
lesi6n condral se encuentra muy avanzada. El pro-
ceso inflamatorio primario tampoco es componente
esencial del cuadro, pero precisamente debido a las
presentes experiencias no se puede descartar su im-
portancia aunque sea secundaria.

Mientras que en los casos de artritis reumatoide
en fase activa, el proceso inflamatorio es mucho mas
agudo y afecta mayor niimero de estructuras tisula-
res, todas ricas en lisosomas que evidentemente es-
tan descargando enzimas en la cavidad articular. Por
otra parte, de acuerdo a la reciente hipétesis de Ho-
llander* sobre la participacién del ragocito (fago-
cito, con inclusiones de complejos de matoglobulina-
factor reumatoide-gamma globulina agregada) como
elemento desencadenante del proceso inflamatorio,
activando su contenido enzimatico por accién del
proceso fagocitario activo de los complejos antigeno-
anticuerpo, induce la destruccién posterior de la cé-
lula, con la liberacién consiguiente de enzimas. Re-
sulta asi evidente geu en este proceso patolégico te-
nemos otro elemento agregado que no se observa
en la enfermedad articular degenerativa y que por
si solo puede intervenir en la mayor elaboracién de
enzimas lisosémicas (Figura No. 4). En los casos
de artropatia gotosa podemos pensar también en un
mecanismo en cierta forma similar al de la artritis
reumatoides,15,17,18, En la gota los depésitos de cris-
tales de acido drico en la membrana sinovial y su
presencia en la cavidad articular produce una mi-
gracién activa de polimorfonucleares para fagocitar
dichos cristales. Este proceso fagocitico activa las
enzimas lisosémicas las que a su vez van a hidro-
lizar primero la célula que las contiene y quedan asi
libres y activas para actuar posteriormente sobre las
estructuras adyacentes en la articulacién.

En el caso de lupus eritematoso sistémico tene-
mos la accién de varios elementos. Por un lado par-
ticipa en el proceso de manera indudable la fagoci-
tosis de complejos antigeno-anticuerpo, y por otra
parte un proceso inflamatorio vascular de tipo vas-
culitis; dos procesos que pueden inducir necrosis ti-
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sular, que a su vez activa los lisosomas tanto de las
células destruidas como de las fagocitarias, encarga-~
das de eliminar el tejido afectado, para restablecer
la continuidad anatémica. ‘

Nuestros resultados apoyan las teorias mencio-
nadas al principio del texto, y podemos aseverar que
las proteinas (catepsinas) realmente pueden ser las
probables causantes en gran parte de las lesiones so-
bre cartilago articular y estructuras adyacentes y se
encuentran efectivamente aumentadas en el liquido
sinovial de los diferentes procesos patolégicos arti-
culares. La funcién de estas enzimas ha sido estu-
diada, en parte directamente y en ocasiones extra~
polando la funcién de proteinasas similares tales co-
mo papaina y tripsina, Todas estas enzimas en con-
junto producen las siguientes alteraciones: a) la dis-
minucién de la concentracién de mucoplisacaridos
acidos; b) la pérdida de la rigidez del cartilago; c)
el aumento en la concentracién de glucoproteinas
hasta tres a cinco veces el valor inicial y 10 veces
en la concentracién sérica de mucopolisacaridos aci-
dos, lo que demuestra que se liberan a partir de hi-
drélisis por las proteinasas.

Hay un punto interesante en nuestro estudio y
es la disminucién de la concentracién de catepsinas
en el liquido sinovial observada después de la ad-
ministracién de corticoesteroides por via intra-arti~
cular, acompafiada de una mejoria clinica franca.
Tal efecto probablemente se debe a la accién pro-
tectora de estas substancias sobre la membrana li-
sosémica. La accién de los esteroides sobre los liso-
somas fue demostrada por Thomas, McCluskey, Li
y Weissmann??, quienes lograron bloquear la accién
litica de la catepsina sobre el cartilago de animales
de experimentacién, inducida por dosis en exceso.de
vitamina A, al administrar hidrocortisona. Pero co-
mo la accién de los esteroides sobre la enzima que
nos ocupa es indirecta, pensamos que debemos in-
crementar nuestras investigaciones en la bdsqueda
de otros agentes con propiedades de inhibidores de
proteinasas, teniendo esperanza en algunos ya cono-
cidos como los inhibidores de kalikreina (Trasylol)
y el acido epsiloaminocaproico (EACA).

Por el namero limitado de los casos estudiados
es dificil llegar, naturalmente, a alguna conclusién
definitiva. La finalidad del presente informe fue sim-
plemente el deseo de comunicar algunos datos indis-
cutiblemente interesantes y llamativos, y las conclu-
siones quedan para una publivacién posterior a base
de una experiencia mas amplic.
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RESUMEN

1. Se determiné la concentracién de catepsinas,
en 100 muestras de liquido sinovial de rodillas de
46 pacientes con distintas artropatias.

2. Se encontré que la concentracién maxima co-
rrespondia a los liquidos de pacientes con lupus eri-
tematoso sistémico, seguida por los de artropatia go-
tosa, y concentraciones mucho menores en los pa-
cientes de enfermedad articular degenerativa y ar-
tritis reumatoide.

3. Se intenta explicar el aumento en la concen~
tracién de catepsinas en cada grupo de pacientes de
acuerdo a su proceso patologico.

4. Se observé una disminucién evidente de la
concentracién de catepsinas en el liquido sinovial de
las articulaciones tratadas con corticoesteroides (10
mg. de acetato de parametasona por semana).

5. Se experimentara el efecto terapéutico satis-
factorio de substancias potencialmente inhibidoras de
proteinasas, tales como: acido epsiloaminocaproico
(EACA) e inhibidores de kailkreina como el Tra-
sylol.

SUMMARY

The concentration of cathepsins, was determined
in 100 synovial fluids taken from 46 patients having
various arthropaties.

The highest level of concentration, was found
in the fluids taken from patients having lupus ery-
thematosus systemic. The concentration level in
fluids from patients having gouty arthritis, followed
lower on the scale. The smallest concentration was
found in the fluids taken from patients having dege-
nerative joint disease and rheumatoid arthritis,

The point was to explain the reason for the in-
creased concentration of cathepsins in the synovial
fluid of each group of patients depending on the
pathological process.

When the joints were treated with corticoste-
roids (10 mg. of paramethasone acetate weekly);
the concentration of cathepsins in the synovial fluid
definitely decreased.

Experiments were carried out concerning the
benefical therapeutic effect in the use of substances
to inhibit proteinases, such as epsiloaminocaproic

acid (EACA) and kallikrein inhibitors (Trasylol).

REsumE

On a déterminé la concentration de catepsines
dans 100 echantillons du liquide synovial du genous
chez 46 malades avec diferentes arthropaties.

On a trouvé que la concentration maximale co-
rrespondait au liquides des malades avec lupus éri-
themateux, suivis par ceux d’arthropatie gouteuse,
étant tres diminuées chez la maladie articulaire dé-
génerativ et l'arthrite rheumatoide.

On a essayé d'expliquer les augmentations trou-
vees dans diaque groupe des malades, d'acord au
procés pathologiques.

On a trouvé une diminution évidente des catep-~
sines dans les articulations traitées avec corticoides
(10 mg. acétate de paramétazone).

On fait des expériences sur l'effet therapeutique
de certains substances que potenciellment inhibent
les’ proteinases acide epsiloamino-caproique (EA-
CA) et des inhibiteurs du sisteme kallicreine, com-
me le Trasylol.
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