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ORIGINAL

RESUMEN

Objetivo. Describir los valores de las concentraciones en líquido sinovial (LS) de prostaglandina
E2 (PGE2), óxido nítrico (NO), ácido hialurónico (HA) y proteína total (PT) en caballos
jóvenes estabulados con osteocondrosis (OC) tarsocrural y correlacionar los valores de
estos marcadores con el recuento total de células del LS, el grado de efusión sinovial (ES) y
con el grado de cojera (GC). Materiales y métodos. Las concentraciones en LS de PGE2
fueron determinadas mediante ELISA, las de NO fueron valoradas por la reacción de Greiss,
las de HA fueron medidas con radioinmunoanálisis RIA y las de PT mediante refractometría.
Resultados. Once caballos entre 8 y 36 meses fueron incluidos. La mediana y el rango (R)
de los grados de ES y GC fueron de 1.5 (R: 0.5-2) y 0 (R: 0-2), respectivamente. La mediana
de la concentración de PGE2 y NO, respectivamente fue 130.6 pg/mL (R: 41-231.7 pg/mL) y
2.92 mM (R: 1.3-6.3 mM).. La concentración de HA presentó una mediana de 312.4 mg/mL
(R: 70-543.5 mg/mL). La concentración promedio de PT fue de 1.2±-0.36 g/dL. Se observó
correlación negativa estadísticamente significativa entre las concentraciones sinoviales de
HA y el grado de efusión sinovial (ñ=-0.7; p= 0.048) y el grado de cojera (ñ=-0.78; p=0.014).
Conclusiones. La concentración de HA en LS de caballos con OC podría estar negativamente
correlacionada con la gravedad de los signos clínicos.

Palabras clave: Equinos, osteocondrosis, biomarcadores articulares.
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ABSTRACT

Objective. To describe the concentrations in synovial fluid (SF) of prostaglandin E2 (PGE2),
nitric oxide (NO), hyaluronic acid (HA) and total protein (TP) in stabled young horses with
tarsocrural OC and correlate the values of these markers with the SF total cell count the
degree of synovial effusion (SE) and the degree of lameness (LD). Materials and methods.
A PGE2 SF concentration was determined by ELISA, NO was determined by the Greiss
reaction, HA was measured by RIA and TP by refractometry. Results. Eleven horses between
8-36 months were included. The median grades of SE and LD were 1.5 (range (R): 0.5-2)
and 0 (R: 0-2), respectively. Median value for PGE2 was 130.6 pg/mL (R: 41-231.7 pg / mL).
Median value for NO was 2.92 mM (R: 1.3-6.3 mM). Median value for HA was 312.4 mg/mL
(R: 70-543.5 mg/mL). The average concentration for TP was 1.2±-0.36 g/dL. Statistically
significant negative correlations between the concentrations of HA in synovial fluid and the
degree of synovial effusion (ñ =- 0.7, p = 0.048) and degree of lameness (ñ =- 0.78, p =
0.014) were observed. Conclusions. The concentration of HA in LS of horses with OC may
be negatively correlated with the severity of clinical symptoms.

Key words: Equines, osteochondrosis, joint biomarkers.

INTRODUCCIÓN

La osteocondrosis (OC) es una enfermedad
multifactorial con un componente hereditario,
clasificada dentro del complejo de
enfermedades ortopédicas del desarrollo en
el caballo. La OC se desencadena por una
deficiencia en la osificación endocondral del
complejo epifisario-articular. Las
articulaciones más afectadas son la
tarsocrural, femoropatelar y
metacarpofalangiana (1). La incidencia de
la enfermedad puede oscilar entre 10-70%
(2). La OC causa grandes pérdidas
económicas a los productores, representadas
por la devaluación del potencial atlético y
reproductivo de los equinos afectados (3).

Clínicamente, las articulaciones con OC
pueden presentar diferentes grados de
distensión articular (efusión sinovial). La
presencia de cojera no es típica en caballos
con OC. Sin embargo, puede aparecer
cuando los caballos jóvenes inician su
entrenamiento (1). La cojera puede
manifestarse sobre todo cuando las lesiones
osteocondrales están ubicadas en sitios de
gran movilidad y carga articular como la cresta
intermedia de la tibia (1,4). La OC siempre
deberá ser descartada en potros que
presenten distensión sinovial leve de
tarsos, menudillos o babillas (1, 2, 4).

Las articulaciones afectadas por OC pueden
presentar fragmentos osteocondrales libres,
exposición focalizada de hueso subcondral
y sinovitis (1, 4). Este cuadro cursa con
alteraciones bioquímicas inflamatorias del
ambiente articular que perpetúan la
inflamación de la membrana sinovial con la
consecuente destrucción del cartílago
articular sano (5-7). Agentes
proinflamatorios primarios, como la
interleucina 1 (IL-1), activan la expresión
del sistema enzimático inflamatorio que
incluye, entre otras, la expresión de la
ciclooxigensa 2 (COX-2), y la sintetasa
inducible de óxido nítrico (iNOS) (8). Estas
enzimas a su vez producen prostaglandina
E2 (PGE2) y óxido nítrico (NO). Ambos
metabolitos inflamatorios están asociados
con dolor y efusión articulares y con el
potencial desarrollo de osteoartritis (OA)
(8) de la articulación inicialmente afectada
con OC (1), si la causa incitante no es
controlada (8).

El conocimiento del comportamiento de
estos marcadores podría ser de utilidad
para ampliar el conocimiento molecular de
la OC y para ser usados como posibles
indicadores de respuesta bioquímica frente
a las intervenciones clínicas o quirúrgicas
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que se hagan en cabal los con la
enfermedad.

El ácido hialurónico (HA) es un componente
fundamental del líquido sinovial (LS). Es
un glicosaminoglicano no sulfatado,
producido por las células sinoviales (9),
pero también es producido por los
diferentes tipos de tejidos conectivos en
todo el cuerpo. La principal acción del HA
en las articulaciones es promover su
lubricación (10). A nivel sinovial el HA
inhibe la migración de leucocitos, actúa
como un cazador de radicales libres y
ofrece condroprotección, ya que aumenta
la síntesis de proteoglicanos (9, 11).

Los objetivos de esta investigación fueron
1) describir los valores de las
concentraciones en LS de PGE2, NO
(marcadores inflamatorios), HA (marcador
de anabolismo articular) y proteína total
en caballos jóvenes estabulados con OC
tarsocrural y 2) correlacionar los valores
de estos marcadores con el recuento total
de células del LS, el grado de efusión
sinovial y con el grado de cojera.

MATERIALES Y MÉTODOS

Sitio de estudio. El trabajo fue aprobado
por las directivas del Hospital Veterinario .
Los dueños de los caballos firmaron una
hoja de autorización en la que se informaba
de la naturaleza del estudio y de las
posibles complicaciones derivadas de la
punción articular. Los caballos evaluados
en este estudio hacían parte de criaderos
con condiciones ambientales, nutricionales
y de manejo muy parecidas. Los caballos
fueron evaluados clínicamente en sus
criaderos de origen, por solicitud de los
propietarios a causa de la distensión
articular observada en los pacientes.

Criterios de inclusión en el estudio. El
criterio para incluir un caballo en el estudio
obedeció a tres factores: a) edad
(menores de 3 años), b) presencia
uni lateral vis ible de fragmentos
osteocondrales en la art iculación
tarsoclural, acompañados de efusión
sinovial y c) los potros no deberían estar

en entrenamiento y deberían estar
estabulados.

Diseño del estudio. Los caballos incluidos
fueron evaluados mediante exámenes físico
general y locomotor, pruebas complementarias
(química clínica), estudio radiológico y
determinación bioquímica de las
concentraciones en LS de PGE2, NO y HA.

Examen clínico y del aparato locomotor.
Cada caballo fue evaluado para incluir
animales libres de enfermedad con
manifestaciones cl ínicas, para el lo
adicionalmente se realizó un hemograma y
un panel bioquímico general (glucosa, AST,
creatinina y albumina). Posteriormente, se
realizó evaluación del aparato locomotor.
Los caballos que presentaban efusión
sinovial uni lateral del tarso fueron
sometidos a un estudio radiológico de esa
misma región anatómica.

Calificación del grado de efusión sinovial
(distención articular). Se realizó
evaluación semicualitativa del grado de
efusión sinovial en cada caballo (12-14) para
esto se combinaron los resultados de las
observaciones clínicas y los hallazgos
ultrasonográficos de cada articulación
evaluada. La evaluación clínica incluyó el
aspecto externo de la articulación afectada
en comparación con la articulación
contralateral sana, respecto a la
temperatura, textura de la cápsula, grado
de movimiento articular, grado de dolor
durante la palpación y movimiento pasivo,
entre otros. El examen ecográfico se realizó
con un equipo Acuson-Aspen (1230
Shorebird Way, Mountain View CA, USA). El
examen fue realizado con una sonda lineal
de 10 MHz e incluyó: evaluación de la
superficie articular, cantidad de líquido
sinovial, grosor y aspecto de la membrana
sinovial y sus vellosidades y presencia de
fragmentos osteocondrales. El grado de
efusión sinovial (distensión articular) fue
calificado en una escala de 0 a 3, donde
0=Articulación de aspecto normal. 1=efusión
levemente palpable, sin engrosamiento de
la cápsula articular. 2=Efusión palpable, con
engrosamiento capsular moderado y una
reacción dolorosa leve durante la palpación
profunda. 3=Efusión severa, con la membrana
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sinovial engrosada, presencia de fragmentos
osteocondrales y reacción dolorosa durante
la palpación articular y su movilización pasiva
(12). Las medidas ultrasonográficas fueron
realizadas siempre en el mismo punto
anatómico (receso dorsolateral medial
inmediatamente por debajo del maléolo
medial de la tibia en cada paciente y por el
mismo clínico).

Calificación del grado de cojera. El grado
de cojera fue calificado de 0-5, según los
parámetros establecidos por la AAEP (13),
aunque la asignación de grados medios (0.5)
también fue permitida. Solamente, se
consideró el trote en línea recta sobre una
superficie dura.

Examen radiológico. El tarso de cada
caballo con efusión sinovial fue evaluado
mediante las 4 proyecciones estándar de esa
articulación (2).

Determinaciones bioquímicas en líquido
sinovial. Cada articulación afectada fue
preparada asépticamente para realizar
punción articular, previa sedación. Una
muestra de líquido sinovial de 1 ml fue
depositada en un tubo con EDTA para
análisis citológico (recuento celular y
determinación de proteína total). Otra
muestra de 1 ml fue depositada en un tubo
con heparina de litio. La muestra fue
inmediatamente centrifugada a 1780 x g
durante 5 minutos y seguidamente se extrajo
el líquido sinovial (aproximadamente 0.7 ml)
libre de sus células, el cual fue depositado en
tubos tipo eppendorf y transportados en una
nevera con hielo hasta el laboratorio. Las
muestras fueron congeladas a -80ºC.

Determinación de la PGE2 en el líquido
sinovial. Las concentraciones de PGE2 en
LS fueron determinadas mediante una prueba
de ELISA en sándwich construida con
anticuerpos comerciales (Quantiquine, R&D,
Systems, UK) para seres humanos. La
estructura de este eicosanoide está muy
conservada entre especies y no existe
reactividad cruzada de esta molécula con
otros eicosanoides, por tal razón puede ser
usada para medir PGE2 en el caballo. El
ensayo fue realizado de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La lectura de

absorbancia fue realizada a 405 nm mediante
un lector de ELISA. La detección límite del
ensayo fue de 15 pg/ml (14, 15).

Determinación del NO en el líquido
sinovial. Las concentraciones de NO en las
muestras de líquido sinovial fueron
determinadas a través de su producto de
degradación, los nitritos (NO2), por medio
del ensayo de diazotización (reacción de
Greiss), previa reducción de los nitratos
(16,17). El NO2 es un producto final y
estable del NO en una cantidad aproximada
de 51.5±3.5% del total ON producido (14).

Se construyó una recta patrón a partir de
un estándar de nitrito sódico al 100 mM.
La recta fue iniciada a partir de una dilución
1/1000 del estándar con una concentración
máxima de 100 mM. Las muestras fueron
centrifugadas a 1780 x g durante 10 min y
sin diluir fueron colocadas en alícuotas de
100 ml en placas de 96 pozuelos. El contenido
de cada pozo fue mezclado con 100 ml de
una solución de trabajo fabricada a partir
de 2 (dos) partes iguales de 3ml de ácido
fosfórico al 5%, 51 ml de agua y sulfanilamida
al 1% (0.5 g/50 ml de ácido fosfórico al 5%)
y N-1-napthilethileno diamina (NEDA) al
0.1% (0.05 g en 50 ml agua). Cada muestra
permaneció 10 min bajo incubación a
temperatura ambiente y posteriormente fue
medida en un lector de ELISA a 540 nm. La
sensibilidad del método fue de 1 mM. Todos
los resultados se expresaron como mM (17).

Determinación de ácido hialurónico en el
líquido sinovial. El HA fue determinado
mediante radioinmunoanálisis (RIA), con un
kit comercial (Pharmacia, HA Test, Pharmacia
& Upjohn Diagnostics AB, Uppsala, Sweden).
La prueba se basó en la mezcla de 200 ml
de proteínas de unión de ácido hialurónico
aislada de cartílago bovino (HABP-125) con
100 ml de muestra de LS. Luego de una
incubación de 60 minutos a 4-20ºC, se
agregó 100 ml de AH-sefarosa y se esperó
una incubación adicional de 45 min a la misma
temperatura que el anterior. Luego se
agregaron 2 ml de solución de decantación
y se centrifugó la muestra durante 10
minutos a 600 xg. Los niveles de HA de las
muestras fueron medidas mediante un
contador gamma. El principio de esta prueba,
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consiste en cuantificar la HABP-125 no unida
al ácido hialurónico. De esta manera la
radioactividad medida es inversamente
proporcional a la cantidad de ácido
hialurónico presente en la muestra (18,19).

Análisis estadístico. Los datos obtenidos
fueron analizados con el programa
estadístico SPSS 16.0 (SPSS inc., IL, USA).
Los valores de todas las variables evaluadas,
a excepción de los niveles de proteína total
del fluido sinovial, fueron analizados mediante
pruebas no paramétricas, ya que estos datos
presentaron una distribución no normal
(prueba de Shaphiro-Wilk p<0.05) y las
transformaciones logarítmicas (LogY) y de
arcoseno no permitieron normalizar los datos.
Se hizo un análisis de correlaciones de
Spearman (ñ) entre las variables bioquímicas
y clínicas evaluadas. Un valor de p<0.05 fue
aceptado como estadísticamente
significativo para esta prueba. Todos los
resultados fueron expresados como medianas
(rangos) a excepción de los valores de
proteína total el LS, que fueron presentados
como promedio (desviación estándar).

RESULTADOS

Once caballos raza pura español alcanzaron
los criterios de inclusión del estudio. De
ellos 10 fueron machos y 1 fue hembra,
con un rango de edad comprendido entre
8-36 meses. El estudio radiológico reveló
que 10 caballos presentaban un fragmento
osteocondral en la cresta intermedia de la
tibia y 1 presentaba un fragmento en el
labio lateral de la tróclea del astrágalo.
Los caballos incluidos presentaban efusión
sinovial con un rango de calificación de
0.5-3 (mediana 1.5). Seis de los 11
caballos no presentaban cojera, los cinco
restantes presentaban un grado de cojera
que oscilaba en un rango de 0.5-2 grados.
La mediana general del grado de cojera en
los pacientes seleccionados fue de 0
(rango 0-2).

El análisis citológico del líquido sinovial
presentó recuento celular mediano de
150 células/mL (rango: 50-200 células/
mL) ,  caracter i zado por  cé lu las
mononucleares poco reactivas. Los

caballos incluidos presentaron un nivel
medio de proteínas totales en líquido
s inov ia l  de  1 .2±-0.36 g/dL.  Las
concentraciones medianas de NO en
líquido sinovial fueron de 2.92 mM (rango
1.33-6.27 mM). La PGE2 presentó niveles
medianos en el líquido sinovial de 130.6
pg/mL (rango 41-231.7 pg/mL). El HA
presentó concentraciones sinoviales
medianas de 312.4 mg/mL (rango 70-
543.5 mg/mL).

Se observó correlación negativa
estadísticamente significativa entre las
concentraciones sinoviales de HA y el grado
de efusión sinovial (ñ=-0.7; p=0.048) (Figura
1) y entre las concentraciones sinoviales
de HA y el grado de cojera (ñ=-0.78;
p=0.014) (Figura 2). No se hallaron
correlaciones entre los marcadores

Figura 1. Gráfico de dispersión sobre la
concentración de ácido hialurónico
en líquido sinovial Vs el grado de
efusión sinovial en los caballos del
estudio.

Figura 2. Gráfico de dispersión sobre la
concentración de ácido hialurónico
en líquido sinovial Vs el grado de
cojera en los caballos del estudio.
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inflamatorios, los recuentos celulares del
líquido sinovial, las concentraciones
sinoviales de proteína total y los grados
de efusión sinovial o de cojera.

DISCUSIÓN

Investigaciones recientes en caballos
jóvenes con OC tarsocrural implicaron a los
eicosanoides (LTB4 y PGE2) (5) y radicales
libres como el NO (6) como protagonistas
de la génesis y perpetuación de la efusión
sinovial y de los daños del cartílago articular
de las articulaciones afectadas por esa
enfermedad (5,6). de Grauw et al (5)
reportaron concentraciones
significativamente más elevadas de PGE2
en el líquido sinovial en caballos con OC
tarsocrural (362.3±93.6 pg/mL) en
comparación con el líquido sinovial de las
articulaciones similares en caballos sanos
(127.3 ± 33.6 pg/mL). En el estudio
presentado se encontraron
concentraciones medianas más bajas de
PGE2 en LS (130.6 pg/mL; rango: 41-231.7
pg/mL) en comparación con los resultados
descritos por de Grauw et al (5) para los
caballos con OC tarsocrural y valores muy
similares a los de los caballos del grupo
control de ese mismo estudio.

Es importante señalar que el equipo de la
presente investigación y el de Grauw et al
(5) utilizaron anticuerpos contra PGE2 del
mismo fabricante (R&D Systems). La
disparidad observada entre ambos estudios
pudo estar relacionada, entre otras, con i) la
metodología utilizada para recoger y procesar
el líquido sinovial y ii) con los diferentes
regímenes de ejercicio de los caballos en cada
estudio (20). En el presente trabajo se
utilizaron tubos con heparina-litio para recoger
y procesar las muestras de líquido sinovial,
mientras que de Grauw et al (5) utilizaron
tubos sin anticoagulante y además esperaron
1 hora para realizar el centrifugado de líquido
sinovial. Cuando los leucocitos entran en
contacto con una superficie poco habitual (en
este caso la pared del tubo de recolección
del LS), aumentan su actividad metabólica
inflamatoria (19). Además, la heparina tiene
la capacidad de prevenir este tipo de reacción
inflamatoria (19).

Por otro lado, Van Den Boom et al (20)
encontraron que la concentración de PGE2
puede aumentar en el líquido sinovial de
caballos sometidos a ejercicio en
comparación con caballos sedentarios. Los
caballos en el presente estudio estaban bajo
estabulación para evitar el efecto del
ejercicio sobre el aumento de este metabolito
en el líquido sinovial (20).

Los niveles de HA en el líquido sinovial han
sido documentados en caballos con
articulaciones sanas (21-23) y en pacientes
con diferentes artropatías, como osteoartritis
(OA) (23), artritis traumática (24),
enfermedad navicular (25) fragmentación
osteocondral traumática (26) y artritis
infecciosa (24), entre otras. Sin embargo,
en la literatura revisada, los autores no
pudieron encontrar un reporte sobre las
concentraciones de este marcador anabólico
en caballos con OC tarsocrural. Los valores
HA en LS de caballos sanos o con diferentes
artropatías varían ostensiblemente en cada
estudio, principalmente por el tipo de método
empleado en la medición de este metabolito.
La técnica (RIA) empleada para medir la
concentración de HA en el LS de los caballos
del presente estudio (19) no fue utilizada
en los trabajos revisados en caballos. Una
desventaja del presente trabajo radicó en
que no se midieron las concentraciones
sinoviales de HA en articulaciones sanas con
la finalidad de comparar estos valores con
los de las afectadas por OCD.

Los hallazgos más interesantes de la
presente invest igación fueron las
correlaciones negativas observadas entre
los niveles de HA en LS y los grados de
efusión sinovial (ñ=-0.7; p=0.048) y cojera
(ñ=-0.78; p=0.014). En caballos con OA
se ha observado una disminución de las
concentraciones en LS de HA respecto a
controles sanos (24). La OA equina cursa
frecuentemente con sinovitis, la cual
produce efusión sinovial (8). Es posible que
el aumento de los niveles del fluido sinovial
de las articulaciones con OA produzca un
efecto dilucional sobre este marcador (21).
Quizás este mismo hecho pudo ocurrir en
los caballos de este reporte. Por otra parte,
es posible pensar que la membrana sinovial
inflamada tiene una capacidad metabólica
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disminuida para producir HA (27), tal como
fue evidenciada en este estudio.

Otro hecho llamativo fue que el grado de
cojera y el grado de efusión sinovial no
mostraron una correlación estadísticamente
significativa en los caballos del presente
reporte. Sin embargo, las  concentraciones
de HA en LS y no las de PGE2 se asociaron
con el grado de cojera de los caballos de la
presente investigación. Los resultados de
este trabajo concuerdan con los resultados
reportados por de Graw et al (5) para
caballos con OC tarsocrural. Sin embargo,
difieren para los hallazgos encontrados en
caballos con otras artropatías (28,29), en
los que se observó una correlación
significativa entre el dolor articular (cojera)
y los niveles incrementados de este
marcador. Posiblemente, el dolor articular en
caballos con OC este más asociado con
disminución de las concentraciones de HA
en LS que con el aumento de los niveles de
PGE2, tal como fue observado en el presente
trabajo. Sin embargo, este hecho deberá ser
comprobado en un estudio con controles que
incluya un alto número de pacientes con OC.
Los resultados observados en esta
investigación podrían servir para confirmar
que la administración oral (28,29) de HA a
caballos con OC podría ayudar a disminuir la
sintomatología clínica asociada con la

enfermedad (29,30). Sin embargo, es
necesario desarrollar una investigación
clínica doble ciego controlada que incluya
un gran número de pacientes con gran
homogeneidad y en los que se puedan medir
marcadores sinoviales y plasmáticos (además
del HA) que permitan esclarecer el mecanismo
por el cual él HA produce disminución de la
efusión sinovial (y posiblemente cojera) en
caballos con OC.

Para concluir, esta investigación aporta
nuevo conocimiento sobre marcadores
inflamatorios y anabólicos en caballos con
OC tarsocrural. La concentración de HA en
LS de caballos con esa patología podría estar
negativamente correlacionada con la
gravedad de los signos clínicos en caballos.
La administración oral de HA podría ser una
estrategia para disminuir los signos clínicos
asociados a la OC en el caballo.
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