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RESUMEN

El 6xido nitrico ('NO), producido en grandes cantidades por los condrocitos y células
inflamatorias en una articulacion dafiada puede generar activacion de enzimas degradativas de
la matriz del cartilago, disminucion en la sintesis de sus biomoléculas y apoptosis de
condrocitos. Parte del 'NO producido se transforma en nitrito, el cual se puede medir por la
reaccion de Griess. El objetivo de este estudio fue comparar el promedio de nitrito en liquido
sinovial y suero sanguineo entre grupos de equinos Fina Sangre de Carrera con cuadros
articulares inflamatorios agudos y crénicos con reagudizacion, para establecer si la menor
cantidad de cartilago articular en el caso de los cuadros crénicos se traduce en una menor

concentracion de nitrito tanto en LS como en suero sanguineo.

Se tomaron muestras de liquido sinovial y suero sanguineo de equinos que cursaran con
un cuadro inflamatorio agudo de la articulacion carpal (n=10), principalmente fractura en chip
0 sinovitis diagnosticadas clinica y/o radiolégicamente al momento de la toma de muestra, se
incluyen equinos con diagndstico de cuadro cronico al momento de la toma de muestra (n=15),
desde la misma articulacién. Ademas se obtuvo muestras de suero sanguineo desde equinos
normales para usarlos como control (n=10). En todas las muestras se determind Ila
concentracidn de nitrito por reaccion de Griess y ademas se midié la concentracion de proteinas

como indicador del estado del animal por el método colorimétrico de Lowry et al.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de proteinas en LS

entre los grupos agudos (26,1 + 6,2 mg/mL) y crénicos con reagudizacion (25,2 + 8,1 mg/mL).

Tampoco se encontraron diferencias significativas en la concentracién de nitrito tanto en el LS
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entre los grupos agudo (95,1 + 41,4 umol/L) y crénico con reagudizacion (75,8 + 21,2 umol/L)
como en el suero con valores de 471,4 + 115,4 pmol/L para los cuadros agudos en comparacion
con los cuadros crénicos con reagudizacion (427,9 = 101,9 umol/L) y con los cuadros normales
(455,9 = 91,1 pmol/L). Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en los valores de
proteinas séricas entre los grupos agudo y normal, pero a favor del grupo normal, obteniendo el
grupo agudo un promedio de 56,5 £ 11,2 mg/mL, los normales 67,0 £ 3,1 mg/mL, y finalmente

el grupo de los crénicos reagudizados con 60,7 + 7,5 mg/mL.

La concentracion de nitrito en el liquido sinovial en los grupos agudo y cronico
reagudizado no muestra diferencia significativa, lo que podria deberse a que ambos grupos
estdn cursando un cuadro inflamatorio, que genera infiltracion con células que también

producen 'NO.

La ausencia de diferencia en la concentracion de nitrito en el suero sanguineo entre los

grupos agudo, cronico reagudizado y normal, sugiriere que la concentracién de nitrito en el

suero sanguineo no es un buen reflejo de la produccion de "NO a nivel articular.
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SUMMARY

Nitric oxide ('NO), which is produced in large amounts in a damaged joint by
chondrocite and inflammatory cells, may induce activation of degradative enzymes of the
cartilage’s matrix, decrease the biomolecules synthesis, and chondrocite apoptosis. Part of the
produced "NO is transformed in nitrite, which can be measured by the Griess reaction. The goal
of this study was to compare the nitrite average in synovial fluid and blood serum between
equine groups with acute and chronic with reacutness inflammatory joint profiles, to establish
if the lower amount of cartilage in chronic cases translates into a lower nitrite concentration in

synovial fluid and serum.

Samples of synovial fluid and serum were obtained from equines with acute
inflammatory profile of the carpal joint (n=10), most of them with chip fracture or synotivis
diagnosed by X-ray and/or clinically diagnosed at the moment of obtaining the sample, and
from equines which had diagnoses of chronic profile at the moment of obtaining the sample
(n=15), from the same joint. Furthermore samples of serum was obtained from normal equines
to use them as control (n=10). In all the samples the nitrite concentration was measured by
Griess reaction and also the protein concentration was measured as an indicator of the animal

state by the colorimetric Lowry et al’s method.

There were no significant differences in the synovial fluid protein average concentration
between the acute (26,1 = 6,2 mg/mL) and chronic groups (25,2 + 8,1 mg/mL). There were no
significant differences in the synovial fluid nitrite between the acute cases (95,1 = 41,4 umol/L)

compared with the chronic cases (75,8 £ 21,2 umol/L). In serum nitrite concentration,
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significant differences was not found, between the acute cases (471,4 + 115,4 umol/L) in
comparison with chronic cases (427,9 £ 101,9 umol/L) and normal cases (455,9 + 91,1
umol/L). There were significant differences in the serum protein values in the acute and normal
groups, but in benefit to the normal group, obtaining the acute group an average of 56,5 £

11,2 mg/mL, the normal group 67,0 £ 3,1 mg/mL, and the chronic group 60,7 + 7,5 mg/mL.

The nitrite average in synovial fluid in both groups, acute and chronic with reacutness
do not show significant differences, that could due to the inflammatory profile in both groups

generating infiltration with "NO producing cells.

Serum nitrite concentration do not show differences between the acute, chronic and

normal groups, suggesting that serum nitrite concentration is not a good reflect of the 'NO

production within the joint.
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INTRODUCCION

El equino ha jugado un papel destacado en la historia del hombre, desarrollando

actividades relevantes en la agricultura, en la guerra, en el deporte y la recreacion.

La actividad normal del equino requiere de un buen estado de salud, especialmente de
su sistema musculo esquelético debido al tipo de trabajo que desarrolla. Para la actividad fisica
tienen una importancia primordial las articulaciones, cuyo estado definira la continuidad de la

actividad que desempefia o al contrario su marginacion.

Desde hace tiempo ha cobrado importancia el conocer los mecanismos involucrados en
la patologia articular del equino, para establecer mejores alternativas terapéuticas, o mejor adn,
métodos de diagndstico precoces que permitan mantener una salud articular compatible con la
funcién del animal. Entre las artropatias relevantes se encuentra la Enfermedad Degenerativa
Articular (EDA) debido a su prevalencia en la clinica del equino y a que constituye el cuadro

final al que derivan muchas artropatias agudas.

Dentro de los mecanismos involucrados en la patogenia de la EDA, se ha establecido
gue mediadores proinflamatorios como la interleuquina 1 y el Factor de Necrosis Tumoral alfa
pueden inducir la expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa tipo 11 (iNOS) en condrocitos, la
cual cataliza la sintesis de éxido nitrico (‘'NO) que, producido en grandes cantidades puede

producir activacion de enzimas degradativas de la matriz del cartilago articular, disminucién de
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la sintesis de biomoléculas y apoptosis de condrocitos. Parte del 'NO puede transformarse en
nitrito, el cual puede determinarse a través de una reaccion colorimétrica.

En este trabajo se busca determinar si la concentracion de nitrito —considerado como
marcador de la sintesis de "NO en el liquido sinovial -de la articulacion carpal de equinos Fina
Sangre de Carrera, experimenta variaciones entre procesos articulares agudos y cronicos
reagudizados, considerando el proceso degenerativo del cartilago en el dltimo caso, vy

establecer si estas concentraciones tienen relacion con la concentracion sanguinea de nitrito.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

ARTICULACION SINOVIAL O DIARTROSIS

Las articulaciones moviles o diartrosis estan formadas por la uniéon de dos o mas
huesos y se caracterizan por la presencia de una cavidad articular delimitada externamente por
la capsula articular (Todhunter, 1996; Garnero et al., 2000).

Las superficies articulares Oseas poseen formas muy variadas con superficies lisas
recubiertas por cartilago de naturaleza hialina, que carece de vascularizacion y varia de grosor
en las diferentes articulaciones, siendo mas grueso en aquellas articulaciones que estan
sometidas a mayores exigencias compresivas. La funcién del cartilago articular es facilitar el
deslizamiento de las superficies articulares opuestas disminuyendo el roce y amortiguando las
compresiones mecanicas (Getty, 2000; Bird et al., 2000).

La capsula articular que rodea la articulacion esta formada por una capa externa
fibrosa, o ligamento capsular, y por una capa interna 0 membrana sinovial que recubre la
cavidad articular excepto los cartilagos, delimitando la cavidad articular, que normalmente
contiene un pequefio volumen de liquido sinovial (LS), que lubrica el cartilago articular
(Todhunter, 1996; Getty, 2000).

El ligamento capsular es un tejido conectivo con bajo contenido de células y cuya
matriz extracelular (MEC) esta formada principalmente por colageno, especialmente de tipo I,
proteoglicanos, proteina no colagenosa y agua (Todhunter, 1996).

La membrana sinovial, estd formada por un estrato superficial de células (la intima)

Ilamados sinoviocitos, una red microvascular superficial y por un sustrato de tejido conectivo
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(la subintima). La intima es una capa incompleta cuyo espesor es de uno a cuatro sinoviocitos
que carecen de membrana basal. Los sinoviocitos son células que tienen funcién fagocitica y
secretoria. Los sinoviocitos con funcion fagocitica y pinocitica son los Ilamados "sinoviocitos
tipo A". A su vez los “sinoviocitos tipo B> son células similares a fibroblastos, los cuales
producen matriz extracelular y sintetizan &cido hialuronico, que forma parte del LS. Estos
sinoviocitos tipo B también sintetizarian la lubricina, una glicoproteina involucrada en la
lubricacion periférica del cartilago (Todhunter, 1996; Garnero et al., 2000).

El liquido sinovial participa en la lubricacién, nutricion y eliminacion de desechos del
cartilago. Es un ultrafiltrado del plasma y la mayoria de sus iones y moléculas también se
encuentran en el plasma a excepcién del acido hialurdnico, que se encuentra en alta
concentracion en el liquido sinovial (aproximadamente 0,5 mg/mL) y le proporciona sus
caracteristicas de viscosidad, siendo su sintesis catalizada por la enzima hialuronato sintasa. El
LS normal también contiene células mononucleares como sinoviocitos, monocitos y linfocitos,
que constituyen el 90% del total de las células presentes. El resto de las células son linfocitos
polimorfonucleares. Se describe que el liquido sinovial normal del equino contiene hasta 500
celulas nucleadas/mL (Todhunter, 1996).

El cartilago articular posee una apariencia traslicida y vidriosa debido
principalmente a su gran contenido de agua (70 a 80%) y a la fina estructura del entramado de
colageno. El extracto seco del cartilago articular contiene alrededor de un 50% de colageno,
35% de proteoglicanos, 10% de glicoproteinas, 3% de minerales y un 1% de lipidos. Ademas
contiene entre 1y 12% de condrocitos (Todhunter, 1996). Tiene propiedades que dependen de
la estructura y organizacion de sus macromoléculas en la MEC, cuya importancia puede ser
apreciada estudiando las funciones de los dos mayores componentes, el colageno y los

proteoglicanos. El colageno, principalmente el tipo Il forman una densa red fibrilar que esta
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incluida en una solucion de proteoglicanos altamente concentrados, cuyas cadenas de
glicosaminoglicanos (GAG) con gran cantidad de cargas anidnicas atraen agua dentro del
tejido, creando una gran presion osmética, la que expande la red de colageno. La hidratacion
del cartilago depende del balance entre la tension del colageno y la presién osmética, lo que
provee las propiedades biomecanicas caracteristicas al cartilago articular, es decir, su
resistencia a la deformacion y a la compresividad (Platt, 1996; Bird et al., 2000; Goldring,
2000; Poole et al., 2002).

El colageno es una proteina compuesta por tres cadenas polipeptidicas, formadas cada
una de ellas por aproximadamente 1000 aminoécidos. Estas cadenas, llamadas "cadenas alfa
()", se asocian en una triple hélice formando un espiral. La firmeza de la hélice se incrementa
por enlaces entre cadenas o de una misma hélice, y entre moléculas de colageno de hélices
adyacentes. Estos enlaces entre moléculas son muy importantes para dar y mantener la firmeza
de los tejidos colagenosos (Gunson, 1979). Las moléculas de colageno fibrilar tipo I, II, I11, V
y Xl se organizan en forma similar, formando una triple hélice. La mayor parte del colageno
del cartilago articular es tipo Il que representa un 85 a un 90 % del total. También se encuentra
una pequefia cantidad de los tipos VI, IX, XI, XIl y XIV (Todhunter, 1996).

El colageno tipo Il es un homotrimero (3a1(l1)) que proporciona la fuerza de tension
del cartilago articular. Hay evidencia de que los colagenos tipo IX y posiblemente también el
tipo XI, contribuyen en gran manera en la organizacion y estabilidad biomecénica de la red
fibrilar de colageno tipo Il, encontrandose colageno tipo 1X en la superficie de las fibras de
colageno tipo 11 y colageno tipo Xl en la superficie y el centro de las fibras tipo 11 (Platt, 1996,

Todhunter, 1996, Garnero et al., 2000; Poole et al., 2002).
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Los proteoglicanos (PG) son componentes abundantes en la matriz del cartilago
articular, formados por una proteina central a la que se unen carbohidratos sulfatados, los
GAGs. La proteina central de los PG tiene una masa molecular entre 11 y 220 KDa, y el
namero de GAGs unidos a ella varia entre uno a cerca de 100 (Ruoslahti, 1988).

Un glicosaminoglicano estd formado por una cadena lineal de unidades repetidas de
disacaridos de hexosamina (glucosamina o galactosamina) alternados con otros residuos de
carbohidratos (acido glucurdnico, &cido idurdnico, o galactosa).

Los principales GAGs encontrados en el cartilago son condroitin 4-sulfato, condroitin
6-sulfato, queratan sulfato, y acido hialurénico (el cual es el Gnico que no es sintetizado unido
al centro proteico) (Platt, 1996). Los GAGs poseen una gran capacidad hidrodinamica, lo que
significa que ellos se unen a una gran cantidad de agua en relacién a su peso. Ademas los
GAGs interactuan con muchas otras moléculas a través de interacciones electrostéticas,
describiéndose que la mayoria de las proteinas de la matriz, incluyendo los colagenos, y
muchos factores de crecimiento tienen sitios de union para GAGs (Ruoslahti, 1988).

El agrecdn se encuentra entre los proteoglicanos mas estudiados del cartilago
articular, ya que es posible aislarlo en gran cantidad con relativa facilidad. Forma grandes
agregados macromoleculares por la union de muchos mondémeros de proteoglicanos a una
molécula de &cido hialurénico. Hasta 100 mondmeros de PG pueden unirse a una sola cadena

de &cido hialuroénico, y por lo tanto, la masa molecular del complejo entero podria llegar a
2x10> KDa. Este complejo es estabilizado por glicoproteinas de 40 a 50 KDa, conocidas

como proteinas de union, las que impiden que el complejo se disocie en condiciones normales

(Platt, 1996; Todhunter, 1996; Goldring, 2000).
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En el cartilago también se encuentran pequefios PG no agregados, los que a pesar de su
pequefia masa molecular tienen una relativa abundancia en la cantidad total de PG encontrados
en el cartilago (Todhunter, 1996). Aqui se encuentran los PG ricos en leucina, los cuales
ayudan a mantener la estructura del cartilago interactuando con la red de coladgeno (Goldring,

2000).

RECAMBIO MOLECULAR NORMAL DE LOS COMPONENTES DE LA

MATRIZ EXTRACELULAR.

Los colagenos fibrilares presentan una rigidez y una resistencia a los ataques
proteoliticos caracteristica, y estan sometidos a un lento recambio, pero suficiente para reparar
y remodelar al cartilago. Los PG en cambio son uno de los componentes mas dinamicos en la
MEC del cartilago y su recambio normal permite una renovacion constante de los
componentes del tejido, sin una alteracién de las caracteristicas funcionales de la MEC (Platt,
1996).

Se han identificado muchas proteinasas capaces de degradar los componentes de la
MEC del cartilago, que incluyen a las metaloproteinasas de la matriz (MMPs), un grupo de
endopeptidasas dependientes de zinc, secretadas como proenzimas y que estan involucradas en
el recambio fisiologico de la MEC del cartilago, pero que en procesos patoldgicos pueden
producir una excesiva destruccion de el (Clegg et al., 1997a).

La colagenasa tisular o intersticial, también llamada MMP-1 tiene como sustrato
especifico al colageno y separa las tres cadenas de la triple hélice en puntos especificos, entre

los residuos 775 y 776 (glicina e isoleucina, respectivamente) en las cadenas al de los
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colagenos I, 11, y 11, y acttia también sobre los colagenos tipos VII, VIII, y X. Esta colagenasa
es producida por un gran numero de células tales como macrofagos, fibroblastos, sinoviocitos,
osteoblastos, condrocitos y células endoteliales (Mc Ilwraith, 1996). En términos patoldgicos
esta enzima seria importante solo en un pequefio nimero de casos de EDA en humanos, y se
piensa que estaria mas relacionada a la degradacién de colageno que ha sido sintetizado
recientemente (Poole et al., 2002).

La estromelisina, MMP-3, es la colagenasa mas importante que se ha encontrado en
cultivos de fibroblastos, sinoviocitos y otros cultivos celulares. La estromelisina tiene una gran
variedad de sustratos incluyendo PGs, y los colagenos tipo IV, V, VII, I1X, y XI. La MMP-3
tiene también un papel importante en la activacién de procolagenasas a colagenasas (Mc
llwraith, 1996; Goldring, 2000).

Las metaloproteinasas llamadas genéricamente gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) tienen
actividad sobre los colagenos menores del cartilago, asi como también sobre el agrecéan, su
proteina central y la proteina de union del cartilago. Estas dos gelatinasas pueden tener un
papel importante en la patogénesis de la enfermedad articular ya que potencian la actividad de
las colagenasas (MMP-1 y MMP-3) (Clegg et al., 1997a). La MMP-2 es capaz de degradar
colagenos tipo Il y IV desnaturados y también tiene actividad sobre fibronectina, elastina, y
colagenos tipo V, VII, X y XI, pero no contra los tipos | y VI. La MMP-9 tiene actividad
sobre los colagenos tipo IV y V (Mc llwraith, 1996).

La MMP-7 actua en forma similar a la estromelisina, degradando PG, fibronectina y
gelatina, pudiendo ademas activar colagenasas (Mc llwraith, 1996).

A las MMP-13 y MMP-14 se les llama MMP de membrana tipo I. La MMP-13
quizés juega el papel més importante en la patogénesis de la EDA, degradando las fibras de

colageno desde la célula (Poole et al., 2002).
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Todas estas MMPs pueden ser producidas tanto por células propias de la articulacion
como por ejemplo los condrocitos, sinoviocitos A y B, asi como también por células
inflamatorias como los neutrofilos, los cuales producen grandes cantidades de MMP-9, y los
macrofagos (Clegg et al., 1997a).

Las MMPs son inhibidas por los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas
(TIMPs), de los cuales se han identificado cuatro tipos, actuando a través de la formacion de
un complejo enzima-inhibidor en proporcién equimolecular. Los TIMPs se encuentran en
muchos tejidos conectivos y son quizas los inhibidores mas potentes encontrados en el
cartilago articular. Posiblemente en condiciones fisiolégicas su sintesis estd cuidadosamente
controlada por los mismos mecanismos que regulan la produccion de las MMPs (Mc Ilwraith,
1996; Nagasse y Woessner, 1999).

Los condrocitos a pesar de su aislamiento mantienen la homeostasis del cartilago
regulando la activacion o inactivacion de las MMPs, y las alteraciones de su metabolismo
podrian determinar el deterioro gradual de la MEC del cartilago articular, como ocurre en

procesos patolégicos como la osteoartritis (Platt, 1996).

RECAMBIO MOLECULAR PATOLOGICO.

La Osteoartritis (OA) o EDA representa a un grupo de desdrdenes caracterizados por
un deterioro del cartilago articular, acompafiado por cambios en el hueso subcondral y en los
tejidos blandos de la articulacién (Mc llwraith, 1996; Notoya et al., 2000; Bird et al., 2000;
Goldring, 2000; Sandell y Aigner, 2001). Esta enfermedad ha sido definida de varias formas lo
que ha llevado a confusion, pero existe acuerdo en que involucra la pérdida de la funcién del

cartilago originada por su erosion y por la reduccion del contenido de PG junto a cambios en
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la estructura de estas moléculas, en su grado de agregacion y un incremento en el contenido de
agua del cartilago. Mas recientemente se ha demostrado también que hay una alteracion en la
estructura del colageno (Mc llwraith, 1996). En un cartilago maduro normal, los condrocitos
sintetizan una cantidad suficiente de macromoléculas para mantener la integridad de la matriz.
Sin embargo, en respuesta a los cambios que ocurren en la EDA, no pueden sintetizar la
cantidad suficiente de matriz para reparar adecuadamente los defectos del tejido (Notoya et
al., 2000; Sandell y Aigner, 2001).

Después de la ruptura inicial de colageno tipo Il por las colagenasas, éste es
desnaturado y retirado. Posteriormente los condrocitos se vuelven hipertréficos, produciendo y
secretando colageno tipo X. Esta diferenciacion es normal en las placas de crecimiento como
parte de la osificacion endocondral. La ruptura del colageno tipo Il por la MMP-13 es seguida
por una diferenciacion de los condrocitos y una mineralizacién de la matriz, la cual también
ocurre en la EDA en asociacion con estos cambios. De esta manera la diferenciacion de los
condrocitos en la EDA parece ser una respuesta a un dafio extenso en la red fibrilar de
colageno, y la actividad de las colagenasas parece jugar un papel importante aqui, aungque no
se sabe si esta hipertrofia de células también implica una mayor expresion de MMP-13 y de
las otras MMPs, incluyendo las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9). Ademas las células
hipertréficas eventualmente terminan en apoptosis, lo cual es comun en cartilagos
osteoartriticos. En este sentido se ha demostrado que el nivel de apoptosis es mayor en
condrocitos de pacientes con EDA en relacién a aquella que existe en pacientes humanos
normales. En humanos y conejos con EDA en estados iniciales se han evidenciado condrocitos
apoptoticos y se ha descrito una relacion entre el grado de severidad de la EDA y el grado de

apoptosis de los condrocitos (Héraud et al., 2000). Por otro lado, estudios realizados en
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ratones y ratas han evidenciado que la pérdida de células en el cartilago articular adulto
aumenta en relacion a la edad del individuo (Héraud et al., 2000; Poole et al., 2002).

De esta manera el cartilago osteoartritico esta bajo un proceso de cambios cronicos
degenerativos, dados por cambios fenotipicos, asociados a diferenciacion de condrocitos. El
dafio al colageno, su pérdida junto con el agrecan, y la calcificacién de la matriz generan un
cartilago muy debilitado en comparacion con uno normal, y es en estas condiciones que, en
particular la carga mecénica traumatiza méas directamente al cartilago y lo dafia mas, lo cual
conduce finalmente a una pérdida neta de cartilago articular (Poole et al., 2002).

La EDA en humanos ha sido considerada clasicamente como una enfermedad primaria
del cartilago articular, con sinovitis e inflamacion de tejidos blandos como cambios
secundarios. Sin embargo, estos tejidos blandos han ido adquiriendo mayor importancia para
algunos autores, principalmente la membrana sinovial, debido a que su inflamacion se
correlaciona con la actividad de las MMPs . De hecho, la sinovitis y la capsulitis son cambios
iniciales comunes en articulaciones de caballos atléticos y se presume que estan asociadas al
trauma repetido. Se piensa también que la sinovitis aparece en conjunto con un dafio a la
capsula fibrosa. La membrana sinovial es débil y no tiene una funcién biomecéanica conocida,
pero se sabe que un dafio a ella puede tener consecuencias para la fisiologia o la fisiopatologia
de la articulacién. Se ha sugerido que algunos de estos traumas afectan la difusién a través de
la membrana sinovial con un efecto primario sobre el metabolismo de los sinoviocitos. El
dafio mecanico de los sinoviocitos puede estimular la liberacion de enzimas degradativas y
citoquinas, lo que alteraria el ambiente intraarticular afectando al cartilago articular. Se ha
sugerido también que las altas presiones intraarticulares podrian disminuir el flujo sanguineo a
través de los capilares sinoviales, lo que no s6lo disminuiria la tension de oxigeno en la

articulacion sino que puede potencialmente llevar a dafio por reperfusion (Mcllwraith, 1996).
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Ademés de los dafios directos sobre la membrana sinovial, también se describe la
reaccion de ésta a los productos del cartilago articular dafiado. La presencia de particulas
cartilaginosas dafiadas o bien la liberacion de PG al LS, provoca sinovitis, incrementa la
produccién celular de prostaglandina E2 (PGE2), citoquinas y de MMPs (colagenasa,
estromelisina y gelatinasa) (Mcllwraith, 1996).

Se ha demostrado que los sinoviocitos son una rica fuente de enzimas proteoliticas con
actividad sobre colageno y PG (Mcllwraith, 1996; Clegg et al., 1997a; Clegg et al., 1997b).
Los condrocitos y sinoviocitos aislados desde articulaciones normales no muestran produccién
detectable de estas enzimas, pero al ser estimuladas por interleuguina-1 producen altos niveles
de estromelisina. En otro estudio se evidencié que condrocitos en cultivo y estimulados con
interleuquina 1 produjeron cantidades significativas de enzimas proteoliticas (Mcllwraith,
1996). Por otro lado Rechenberg et al., (2000) evidenciaron que cultivos de membrana
sinovial y condrocitos de equinos sin enfermedad articular liberan mediadores locales tales
como ‘NO y PGE,, asi como también enzimas con actividad proteolitica. Asi mismo se ha
establecido que la actividad de las MMPs esta claramente aumentada en estados avanzados de
EDA asi como en el desarrollo inicial de lesiones focales de EDA (Poole et al., 2002).

En la patogénesis de enfermedades articulares humanas y posiblemente también del
equino se han descrito a las especies reactivas del oxigeno (ROS), que tienen la capacidad de
oxidar y por lo tanto de dafiar a muchos componentes de la articulacion. El trauma puede
producir incremento de las ROS debido al dafio celular con activacion de fagocitos.
Numerosos estudios en humanos y animales han revelado que el dafio oxidativo en las
articulaciones aumenta durante procesos patologicos. El dafio causado por estas sustancias no

solo se relaciona con la degradacién de los componentes de la MEC, sino también con la
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disminucion de la viscosidad del LS, la interrupcion del metabolismo energético del
condrocito y la alteracion de su proceso mitético (Dimock et al., 2000).

En resumen, el dafio sobre la membrana sinovial es importante debido a que potencia
la liberacion de enzimas lisosomales, particularmente MMPs, libera PGE, ROS y lo mas
importante, de citoquinas, particularmente interleuquina-1, la cual causa indirectamente la
liberacién de MMPs desde los condrocitos y sinoviocitos (Mc Ilwraith, 1996; Goldring, 2000;
Sandell y Aigner, 2001).

Muchas de las moléculas anteriormente nombradas son liberadas por accion de
citoquinas, que son péptidos solubles liberados por una célula y que afectan la actividad de
otro tipo de células. Entre las citoquinas que participan en los procesos articulares se
encuentran:

Interleuquina 1 (IL-1): Es un péptido de una masa 17 KDa con dos formas
relacionadas, pero distintas: la IL-1a y la IL-1f, que se liberan en respuesta a infeccion,
toxinas bacterianas, agentes inflamatorios, productos de linfocitos activados y complejos
inmunes (Mc llwraith, 1996; Platt, 1996).

Se ha descrito que disminuye la sintesis de colageno tipo Il y de PGs en el cartilago
articular. Otros estudios han demostrado que es capaz de aumentar el metabolismo
degradativo en el cartilago, aumentando la produccion de MMPs, de PGE,, de factor
plasmindgeno celular, de radicales superéxidos, y de interleuquina-6, que se asocian al
aumento de la degradacién de la matriz del cartilago en una variedad de especies, incluyendo
al equino (Mc llwraith, 1996; Bird et al., 2000). En condrocitos osteoartriticos, se ha detectado
un aumento de la expresion de receptores para IL-1 asociada al aumento de la produccion de

MMPs (Goldring, 2000).
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La IL-1 también tiene efectos sobre la membrana sinovial, induciendo la proliferacion
de fibroblastos, la sintesis de colageno y la produccién de GAGs (Mc Illwraith, 1996). En
condrocitos humanos de pacientes normales y con EDA se ha observado un nivel de apoptosis
dependiente de los niveles de IL-1p, el cual es mayor en los condrocitos de pacientes con
EDA, los cuales ademas poseen una mayor cantidad de receptores para esta citoquina, en
relacion a condrocitos normales (Héraud et al., 2000).

Interleuquina 6 (IL-6): Posee una masa de 26 KDa y diversas actividades incluyendo
la estimulacién de la proliferacion de linfocitos B, la produccién de anticuerpos y actividad
mitogénica para los linfocitos T. Se ha demostrado que los condrocitos humanos pueden
sintetizar IL-6, y que pueden ser estimulados de forma dosis dependiente por la IL-1, el factor
de necrosis tumoral o (TNFa), y lipopolisacaridos bacterianos (Platt, 1996; Goldring, 2000).
También se ha demostrado que los sinoviocitos y los fibroblastos de la capsula articular
pueden sintetizar IL-6. En el proceso de la EDA, la IL-6 podria amplificar el proceso
inflamatorio por su accion sobre los linfocitos B y T provocando mayor produccion de
citoquinas que estimulan la sintesis y activacion de enzimas proteoliticas, las que a su vez
pueden inhibir la sintesis y aumentar la degradacion de los PGs de la MEC (Platt, 1996).

Interleuquina 8 (IL-8): Tiene una masa molecular de 6,5 KDa y es un potente agente
quimiotéctico para neutrofilos. En respuesta a ella los condrocitos y los fibroblastos liberan
radicales superdxido y enzimas lisosomales. Su rol en el metabolismo de la MEC del cartilago
es desconocido, pero se ha demostrado que la IL-1 induce la sintesis de IL-8 en condrocitos in
vitro, y esta potenciacion podria estimular la migracion de células inflamatorias hacia los

tejidos articulares durante el proceso inflamatorio (Platt, 1996; Goldring, 2000).
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Factor de Necrosis Tumoral (TNF): Existe en dos formas con un alto grado de
homologia de sus secuencias aminoacidicas: el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a ) es
un péptido de 17 KDa producido principalmente por la actividad de los monocito-macr6fagos;
el TNF-B o linfotoxina, es un péptido de 18 KDa producido por la actividad de los linfocitos
T. En lo que se refiere a la destruccion del cartilago articular inducen el aumento en la
produccién de IL-1 e IL-6 en varias lineas celulares y la inhibicion de la sintesis de PG con un
pequefio efecto en el catabolismo del cartilago articular humano y equino (Platt, 1996).
Estudios de citoquinas en tejidos articulares sugieren que la IL-1 y el TNF modulan la sintesis
de MMPs en condrocitos y sinoviocitos (Mc llwraith, 1996). En animales se ha demostrado
que la inyeccion intraarticular de preparaciones recombinantes de IL-1, estimulan la
degradacion del cartilago articular, mientras que la inyeccidn de preparaciones recombinantes
o0 purificadas de IL-1 y TNFa produjeron una degradacidn mucho mayor que la inyeccién de
cada una de las citoquinas por separado (Goldring, 2000). En pacientes humanos con EDA, en
sitios de pérdida local de cartilago se ha localizado la expresion de un receptor para TNF
(Goldring, 2000).

La IL-1 y el TNF-a tendrian un papel clave en la degeneracién del cartilago con EDA,
debido a que no s6lo aumentan estas citoquinas en el cartilago sino que también aumentan sus
receptores. Estas dos citoquinas son activamente producidas por los condrocitos de la mayoria
de los pacientes humanos y estan directamente involucradas en la ruptura del coldgeno y los
PG, lo que se demostraria por la inhibicién de la actividad degradativa en cultivos de
condrocitos con EDA al bloquear los receptores para IL-1 y TNFa. (Poole et al., 2002). Asi se

observé la detencion de la degradacion excesiva de colageno por colagenasas en dos tercios de
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los pacientes estudiados y la detencion de la degradacion y el aumento del contenido de
agrecan en cerca de un 50% de estos pacientes (Poole et al., 2002).

Algunos trabajos en articulaciones con EDA han demostrado que la membrana sinovial
y el cartilago articular de articulaciones con EDA moderada, tienen concentraciones mas
elevadas de mediadores locales y de enzimas con actividad degradativa de colageno, y ademas
que articulaciones con EDA severa presentan niveles de estas moléculas de acuerdo al grado
de severidad de la lesion (Rechenberg et al., 2000). Ademas los niveles de MMP-2 y MMP-9
estan aumentados en el LS de articulaciones de caballos con EDA en comparacion con el LS
de articulaciones sanas (Clegg et al., 1997b).

De esta forma, un problema importante tanto en medicina humana como en medicina
veterinaria es el diagnodstico temprano de la EDA, debido a que la degradacion de la matriz del
cartilago comienza mucho antes que ocurran en él los cambios macroscopicos, y los cambios
visibles en el cartilago pueden estar presentes por mucho tiempo antes que aparezcan los

signos clinicos o radiogréficos (Spreng et al., 2001).

EL OXIDO NITRICO Y SU ROL EN LA ARTRITIS.

El "NO es un radical libre el cual se sintetiza a partir del aminoacido L-arginina, debido
a la accion de una enzima, la 6xido nitrico sintasa (NOS), de la cual se han descrito tres
isoenzimas, NOS-I, NOS-11 'y NOS-I1l, las cuales combinan oxigeno molecular con el carbono
guanidino terminal de la L-arginina, obteniendo "NO y L-citrulina como productos. Es una
molécula mensajera que coordina diversos procesos fisioldgicos desde la relajacion del musculo

liso, la inhibicion de la activacion plaquetaria y la neurotransmision, hasta la respuesta
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antipatogénica y tumoral (Murrell et al., 1995; Moshage, 1997; Ralston, 1997; Clancy et al.,
1998; Stichtenoth y Frolich, 1998; Miranda et al., 2001; Lee et al., 2002; Ersoy et al., 2002).

Las tres isoformas de NOS son codificadas por genes distintos. La NOS-I, también
conocida como NOS neuronal (nNOS) se encuentra en alta proporcion en el tejido nervioso.
La NOS-II o NOS inducible (iNOS), puede ser producida por casi todas las células del
organismo, siendo particularmente importante en monocito/macréfagos, neutréfilos y
hepatocitos. La NOS-I1l o NOS endotelial (eNOS), se identifico inicialmente como el factor
relajante endotelial. La NOS-1 y la NOS-11I fueron llamadas inicialmente NOS constitutivas
(cNOS), aungue hoy se sabe que su expresioén también esta regulada por una serie de factores
tanto fisiolégicos como patolégicos (FOstermann et al., 1998). La NOS-II en cambio
solamente se expresa en células que han sido estimuladas, y factores tales como endotoxinas,
citoquinas proinflamatorias como IL-I, interferon gamma (IFNy), y TNFa, inducen su
expresion. Otras citoquinas como el factor de crecimiento transformante B, y las IL- 4, -8, 10y
-13 pueden inhibir la sintesis de esta enzima, y lo mismo ocurre con los glucocorticoides. En
cuanto al nivel de produccion de ‘NO, la NOS-11 produce niveles mucho mas altos de 'NO en
comparacion con la NOS-1 y la NOS-III, y se piensa que estos altos niveles de "NO son
responsables de la actividad bactericida caracteristica de las células que expresan esta
isoforma de la enzima (Murrell et al., 1995; Moshage, 1997; Ralston, 1997; Stichtenoth y
Frolich. 1998; Davis et al., 2001; Tomita et al., 2001).

Otra diferencia entre las NOS radica en que las formas | y 111 son Ca™" dependientes,
aunque se ha descrito en hepatocitos humanos una NOS-I1 dependiente de Ca™", y también en
condrocitos humanos y de conejos una NOS-II que ademas no es inhibida por corticoides

(Stichtenoth y Frolich, 1998).
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Ademaés de sus funciones fisioldgicas, el 'NO ha sido relacionado con la patogenia de
muchas enfermedades como cancer, diabetes, y enfermedades neurodegenerativas asi como
también en enfermedades inflamatorias, tales como la miocarditis, nefritis y otras mas, entre
ellas la EDA en especies como el hombre, el perro y el equino (Moshage, 1997; Rechenberg et
al., 2000; Davis et al., 2001; Tomita et al., 2001; Spreng et al., 2001).

A nivel articular, la produccion fisiolégica de "NO inhibiria la resorcion 6sea por
osteoclastos, y la degradacion de la matriz por parte de la IL-1B (en cartilago articular de
bovino). De acuerdo a esto, la supresion de los efectos antiinflamatorios y protectivos del 'NO
podria provocar inflamacion y dafio de tejidos (Stichtenoth y Frélich, 1998).

Por otra parte el aumento en la sintesis de "NO producido por la membrana sinovial
incrementa la resorcion de hueso, disminuye su proliferacién, disminuye la sintesis de PG,
activa MMPs e induce apoptosis de condrocitos (Stichtenoth y Frolich, 1998). De esta manera,
la produccion de "NO seria importante tanto para la homeostasis de un cartilago normal asi
como también para la patogenia de la EDA.

En humanos se han identificado las siguientes fuentes de "NO tanto intraarticular como
extraarticular, asociado a las inflamaciones articulares: fibroblastos sinoviales, sinoviocitos,
células endoteliales, monocito/macréfagos sanguineos y de la membrana sinovial, osteoblastos
y condrocitos, particularmente los condrocitos superficiales (Stichtenoth y Frélich, 1998). Sin
embargo, Grabowski et al., (1997) encontraron que la NOS-II esta altamente expresada en
pacientes humanos con enfermedades articulares inflamatorias en tejidos tales como la
musculatura lisa de los vasos sanguineos, condrocitos, y la capa interna de la membrana
sinovial, donde ademas, las principales células responsables de la expresion de NOS-I1 serian
los macréfagos y los fibroblastos, pero que en pacientes sanos estos mismos tejidos no la

expresan.
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Murell et al., (1995) evidenciaron que, una vez inducida, la actividad de la NOS-I1 se
correlaciona positivamente con la actividad de las metaloproteinasas tanto en cultivos de
condrocitos bovinos como en trozos de cartilago humanos cultivados (explantes), y que el 'NO
exdgeno también induce la actividad de estas enzimas. Al contrario, al inhibir la actividad de
la NOS-II, también disminuyo la actividad de las metaloproteinasas.

Goodstone y Hardingham (2002) evidenciaron en condrocitos porcinos tratados con
citoquinas humanas que el TNF-a es mucho méas potente en la estimulacién de la produccion
de "NO en comparacion con la IL-1B, y que ambas tenian similar capacidad para inhibir la
sintesis de agrecan. Por otro lado, Poole et al., (2002) evidenciaron que la inhibicién de la
actividad de la IL-1 puede detener la produccion de "NO.

En otro estudio, Lee et al., (2002) detectaron niveles basales de "NO en cultivos de
condrocitos humanos que no estaban sometidos a estrés, pero que al ser sometidos a estrés por
flujo aumentaron inmediatamente su produccion de "NO.

Se ha demostrado que los condrocitos pueden expresar enzimas tales como NOS-II,
ciclooxigenasa-2, y fosfolipasa A2, cuando son estimuladas por IL-1 sola 0 en combinacion
con TNF-a, lo cual se traduce en liberacion de 'NO y PG E,. La produccion enddgena de "NO
quizas suprime la sintesis de MEC en el cartilago, y hay evidencia que induce apoptosis en
condrocitos articulares (Goldring, 2000). VVan’t Hof et al., (2000), describieron altos niveles de
apoptosis en la capa interna de la membrana sinovial de pacientes con artritis reumatoidea
(RA) en relacion a aquellos que hay en pacientes con EDA o en condicion normal,
estableciendo ademés que existia una alta correlacion entre la presencia de NOS-I11 y apoptosis
en estas células. Posterormente se tratd a estos explantes de membrana sinovial con
inhibidores de la NOS-I11 lo cual se tradujo en una disminucién de las células apoptéticas, pero

que al ser tratadas con el mismo inhibidor junto con un donador de "NO, aument6 nuevamente
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el nivel de apoptosis. Lo propio se observd en condrocitos sometidos a los mismos
procedimientos, sugiriendo que el 'NO es un mediador de la apoptosis tanto de condrocitos
como de sinoviocitos.

Se ha postulado que la respuesta inicial al aumento en la produccion de 'NO en la
membrana sinovial y en el cartilago articular, en casos de dafio articular agudo, estaria
relacionada con la proteccion del cartilago articular de la degradacién que causan las MMPs.
Esta respuesta se mantendria por un corto periodo de tiempo vy si el estimulo se mantiene, el
aumento de PGE; y de la actividad de enzimas degradativas, ayudarian a gatillar la cascada de
la degradacion (Rechenberg et al., 2000; Goldring, 2000).

Estudios realizados en cartilago articular de equinos indican que el "NO tendria un
efecto protector en forma posterior a la estimulacion con citoquinas, protegiendo contra la
degradacion del agrecan por proteinasas (Rechenberg et al., 2000; Bird et al., 2000). Sin
embargo también tendria un efecto dafiino, dado que inhibe la formacion o reparacion de
tejido, incluyendo la sintesis de MEC vy esto estaria relacionado con la actividad de la IL-1 la
cual a su vez, regula la actividad de las MMPs de la matriz (Rechenberg et al., 2000).

Los efectos negativos del "NO se incrementan en situaciones de bajo nivel de oxigeno,
como las que existen en el LS o el cartilago articular de pacientes con EDA o con RA. De esta
manera los efectos de 'NO en este tipo de pacientes debieran ser mas prolongados que los
determinados en estudios in vitro, realizados en presencia de aire atmosférico. Asi lo proponen
también Tomita et al., (2001) sosteniendo que el "NO inhibiria el metabolismo energético de
los condrocitos de conejos con EDA o RA, aumentando estos efectos a medida que el nivel de
oxigeno disminuye en la articulacién.

Asi, el 'NO posee efectos antiinflamatorios y proinflamatorios, dependiendo de su

origen, la cantidad en que sea producido y el tipo de célula sobre el que actua, y estas
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propiedades deben ser consideradas para interpretar los resultados de los estudios (Stichtenoth
y Frélich, 1998).

Existen diversas técnicas para cuantificar 'NO, pero su corta vida media en medios
biolégicos (de 6 a 10 segundos) y sus bajas concentraciones en las muestras hacen que estos
métodos sean poco practicables en muestras bioldgicas. Sin embargo, también se pueden
medir los metabolitos estables del "NO, el nitrito y el nitrato (Ralston, 1997; Stichtenoth y
Frolich, 1998; Miranda et al., 2001; Spreng et al., 2001; Ersoy et al., 2002).

El nitrito es el Unico producto estable resultante de la autooxidacién del "NO en
soluciones acuosas. El nitrato en cambio, se forma por la reaccion entre el 'NO y la
oxihemoglobina, lo que implica que el nitrato existe en mayor proporcién en plasma y suero.
El nitrito en cambio, estd en mayor proporcion en fluidos que normalmente no contienen
sangre, tales como el liquido céfalo-raquideo y el LS. Se ha establecido una alta correlacion
entre la produccién de "NO y los niveles de nitrito o nitrato en plasma, suero y orina, y su
medicion permitiria estimar la produccion real de "NO in vivo (Stichtenoth y Frolich, 1998;
Miranda et al., 2001; Ersoy et al., 2002).

En estudios previos se han encontrado altos niveles de nitrito+nitrato en el suero y en
el LS de pacientes humanos con RA, EDA y en animales con EDA inducida
experimentalmente o con artitis autoinmune (Ersoy et al., 2002). También se ha cuantificado
nitrito en el suero y en el LS de humanos, encontrdndose aumentado en pacientes con EDA o
artritis reumatoidea en comparacion con pacientes normales, separando grupos por edad y por
sexo. En todos los grupos analizados, el nitrito se encontré més concentrado en el LS que en el
suero, indicando produccion de "NO intraarticular (Stichtenoth y Frélich, 1998).

En este estudio interesa medir la concentracion de nitrito tanto en el LS como en el

suero de equinos, utilizando un modelo articular inflamatorio in vivo y espontaneo, con el fin
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de establecer si la disminucion de cartilago articular en el caso de los cuadros crénicos
reagudizados (considerando que el condrocito es una fuente de "NO), afecta la concentracion
de nitrito en el LS en comparacién con los cuadros agudos que presentan un cartilago articular

mas integro, y si esto tiene alguna correspondencia con los valores séricos de nitrito.
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HIPOTESIS

La concentracion de nitrito en el LS y en el suero sanguineo de equinos serd mayor en
aquellos animales que cursen procesos inflamatorios articulares agudos, en relacion a los

cronicos reagudizados.

OBJETIVO GENERAL

Medir y comparar la produccion de "NO en la patologia articular aguda y cronica
reagudizada, a través de la medicion del contenido de nitrito en el suero sanguineo y LS de la

articulacion carpal equina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estandarizar la metodologia que permita medir la concentracion de nitrito en el suero
sanguineo.

- Cuantificar la concentracion de nitrito en el LS de la articulacion carpal y en el suero
de equinos Fina Sangre de Carrera (FSC).

- Comparar la concentracion de nitrito en el suero sanguineo y el LS entre procesos

articulares agudos y cronicos reagudizados.
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MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO

En este trabajo se utilizd LS obtenido por artrocéntesis, desde la articulacién carpal con
inflamaciones aguda de distinto origen y patologia crénica reagudizada de equinos FSC desde
el Hipédromo Chile. Para los casos agudos se utilizaron principalmente cuadros de sinovitis
y/o fracturas en chip (n = 10), considerando como agudo a todo aquel caso que no presentaba
antecedentes anamnésicos de lesion previa ni signos radioldgicos compatibles con cuadros
cronicos al momento de obtener la muestra, mientras que para los casos de patologia crénica
con reagudizacion (n = 15) se incluyeron principalmente cuadros de EDA reagudizada de la
articulacion carpal, diagnosticadas radiolégicamente. Se incluyen en este grupo algunos
animales que sin tener un diagnostico radioldgico, poseian antecedentes clinicos de cronicidad
del cuadro. Ademas se obtuvo LS de equinos FSC con sus articulaciones clinicamente
normales y sin antecedentes radiograficos (n = 3), los cuales s6lo se tomaron como referencia
y cuyo origen fue la Escuela Militar.

Las muestras de sangre se obtuvieron por venipuntura sin anticoagulante desde los
mismos ejemplares.

Ademas se obtuvo muestras de sangre de equinos sin antecedentes de claudicacion
(n = 10) cuyo origen fue el Hipédromo Chile. En este grupo de equinos fue imposible obtener
muestras de LS debido al alto costo de los animales y al riesgo de generar una enfermedad
iatrogénica.

Una vez obtenidas las muestras se centrifugaron a 1000 x g durante 15 minutos. Los
sobrenadantes obtenidos se alicuotaron y se conservaron congelados a -20°C hasta su

procesamiento, en el laboratorio de Bioquimica de la Facultad.
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DETERMINACION DE NITRITO

Para determinar la concentracion de nitrito en las muestras (LS y suero) se utilizé la
metodologia descrita por Miranda et al.,(2001) basada en la reaccion de Griess, que es la
metodologia mas comin para cuantificar nitrito debido a que es especifica y por lo tanto no
detecta nitrato, ademas de ser simple en su montaje y no necesitar de una instrumentacion muy
costosa, lo que la hace aplicable de forma rutinaria a un gran nimero de medios de cultivos
celulares y de muestras bioldgicas que incluyen suero, liquido céfalo-raquideo y orina
(Moshage, 1997; Miranda et al., 2001). Dicha reaccién implica la formacion de un croméforo
resultante de la asociacion de la sulfanilamida con nitrito en medio &cido seguido de un
acoplamiento con aminas biciclicas tales como el N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro,

como se muestra en el siguiente esquema.

N
D -
Nitrito
o= s o) 0=$=0 HN\/\NH2
NH2 NH, NEDD
Sulfanilamida l

O O

I NH
SO
@)

Compuesto Azo ( 540 nm)
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DESPROTEINIZACION DE LAS MUESTRAS

Se ha descrito que la reaccidn de Griess podria afectarse por compuestos tales como los
S-Nitrosotioles y derivados de la L-arginina, por lo cual se recomienda la desproteinizacion de
las muestras (Miranda et al., 2001). Para lograr esto se establecié una dilucién con etanol en
una proporcion suficiente, la cual fue determinada experimentalmente, sometiendo muestras
de suero y LS a diluciones en proporcién de 1:2; 1:4; 1:7; 1:8, y 1:10, y midiendo
posteriormente la concentracion de proteinas por el método de Lowry et al., (1951) en el
sobrenadante obtenido después de centrifugar la mezcla a una velocidad de 1700 x g durante

15 minutos.

CONCENTRACION DE NITRITO A TRAVES DEL TIEMPO Y SEGUN

CONDICIONES DE MANEJO

Para evaluar la concentracion de nitrito en las muestras a través del tiempo, y para
saber si el manejo de la muestra afectaba su concentracion, se compararon dos condiciones
distintas de conservacion de las muestras de LS y de suero sanguineo.

Para esto se descongeld un conjunto de muestras de LS y de suero sanguineo
mantenidas durante meses a -20°C formando un “pool” para cada una de ellas a los que se les
determind la concentracion de nitrito. Posteriormente cada pool se dividioé en dos partes; una
parte se mantuvo en refrigeracion y la otra en congelacién por espacio de 6 dias, al cabo de los
cuales se determiné nuevamente la concentracion de nitrito para ambas muestras por el

método de Griess.
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CONCENTRACION DEL NITRITO EN EL SOBRENADANTE DE

MUESTRAS DESPROTEINIZADAS

Para determinar la concentracion de nitrito en el tiempo, en ausencia de proteinas, se
procedi6 a desproteinizar una muestra de LS y otra de suero sanguineo, ambas provenientes
del mismo animal. Luego se determind la concentracion de nitrito en el sobrenadante de
ambas muestras. Después el sobrenadante de cada muestra se separd en dos partes, que se
mantuvieron en refrigeracion para medir la concentracion de nitrito al dia 2 y al dia 6 de

refrigeracion por el método de Griess.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NITRITO

El sobrenadante de cada muestra desproteinizada se dividié en 3 alicuotas de 300 pL
(triplicado) en tubos Eppendorf diluidos con 300 uL de agua destilada. A continuacion se
agregd a cada uno de los tubos 300 pL de reactivo de Griess, el cual fue preparado con una
relacion de 1:1 de N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro (NEDD) 0,1% plv, y
sulfanilamida (SULF) 2% p/v, en HCI al 5%. La mezcla se homogeneizo, se incubd a
temperatura ambiente durante 15 minutos, y se determind su absorbancia a 540 nm.

Para determinar la concentracion de nitrito se prepard una curva estandar con NaNO;
0,1 mM en cantidades desde 9 y hasta 100 pL (entre 0.069 ugy 0.69 pg de NaNO>) utilizando
como blanco agua destilada y reactivo de Griess. De esta manera se construyo una regresion
lineal con los valores obtenidos a partir de los tubos estandar estimandose la concentracion de
nitrito en la muestra sustituyendo el dato de la absorbancia de cada muestra en la formula,

expresando los datos como pmoles/L de nitrito.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

Para determinar la concentracién de proteinas en las muestras se usd el método
colorimétrico de Lowry et al., (1951). Para esto se diluyeron las muestras tanto de LS como de
suero sanguineo en agua destilada en una relacion de 1:10, y se trabajé en triplicado.

Una vez diluida la muestra, se procedi6 a agregar alicuotas de 10 pL de ella en tubos
de ensayo, a los que luego se les agregé 190 pL de agua destilada, para completar un volumen
de 200 pL. A continuacion se agreg6 1 mL de una solucion que contiene NapCOs, tartrato de
sodio y potasio, y CuSQO,. Esta solucidn se prepard6 mezclando 9,8 mL de Na,COs; 2% en
NaOH 0,1 N, con 100 pL de Tartrato de sodio y potasio 2% y 100 pL de CuSO4 1%, para 10
mL de solucion final.

Luego la mezcla se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente, y posteriormente se
agregd 100 uL del reactivo de Folin, preparado en una proporcion de 1:2 con agua destilada.
La mezcla se homogeneizd y se incubd nuevamente a temperatura ambiente por 30 minutos,
determinando su absorbancia a 750 nm.

En cada medicion se construyd una curva estandar con una solucion de seroalbimina
bovina (BSA) cuya concentracion es de 1 mg/mL, usando volimenes desde 5 hasta 50 pL.

Los resultados obtenidos se expresaron en mg proteina/mL de muestra bioldgica.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los valores promedio de nitrito, tanto del LS como del suero se compararon entre los
grupos analizados, estableciéndose el nivel de significancia (p < 0,05) a través de un analisis

de varianza y posteriormente por la prueba de Tukey Alfa (InfoStat, 2004).
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RESULTADOS

1.- DISTRIBUCION DE EDADES EN LOS GRUPOS

En este trabajo se selecciond en el Hipédromo Chile a un total de 25 equinos FSC con
inflamacion de la articulacién carpal, cuyo promedio de edad fue de 4,3 £ 1,5 afios. Las
articulaciones inflamadas se dividieron en procesos agudos y en procesos reagudizados de
cuadros crénicos. De estos animales se obtuvo LS desde la articulacion carpal y ademas
sangre por puncién yugular.

El promedio de edad de los animales para los cuadros agudos fue de 3,8 £ 1,1 afios,
mientras que para los cuadros cronicos reagudizados fue de 4,6 + 1,6 afios. No se encontrd
diferencia significativa entre estos dos grupos (p >0,05).

Ademas en el Hipédromo Chile se seleccion6 un grupo de equinos con articulaciones
sanas clinica y radiologicamente, con edades entre 2 y 4 afios y un promedio de 2,4 + 0,8 afios
(n =10), desde los cuales s6lo se pudo obtener muestras de sangre.

También se obtuvo LS y sangre desde un grupo de equinos de la Escuela Militar
clinicamente sanos, sin antecedentes radioldgicos, pero con un promedio de edad de 10,7 + 4

afios (n =3).

2.- CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LS Y SUERO SANGUINEO

La concentracion promedio de proteinas en el LS en el cuadro agudo fue de 26,1 + 6,2

mg/mL, y en el cuadro cronico reagudizado fue 25,2 £ 8,1 mg/mL. Para el grupo de los animales
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normales de la Escuela Militar fue de 24,9 £ 5,9 mg/mL. No se encontraron diferencias entre los
grupos analizados.

No se determind la concentracion de proteinas en LS para el grupo de articulaciones
sanas del Hipédromo Chile, debido a que no se logré obtener muestras de LS en este grupo de
equinos.

En el grafico 1 se muestra el valor promedio de proteina en LS para los distintos

grupos de animales.

GRAFICO 1: CONCENTRACION DE PROTEINAS (mg/mL)EN LS
CARPAL EQUINO SEGUN GRUPO
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O NE = Normal Escuela Militar (n= 3)

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



http://www.novapdf.com

La concentracién promedio de proteinas en el suero sanguineo fue de 56,5 + 11,2
mg/mL en el grupo agudo, de 60,7 = 7,5 mg/mL para el grupo crénico reagudizado, y de 67,0
+ 3,0 mg/mL en el grupo normal del Hipédromo. Sélo se encontr6 diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo agudo y normal del Hipédromo (p = 0,0194), pero a favor del
grupo normal. En grupo de referencia de la Escuela Militar el promedio fue de
74,1 £ 6,4 mg/mL.

En el grafico 2 se observa el valor promedio de proteinas en el suero sanguineo para

cada uno de los grupos analizados.

GRAFICO 2: CONCENTRACION DE PROTEINAS (mg/mL)EN
SUERO SANGUINEO EQUINO SEGUN GRUPO
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O NE = Normal Escuela Militar (n =3)
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3.- ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES PARA MEDIR LA

CONCENTRACION DE NITRITO EN SUERO SANGUINEO

DETERMINACION DE LA DILUCION PARA DESPROTEINIZAR LAS MUESTRAS

Con el objetivo de eliminar las proteinas por precipitacién se sometioé un “pool” de LS
y de suero sanguineo a diluciones con etanol de 1:2; 1:4; 1:7; 1:8 y 1:10, centrifugando luego
la mezcla a una velocidad de 1700 x g durante 15 minutos, y midiendo la concentracién de
proteinas en el sobrenadante a través del método colorimétrico de Lowry et al., (1951),
encontrandose que con una dilucién 1:7 no se detectan proteinas en el sobrenadante. Por lo
tanto esta dilucion (1:7) fue la que se utiliz6 para desproteinizar las muestras de LS y de suero.

En el grafico 3 se muestran los resultados de esta prueba.

GRAFICO 3: CONCENTRACION DE PROTEINAS (mg/mL) EN EL
SOBRENADANTE DESPROTEINIZADO DE LS Y SUERO
SANGUINEO A DISTNTAS DILUCIONES CON ETANOL
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CONCENTRACION DEL NITRITO EN EL TIEMPO Y SEGUN CONDICIONES DE

ALMACENAMIENTO

Con el objetivo de evaluar la concentracién del nitrito en LS y suero sanguineo a
través del tiempo y en diferentes condiciones de conservacion de la muestra, se comparé la
congelacion y descongelacion sucesivas con la conservacion a temperatura de refrigeracion.
Para esto se utiliz6 un “pool” con varias muestras de LS y otro con suero sanguineo. Las
muestras de LS se obtuvieron desde la articulacion metacarpo-falangica de equinos FSC, y las
muestras de suero sanguineo desde los mismos ejemplares, permaneciendo todas ellas
congeladas a -20°C por un periodo prolongado. Una vez determinada la concentracion de
nitrito la muestra se dividio, congelando nuevamente una parte de ella a -20°C y la otra parte
se mantuvo en refrigeracion. Luego de 6 dias se determind la concentracion de nitrito por
triplicado para ambas condiciones de conservacion, obteniéndose los valores promedio que se

muestran en el grafico 4.
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GRAFICO 4: CONCENTRACION DE NITRITO (umol/L) EN LS DE
ARTICULACION METACARPO-FALANGICA Y SUERO SANGUINEO
DE EQUINO EN EL TIEMPO Y SEGUN CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO
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Ademéas se evalud la concentracion del nitrito en el sobrenadante de muestras
desproteinizadas. Para esto se utiliz6 LS de una articulacion metacarpo-falangica de equino
FSC vy el suero sanguineo del mismo animal, que permanecieron congeladas durante un
periodo prolongado a -20°C. Las muestras fueron descongeladas y luego desproteinizadas
midiéndose la concentracion de nitrito por triplicado. Los sobrenadantes de ambas muestras
fueron divididos y almacenados en condiciones de refrigeracion, midiendo la concentracion de
nitrito en ambas muestras, por triplicado, al dia 2 y al dia 6. Los resultados obtenidos se

muestran en el gréfico 5.
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GRAFICO 5:CONCENTRACION DE NITRITO (umol/L) EN EL
SOBRENADANTE DE LS Y SUERO SANGUINEO EQUINO
DESPROTEINIZADOS Y ALMACENADOS EN REFRIGERACION
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4.- CONCENTRACION DE NITRITO EN LIQUIDO SINOVIAL DE CARPO EQUINO

Para realizar esta medicion se utilizaron los grupos agudo, cronico reagudizado, y
como referencia se utiliz6 al grupo normal de la Escuela Militar.

Se obtuvo un promedio de 95,1 = 41,4 umol/L en el grupo agudo, de 75,8 + 21,2
umol/L en el grupo crénico reagudizado y en el grupo normal de referencia se obtuvo un

promedio de 46,7 + 7,1 umol/L.
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No se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre los valores promedio de

nitrito en LS entre los grupos agudo y crénico con reagudizacion (p = 0,1394).

En el grafico 6 se observa el valor promedio de nitrito para los tres grupos de animales.

GRAFICO 6: CONCENTRACION DE NITRITO (umol/L) EN LS
CARPAL EQUINO SEGUN GRUPO
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5.- CONCENTRACION DE NITRITO EN SUERO SANGUINEO EQUINO

Se midié en el suero de los mismos grupos de animales considerados para LS, pero se

agrego0 el grupo normal del Hipédromo.

Se obtuvo valores promedio de 471,4 £115,4 pmol/L para el grupo agudo, de 362,8 +
157 umol/L para el grupo crénico reagudizado, de 386,4 + 172,3 umol/L para el grupo normal

de la Escuela Militar y de 455,9 + 91,1 pmol/L para el grupo normal del Hip6dromo.
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No se encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa en el contenido de

nitrito del suero sanguineo entre estos grupos (p >0,05).

En el grafico 7 se observa el valor promedio de nitrito en el suero sanguineo para cada

uno de los grupos analizados.

GRAFICO 7: CONCENTRACION DE NITRITO (umol/L)

EN SUERO SANGUINEO EQUINO SEGUN GRUPO
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@ EDA = Cuadro crénico reagudizado (n = 15)
@ NH = Normal Hip6dromo (n=10)

O NE = Normal Escuela Militar (n = 3)
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En la tabla 1 se resumen los valores promedios y las desviaciones estandar para cada

una de las mediciones realizadas en los distintos grupos.

TABLA 1: DESCRIPCION ESTADISTICA DE LA CONCENTRACION DE NITRITO
(nmol/L) Y DE PROTEINA (mg/mL) POR TIPO DE MUESTRA, SEGUN GRUPO.

NITRITO (umol/L) PROTEINA (mg/mL)
GRUPOS Liquido Suero Liquido Suero
CLINICOS | n Sinovial Sinovial

Prom. | D.E. | Prom. | D.E. | Prom. | D.E. | Prom | D.E.

Agudo 10| 951 | 414 | 4714 | 1154 | 26,1 6.2 | 56,5 | 11,2

Cronico 15| 758 | 21,2 | 4279 | 101,9 | 25,2 8,1 | 60,7 7,5

Normal Escuela | 3 | 46,7 7,1 | 386,4 | 172,3| 24,9 59 | 74,1 6,4
Militar
Normal 10 ... 455921 911 67,0 3,0
Hipodromo
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DISCUSION

En esta memoria de titulo se utilizd6 LS y suero sanguineo de equinos FSC con
procesos inflamatorios espontaneos de carpo, a diferencia de otros trabajos realizados en el
Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Chile,
que han utilizado LS obtenido de la articulacién metacarpo-falangica de equinos mestizos de
matadero con procesos articulares de tipo degenerativo y no inflamatorio (Adarmes et al.,
2003; Adarmes et al., 2006). La ventaja del modelo utilizado es la de conocer el historial
clinico de los animales, situacion que es improbable para el caso de animales de matadero.

En este trabajo se observo que el promedio de edad de los grupos agudo (3,8 £ 1,1
afios) y crénico reagudizado (4,6 + 1,6 afios) es igual. Esto era esperable, debido a lo
prematuro del inicio de la actividad competitiva de estos animales en los Hip6dromos, al
trauma articular provocado por las velocidades que alcanzan de hasta 60 Km/hr, y a que en
algin momento del paso, todo el peso del animal y del jinete es soportado por las
articulaciones de un solo miembro. Todo esto puede derivar en problemas degenerativos antes
de los 4 6 5 afios de edad; mas aun, si un tratamiento comin para muchos cuadros de
claudicacion es la infiltracion reiterada de la articulacion con glucocorticoides, que provocan
finalmente degradacion de la matriz extracelular del cartilago articular y el consiguiente
cuadro de EDA.

Con el fin de conformar un grupo normal en el Hipédromo (n =10), se escogieron
equinos sin antecedentes previos de lesion articular que correspondieron casi exclusivamente a
ejemplares que aun no competian, y cuyo promedio de edad fue de 2,4 + 0,8 afios. Desde este
grupo sélo fue posible obtener muestras de sangre. Por otro lado, se utilizé otro grupo normal

de referencia que se obtuvo desde la Escuela Militar, que estd formado por ejemplares de
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mayor edad (10,7 + 4 afios) sin antecedentes de lesidn articular (n = 3), lo que no implica la
ausencia de algun problema agudo o cronico, de tipo subclinico, debido a que estan sujetos a
la actividad de salto. Desde este grupo se obtuvo muestras de LS desde la articulacion carpal,
asi como también de sangre.

En relacidn al trabajo experimental y con el objetivo de establecer si las condiciones de
conservacion de las muestras podrian afectar la estabilidad del nitrito, éstas se sometieron a
congelacion y descongelacién sucesivas, encontrandose que la concentracion de nitrito en el
suero sanguineo disminuyd de 282,2 pmol/L hasta 214,3 pmol/L luego de 6 dias de
congelacién, pero esta disminucion fue leve al mantener la muestra refrigerada por 6 dias
(236,3 umol/L). En el caso de la concentracion de nitrito en el LS se detecté una mayor
estabilidad en el tiempo. Moshage et al., (1995) evidenciaron la disminucion de la
concentracion de nitrito en el plasma sanguineo a través del tiempo en comparacion con la
concentracion que existia al momento de la obtencion de la muestra, pero estas pruebas no
consideraron descongelaciones sucesivas sino solamente la determinacion de la concentracion
de nitrito al momento de la obtencion de la muestra que se comparé con la conservacion en
congelacion a -20°C por 1, 3, 6, 9 y 12 meses, describiendo ademas que el tiempo de
almacenamiento no genera variacion en la determinacion entre ellas. En el presente trabajo se
evaluaron muestras de LS y suero sanguineo que permanecieron por largo tiempo en
congelacion encontrandose que su manejo posterior de conservacion en congelacion o bien en
refrigeracion no afecté mayormente la estabilidad del nitrito. Las muestras utilizadas en este
trabajo se mantuvieron congeladas a -20°C entre 6 a 18 meses hasta su procesamiento.

Debido a que se ha descrito que los S-nitrosotioles de la sangre (proteinas con grupos
SH que pueden unirse a ‘"NO en la sangre) pueden ser una fuente de "NO a medida que éste se

disocia desde la proteina, generando un aumento en la concentracion de "NO en la sangre y en
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consecuencia de nitrito (Stamler, 2004), se decidié ademas evaluar la concentracion de nitrito
en LS y suero sanguineo desproteinizado, encontrandose cierta estabilidad en las mediciones
de concentracion de nitrito a lo largo del tiempo.

La concentracién de nitrito no experimentd mayores cambios de acuerdo a las
condiciones de conservacion y manejo descritas. Sin embargo, es importante sefialar que estos
resultados no comparan las concentraciones de nitrito de las muestras almacenadas con la que
existia en las mismas muestras al momento de su obtencién, por lo que no se puede hablar de
un estudio de estabilidad.

La concentracion de proteinas en LS no mostré diferencia significativa entre los grupos
agudo (26,1 = 6,2 mg/mL) y con EDA reagudizado (25,2 £ 8,1 mg/mL) lo que se explica por el
cuadro inflamatorio de las articulaciones. Estos datos aparecen similares a los aportados por
Vasquez (2001), que también us6 la articulacion carpal y una metodologia similar, reportando
valores promedio de 18,19 + 4,25 mg /mL y de 18, 28 + 3,5 mg /mL para los grupos con
fractura en chip. Todas las muestras de LS analizadas presentaron algin grado de contenido
sanguinolento, de modo que era previsible encontrar una mayor concentracién de proteinas
debido a la hemoglobina libre, en comparacion con las determinadas por Solis (2004), quien
encontré concentraciones menores de proteinas en LS de la articulacion metacarpo-falangica
con cuadros articulares degenerativos no inflamatorios en animales de matadero (10,8 + 5.4
mg /mL). El grupo normal de referencia de la Escuela Militar evidenci6é niveles de proteinas
similares (24,9 + 5,9 mg/mL) a los mostrados por los grupos agudo y crénico reagudizado aun
siendo animales clinicamente normales. Estos valores fueron incluso mas altos que los
descritos por Vasquez (2001), quien para el grupo de referencia y utilizando animales de
matadero, encontrd valores de 9,73 £+ 4,5 mg/mL. Este grupo de la Escuela Militar tenia un

promedio de edad mayor (10,7 + 4 afios) con respecto al de ambos grupos de animales con
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inflamacion articular del Hipdédromo, lo que podria relacionarse con algin grado de
inflamacion subclinica debido al tipo de trabajo que realizan, no descartable ya que no fue
posible obtener antecedentes radioldgicos de estos animales.

La concentracion de proteinas del suero sanguineo no mostroé diferencias entre los
grupos agudo y cronico reagudizado, pero el grupo normal del Hipédromo presentd una
proteinemia mayor y estadisticamente significativa en relacién al grupo agudo no asociable a
una posible deshidratacion por ejercicio ya que este grupo fue muestreado antes de entrenar. Es
dificil plantear una explicacion a esta diferencia que se podria relacionar al manejo de los
animales en el corral.

En relaciébn a la concentracion de nitrito en el LS no se encontrd diferencia
significativa entre los grupos agudo (95,1 + 41,4 umol/L) y crénico reagudizado (75,8 + 21,2
umol/L) aunque en la literatura se describe un aumento en la producciéon de 'NO en los grupos
con inflamacidn articular (Stichtenoth y Frélich, 1998; Spreng et al., 2001). Posiblemente con
un aumento del tamafio muestral estos valores podrian tener diferencia estadistica. Se ha
descrito que el cartilago articular seria la principal fuente de "NO en articulaciones humanas y
caninas con procesos degenerativos debido a la expresion de la NOS-1I por los condrocitos
(Spreng et al., 2001), y de acuerdo a esto una articulacién con EDA que presenta una pérdida
de cartilago articular, debiera producir una menor cantidad de 'NO que una articulacion
afectada por un cuadro inflamatorio agudo. Por otro lado, en una articulacion inflamada
aparece una gran cantidad de células inflamatorias infiltradas, las cuales también tienen la
capacidad de expresar la NOS-II (Murrell et al., 1995; Moshage, 1997; Ralston, 1997,
Stichtenoth y Frolich, 1998; Davis et al., 2001; Tomita et al., 2001). De esta forma una

articulacion inflamada con o sin dafio articular previo, podria presentar una produccion
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elevada de "NO que podria estar asociada a la infiltracion de células inflamatorias y a la
sintesis por parte del cartilago.

Los valores de nitrito en LS en ambos grupos patoldgicos son mas elevados que los
descritos por Solis (2004), quien descartd LS hemorragicos o provenientes de articulaciones
con inflamacion, por lo que la produccién de "NO sélo representaria la proveniente desde el
cartilago articular con proceso degenerativo.

En relacién a la concentracion de nitrito en suero sanguineo no se encontraron
diferencias entre los grupos agudo (471,4 £115,4 umol/L), crénico reagudizado (362,8 = 157
umol/L) y normal del Hipédromo (455,9 + 91,1 pumol/L). Esto sugiere que en el modelo que
hemos utilizado el nitrito sérico no constituiria un buen reflejo del cuadro inflamatorio
articular, ya que probablemente a nivel sistemico existen otras fuentes de 'NO lo que podria
enmascarar al producido en las articulaciones. Para la concentracién de nitrito en el suero
sanguineo y su relacion con la concentracién de nitrito en LS, existen datos contradictorios en
la literatura describiendo algunos autores una mayor concentracion de nitrito en LS
(Stichtenoth y Frolich, 1998), y otros como Spreng et al., (2001) una mayor concentracién en
suero. Los autores que describen mayor concentracion de nitrito en LS argumentan que eso
indicaria una produccion intraarticular de "NO, asociada a células como los fibroblastos de la
membrana sinovial, células endoteliales, macréfagos, y condrocitos, particularmente los
superficiales (Stichtenoth y Frélich, 1998).

Ersoy et al., (2002) estudiaron los valores séricos de nitrito en pacientes humanos con
diferentes patologias articulares, determinando que los valores séricos de nitrito fueron méas
altos en pacientes que cursaban con AR o espondilitis anquilosante en comparacién con los

pacientes con artritis no reumatoidea (4,9; 6,1; 3,4 pmol/L respectivamente). Ademas el valor
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de nitrito fue mayor en cualquiera de los grupos patolégicos en comparacién con el grupo
control (1,7 umol/L; p< 0,01).

La medicion de nitrito+nitrato en la orina, plasma o suero sanguineo, LS y otros
liquidos bioldgicos se ha usado como marcador entre otras patologias de enfermedad
inflamatoria entérica, artritis y gastroenteritis. Sin embargo, las mediciones entre individuos y
en un mismo individuo son altamente variables. Factores que influirian en la variacion de estas
mediciones serian el "NO inhalado desde la atmosfera, el metabolismo del ciclo de la urea, la
difusion de "NO desde distintos sitios del tracto gastrointestinal, y la reduccién endogena de
nitrato a nitrito por los tejidos de los animales. Se ha establecido que el 'NO también se puede
generar en el medio ambiente acido del estbmago de una manera no enzimatica, y
farmacol6gicamente por compuestos tales como la nitroglicerina y otros vasodilatadores
(Moshage, 1997; Ralston, 1997; Stichtenoth y Frolich, 1998; Spreng et al., 2001).

En este trabajo la concentracién de nitrito sérico es mayor en todos los grupos
analizados con respecto a los trabajos antes descritos (Stichtenoth y Frolich, 1998; Spreng et
al., 2001), situacion que podria relacionarse con la diferente actividad de la NOS endotelial
entre las distintas especies. Por otro lado, para explicar el mayor nivel de derivados del 'NO en
el suero sanguineo se ha citado como causa a la diferencia en la metodologia que se ha usado
para su medicién, reportdndose variaciones entre distintos trabajos de hasta 1000 veces la
concentracion de 'NO en LS (Spreng et al., 2001).

Spreng et al., (2001) describieron que en perros con artropatias se incrementaba el
valor de nitrito+nitrato en el suero sanguineo en relacion al grupo control (45,6 y 28,9 umol/L;
p = 0,042), pero en el LS no encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.

Debido a que la hemoglobina puede oxidar rapidamente el nitrito de la sangre a la

forma de nitrato y considerando el tiempo que tardan los laboratorios en procesar las muestras,
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el nitrito no seria detectable después de unas horas (Moshage et al., 1995), lo que se minimizé
en este trabajo al centrifugar y eliminar la fraccion celular de la sangre inmediatamente
después de obtenida la muestra. Sin embargo si in vivo hay un LS sanguinolento, el nitrito
generado se oxidaria también. Asi, para algunos autores, tendria mas relevancia la medicion de
nitrito+nitrato ya que esta Ultima se mantiene mucho mas estable en el tiempo que la
concentracion de nitrito solamente.

El modelo utilizado en este trabajo presenta fuentes de variacion tales como los
manejos a los cuales puedan ser sometidos los animales en el corral, o la produccién sistémica
de "NO por parte del tejido endotelial, que podrian afectar la interpretacion de las mediciones
realizadas. Estudios futuros que consideren estos aspectos, como por ejemplo el hacer un
estudio comparativo entre animales de Hipddromo y de matadero en forma simultanea podrian
ayudar a dilucidar si estos factores son realmente influyentes en los valores obtenidos, asi
como en la interpretacion de los resultados. Ademas se podria considerar la prefiez, la edad y
el sexo como factores a analizar.

El papel que juega el "NO en la patogenia de la EDA aun es incierto, asi como también
su uso, o el de sus metabolitos, como herramienta diagndstica en la clinica del equino. Por otro
lado, los datos obtenidos en condiciones de laboratorio atribuyen al "NO un rol importante en
la homeostasis del cartilago. La medicion simultdnea de la concentracion de nitrito y nitrato
podria aportar nuevos antecedentes en relacion a la participacion del "NO en la patogenia de la
EDA vy la inflamacion articular aguda, asi como también monitorear sus variaciones a traves

del tiempo.
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CONCLUSIONES

e La concentracion de nitrito en el LS no aumentd significativamente en los cuadros

agudos en comparacién con los cronicos reagudizados, para este tamafio muestral.

e La concentracion de nitrito en el suero sanguineo no difiere entre los grupos analizados

lo que sugiere que la concentracion de nitrito sérico no seria un buen indicador para

distinguir entre procesos articulares agudos y cronicos reagudizados.

e La concentracion de nitrito en el suero sanguineo fue mayor que la del LS en los

animales analizados en esta memoria.
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