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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la concentracion de urea sérica y sinovial de
la articulacién intercarpal y tibio-tarsal en equinos fina sangre de carrera, clinicamente sanos, a
fin de compararlas y obtener el grado de correlacion existente entre éstas.

Se utilizaron treinta equinos fina sangre de carrera clinicamente sanos en
entrenamiento convencional, entre 2 y 7 afios de edad, obteniéndose de cada uno una muestra
de sangre y una de liquido sinovial tanto de la articulacion intercapal como la articulacion
tibio-tarsal. Las concentraciones de urea de las diferentes muestras se determinaron a través
del método GLDH enzimatico para determinaciones cinéticas de urea.

Las concentraciones de urea sérica y sinovial de la articulacion intercarpal y tibio-tarsal
presentaron valores similares entre si (P>0,05), obteniéndose una correlacién alta y positiva
entre las concentraciones de urea sérica y sinovial de la articulacion tibio-tarsal (r = 0,879) e
intercarpal (r = 0,78).

Se puede concluir de este estudio que las concentraciones de urea sérica y sinovial de
las articulaciones intercarpal y tibio-tarsal en equinos fina sangre de carrera clinicamente
sanos no poseen diferencias estadisticamente significativas, siendo las concentraciones de urea
sinovial asociadas a las concentraciones séricas de urea.

Palabras clave: Urea, articulacion, equinos, liquido sinovial.



2. SUMMARY

RELATIONSHIP BETWEEN SERIC UREA CONCENTRATION AND
SINVIAL FLUID UREA CONCENTRATION FROM TARSAL AND CARPAL JOINT
IN CLINICALLY HEALTHY THOROUGBREED

The objective of this study was to determinate the serum urea concentration and
synovial urea concentration of the intercarpal and tarsocrural joint in clinically healthy
thorougbreed, to comparate and correlate them.

Thirty clinicaly healthy thorougbreed in convencional training were use, between 2 and
7 years old, getting of each one a blood sample and sinovial fluid sample from the intercarpal
joint and the tarsocrural joint. The urea concentrations from each sample were determinate by
the enzimatic GLDH metod for cinetic determination of urea.

Serum and sinovial urea concentration from the intercarpal joint and tarsocrural joint
were similar (P>0,05), getting a high and positive correlation between serum urea
concentration and sinovial urea concentration from tarsocrural joint (r=0,879) and intercarpal
joint (r=0,78).

From this study can be conclued that serum urea concentrations don’t have a
significant statistical difference with the synovial urea concentration in clinically healthy
thorougbreed, being the synovial urea concentration associated with the serum urea
concentration.

Key words: Urea, joint, equine, synovial fluid.



3. INTRODUCCION

La claudicacion en los equinos es el motivo mas comdn de su retiro deportivo
(Rossdale y col 1985, Todhunter y Lust 1990, Olivier y col 1997), siendo la causa mas
importante de ésta los problemas articulares (Todhunter 1996). Esto explica por que la
osteoartritis es la enfermedad econdmicamente mas importante en los equinos de deporte y
entretenimiento (Van den Boom y col 2005) y se presenta en diferentes articulaciones
dependiendo de la funcidn del equino, siendo en los equinos de carrera las articulaciones
metacarpofalangica y carpal las mas cominmente afectadas (Pool 1996, Rossdale y col 1985).

Los cambios radiol6gicos que acompafian a la osteoartritis son aparentes en las etapas
mas tardias de la enfermedad y estan correlacionadas con una leve signologia clinica (Troter y
Mcllwraith 1996, Kidd y col 2001). La discrepancia entre los signos radiograficos y la
severidad de la enfermedad, ha llevado a la busqueda de marcadores biologicos para poder
detectar tempranamente una enfermedad degenerativa articular, tiempo en el cual el reposo y
la terapia puede prevenir un futuro dafio a la articulacion, especialmente al cartilago articular
(Van den Boom y col 2005). Es asi como el examen de liquido sinovial (LS) se recomienda
sea de rutina, debido a que proporciona valiosa informacion sobre la condicién en la cual se
encuentra la articulacién. Si bien los analisis convencionales no dan un diagndéstico especifico,
a no ser que la artritis sea de caracter séptico, nos indican la magnitud de dafio articular y las
alteraciones en su metabolismo (Mcllwraith 2001). Durante el ejercicio, inflamacion aguda y
cronica, se producen cambios en la composicion y volumen de LS (Van den Boom y col
2005), lo que genera una dificultad al evaluar los resultados obtenidos del examen de LS,
debido que el aumento del volumen de éste, se produce una dilucion de los marcadores de
dafo articular (Gough y col 2002).

Otra limitacion que se presenta durante la obtencidn de LS mediante artrosentesis es el
volumen obtenido, siendo dificil obtener una cantidad de muestra adecuada aunque sean
articulaciones de gran tamafio o que presenten efusion. Para minimizar este problema se han
descrito métodos alternativos para la obtencién de muestras de liquido sinovial, siendo el
lavado articular con una solucion fisiologica el que cominmente se usa tanto en medicina
humana como veterinaria (De Bruin y col 2005). Esta técnica nos entrega una cantidad
suficiente de muestra, sin embargo, al no conocer la dilucion exacta en la cual se encuentra el
LS, no podemos determinar con certeza la concentracion del metabolito que deseamos medir
(De Bruiny col 2005).

3.1 Cépsula articular
La cépsula de una articulacion diartrodial estd compuesta de dos capas, la capa externa

fibrosa, que esta compuesta de colageno y fibras elasticas, lo que ayuda a mantener la
estabilidad de la articulacion (Mcllwraith 2001), y la capa interna 0 membrana sinovial,



compuesta de tejido conectivo laxo, altamente vascularizado (Vandenabeele y col 2001) que
asegura la homeostasis a través de procesos secretorios y de absorcion, participando ademas
en procesos de fagocitosis y regeneracion de la capsula articular (Lasta 1998). La membrana
sinovial posee una capa de células adyacentes al liquido sinovial (lamina synovialis intima), y
una capa de soporte (lamina synovialis subintima) que se mezcla con la capa fibrosa de la
capsula articular (Vandenabeele y col 2001). La lamina synovialis subintima fue tipificada por
primera vez en 1928 (lwanawa y col 2000), y se las clasifico segln su tipo en areolar, adiposo
o fibroso, diferenciandose estos en la composicion del tejido conectivo adyacente a la lamina
synovialis intima (lwanawa y col 2000). La lamina synovialis intima esta compuesta de 1 a 3
capas de sinoviocitos, sin una membrana basal (Méakeld 2005). Estas capas celulares se
componen de 2 tipos celulares distintos, que se denominan Ay B (Lasta 1998).

Las células tipo A son derivadas de una linea de macrofagos que difiere en origen,
diferenciacion y potencial proliferacion de las células tipo B, las cuales se consideran
derivadas de células tipo fibroblasticas (Vandenabeele y col 2001). Las células de tipo A son
las mas numerosas, poseen multiples prolongaciones citoplasmaticas, un aparato de Golgi
desarrollado y mitocondrias de gran tamafio, se le atribuyen funciones fibroblasticas y
macrofagicas (Lasta 1998) y se ha documentado un aumento de este tipo celular en etapas
tempranas de enfermedad articular (Kraan y col 1999).

Paralelamente las células del tipo B son alargadas u ovoides y con un reticulo
endopladsmico rugoso muy prominente, razén por la cual se consideran células secretoras. Se
postula que las células tipo B tienen la funcion de sintetizar material rico en proteinas, el cual
es secretado hacia el intersticio intimo o en el espacio articular. Se ha demostrado que estas
células sintetizan proteinas como procolageno, fibronectina, proteinas de unién a &cido
hialurénico, glicoproteinas lubricantes, acido hialurénico y proteoglicanos (Vandenabeele y
col 2001). Segun Linck y Porte en 1978, citado Mcllwraith 2001, sugirieron que las células B
de roedor estan involucradas en un mecanismo de regulacion hormonal, considerando su
proximidad a vasos fenestrados, sensibilidad a desordenes hormonales y degranulacion en
respuesta a noxas locales, ademas Kitamura y col (1999) determinaron que células B de
equinos son marcadas con Protein Gene Product 9.5 (PGP 9.5), el cual es un marcador
especifico de proteinas citoplasmaticas de células neuronales y, por lo tanto, un marcador
valioso de neuronas y fibras nerviosas, asi como también de paraneuronas sensoriales.

A pesar de todos los estudios hechos hasta el momento, la actividad metabélica de los
sinoviocitos no esta aun completamente dilucidada, siendo necesarios futuros trabajos para
comprender su rol en la fisiologia y patofisiologia articular (Vandenabeele y col 2001).

3.2 Liquido Sinovial

El LS es incoloro y en ocasiones puede tener un tenue color amarillento, su
consistencia es viscosa, es inodoro y presenta un aspecto limpio y transparente (Lein e Iglesias
Elizondo 1985). Se postulan numerosas teorias sobre el origen del LS, se ha propuesto que
éste es producido por glandulas de la membrana sinovial, por desintegracion de la membrana
sinovial y transudacion, por destruccion del cartilago articular debido a intenso uso, por



secrecion glandular y transudacion de los capilares sanguineos y linfaticos (Lasta y col 1995),
sin embargo, se puede decir que no hay un conocimiento exacto de la forma de produccion de
LS, pero actualmente se acepta que éste se produce mediante el procedimiento de filtrado
plasmatico, proceso en el cual, la distribucion de las particulas, entre el plasma y el liquido
sinovial se realiza por el equilibrio Gibb-Donnan (Lasta 1998).

El filtrado plasmatico que forma el LS tiene una baja concentracion de proteinas y es
libre de fibrindgeno, por lo tanto no coagula espontaneamente (Lasta 1998), y una vez dentro
de la cavidad articular es modificado por las células de tipo B de la membrana sinovial,
principalmente por la adicion de acido hialurénico y glucosamina (Feldman 1984, Coppo Y col
1988). El hialuronato incrementa la viscosidad del LS lo cual proporciona una adecuada
lubricacion a la membrana sinovial y al cartilago articular. Ademas el hialuronato influye en la
composicion del liquido sinovial, Mcllwraith (2001) sugiere que ayuda a detener el paso de
solutos hacia el LS formando una barrera de resistencia en el agua que lo rodea provocando
que los solutos de gran tamafio no ingresen hacia el LS, no afectando esto a las moléculas de
menor tamafo. Lo anterior nos explica porque en enfermedad, los cambios producidos en el
hialuronato, en conjunto con los provocados en la membrana sinovial, provocan un cambio en
los componentes del LS (Mcllwraith 2001).

Al LS se le atribuyen las siguientes funciones: producir la depuracion de los desechos
celulares, realizar una amortiguacion entre las distintas caras articulares, mantener una
adecuada lubricacion de las superficies articulares (Lumsden y col 1996) e intervenir en el
intercambio de agua y metabolitos entre la red vascular y la cavidad articular (Mcllwraith
2001).

Durante un proceso patoldgico, en el cual se produce una alteracién tanto fisica como
quimica del LS, se generan serios dafios a nivel del cartilago articular y subsecuentemente en
el hueso subcondral, los cuales pueden llegar a ser irreversibles (Mcllwraith 2001).

3.3 Obtencidén de LS

La recoleccion de LS se puede realizar mediante una puncion articular, denominada
artrosentesis (Lasta y col 1995). Previamente se debe realizar un método de sujecion
adecuado, en ocasiones es necesario la administracion de un sedante, tranquilizante o la
aplicacion de anestésicos locales. Se debe trabajar con estricta asepsia de la zona que sera
abordada, a fin de no producir infecciones posteriores o alterar la muestra a analizar (Lasta
1998).

La artrosentesis es un procedimiento que se debe realizar con sumo cuidado para
minimizar el riesgo de contaminacion de la articulacion y ademas tratando de no producir una
ruptura de los vasos sanguineos los cuales pueden generar una contaminacion de la muestra,
debido a que puede entregar datos erroneos de los distintos componentes, tanto celulares como
qguimicos. Las muestras de LS pueden tomarse con o sin anticoagulante. Si la muestra se
obtiene con anticoagulante, se puede utilizar EDTA sodico, lo cual se utiliza preferentemente
para la realizacion de exdmenes citoldgicos (Lasta 1998, Mcllwraith 2001).



3.4 Examen del Liquido Sinovial

El andlisis de fluido articular integra uno de los métodos complementarios de
exploracion mas utilizados para determinar la presencia de procesos inflamatorios o
degenerativos, que se originan primeramente en la membrana sinovial o en el cartilago
articular (Lasta 1998). Desde el punto de vista diagnéstico, se pueden realizar varios analisis al
LS, siendo los examenes mas realizados el fisico, quimico, microbioldgico, inmunoldgico,
citologico y medicion de elementos inorganicos.

3.4.1 Examen fisico de LS
El examen fisico es simple de realizar y se puede practicar al momento de obtener la
muestra y en ella se pueden determinar los siguientes parametros:

3.4.1.1 Color y Turbidez. El color del LS sin alteraciones es amarillo claro y libre de
cualquier tipo de floculos. La presencia de opacidad y de material floculento es un indicador
de sinovitis (Lasta 1998), la cual, asociada a una artritis séptica, resulta en una muestra
serofibrinosa o fibrinopurulenta (Mcllwraith y col 2001). Una hemorragia producida por un
traumatismo nos dara un liquido amarillo oscuro o color ambar (xantocromico) (Lasta 1998).
Una situacion similar se aprecia en una articulacion infectada, en la cual el LS es
sanguinolento, debido a la hemorragia producida por el severo dafio de la membrana sinovial
(Mcllwraith y col 2001). Estos cambios son variables y, en general, minimos en las
enfermedades degenerativas cronicas y OCD (osteocondrosis disecante), pero son mas
marcadas en sinovitis agudas, ya sean traumaticas o sépticas (Mcllwraith 2001).

3.4.1.2 Viscosidad. La viscosidad del LS esta directamente relacionada con su contenido de
acido hialurénico y es un marcador de la cantidad y calidad del hialuronato presente (Lumsden
y col 1996). La viscosidad se puede medir observando el LS al caer de la jeringa, en un fluido
normal la gota se estira aproximadamente 5 a 7 cm antes de cortarse, si el fluido se corta con
la facilidad del agua esto nos indica una baja viscosidad (Mcllwraith y col 2001). Otra prueba
utilizada con frecuencia es colocar una gota de LS en el dedo pulgar, luego tocarla con el
indice y separar ambos dedos, en un LS normal se produce una separacion de 2,5 a 5 cm antes
de cortarse (Feldman 1984, Mcllwraith y col 2001). Si bien se ha visto que en una articulacion
con algun grado de inflamacion disminuye la viscosidad del LS, no es un examen que nos
entregue informacion fidedigna, debido al gran nimero de variables que afectan esta
propiedad del LS (Mcllwraith y col 2001).

3.4.1.3 Volumen. El volumen de LS esta incrementado en la mayoria de las sinovitis activas.
Una disminucion de este se da en casos de una enfermedad degenerativa cronica de la
articulacion y se puede manifestar como una “articulacion seca”, la cual puede estar asociada
con una membrana sinovial fibrotica (Ekman y col 1981). En casos de efusidn idiopatica
también se da un aumento de volumen de LS como es el caso de efusion idiopéatica de la
articulacion tibio-tarsal (bog spavin) (Rorvik y Grondahl 1995, Mcllwraith 2001).



3.4.1.4 Presencia de fibrina. Normalmente el LS no coagula, esta propiedad se debe a la
ausencia de fibrindgeno, asi como también de otros factores de la coagulacion como son la
protrombina, el factor V, factor VII y la tromboplastina (Mcllwraith 2001). EI LS patologico
coagula y el tamafio del coagulo es proporcional al dafio articular (Feldman 1984, Lasta y col
1995).

3.4.2 Examen quimico de LS. El examen quimico nos entrega valiosa informacion sobre el
estado de la articulacién y el progreso de las diferentes enfermedades articulares, ya que
mediante este examen se pueden medir marcadores bioldgicos (biomarcadores) del
metabolismo articular (Mcllwraith y col 2001). A continuacion se enumeran los analisis méas
importantes realizados mediante este examen:

3.4.2.1 Enzimas. Se han realizado trabajos en los cuales se han determinado diferentes
enzimas con el fin de evaluar su actividad en el LS y su correlacion con el dafio articular, para
asi poder utilizarlas como biomarcadores (Billinghurst 2003), entre las enzimas que se han
medido se encuentran: lactato deshidrogenasa, metaloproteasas, aspartato amino transferasa,
fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, catepsina, lisozimas (Lasta 1998), transaminasa glutamico-
oxalacética (Coppo y col 1988), proteasas (Lohmander y col 1993) y lipasa (Mcllwraith
2001).

Segun Mcllwraith y col (2001) el incremento en la actividad enzimatica en el LS puede
ser el resultado de varios mecanismos:

1) La liberacion de enzimas por parte de los leucocitos

2) la liberacion de enzimas por parte del tejido necrotico o inflamado

3) produccion y liberacion de un incremento de enzimas por el tejido sinovial afectado.

3.4.2.2 Concentracién de proteinas totales. Las proteinas del LS son aproximadamente 25-
30% de las proteinas totales del plasma del mismo animal. Generalmente se acepta que un LS
normal tenga una concentracion de proteinas igual o menor a 2 gr/dL (Mcllwraith y col 2001).
El LS, en comparacién con el plasma, posee mayores concentraciones de albdmina, una menor
concentraciones de a2 y v globulina y una cantidad reducida de haptaglobulinas y proteinas de
alto peso molecular (Mcllwraith y col 2001). En un proceso inflamatorio la cantidad de
proteinas puede llegar a ser la misma que en el plasma, disminuyendo la cantidad de albdmina,
aumentando las a2 y y globulinas y aumentando las cantidades de fibrinégeno (Mcllwraith y
col 2001).

Una simple estimacion de la concentraciéon de proteinas totales es suficiente para un
analisis de rutina, un animal que presente concentraciones por sobre los 2,5 gr/dL nos indica
alguna anormalidad, ahora si este posee valores de 4 gr/dL esto nos indica una severa
inflamacién. Sin embargo, estos andlisis deberian compararse con articulaciones sanas del
mismo animal, debido a que se ha demostrado un aumento en las concentraciones de proteinas
en los equinos que se encuentran en competencia (Mcllwraith y col 2001).

3.4.2.3 Determinacion del coagulo de mucina. La mucina es una glucoproteina acida
constituyente de la porcion polisacarida del acido hialurénico, la cual ayuda a la lubricacion de



la articulacion e interviene ademas en el intercambio de agua y metabolitos entre la red
vascular y la cavidad articular (Lasta 1998). La determinacion de la cantidad de mucina es
evaluada adicionando 0,5 ml de LS en 2 ml de &acido acético al 2% y mezclandolo
rapidamente, obteniendo de este proceso un coagulo de mucina. Un coagulo de mucina normal
es aquel que presenta una forma de masa viscosa compacta en una solucion clara, en cambio
una masa mas suave con fragmentos en la solucion nos indica un “falso” coagulo de mucina,
siendo un pobre coagulo de mucina aquel que muestra fragmentos y pequefias masas en una
solucidn turbia (Mcllwraith, 2001).

3.4.3 Examen inmunoldgico de LS

Recientemente se han realizados numerosos estudios en los cuales se utilizan
marcadores inmunolégicos los cuales parecen ser los mas sensibles a la hora de identificar y
cuantificar los componentes del cartilago articular (Mcllwraith 2001). Anticuerpos
policlonales contra diferentes epitopes de agrecan han sido producidos, asi como también
contra diferentes componentes del cartilago articular (Fuller y col 1996, Chavez 2006).

3.4.4 Examen citoldgico de LS

En el examen citologico generalmente se realizan recuentos leucocitarios, ya que
cambios cualitativos y cuantitativos en estos pueden darnos una informacion del grado de
inflamacion que posee la membrana sinovial (Mcllwraith 2001). Se han obtenido valores
leucitarios de referencia en LS de 167 + 87 cel/mm® (Mcllwraith y col 2001). En casos de
sinovitis idiopatica y osteocondritis disecante se han encontrado valores de 1000 cel/mm?, aun
cuando estas enfermedades son consideradas como no inflamatorias (Mcllwraith y col 2001).
En artritis traumatica y osteoartritis se han encontrado rangos bastante amplios de células
inflamatorias los cuales van de 5.000 a 10.000 cel/mm? (Mcllwraith y col 2001).

Los eritrocitos no son un componente normal del LS y su presencian en pequefias
cantidades se atribuye a errores en la artrosentesis (Lasta 1998).

3.4.5 Examen de elementos inorganicos en LS

Un examen que se realiza, mas que rutinariamente en forma experimental, es el
examen de elementos inorganicos, siendo los mas estudiados los radicales libres, debido al
aumento de éstos en procesos inflamatorios (Van den Boom y col 2005).

3.5 Urea

La urea es una molécula pequefia formada en el higado durante el ciclo de la urea de
Kreb-Henseleit, por la condensacion irreversible de dos moléculas de amonio, las cuales son
liberadas durante el catabolismo proteico, mas una de didxido de carbono (Barton y Morris
1998). La urea posee un peso molecular de 60 gr/mol, por lo que atraviesa la mayoria de las
membranas de forma pasiva, esto permite que logre alcanzar un rapido equilibrio entre las
concentraciones séricas y de diferentes fluidos corporales (Chavez 2006).

Debido a lo anterior se han realizado numerosos estudios los cuales han mostrado que
las concentraciones de urea encontrada en las paredes alveolares (Rennard y col 1986,



Zedtwitz-Liebenstein y col 2005), asi como también en el LS (Kraus y col 2002, Gough y col
2002, Budsberg y col 2006, Chavez 2006) se encuentra en equilibrio con las concentraciones
plasmaticas. La urea no presenta cambios a pH fisioldgico asi como tampoco es consumida ni
producida por células pulmonares ni sinoviales. Con respecto a lo anterior y debido a la
simplicidad de su medicién, es que la urea se ha utilizado con bastante frecuencia como
marcador de dilucion en lavados broncoalveolares (LBA) (Zedtwitz-Liebenstein y col 2005) y
recientemente en muestras de LS (Kraus y col 2002, Gough y col 2002, Budsberg y col 2006,
Chéavez 2006).

Si bien la urea se ocupa ampliamente como marcador de dilucion en LBA, por ser uno
de los medios méas simples para calcular dilucion (Bayat y col 2004), esta ha tenido sus
detractores, debido a que se estima que la eficacia del método depende del tiempo de
recuperacion del fluido instilado, ya que al ser la urea una molécula pequefia esta difunde
rdpidamente en el fluido del LBA durante el proceso, llevando esto a una sobre-estimacion del
volumen de fluido epitelial recuperado (Kirschvink y col 2001), lo cual también podria
producirse en técnicas de lavados articulares, sin embargo no se han realizado estudios que
demuestren este supuesto.

La urea como marcador de dilucion de LS ha sido utilizada experimentalmente en
equinos (Gough y col 2002), como marcador de dilucion en articulaciones con fragmentos
osteocondrales (Chavez 2006), asi como en perros (Kraus y col 2002) con osteoartritis
inducida (Budsberg y col 2006).

En este estudio se determinaran las concentraciones de urea plasmaética y sinovial de
las articulaciones intercarpal y tibio-tarsal en equinos clinicamente sanos, pertenecientes al
Club Hipico de Concepcidn, para obtener la correlacion existente entre ellas. Estos datos seran
de utilidad para futuros estudios que deseen utilizar la urea como factor de dilucién, y asi
determinar con un menor grado de error las concentraciones de metabolitos presentes en LS.

3.6 Hipotesis

Las concentraciones de urea sérica y la presente en el liquido sinovial de las
articulaciones intercarpal y tibio-tarsal en equinos fina sangre de carrera clinicamente sanos
no poseen diferencias estadisticamente significativas.

3.7 Objetivos

3.7.1 Objetivos Generales
Evaluar las concentraciones de urea sérica y sinovial de las articulaciones intercarpal y
tibio-tarsal en equinos fina sangre de carrera clinicamente sanos.

3.7.2 Objetivos especificos
e Determinar las concentraciones de urea sérica y sinovial de la articulacion intercarpal y
tibio-tarsal.
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Comparar las concentraciones de urea serica, sinovial interecarpal y sinovial tibio-
tarsal.

Correlacionar las concentraciones de urea sérica con la concentracion de urea sinovial
de la articulacion intercarpal y tibio-tarsal.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Material bioldgico

El presente estudio se realizo entre los meses de abril y mayo de 2006, en instalaciones
del Club Hipico de Concepcion S. A. Hualpén, Chile. Se utilizaron 39 Equinos Fina Sangre
Inglés de Carrera, con un rango de edad y peso entre 2 - 7 afios y 420 - 470kg.

4.1.2 Material de muestreo
e 60 jeringas de 5 ml
e 30 jeringas de 10 ml
60 tubos de ensayo heparinizados
30 tubos de ensayo para la obtencion de suero
90 tubos ependorf
Povidona lodada 10%
Alcohol 96°

4.2 METODOS

4.2.1 Seleccion de animales.

A los 39 equinos de este estudio se les realiz6 un examen clinico general,
descartandose los animales clinicamente enfermos, luego de esto se practicO un examen
especial de aparato locomotor, realizando las pruebas de palpacion-presion y flexion-extension
en las articulaciones a estudiar a fin de determinar la presencia de dolor o efusion articular,
animales que presentaron alguna anomalia en este examen fueron descartados de este estudio,
finalmente al momento de la toma de muestra de LS se realizd un examen fisico de éste,
examen en el cual se observd el color, la turbidez, la viscosidad y la posible formacion de
coagulos en las muestras, siendo los animales que presentaron una anormalidad en este
examen, descartados de este estudio. De la totalidad de equinos presentes en el estudio, 9
presentaron alguna anomalia en los exdmenes mencionados, siendo estos descartados de este
estudio (anexo 1).

4.2.2 Obtencién y manejo de muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante venopuncion yugular, obteniendo
10 ml de sangre. Las muestras obtenidas se depositaron en tubos de ensayo siendo
posteriormente centrifugadas en dependencias del Club Hipico de Concepcion para la
obtencion de suero, el cual se almacend en tubos Ependorf, y posteriormente congelados a
-70°C en dependencias del Instituto de Inmunologia de la Universidad de Concepcién. Luego
las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Patologia Clinica del Instituto de Ciencias
Clinicas Veterinarias de la Universidad Austral de Chile.
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4.2.3 Obtencién y manejo de muestras de LS

Para la obtencion de LS se realizo la desinfeccion de la cara dorsal de la articulacion
intercarpal y tibio-tarsal izquierdas, con una mezcla de alcohol y povidona yodada, realizando
posteriormente una artrocentesis mediante la cual se obtuvo 1 a 2 ml de LS. La artrocentesis
de la articulacion intercapal se realizé en la cara dorso lateral, mientras que en la articulacion
tibio-tarsal se realizo en la cara dorso medial, distal al maleolo medial de la tibia. Las muestras
obtenidas fueron colocadas en tubos heparinizados siendo centrifugadas en dependencias del
Club Hipico de Concepcion, posteriormente fueron depositadas en tubos Ependorf y
congeladas a -70°C en dependencias del Instituto de Inmunologia de la Universidad de
Concepcion. Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Patologia Clinica del
Instituto de Ciencias Clinicas Veterinarias de la Universidad Austral de Chile.

4.2.4 Método analitico

4.2.4.1 Urea: La concentracion de urea se expresd6 en mmol/L, se determiné en un
autoanalizador Cobas Mira Plus a traves del método GLDH enzimatico para determinaciones
cinéticas de urea’ medido a 340 nm y 37°C.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los resultados se utilizé el programa Statistix 8.0, siendo los datos
presentados en planillas del programa Excel 5.0.

Los datos se describieron a partir de su promedio y sus desviaciones estandar, siendo la
comprobacion de los supuestos evaluados mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y Barlette.
La comparacién entre las concentraciones séricas y sinoviales de urea se realizé mediante un
test de t pareado.

La asociacion entre las concentraciones de urea sérica y las obtenidas en la articulacion
intercarpal y tibio-tarsal se analizaron mediante la prueba de asociacion de Pearson.

! Urea liquiuV, articulo 10521 Human
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5. RESULTADOS

5.1 CONCENTRACIONES DE UREA SERICA Y SINOVIAL

La concentracion de urea sérica presentd un valor promedio de 5,7 = 1,7 mmol/L, valor
similar a los encontrados en las articulaciones intercarpal y tibio-tarsal (P>0,05), en las cuales
se obtuvo una concentracion de urea de 65 = 23 mmol/lL y 56 = 2,1 mmol/L
respectivamente, como se puede apreciar en la figura 1.

10

~d

Urea (mmol/L)
LV o h

(=]

Suero Carpo Tarso

Figura 1. Concentraciones promedio de urea (+ DE) en suero y liquido sinovial de las
articulaciones intercarpal y tibio-tarsal en equinos (n= 30)

5.2 COMPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DE UREA

El analisis de Pearson determind que las concentraciones séricas de urea se
correlacionan alta y positivamente con las concentraciones sinoviales de la articulacion tibio-
tarsal (r = 0,879) (P=0,00) e intercarpal (r = 0,78) (P= 0,00), como se muestra en las figuras 2
y 3 respectivamente.
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Figura 2. Correlacién y regresion entre concentraciones de urea sérica y concentraciones de
urea sinovial de la articulacion tibio-tarsal en equinos (n= 30).
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0 2
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Figura 3. Correlacion y regresion entre concentraciones de urea sérica y concentraciones de
urea sinovial de la articulacion intercarpal en equinos (n= 30).
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6. DISCUSION

La urea es una molécula pequefia formada en el higado a partir dos moléculas de
amonio, las cuales provienen del catabolismo proteico (Barton y Morris 1998). Esta molécula
es excretada en un 75% a 100% por el rifidn, siendo de menor importancia la excrecion por
sudor o por via gastrointestinal (Dimski 1994). Las concentraciones de urea sanguinea
dependen de la edad, dieta, funcién hepatica y renal. Se producen descensos en sus
concentraciones sanguineas debido a una dieta baja en proteinas, falla hepatica y asi como
también por el uso de esteroides anabodlicos (Barton y Morris 1998). Aumentos de urea
sanguinea estan asociados principalmente insuficiencia renal, aumento de la racion de
proteinas en la dieta o por un aumento del catabolismo proteico (Barton y Morris 1998). Las
concentraciones de urea sérica encontradas en este estudio fueron de 5,7 £ 1,7 mmol/L, las
cuales coinciden con Wittwer (1983) quien establece que las concentraciones de urea séricas
para equinos del sur de Chile se encuentran entre los 3,6 y 8,8 mmol/L. Esto coincide ademas
con Chavez (2006), quien determiné en equinos clinica y radioldgicamente sanos
pertenecientes al mismo establecimiento hipico en que se realizd este estudio las
concentraciones de urea sérica, obteniendo un valor de 4,0 = 0,8 mmol/L.

Las concentraciones de urea sinovial en las articulaciones intercarpal y tibio-tarsal
presentaron un valor de 6,5 £ 2,3 mmol/L y 5,6 + 2,1 mmol/L respectivamente, estos valores
se encuentran dentro del rango de referencia en equinos descrito por Gough y col (2002),
quienes determinaron que la urea sinovial se encuentra entre los 2,5 y 7,7 mmol/L, dicho
rango se determin0 a partir de las mediciones realizadas en siete diferentes articulaciones de
42 equinos. Asi mismo, Chavez (2006) determiné que la concentracion de urea en la
articulacion carpal proximal en equinos clinica y radiologicamente sanos presenta un valor de
4,2 +1,0 mmol/L.

En el presente estudio se establecio una correlacion alta y positiva entre las
concentraciones de urea sérica y sinovial de las articulaciones intercarpal y tibio-tarsal, lo cual
coincide con lo encontrado por Gough y col (2002), quienes establecieron una correlacién
similar. Conjuntamente, Chavez (2006) establecié una correlacion alta y positiva entre las
concentraciones de urea sérica y sinovial de la articulaciéon carpal proximal en diez equinos
clinica y radiograficamente sanos. Lo anteriormente planteado se debe a que la urea no es
sintetizada ni degradada normalmente en la cavidad sinovial (Kohn y Hansen 1998), ya que
para la produccion de esta es necesario el ciclo de la arginina, ciclo que se realiza
exclusivamente en el higado (Dimski 1994), siendo la urea sinovial proveniente del filtrado
plasmatico realizado en la membrana sinovial. La urea es una molécula pequefia que atraviesa
de forma pasiva las membranas, en este sentido Wittwer y col (1993) establecen que las
concentraciones de urea en leche bovina son las mismas que las encontradas en el suero,
conjuntamente, se ha reportado que las concentraciones de urea en lagrimas de equinos poseen
valores similares a las concentraciones de urea sérica (Zapata y col 2005). Adicionalmente, en
lavados broncoalveolares la urea se ha utilizado con bastante frecuencia como marcador de
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dilucion, debido a que ésta logra similares concentraciones en el fluido epitelial pulmonar y en
suero (Zedtwitz-Liebenstein y col 2005). De manera similar la urea logra atravesar la
membrana sinovial de forma pasiva, logrando un equilibrio entre las concentraciones séricas y
sinoviales, siendo utilizada ésta como marcador de dilucion de LS (Kraus y col 2002, Gough y
col 2002, Budsberg y col 2006, Chavez 2006).

Por otra parte, existen estudios en los cuales se ha determinado la concentracion de
urea articular en animales con patologias especificas, como el realizado por Kraus y col
(2002), en perros, en los cuales se gener6 una sinovitis aguda mediante la inyeccion de
quimiopapaina. De igual forma segiin Chéavez (2006) quien determind las concentraciones de
urea en equinos con fragmento osteocondral establecid una respuesta similar. En ambos
trabajos las concentraciones de urea sinovial fueron menores que las concentraciones de urea
sérica, presentando los animales de ambos estudios efusion articular, lo cual causa una
disminucion en las concentraciones de urea sinovial de esas articulaciones (Kraus y col 2002,
Gough y col 2002, Budsberg y col 2006, Chavez 2006). La dinamica de fluidos un importante
factor que determina la composicion del LS, siendo la eficiencia del intercambio entre la
membrana sinovial, los capilares y la cavidad articular, dependiente de la densidad de los
capilares, la profundidad de estos y el flujo sanguineo (Bertone 2004), siendo este intercambio
alterado en procesos patolégicos (Mcllwraith 2001). Al ser los capilares sinoviales en su
mayoria fenestrados, la barrera que impide el paso de los elementos sanguineos hacia la
cavidad articular esta dada principalmente por los sinoviocitos, siendo los de tipo B los mas
importantes en esta tarea, debido a que poseen procesos membranosos que tienden a cubrir
delicadamente la superficie de la lamina sinovialis intima, y asi aislar la cavidad sinovial
(lwanaga y col 2000). Otro factor que impide el ingreso de elementos sanguineos hacia la
cavidad sinovial es el hialuronato presente en el LS, el cual proporciona una barrera contra el
ingreso de grandes moléculas, ingresando de forma pasiva hacia la cavidad articular moléculas
pequefias como es el caso de la urea (Mcllwraith 2001). Las articulaciones de este estudio
presentaron concentraciones de urea sinovial y sérica similares entre si, a diferencia de los
estudios anteriormente mencionados, lo cual nos muestra que las articulaciones de este estudio
se encuentran sin anormalidades en la dinamica de fluidos ni en la membrana sinovial que
produzcan alteraciones en las concentraciones de urea sinovial de las articulaciones
estudiadas.

6.2 Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos y en concordancia en que se ha realizado el
experimento es posible concluir:

Las concentraciones de urea sérica y sinovial de las articulaciones intercarpal y tibio-
tarsal en equinos fina sangre de carrera clinicamente sanos no poseen diferencias
estadisticamente significativas.

Las concentraciones de urea sinovial de equinos fina sangre de carreras clinicamente
sanos esta asociada a las concentracion de urea sérica.
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Anexo 1. Concentraciones individuales de urea sérica y sinovial de las articulaciones
intercarpal y tibio-tarsal de equinos clinicamente sanos (n=30).

N° de animal Suero equinos sanos | LS de carpo de caballos | LS de tarso de equinos
Urea mmol/L sanos Urea mmol/L sanos Urea mmol/L

1 DESCARTADO

2 3,37 5,37 5,7
3 5,47 9,56 3,86
4 4,72 7,99 5,55
5 5,9 8,58 6,33
6 7,39 9,73 7,64
7 11,32 11,69 12,56
8 DESCARTADO

9 DESCARTADO

10 5,76 7,6 2,62
11 4,35 3,92 3,48
12 DESCARTADO

13 DESCARTADO

14 7,74 8,82 7,31
15 5,42 5,56 5,88
16 8,88 10,29 8,24
17 4,44 59 4,93
18 4,24 4,12 3,51
19 6,2 7,56 6,52
20 4,14 4,32 4,55
21 3,83 3,5 3,7
22 DESCARTADO

23 5,67 4,9 5,04
24 6,15 5,52 4,83
25 4,24 4,46 3,99
26 8,61 7,87 9,39
27 4,98 3,56 4,01
28 7,29 6,78 7,81
29 DESCARTADO

30 DESCARTADO

31 4,87 5,19 5,12
32 4,69 5,55 5,06
33 6,97 9,32 7,86
34 6,84 7,3 6,41
35 5,83 8,14 451
36 DESCARTADO

37 4,26 2,01 3,77
38 4,06 541 4,05
39 5,62 6,44 5,32
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