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SUMMARY

Lameness associated to joint disease (JD) in athlete equines is an important cause of economic losses. Intensive training produces biomechanical
overload of the synovial joints with a consequent activation of metalloproteinases, which have been associated to the pathogenesis of equine JD. This
disease is characterized by the degradation of the extracellular matrix (ECM) of the articular cartilage causing the release of structural components of
the cartilage matrix to the joint space and producing changes in the synovial fluid concentration of these ECM components, termed biomarkers. The
changes in the concentration of some of these proteins in the synovial fluid might be used to evaluate both the onset and progression of equine JD. The
measurement of the levels of aggrecan and collagen type II in the synovial fluid using specific monoclonal antibodies is an example of this approach.

This review presents an update on biomarkers used for equine JD.

Palabras clave: enfermedad articular, biomarcador molecular, liquido sinovial, caballo.

Key words: joint disease, biomarkers, synovial fluid, horse.

INTRODUCCION

Las claudicaciones asociadas con enfermedad arti-
cular (EA) son las causas mas comunes en la limitacién
del rendimiento fisico de los caballos de deporte, el cual
constituye una importante causa de pérdida econémica en
la industria equina (Preston y col 2008). El dolor articular
responsable de la claudicacién estd relacionado con la
liberacién al espacio articular de neurotransmisores, me-
diadores de la inflamacidn, con consecuente disminucion
del umbral nociceptivo en respuesta a la agresion articular
(Bertone y col 2001, de Grauw y col 2006*). En el caballo
de deporte, la carga biomecdnica sobre las articulaciones
durante el ejercicio intenso y repetitivo ha sido reconocida
como un componente central en la etiopatogénesis de EA
(Mcllwraith 1996). La EA del caballo incluye la osteoartritis
(OA), osteocondritis (OC) y el fragmento osteocondral
(FO), artropatias caracterizadas por una reaccion sinovial
con progresiva degradacion del cartilago articular y hueso
subcondral (Kidd y col 2001). El trauma articular que se
produce durante el ejercicio provoca microdaiio difuso y
remodelacion del hueso subcondral, acumulacion de estrés
6seo, muerte celular (necrosis y apoptosis) y esclerosis. Este
fenémeno promueve la degradacion del cartilago articular por
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incongruencia con la base 6sea subcondral (Cruz y Hurtig
2008). Adicionalmente, modificaciones metabdlicas en el
cartilago articular y membrana sinovial inflamada, asociadas
o no al trauma articular, activan el sistema enzimatico de
las enzimas metaloproteinasas (MMPs), desencadenando la
degradacion del cartilago articular (Clutterbuck y col 2008,
Sutton y col 2009). Este proceso produce fibrilacién del
cartilago articular por pérdida de moléculas estructurales
de la matriz extracelular (MEC), provocando inicialmente
disfuncién articular con eventual desarrollo de la EA (Huber
y col 2000, D’Lima y col 2001).

El diagnéstico de EA en el caballo se puede lograr a
través de la exploracion clinica, andlisis del liquido sinovial
(LS) y estudio de imagenes radiograficas, ecogréficas o
también mediante gamagrafia, tomografia computarizada
y resonancia magnética (Steel 2008); ademds, mediante
procedimientos invasivos como la artroscopia (Mcllwraith
2002). Sin embargo, hasta ahora imagenes articulares con
evidencias de lesiones no han sido logradas sino hasta
cuando un importante y permanente dafio ha ocurrido en
el tejido articular (Billinghurst 2003).

En los dltimos afios han emergido métodos no invasivos
para el estudio de EA en pacientes humanos y caballos,
denominados biomarcadores. Un biomarcador (BM) se define
como cualquier indicador molecular, directo o indirecto,
de recambio anormal del tejido articular, que en propiedad
corresponde a un componente normal o a un subproducto
de los procesos metabdlicos del tejido articular (cuadro 1)
(Garnero y col 2000, Billinghurst 2003, van Weeren y
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Cuadro 1. Biomarcadores del metabolismo articular osteocondral utilizados para el diagnéstico de enfermedad articular en equinos.

Biomarkers of joint metabolism used in the diagnosis of joint disease in horses.

Biomarcadores del metabolismo articular osteocondral

Biomarcadores directos
del metabolismo del cartilago

Biomarcadores del proceso anabdlico

Agrecan colageno tipo II

Biomarcadores del proceso catabdlico

Deshidrogenasa lactica (LDH)
Metaloproteinasas (MMPs)

Eicosanoides

Proteinas de fase aguda
Citoquinas

Acido hialurénico

Biomarcadores indirectos
del metabolismo del cartilago

Biomarcadores del proceso

anabdlico

Biomarcadores del

metabolismo

dseo Biomarcadores del proceso
catabdlico

Fosfatasa alcalina (FA)
Osteocalcina (Oc)
Propéptidos de coldgeno tipo II

Piridinodina (Pyr)-Deoxipiridinolidina (D-Pyr)
Telepéptidos de coldgeno tipo 11
Sialoproteina ésea

Biomarcadores miscelaneos
de enfermedad articular

Mieloperooxidasa (MPO)

Proteina sensible al 4cido retinoico derivada del cartilago (CD-RAP/MIA)

Firth 2008). La degradacion de la MEC del cartilago ar-
ticular ocurre tempranamente en la EA, liberando al LS
componentes moleculares posibles de cuantificar (Laverty
y col 2000, Arai y col 2008, Frisbie y col 2008). Asi como
ha avanzado el entendimiento de la EA equina, un desafio
permanente ha sido identificar BMs de dafio articular mas
especificos y sensibles para interpretar correctamente sus
modificaciones. Alcanzar este objetivo puede facilitar el
diagnéstico precoz de alteraciones metabdlicas del tejido
articular, antes que se registren imagenes de su degrada-
cion, ofreciendo con ello una anticipada informacién de
utilidad en la clinica equina.

CONSIDERACIONES ANATOMOFUNCIONALES
DEL CARTILAGO ARTICULAR

El tejido articular que compone y sostiene la superficie
de la articulacion sinovial se denomina tejido osteocondral.
Histoldgicamente, el cartilago articular ocupa el estrato
superficial del tejido osteocondral otorgando parte de los
limites a la cavidad sinovial (Muller-Gerbl 1998). El carti-
lago articular estd constituido por una pequeiia poblacién
de células mesenquimales llamadas condrocitos, las cuales
alcanzan al menos el 1% del volumen del cartilago. Los
condrocitos estdn dispuestos en una extensa MEC compuesta
fundamentalmente de agua, coldgeno, proteoglicanos y
glicoprotefnas (Huber y col 2000). Todos los componentes
de la MEC del cartilago articular son sintetizados por los
condrocitos, los que elaboran una variedad de MMPs y sus
inhibidores tisulares, encargados del recambio fisiolégico
y patoldgico de la MEC (Poole 1993, Poole y col 2001).
En este proceso, los condrocitos regulan su actividad
metabdlica a través de sefiales biomecanicas, eléctricas y
fisicoquimicas emitidas desde la MEC (Blain 2007). Asi,

la carga fisioldgica ciclica es una sefial mecdnica central
en el metabolismo normal de los condrocitos (Kim y col
1994, Todhunter 1996).

El principal coldgeno del cartilago articular maduro es
el coldgeno tipo II, que alcanza un 42-45% del peso seco
(Eyre 2002). EI coldgeno tipo II es una proteina fibrilar
formada de una molécula precursora llamada tropocoldgeno,
que sintetiza y secreta los condrocitos como procoldgeno
tipo II (Garnero y col 2000). El coldgeno forma una malla
tridimensional particularmente distribuida en cada zona
del cartilago articular, dotando a este tejido de particulares
propiedades biomecanicas de resistencia a las cargas de
tensién (Huber y col 2000).

Interrelacionados mecdanica y quimicamente con la
malla tridimensional de coldgeno tipo II, se encuentran
los proteoglicanos (PG). El agrecan es el mayor PG del
cartilago articular maduro (Rosenberg 1993, Roughley
2006). El monémero de agrecdn es una macromolécula
compleja constituida por una proteina central (PC) que
se fija por enlaces covalentes a cadenas laterales de gli-
coaminoglicanos (GAGs). En el cartilago articular maduro
los principales GAGs unidos a la PC son los disacdridos
condroitin-6-sulfato (CS) y keratan sulfato (KS) respecti-
vamente, que proveen al cartilago articular de resistencia
a las fuerzas de compresion (Dijkgraaf y col 1995). En el
cartilago articular normal los PGs estdn en un constante
recambio, regulado por la actividad anabdlica y catabdlica
de los condrocitos (Hardingham y Fosang 1995). Adems,
el agrecdn experimenta modificaciones metabdlicas du-
rante el desarrollo del animal (Platt y col 1998, Caterson y
ol 2000). Areas especificas y fracciones de la degradacién
en el recambio de los PGs constituyen la base molecular
de marcadores de anabolismo y catabolismo del cartilago
articular (Garnero y col 2000).
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BIOMARCADORES DEL METABOLISMO
ARTICULAR OSTEOCONDRAL

El empleo de BMs en el estudio de EA equina ha sido
reportado en numerosos estudios sobre OA (Frisbie 2002,
Frisbie y col 2003, Ley y col 2007, Frisbie y col 2008),
OC (Billinghurst y col 2004, Donabédian y col 2008) y FO
(Frisbie y col 1999, Arai y col 2008, Trumble y col 2009).
El examen cuantitativo de BMs de EA se puede realizar
en muestras de suero, LS y orina, por medio de técnicas
de andlisis bioquimico-colorimétricas e inmunoldgicas.
Estas dltimas, de mayor sensibilidad, utilizan anticuerpos
poli y monoclonales, logrando respuestas inmunoespeci-
ficas contra diversos fragmentos y epitopes de metabolito
articular osteocondral (Frisbie y col 1999, Donabédian y
col 2008, Fietz y col 2008%).

BIOMARCADORES DIRECTOS DEL
METABOLISMO DE CARTILAGO

BIOMARCADORES DE PROCESOS ANABOLICOS DEL CARTILAGO

Agrecdn. El desarrollo de anticuerpos monoclonales ha
permitido reconocer en el cartilago articular diversos
epitopes nativos en la region del agrecan rica en CS. Un
anticuerpo que ha recibido atencién es el condroitin sul-
fato 846 (CS-846), el cual reconoce al epitope del mismo
nombre presente en el agrecdn de reciente sintesis. Este
epitope se expresa normalmente en el cartilago articular
fetal y escasamente en el cartilago adulto sano (Rizkallay
col 1992). Estudios de Frisbie y col (1999) en caballos con
FO (de varios grados) en las articulaciones radiocarpiana
e intercarpiana demostraron aumento significativo de los
niveles sinoviales y urinarios del epitope CS-846, respecto
a los valores en articulaciones normales, sugiriendo su
utilidad en el diagndstico de FO equina. En cambio, el
epitope CS-846 disminuye significativamente en el LS
de potrillos con lesiones OC en la articulacion tarsocrural
respecto de los animales sanos (Laverty y col 2000). El
epitope CS-846 en LS equino puede diferenciar cambios
en el cartilago articular atribuibles al ejercicio de aque-
llos animales con OA (Frisbie y col 2003). Por otro lado,
Frisbie y col (2008) encontraron aumentos significativos
del epitope CS-846 sérico y en LS en caballos en ejercicio
con OA con respecto de aquellos animales sometidos a un
esfuerzo, no siendo modificado con la administracién de
antiinflamatorios no esteroidales (Fradette y col 2007).

Coldgeno tipo II. La sintesis de coldgeno tipo Il estd direc-
tamente relacionada con la liberacién de los telopéptidos
aminopropéptido (N-telopéptido) y carboxipropéptido
(C-telopéptido) de procoldgeno tipo II (CPII) (Poole
1993, Poole y col 2001). Diversos anticuerpos han sido
desarrollados para reconocer y cuantificar el CPII en EA
humana. Posteriormente, estudios en caballos con FO han
demostrado aumento significativo en las concentraciones

sinoviales (Ray y col 1996) y séricas (Frisbie y col 1999,
Frisbie y col 2005) de CPII. Del mismo modo, caballos
joévenes con OC tarsocrural presentaron aumento signifi-
cativo de CPII en LS, respecto de las articulaciones sanas
(Laverty y col 2000). Esta elevacion del CPII sérico tuvo
una relacién temporal significativa (durante el primer afio
de vida) con lesiones de OC en la articulacion femorotibial
y tibiotarsal diagnosticadas radiograficamente (Billinghurst
y col 2004). Por otra parte, algunos autores sugieren que
los niveles de CPII en LS radiocarpiano pueden variar por
la presencia de antiinflamatorios esteroidales, observandose
un descenso de esta proteina con metilprednisolona (Robion
y col 2001) y un aumento de los niveles con triamcino-
lona (Céleste y col 2005). Por otro lado, un programa de
entrenamiento intenso en caballos normales increment6
significativamente los niveles de CPII en el LS carpiano.
Esas articulaciones en caballos osteoartriticos sometidos a
ejercicio experimentaron un incremento adicional de CPII
respecto de los animales sanos (Frisbie y col 2008).

BIOMARCADORES DE PROCESOS CATABOLICOS DEL CARTILAGO

Glicosaminoglicanos. La cuantificaciéon de los GAGs
totales fue el primer método que se utilizé para evaluar
la degradacioén del cartilago articular en caballos con OA.
Sin embargo, las estimaciones de GAGs en EA equina han
revelado resultados contradictorios, entre ellas el origen
que tienen los GAGs en el LS. Se ha comprobado que el
cartilago articular es la principal fuente de GAGs en el
LS; no obstante, otros tejidos como la membrana sinovial
y ligamentos pueden liberar GAGs al espacio articular
(Ray y col 1996). Ademads, la concentracién de GAGs en
LS de caballos sanos presenta diferencias entre distintas
articulaciones y dareas articulares, en funcién del nivel de
la carga mecdnica que reciben (Fuller y col 1996, Brama y
col 2002). Estudios de Alwan y col (1991) en caballos con
OA, OC, artritis traumatica y artritis séptica comprobaron
concentraciones significativamente altas de GAGsen el LS
respecto a los valores hallados en los animales controles
(Frisbie y col 2003, Bolam y col 2006). En contraste con
estos hallazgos, investigaciones de van den Boom (2005)
en caballos con OA metacarpofaldngica no encontraron
una correlacién entre los valores de GAGs en LS y la
gravedad de las lesiones en el cartilago articular, situacion
que le restd validez al BM. Resultados similares revel6 un
estudio en caballos mestizos con OA metacarpofaldngica,
en el que no se demostraron diferencias estadisticamente
significativas entre distintos grados de la enfermedad con
respecto a los animales controles (Adarmes y col 2006).
Del mismo modo, niveles de GAGs en LS de caballos
con OC disecante tarsocrural no mostraron diferencias
entre articulaciones enfermas y normales. Sin embargo,
una investigacion reciente en caballos de carrera con FO
de la articulacién carpiana mostraron niveles de GAGs en
LS significativamente menores que en las articulaciones
controles (Adarmes y col 2008). Por ultimo, Frisbie y
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col (2008) mostraron concentraciones elevadas de GAGs
séricos en caballos con OA experimental sometidos a
ejercicio comparados con caballos controles. Esto sugiere
que este BM podria ser de utilidad para diferenciar estas
dos condiciones en particular.

Keratdn sulfato. El keratan sulfato (KS) ha sido evaluado
en numerosos estudios como indicador de recambio del
cartilago articular equino. Investigaciones iniciales en
caballos en los que se empled un anticuerpo monoclonal
(5-D-4) demostraron aumentos significativos de KS en LS
de articulaciones con OA, comparado con articulaciones
normales (Alwan y col 1991). Ademads, Todhunter y col
(1993) en artritis equina experimental le asignaron al KS
sinovial valor como BM de procesos articulares infla-
matorios agudos. Sin embargo, trabajos que evaluaron el
KS sérico y sinovial en caballos normales y con FO de
la articulacién radiocarpiana e intercarpiana mostraron
escasa utilidad diagndstica del KS en el estudio de esa
artropatia (Frisbie y col 1999). Por otra parte, en caballos
jovenes con OC tarsocrural se han observado concentra-
ciones significativamente bajas de epitopes de KS en LS
(Laverty y col 2000), al igual que en caballos adultos con
EA aséptica (Misumi y col 2002). Sin embargo, Fuller y
col (2001) demostraron en caballos con OA carpiana y
metacarpofaldngica un nivel significativamente bajo de
KS (5-D-4) en LS de articulaciones clinicamente alteradas
respecto de las normales. Estas variaciones del KS en el
LS podrian deberse a cambios metabdlicos del cartilago
articular bajo condiciones patoldgicas. Del mismo modo,
Bertone y col (2005) mostraron en el cartilago articular
equino normal concentraciones de KS significativamente
menores al contenido en el cartilago osteoartritico y en el
cartilago con FO reparado. Por dltimo, algunos autores
sugieren que el incremento fisioldgico del KS sérico en
caballos sanos en entrenamiento de carrera puede reflejar el
efecto de la carga articular del ejercicio sobre la actividad
metabdlica del cartilago (Okumura y col 2002).

Fragmentos de coldgeno tipo II. La presencia de fragmentos
de la degradacién del coldgeno tipo II se ha investigado
en EA equina, mediante el desarrollo de anticuerpos que
identifican epitopes ocultos luego de la hidrélisis enzim4-
tica del coldgeno, epitopes C1-2C y C2C, respectivamente
(Poole 1993). Un anticuerpo especifico de la degradacién
del coldgeno tipo II en la especie equina (234CEQ) fue
desarrollado por Billinghurst y col (2001). Estudios en
potrillos con OC demostraron una correlacién positiva,
entre las concentraciones séricas de C2C y 234CEQ, res-
pectivamente, con los registros radiograficos de la lesion
en el cartilago (Billinghurst y col 2004). Los epitopes
234CEQ y C2C aumentan significativamente en el LS
de caballos osteoartriticos en ejercicio en comparacién
con aquellos animales sin lesién sometidos a un esfuerzo
(Frisbie y col 2008). En cambio, en caballos de carrera con
lesiones osteocondrales de las articulaciones del carpo y

del menudillo se observé un incremento significativo de
C2Cen LS, en comparacion con los niveles observados en
articulaciones de caballos sanos en reposo y en ejercicio
(Trumble y col 2009).

Proteina oligomérica de la matriz del cartilago. La pro-
teina oligomérica de la matriz del cartilago (COMP) es
una glicoproteina no coldgena, pentamérica, estructural-
mente relacionada con la trombospodina aislada desde
el condrocito. Evidencias sugieren que la COMP une los
procoldgenos y coldgenos 1 y II (interaccién Zn** depen-
diente), teniendo una importante funcién en la organizacién
de la MEC y fibrinogénesis del coldgeno (Rosenberg y
col 1998). Inicialmente, la COMP fue estudiada en el
caballo como BM del recambio del cartilago articular. Sin
embargo, esta proteina también se expresa en otros tejidos
como tendén, membrana sinovial y ligamentos (Smith y
Heinegard 2000). Las concentraciones de COMP en el
cartilago articular equino parecen estar relacionadas con
varios factores, entre ellos la raza y el tipo de ejercicio
(Skioldebrand y col 2001, Skidldebrand y col 2005)). Del
mismo modo, mediante la utilizacién de un anticuerpo
monoclonal murino (12C4) contra COMP humana en
caballos de carrera con OA, OC, y FO se observaron
niveles séricos de COMP significativamente elevados
respecto de los controles sanos (Misumi y col 2002). El
desarrollo de un anticuerpo monoclonal contra la COMP
de cartilago articular equino (mAb 14G4) ha permitido
estudios mds especificos. Asi, empleando este anticuerpo
en caballos de carrera con OA, Arai y col (2005) mostraron
concentraciones sinoviales de COMP significativamente
altas en comparacién con los caballos del grupo control.
Por otro lado, el analisis de COMP en orina puede tener
valor como BM predictivo de OA (Misumi y col 2006),
asf como de FO en caballos de carrera (Arai y col 2008),
cambiando significativamente en funcién del ejercicio y
del tipo de articulacién afectada (Helal y col 2007).

Proteina central. El principal epitope de la proteina cen-
tral (PC) se produce en la regién N-terminal del agrecan
en respuesta a varias artropatias humanas, estimulando
la produccién de anticuerpos contra esa proteina en LS
(Karopoulos y col 1996). Sin embargo, esta proteina es de
escaso valor diagnéstico en caballos con EA.

BIOMARCADORES INDIRECTOS DEL
METABOLISMO ARTICULAR

Los BMs indirectos del metabolismo articular son
moléculas sintetizadas en el tejido articular o que acceden
a éste, afectando de manera importante el metabolismo de
esos tejidos (Sutton y col 2009).

Deshidrogenasa ldctica. La enzima deshidrogenasa lac-
tica (DHL) cataliza la reduccién del piruvato por NADH
para formar lactato, siendo un indicador de la actividad
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metabdlica del tejido articular (Mathews y col 2002). En
el cartilago articular, la actividad DHL se ha detectado
sélo en el citosol de los condrocitos (Hozokawa y col
1988). Una investigacion de Yancik y col (1987) en EA
equina demostré que la actividad DHL en el LS puede
ser de utilidad en el estudio de esta enfermedad. Sin
embargo, estos mismos autores comprobaron que la ac-
tividad DHL es similar en caballos con EA degenerativa,
sinovitis idiopatica u OC. Al respecto, un estudio sobre
caracterizacién del hueso subcondral equino demostrd
que la actividad DHL fue significativamente inferior en
lesiones de OC menos agresivas (van de Lest y col 1999).
Por tanto, este BM no discrimina el tipo de lesiones que
pueden originarse en la EA.

Metaloproteinasas. Las MMPs son un grupo de endopepti-
dasas Zn”* y Ca>* dependientes, con un papel central en el
recambio fisioldgico y patoldgico de la MEC del cartilago
articular. El desequilibrio en la actividad de estas enzimas
y sus inhibidores tisulares puede llevar a una progresiva
degradacion de la MEC como ocurre en la EA (Bramono
y col 2004). Las MMPs tienen diversas fuentes celulares,
principalmente sinoviocitos y condrocitos, pero también
neutréfilos y monocitos circulantes, desde donde se liberan
como pro-MMPs (Clegg y col 1997%). La activacién de las
MMPs es fundamental en la patogénesis de la EA (Clegg
y col 1999). Clegg y col (1997°) han reportado niveles
elevados de actividad enzimadtica de isoformas bioactivas
de MMP-2 y MMP-9 en el LS equino con EA aséptica y
séptica. Asimismo, Trumble y col (2001) demostraron que
la actividad de la isoforma pro-MMP-2 fue significativa-
mente superior en el LS de caballos con EA traumdtica y
OC; no obstante, la actividad de la pro-MMP-9 sélo estuvo
elevada en animales con artritis séptica. Por otro lado, en
articulaciones equinas normales la actividad enzimatica
de la MMP-1 en LS puede disminuir con la edad y no se
afecta por accién del ejercicio (Brama y col 2004). En
tanto, se ha observado que la actividad enzimatica de las
MMPs totales en equinos se puede incrementar signifi-
cativamente en el LS metacarpofaldngico, correlacionado
positivamente con el dafio del cartilago articular (van den
Boom y col 2005). Asimismo, un estudio de Kidd y col
(2007) sugiri6 que la razén pro-MMP9:pro-MMP?2 sumado
al recuento globular blanco podria ser un buen indicador
de prondstico en caballos con artritis séptica. Finalmente,
Fietz y col (2008?) reportaron elevaciones significativas
de la actividad de MMP-2 y MMP-9 en la EA séptica con
respecto de las articulaciones normales.

Eicosanoides. La prostaglandina E2 (PGE,) es un reconocido
mediador de la inflamacién y ha sido estudiada como BM
en EA equina. Estudios de Gibson y col (1996) demostra-
ron que s6lo la PGE, incrementa significativamente en el
LS de caballos con FO y EA degenerativa respecto a las
articulaciones normales. Lo propio establecieron Bertone
y col (2001) en un estudio en EA equina, sugiriendo que

una tnica medicion de PGE, en el LS podria tener valor
diagnéstico predictivo de algunas artropatias. Por otro lado,
asociando valores de PGE, y otros BM se lograria discri-
minar entre lesiones del cartilago articular inducidas por
diferentes causas. De esto ultimo, relacionando niveles de
PGE, y epitope CS-846 del LS equino se podrian segregar
lesiones del cartilago inducidas por el ejercicio de aquellas
promovidas por OA (Frisbie y col 2003). El dafio articular
asociado con OC en el caballo muestra concentraciones de
PGE, en LS significativamente superiores a las registradas
en articulaciones control. Lo mismo fue observado en
caballos en ejercicio con OA, en los que se observd que
los niveles de PGE, en €l LS fueron significativamente
superiores respecto de los valores en ejemplares normales
en ejercicio (Frisbie y col 2008).

Proteinas de fase aguda. Existe escasa documentacion
sobre la respuesta inflamatoria de fase aguda en artropatias
equinas no infecciosas y su eventual utilizacién como BM.
Un estudio en caballos sobre la respuesta sistémica de fase
aguda en artritis no infecciosa del carpo demostré diferen-
cias significativas entre los niveles séricos de amiloide A
sérico (AAS), haptoglobina, fibrinégeno y globulina-c,.
Las concentraciones de AAS mostraron la mds rdpida
elevacion después de inducir artritis experimental (Hultén
y col 2002). Del mismo modo, se han observado niveles
séricos y sinoviales elevados de AAS en caballos con
artritis infecciosa y tenovaginitis séptica (Jacobsen y col
2006). Sin embargo, faltan mds estudios para observar la
real utilidad clinica de este BM en caballos.

Citoquinas. Las citoquinas son importantes reguladores
de la respuesta inmune. Tienen un rol central en el desa-
rrollo de lesiones articulares (Goldring y Goldring 2004).
Bertone y col (2001) asignaron a la IL-6, TNF-o e IL-13
valor diagndstico como marcadores de EA. IL-6 y el IL-1[3
han sido asociadas con la resorcién 6sea patoldgica ob-
servada en la lesion quistica subcondral del caballo (von
Rechenberg y col 2001). Por otra parte, investigaciones de
Semevolos y col (2001) en muestras de cartilago equino
con OC demostraron concentraciones significativamente
elevadas del TGF-J3, respecto de esos valores en muestras
de cartilago control (Fortier y col 2005). Estudios mas
recientes en caballos con FO de la articulacion carpiana
mostraron niveles significativamente incrementados de
IL-6 en LS en comparacién con articulaciones sanas. En
cambio, el TNF no fue asociado con ese tipo de lesién
articular (Ley y col 2007).

Acido hialurénico. Durante 1a EA el dcido hialurénico (AH)
experimenta la depolimerizacién de su estructura, por lo
que el fluido sinovial pierde sus propiedades viscoeldsticas,
deteriorando la lubricacién y expone al cartilago articular
auna mayor friccion (Ribitsh 1990). Estudios preliminares
de Hilbert y col (1984) observaron niveles de AH sinoviales
significativamente bajos en caballos con artritis traumadtica
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de diversa consideracién. Hallazgos similares reportaron
Tulamo y col (1996) en caballos con distintas artropatias,
en los que se observé reduccién significativa del AH en
LS de animales con artritis traumética crénica respecto de
los controles. Del mismo modo, un estudio demostr6 que
la concentracion total y el largo de las cadenas de AH en
el LS de caballos con FO fueron significativamente mas
bajas y cortas, respectivamente, que en los animales que
no presentaron esa patologia (Brown y col 2007).

BIOMARCADORES DEL METABOLISMO OSEO

La matriz organica del hueso estd constituida en un
90% por fibras de coldgeno tipo I y proteinas no coldge-
nas como la osteocalcina. El hueso es un tejido dindmico
sometido a continuos procesos de sintesis y resorcion. En
el proceso de recambio dseo se liberan componentes de la
matriz orgdnica del hueso y enzimas producidas por los
osteoblastos y osteoclastos, las células responsables de
este recambio (Hadjidakis y Androulakis 2006). Algunos
de estos elementos han sido estudiados y tienen utilidad
en el monitoreo de EA en el caballo, asi como en otras
enfermedades del sistema musculoesquelético, como la
enfermedad epifiseal, subcondral y en la prediccién de
fracturas (Allen 2003).

BIOMARCADORES DE PROCESOS ANABOLICOS

Fosfatasa alcalina. La fosfatasa alcalina (FA) es una
glicoproteina que sintetizan y secretan los osteoblastos,
por la cual su actividad estd asociada con la formacién y
mineralizacién del osteoide (Roach 1999). En caballos,
la actividad de la fosfatasa alcalina especifica de hueso
(FAO) ha sido localizada en la superficie de los condrocitos
de la placa de crecimiento, por lo que se considera como
un BM de formacién ésea (Henson y col 1995). Estudios
de van de Lest y col (1999) en hueso subcondral equino
con OC demostraron que la actividad de esta enzima se
incrementa significativamente entre distintos grados de
la enfermedad respecto de la actividad enzimadtica en el
hueso subcondral normal. Este incremento de actividad
FAO ademads podria estar correlacionado positivamente
con el dafio articular definido por evaluacién artroscépica
(Fuller y col 2001). Por otra parte, Trumble y col (2009)
en un estudio en caballos de carrera con FO observaron
que la actividad de la FAO en LS fue significativamente
superior a los controles y diferente entre la articulacién
carpiana y metacarpofaldngica. Ademads, otros autores
sugieren que relacionando la actividad FAO en sueroy LS
tiene un valor predictivo de dafio osteocondral (Trumble
y col 2008Y).

Osteocalcina. La osteocalcina (Oc) es una proteina pequefia no
colagena vitamina K dependiente, sintetizada principalmente
por los osteoblastos y condrocitos hipertréficos del cartilago
articular. La Oc se encuentra abundantemente en la MEC

del hueso, y su funcién estd asociada a la mineralizacién
del osteoide (Gundberg 2003). Varios elementos deberian
considerarse al interpretar los valores de Oc. En equinos
normales los niveles séricos de Oc estdn determinados por
distintos factores, como el sexo, ciclo circadiano, estacio-
nalidad, ejercicio y principalmente la edad (Price 1998).
Investigaciones de Frisbie y col (2003) en caballos con OC
obtuvieron niveles de Oc en LS significativamente altos luego
de 49 dias de inducir enfermedad osteoartritica. En cambio, las
concentraciones séricas de Oc en potrillos con OC decrecieron
con la edad y se correlacionaron temporalmente hasta los
cinco meses de vida (Billinghurst y col 2004, Vervuert y col
2007). Asimismo, otros autores demostraron que los niveles
de Oc sérica en potrillos tuvieron una fuerte correlacién con
el diagnéstico radiolégico de OC (Donabédian y col 2008).
Por ultimo, ha sido observado un aumento significativo de la
Oc sérica y sinovial en caballos osteoartriticos en ejercicio
comparado con equinos normales que s6lo fueron sometidos
a un esfuerzo (Frisbie y col 2008).

Propéptidos de coldgeno tipo 1. El coldgeno tipo I es el
mas abundante coldgeno del tejido éseo. Las fracciones
telopéptidas, propéptido carboxi-terminal y amino-terminal
(PICP y PINP respectivamente) son extensiones liberadas
del procoldgeno tipo I en el proceso de maduracién del
coldgeno tipo I. Los PICP y PINP son considerados BMs
de sintesis 6sea. Estudios en caballos de carrera han com-
probado niveles séricos de PICP significativamente elevados
asociados al ejercicio (Price y col 1995), pero sus niveles
disminuyeron conforme avanz6 la edad (Price y col 2001).
Sin embargo, el PICP no es hueso especifico, ya que el
coldgeno tipo I se encuentra ademas en otros tejidos, los
cuales pueden hacer una contribucién al PICP sérico (Price
1998). En efecto, un estudio encontrd niveles séricos de
PICP significativamente elevados en caballos con lesion del
tendon flexor digital superficial, 1o que sugiere que el PICP
podria reflejar igualmente la sintesis de colageno tipo I en
el tejido conectivo no 6seo (Jackson y col 2003).

BIOMARCADORES DE PROCESOS CATABOLICOS

Piridinolidina-Deoxipiridinolidina. Como ocurre en los
coldgenos tipos I y III, las moléculas adyacentes de cola-
geno tipo I son estabilizadas y relacionadas por entrelazos
llamados piridinolidina (Pyr) y deoxipiridinolidina (D-Pyr).
Durante la degradacién de la matriz ésea, los Pyr y D-Pyr
son liberados a la circulacién sanguinea como pequefios
péptidos y luego excretados en la orina (Garnero y col
2000). Sin embargo, estos BMs tienen poca utilidad clinica
diagndstica para la EA en caballos.

Telopéptidos de coldgeno tipo I. Los entrelazos telopéptidos
de coldgeno tipo I C-terminal (CTX-1, ICTP) y N-terminal
(NTX-1) son moléculas liberadas durante la degradacién
del coldgeno tipo I por los osteoclastos durante la resor-
cion 6sea. Los entrelazos CTX-1 y NTX-1 se liberan a
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la circulacién sanguinea, siendo eliminados por la orina,
pudiendo ser analizados. Sin embargo, la abundancia sérica
relativa de CTX e ICTP varia de acuerdo al tipo de patologia
Osea, sugiriendo que estos dos fragmentos se generan en
distintos sitios y vias colagenoliticas (Garnero y col 2003).
Un estudio de Jackson y col (1998) sobre recambio éseo
en caballos demostré que el ICTP es un BM sensible de la
actividad celular dsea de recambio asociado al ejercicio,
capaz de discriminar entre animales entrenados y contro-
les sedentarios. En tanto, los niveles séricos de ICTP en
caballos no demostraron ser significativamente diferentes
entre ambos sexos; no obstante, existe una correlacion
inversa entre concentraciones séricas y la edad de los
animales (Lepage y col 1998). Esto dltimo fue confirmado
posteriormente en un estudio que utiliz6 CTX-1 humano
validado en equinos (Carstanjen y col 2004). Asimismo, en
caballos con tendinitis del flexor digital superficial, el ICTP
sérico no fue significativamente diferente de los valores
encontrados en animales controles (Jackson y col 2003).
Sin embargo, existen pruebas que el ICTP tiene un valor
predictivo de enfermedades ortopédicas del desarrollo en
caballos. Estudios en potrillos de carrera de dos afios de
edad mostraron que el valor de ICTP sérico al comenzar
el programa de entrenamiento es de utilidad para identi-
ficar el riesgo de desarrollar enfermedad metacarpiana
dorsal (Jackson y col 2005). En cambio, el CTX-1 sérico
no pudo ser significativamente diferente entre caballos
sanos y aquellos con EA interfaldngica juvenil (Pastoret
y col 2007).

Sialoproteina dsea. La sialoproteina 6sea (SPO) es una
proteina no coldgena altamente especifica del tejido
mineralizado producida por los osteoclastos, la cual se
presenta en concentraciones siete veces mas altas en la
interfase cartilago-hueso del hombre (Petersson y col 1998).
La funcién de SPO en el tejido 6seo no ha sido del todo
aclarada, pero estd relacionada con el proceso de resorcion
6sea, osteoclastogénesis, adhesion matriz 6sea-célula y en
la organizacion de la matriz del tejido mineralizado (Ganss
y col 1999). Estudios de Ekman y col (2005) en caballos
comprobaron un incremento significativo de la SPO en la
interfase cartilago-hueso de dreas degenerativas del tercer
hueso carpiano respecto de la interfase cartilago-hueso
normal. Estos hallazgos sugieren que la SPO seria un po-
tencial BM de cambios en el metabolismo 6seo subcondral
que podrian contribuir al estudio de la EA equina.

BIOMARCADORES MISCELANEOS
DE ENFERMEDAD ARTICULAR

Mieloperoxidasa. La activacién de neutrdfilos en el tejido
articular causa un rapido incremento de especies oxigeno-
reactivas y liberacién de enzimas liticas como proteasas
y la mieloperoxidasa (MPO) (Deby-Dupont y col 1999).
Recientemente, la actividad MPO ha sido medida en diferentes
tipos de EA equina. Un estudio de Fietz y col (2008P) en

LS de caballos con OA, artritis no séptica crénica y artritis
séptica demostré un aumento significativo de la actividad
MPO en caballos con artritis séptica comparada con los
animales controles. Este estudio sugirié que la medicién
de la actividad MPO en el LS podria ser util en el estudio
de la artritis séptica equina.

Proteina sensible al dcido retinoico derivada del carti-
lago. La proteina sensible al 4cido retinoico derivada del
cartilago (CD-RAP/MIA) presente fisioldgicamente en el
cartilago articular y patolégicamente en el melanoma, es
reconocida como BM de la diferenciacién de los condro-
citos (Bosserhoff y Buettner 2003, Andereya y col 2006).
Algunos autores demostraron que las concentraciones de
CD-RAP/MIA en el LS doce horas después de inducir
inflamacién articular fueron significativamente mas altas
que los valores obtenidos en los controles sanos (Berg y
co12008). Estos mismos autores sugieren que la CD-RAP/
MIA del fluido sinovial puede ser de utilidad como BM
de dafio articular en el caballo.

COMENTARIO FINAL

Los BMs son ampliamente usados en pacientes humanos
con EA. Sin embargo, a pesar de algunas limitaciones sobre
el costo y sensibilidad de las técnicas, se estd establecien-
do como una préctica habitual en la clinica de caballos
en estos ultimos afios, especialmente en los equinos de
deportes. Estas técnicas biomoleculares permiten obtener
un diagndstico precoz de la enfermedad articular que
puede afectar a caballos atletas, evitando otros métodos
diagndsticos que por su menor sensibilidad o ser invasivos
pueden comprometer la progresion de la lesidn articular.
De este modo, este tipo de pruebas diagndsticas podrian
mejorar los protocolos de tratamiento de EA, pudiendo
aumentar la vida 1til deportiva de los equinos. Asi como han
avanzado la tecnologia y entendimiento de enfermedades
articulares en pacientes humanos, nuestro objetivo es tener
estas mismas herramientas en la clinica equina, pudiendo
facilitar el diagndstico precoz de alteraciones metabdlicas
del tejido articular antes que se registren imagenes de su
degradacion o no existan opciones en su tratamiento.

RESUMEN

La claudicacion asociada a la enfermedad articular (EA) en el equino
atleta es una importante causa de pérdida econémica. El programa
de entrenamiento intenso provoca sobrecargas biomecdnicas en las
articulaciones sinoviales con la activacién de metaloproteinasas, lo cual ha
sido relacionado con la patogénesis de 1a EA en el caballo, caracterizada
por la degradacion de la matriz extracelular del cartilago articular. Este
fenémeno ocurre tempranamente en la EA provocando la liberacion de
componentes estructurales del cartilago al espacio articular. Asi, varias
moléculas componentes normales del tejido articular o subproductos del
metabolismo modifican sus concentraciones en el tejido articular y liquido
sinovial, por lo cual es factible medirlos y usarlos como biomarcadores
moleculares de EA. Un ejemplo de esto es la evaluacién en el liquido
sinovial de los niveles de agrecdn y de coldgeno tipo II, moléculas que
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son producidas en elevada cantidad en esta patologia. Este procedimiento
ha permitido mejorar el entendimiento y el diagndstico precoz de la EA
en equinos. La presente revision pretende dar una visién actualizada
de los principales biomarcadores moleculares posibles de usar en EA
equina, sus origenes en el tejido articular y el uso en el estudio de la
EA del caballo.
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