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ARTICULO ORIGINAL

Efectos bioquimicos y clinicos del hialuronato oral en caballos
Andaluces jévenes con osteocondrosis tarsocrural®

Biochemical and clinical effects of oral hyaluronan in young Andalucian
horses with tarsocrural osteochondrosis

JU Carmona?*, D Argiielles’, M Prades®

4Grupo de Investigacion Terapia Regenerativa, Departamento de Salud Animal, Universidad de Caldas, Calle 65 N° 26-10,
Manizales, Caldas, Colombia.

YCentro de Referencia Clinica Equina, La Equina. Manilva, Mdlaga, Espafia.

‘Departamento de Medicina y Cirugia Animal, Universidad Auténoma de Barcelona,
Edificio V. 08193, Bellaterra, Barcelona, Espafia.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the clinical and biochemical effects of an oral preparation of hyaluronic acid (HA) (Hyal-Joint®) in young
Andalucian horses with osteochondrosis (OCD) of the tarsocrural joint. Our hypotheses were that the administration of oral HA is safe, diminishes the
degree of synovial effusion and the synovial levels of nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 (PGE2) and increases the plasmatic and synovial levels of
HA. Eleven Andalucian young horses with OCD of the tarsocrural joint were included in a double blinded controlled study. Six horses received oral HA
at 250 mg/day, during 60 days (T60) and 5 horses received a placebo. The initial values from the degree of synovial effusion, NO, PGE2 and HA synovial
levels (affected joints) and HA plasmatic levels were obtained. A cytological analysis with determination of its total protein levels was performed. The
horses were evaluated for same parameters at the end of the treatment (T60) and 30 days later (T90). Statistically significant differences for each one
of the parameters evaluated in both groups were not observed through time (beginning, T60 and T90). Nevertheless, the horses treated with oral HA
presented tendencies to show a minor degree of synovial effusion and higher synovial HA levels. Oral HA did not produce any adverse clinical effect

in the horses treated during 60 days, and it is safe and well tolerated in horses at a dose of 250 mg/day.

Palabras clave: equino, osteocondrosis, hialuronato oral, 6xido nitrico, prostaglandina E2.
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INTRODUCCION

La osteocondrosis (OCD) es una enfermedad mul-
tifactorial con un componente hereditario, catalogada
dentro del complejo de enfermedades ortopédicas del
crecimiento en el caballo (Wittwer y col 2006). Se ca-
racteriza por un fallo en la osificaciéon endocondral del
complejo epifisiario-articular. Las articulaciones equinas
mads afectadas son la tarsocrural, femoropatelar y meta-
carpofalangiana (McIlwraith 1996%). La incidencia de
la enfermedad en Europa puede llegar a ser hasta de un
30% (Wittwer y col 2006). La OCD produce cuantiosas
pérdidas econdmicas a la industria equina, representadas
por la devaluacién del potencial atlético y reproductivo de
los ejemplares afectados (Robert y col 2006).

Clinicamente, las articulaciones afectadas por la enfer-
medad pueden manifestar efusion sinovial, con diferentes
grados de distension articular. En muchas ocasiones no
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se observa cojera; sin embargo, este signo puede aparecer
cuando los caballos jovenes inician su entrenamiento
(Mcllwraith 1996%). Esta situacién es cierta, sobre todo
cuando las lesiones osteocondrales estan ubicadas en sitios
de carga articular y gran movilidad (e.j.: cresta intermedia
de la tibia) (de Grauw y col 2006, van Weeren 2006).

Una articulacién con OCD puede tener fragmen-
tos osteocondrales libres, exposicion focalizada de
hueso subcondral y sinovitis (Mcllwraith 1996?). Este
cuadro patolégico presenta alteraciones bioquimicas del
ambiente articular, las cuales perpetian la sinovitis con la
consecuente destruccion del cartilago articular sano (de
Grauw y col 2006, Gangl y col 2007). Numerosos agentes
proinflamatorios primarios, tales como la interleucina 1
(IL-1), activan la expresiéon de enzimas inflamatorias,
como la ciclooxigenasa 2 (COX-2), lipooxigenasa (LPX),
sintetasa inducible de 6xido nitrico (iNOS) y metalopro-
teinasas de matriz (MMPs), entre otras (Palmer y Bertone
1994, Carmona y Giraldo-Murillo 2007). Estas enzimas
a su vez producen numerosos metabolitos inflamatorios
secundarios (ej.: prostaglandina E2 (PGE2), leucotrieno
B4 (LTB4) y 6xido nitrico (NO)) que pueden desenca-
denar osteoartritis (OA) (Mcllwraith 1996°, Carmona y
Giraldo-Murillo 2007).
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Anualmente son gastados miles de ddlares en el
tratamiento de caballos con OCD. Muchos propietarios
siguen el consejo de sus veterinarios y optan de manera
temprana por un tratamiento quirdrgico (artroscopia) para
sus caballos (Mcllwraith 19962, van Weeren 2006). La
artroscopia acompafiada de la remocién de fragmentos
osteocondrales, desbridamiento de la superficie articular
afectada y lavado articular puede ser considerada como el
tratamiento mas apropiado de la enfermedad (Mcllwraith
1996%). La intervencion artroscOpica temprana puede, en
la mayoria de las veces, frenar la evolucion de la patolo-
gia y evitar su progresion hacia una enfermedad articular
degenerativa (osteoartritis) (Carmona y Giraldo-Murillo
2007). Sin embargo, en muchas ocasiones y a pesar de la
cirugia algunos pacientes continian con efusion sinovial
(McIlwraith 1996°, van Weeren 2006), que a la larga
puede terminar en OA. Es necesario aclarar, también, que
debido al alto costo de los procedimientos artroscépicos y
a los gastos asociados con dicho procedimiento, muchos
caballos con OCD no son operados y algunas veces sus
propietarios optan por un tratamiento médico.

Desde el punto de vista biomédico es importante
considerar que la OCD es una entidad con un mecanismo
fisiopatolégico comiin en las diversas especies de mami-
feros (humanos, equinos, caninos y porcinos, entre otros)
(Mcllwraith 1996%). El caballo con enfermedad (OCD)
natural representa un excelente modelo animal para conocer
y extrapolar los mecanismos patogénicos de la alteracion a
los seres humanos y otras especies animales y para conocer
la respuesta de la enfermedad frente a diversos tratamientos
médicos o quirtrgicos (Olstad y col 2007).

El 4cido hialurénico (HA) es un compuesto natural del
liquido sinovial. Es un glicosaminoglicano no sulfatado,
producido por las células sinoviales (Howard y Mcllwraith
1996). Esta sustancia es empleada como tratamiento
intravenoso o intraarticular de artropatias equinas. Su
farmacocinética ha sido descrita por ambas vias (Popot y
col 2004). El primer informe sobre el uso del HA se remonta
ala década de los afios 70 del siglo pasado. A partir de esa
fecha, se han documentado varios estudios in vivo e in vitro,
numerosos informes anecddticos y ensayos clinicos en
caballos (Howard y Mcllwraith 1996). La principal accién
del HA es promover la lubricacién articular; sin embargo,
su mecanismo de accién no ha sido totalmente entendido.
Se ha postulado que el HA podria tener efecto antiartritico
por dos razones: 1) Modula la respuesta bioldgica mediada
por los receptores especificos de la membrana celular de
leucocitos y otras células articulares. 2) Interfiere mecani-
camente con la interaccién de varias proteinas catabdlicas y
sus receptores celulares especificos (Howard y Mcllwraith
1996, Frean y col 1999, Tung y col 2002?).

Se ha demostrado que el HA disminuye la produccién
in vitro de PGE2 en sinoviocitos humanos (Howard y
Mcllwraith 1996, Frean y col 1999), pero no en condrocitos
equinos condicionados con IL-1 (Tung y col 20022%). Por
otra parte, en un estudio experimental de fragmentacién
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osteocondral en caballos la administracion intravenosa de
40 mg de HA cada 7 dias durante tres semanas redujo de
manera estadisticamente significativa el grado de cojera,
grado histolégico de sinovitis y las concentraciones sino-
viales de PGE2 alos 72 dias postoperatorios en los caballos
tratados respecto a los caballos del grupo control (Kawcak
y col 1997). La suma de las observaciones reportadas hace
pensar que el HA posee efectos bioquimicos diferentes en
sistemas in vitro en comparacién con modelos animales.

Se ha descrito el uso de una preparacién oral de HA
(gel) como tratamiento complementario de caballos
con OCD del tarso sometidos a artroscopia (Bergin y
col 2006). Los resultados obtenidos en ese estudio doble
ciego demostraron que los caballos tratados con HA oral
mostraron disminucion estadisticamente significativa del
grado de distension sinovial postoperatoria, frente a un
grupo placebo (Bergin y col 2006). Los resultados de ese
trabajo son esperanzadores; sin embargo, en ese estudio
no se realizé evaluacion bioquimica del liquido sinovial de
los animales, por lo que no se pudo conocer el mecanismo
de accidn que indujo la disminucién de la efusion sinovial
de los caballos tratados con HA oral (Bergin y col 2006).
En la literatura revisada no se hall6 documentacién sobre
el comportamiento farmacocinético de preparaciones
orales de HA en caballos. Sin embargo, recientemente
se describi6 un porcentaje de absorcién aproximado del
13% de HA radiomarcado en el tracto gastrointestinal de
perro y rata (Balogh y col 2008). Ambos animales son
monogdstricos como el caballo.

En este trabajo se presentan los resultados de un estudio
doble ciego en el que se evaluaron los efectos de una pre-
paracién comercial de 4cido hialurénico oral (Hyal-Joint®,
Bioibérica S.A, Barcelona, Espaiia) en caballos Andaluces
jovenes con OCD del tarso. Los objetivos de este trabajo
fueron: (1) evaluar el efecto clinico del HA oral durante
un periodo de dos meses mediante andlisis del grado de
distension (efusion) sinovial y grado de cojera; (2) determinar
el efecto de HA oral sobre las concentraciones sinoviales
de NO, PGE2 y HA de las articulaciones comprometidas
y (3) medir las concentraciones plasmadticas de HA en los
caballos del estudio.

Las hipdtesis de este estudio fueron que el grupo de
caballos tratados al azar con HA oral deberian presentar
una mejor respuesta clinica al tratamiento (disminucién
del grado de efusion sinovial y de cojera). Paralelamente,
las concentraciones sinoviales de NO y PGE?2 deberian ser
inferiores y las concentraciones plasméticas y sinoviales
de HA deberian ser mayores respecto al grupo control.
Adicionalmente, el HA oral no deberia producir ninguna
reaccion adversa en los caballos tratados, tales como fiebre,
anorexia o diarrea, entre otras.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio clinico doble ciego controlado, prospec-
tivo, fue aceptado por las directivas del Hospital Clinico
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Veterinario de la Universidad Auténoma de Barcelona,
Espaifia. El trabajo fue realizado en dos fases: trabajo de
campo y andlisis de laboratorio. El trabajo de campo fue
realizado en varias yeguadas localizadas en las provincias
centrales de la comunidad auténoma de Catalufia, Espafia.
Los duefios de los caballos firmaron autorizacion consentida,
luego de ser informados sobre la naturaleza experimental
del estudio y de las posibles complicaciones derivadas
de la puncién articular. Los caballos enrolados eran de
yeguadas con condiciones ambientales, nutricionales y
de manejo similares.

CABALLOS Y CRITERIOS DE INCLUSION EN EL ESTUDIO

Once caballos de raza Andaluz fueron incluidos,
10 machos y 1 hembra, con un rango de edad entre 8-36
meses. El criterio para incluir un caballo se basé en dos
factores: edad (menores de 3 aflos) y presencia radiografica
(bilateral o unilateral) de fragmentos osteocondrales en la
articulacién tarsocrural, acompaiiados de signos clinicos
de OCD, tales como efusién sinovial y cojera. Esta tltima
variable no fue considerada estrictamente como un criterio
de inclusién, ya que generalmente la OCD no produce
cojera evidente (Mcllwraith 1996?).

EXAMEN CLINICO Y DEL APARATO LOCOMOTOR

Se realiz6 hemograma y perfil bioquimico general
(proteina total, albimina, AST, creatinina y glucosa) a cada
caballo, con el objetivo de incluir animales sin enfermedad
sistémica. Seguidamente, se realizé evaluacion del aparato
locomotor (palpacién, valoracidn pasiva de la flexibilidad
articular y valoracién dindmica del grado de cojera). Los
caballos que presentaban efusion sinovial (uni o bilateral)
del tarso, acompaiiada o no de cojera, fueron sometidos a
un estudio radiolégico mediante las cuatro proyecciones
estandar (Wittwer y col 2006).

Graduacion del grado de efusion sinovial. Se realizé eva-
luacién semicualitativa del grado de efusion sinovial, para
lo cual se combinaron los resultados de las observaciones
clinicas y los hallazgos ecogréficos de cada articulacién. La
valoracién clinica incluy la evaluacion del aspecto externo
de la(s) articulacion(es) afectada(s) en comparacion con la
articulacién contralateral sana o con la articulacién de un
animal sano de la misma edad. Se evaluaron la tempera-
tura, textura de la cdpsula, grado de movimiento articular,
grado de dolor durante la palpacién y movimiento pasivo
articular. El examen ecografico incluyé: evaluacién de la
superficie articular, cantidad de liquido sinovial, grosor
y aspecto de la membrana sinovial y sus vellosidades y
presencia de fragmentos osteocondrales.

El grado de efusién sinovial (distension articular) fue
calificado en una escala de 0 a 3, donde 0 = articulacién
de aspecto normal. 1 = efusién levemente palpable, sin
engrosamiento de la cdpsula articular. 2 = efusion palpable,

con engrosamiento capsular moderado y una reaccién
dolorosa leve durante la palpacién profunda. 3 = efusién
severa, con la membrana sinovial engrosada, presencia de
fragmentos osteocondrales y reaccién dolorosa durante la
palpacion articular y su movilizacién pasiva. La asignacién
de grados medios (0,5) fue permitida.

Las medidas ecograficas fueron realizadas siempre en
el mismo punto anatémico (recesos sinoviales dorsomedial
y dorsolateral, inmediatamente por debajo de los mal€olos
medial y lateral) en cada caballo y por el mismo clinico,
para esto se realizaron marcas en la piel con una maquinilla
de afeitar. Las ecografias fueron realizadas con un equipo
de ecografia Acuson-Aspen (UDS, Mountain View CA,
EE.UU.) con una sonda lineal de 10 MHz.

Evaluacion del grado de cojera. El grado de cojera fue
calificado de 0-5, segtin los pardmetros de la AAEP (1991).
La asignacién de grados medios (0,5) fue permitida.
Solamente se consideré el grado de cojera al trote en linea
recta sobre una superficie dura. Los animales siempre
fueron manejados por el mismo operario.

DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 identificacion aleatoria de los caballos con
un nimero del 1-11. Se obtuvieron los datos bioquimicos
de las concentraciones sinoviales basales de NO, PGE2 y
HA. Paralelamente, se establecieron las concentraciones
plasmaticas de HA (TO0). Los pacientes fueron asignados al
azar en dos grupos, tratamiento (n: 6) y control (n: 5). En
ningin momento los investigadores pudieron conocer el
grupo al que pertenecia cada animal. Esa informacién s6lo
fue revelada por la empresa duefia de la molécula al final
del estudio. El grupo de caballos con tratamiento recibié
250 mg/dia de acido hialurénico granulado, mezclado
con celulosa microcristalizada. El grupo control recibi6
250 mg/dia de celulosa microcristalizada (placebo). Los ca-
ballos recibieron el tratamiento asignado (HA oral o placebo)
durante 60 dias (T60). La evaluacién del grado de efusion
(distension) sinovial, grado de cojera y las determinaciones
bioquimicas fueron nuevamente realizadas al finalizar el tra-
tamiento (60 dfas -T60-) y un mes después (T90). Las dltimas
determinaciones clinicas y bioquimicas fueron realizadas
con el objetivo de conocer el efecto terapéutico residual de
la sustancia evaluada (accién sintomdtica lenta en OCD).

DETERMINACIONES BIOQUfMlCAS EN PLASMA
Y LIQUIDO SINOVIAL

Las muestras de sangre entera fueron recolectadas de
la vena yugular y depositadas en tubos de citrato de sodio
al 3,8% v/v con capacidad para 5 ml. Las muestras de
sangre fueron transportadas en una nevera con hielo, hasta
su procesamiento en el laboratorio. Cada articulacién fue
asépticamente preparada para puncion articular y extraccién
de liquido sinovial, previa sedacién con un bolo intravenoso
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de detomidina (40 pg/kg) (Domosedan, Pfizer, Espafia) y
tartrato de butorfanol (0,02 mg/kg) (Torbugesic, Fort Dodge
Laboratories Inc, Espafia). Un ml de liquido sinovial fue
depositado en un tubo con EDTA para citologia (recuento
celular y determinacién de proteina total). Otro ml fue
depositado en un tubo con heparina de litio (determinacién
de NO, PGE2 y HA) e inmediatamente centrifugado a
1780 x g durante 5 minutos. Seguidamente se extrajo el
liquido sinovial (aproximadamente 0,7 ml) libre de cé-
lulas. El sobrenadante fue depositado en tubos Ependorf
y transportado de la misma manera que las muestras de
sangre. Una vez en el laboratorio, la sangre citratada fue
centrifugada a 1780 x g durante 5 minutos, el plasma sobre-
nadante (determinacién de HA) fue extraido y depositado
en tubos Ependorf. Todas las muestras fueron congeladas
a -70 °C, hasta su determinacién bioquimica.
Determinacion del oxido nitrico en el liquido sinovial.
Se determinaron las concentraciones de NO en las
muestras de liquido sinovial a través de su producto de
degradacién, los nitritos (NO,), por medio del ensayo de
diazotizacion (reaccion de Greiss), previa reduccion de los
nitratos (Archer 1993). Se sabe que el NO, es un producto
final y estable del NO en una cantidad aproximada de
51,5 £ 3,5% del total NO producido (von Rechemberg y
col 2000). Primero se construyé una recta patrén a partir
de un estdndar de nitrito sédico al 100 mM. La recta fue
iniciada en una dilucién 1/1000 del estdndar con una
concentracién maxima de 100 uM. Las muestras fueron
centrifugadas a 1780 x g durante 10 minutos y sin diluir
fueron depositadas en alicuotas de 100 1 en placas de 96
pozuelos (Ref. 35-3915, BD, New Jersey NJ, EE.UU.). El
contenido de cada pozuelo fue mezclado con 100 pul de una
solucién de trabajo compuesta por dos partes iguales de
reactivo A (3 ml de acido fosférico al 5%, 51 ml de agua
y sulfanilamida al 1% (0,5 g/50 ml de acido fosférico al
5%)) y reactivo B (N-1-Napthilethileno diamina (NEDA)
al 0,1% (0,05 g en 50 ml de agua)).

Las muestras permanecieron incubadas a temperatura
ambiente durante 10 minutos y luego fueron medidas en un
lector de ELISA a un nivel de absorbancia de 540 nm. A
partir de la absorbancia se calcul6 la recta patrén y sobre
la misma se establecid la concentracién de nitritos de las
muestras (Archer 1993). La sensibilidad del método fue de
1 uM. Todos los resultados se expresaron como UM.

Determinacion de la prostaglandina E2 en el liquido sino-
vial. Las concentraciones de PGE2 fueron determinadas
mediante una prueba de ELISA en sandwich construida con
anticuerpos comerciales (R&D Systems, Abingdon, Reino
Unido) para seres humanos. Se sabe que la estructura de
la PGE2 estd muy conservada entre especies y no existe
reactividad cruzada de esta molécula con otros eicosanoi-
des, por tal razén la prueba humana puede ser usada en
el caballo (von Rechemberg y col 2000). El ensayo fue
realizado de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
lectura de absorbancia fue realizada a 405 nm mediante
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un lector de ELISA. La deteccién limite del ensayo fue
de 15 pg/ml (von Rechemberg y col 2000).

Determinacion del dcido hialuronico en plasma 'y liquido
sinovial. El HA fue determinado mediante radioinmunoa-
nalisis (RIA), con un kit comercial (HA Test, Pharmacia
& Upjohn Diagnostics AB, Uppsala, Suecia). La prueba
se basé en la mezcla de 200 Ul de proteinas de unién de
acido hialurénico aisladas de cartilago bovino (HABP-125)
con 100 pl de la muestra correspondiente de plasma o
liquido sinovial. Las muestras fueron incubadas a 4-20 °C
durante 60 minutos, seguidamente se agregaron 100 ul
de AH-sefarosa y se reincub6 a la misma temperatura
durante 45 minutos adicionales. Luego se agregaron 2 ml
de solucion de decantacién y se centrifugd la muestra a
600 x g durante 10 minutos. Las concentraciones de HA
de las muestras fueron medidas mediante un contador
gamma. El principio de la prueba consiste en cuantificar
la cantidad de HABP-125 no unida al 4cido hialurénico.
De esta manera la radiactividad medida es inversamente
proporcional a la cantidad de HA presente en la muestra
(Guechot y col 1996).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa
estadistico SPSS versiéon 16.0 (SPSS Inc, Chicago IL,
EE.UU.). Los valores de todas las variables evaluadas,
a excepcion de las concentraciones de proteina total
del fluido sinovial, fueron analizados mediante pruebas
no paramétricas, ya que estos datos presentaron una
distribucién no paramétrica (prueba de Shaphiro-Wilk
P > 0,05). Los grados de efusion sinovial y cojera y las
concentraciones de NO, PGE2 y HA fueron analizados
mediante un ANOVA no paramétrico de dos vias (ANOVA
de Friedman). Se establecié que en el caso de hallar
diferencias estadisticamente significativas se realizarfan
comparaciones pareadas no paramétricas de Wilcoxon
(Dawson-Saunders y Trap 1993). Las concentraciones de
proteina total fueron analizadas mediante un ANOVA de
dos vias. Se establecié que en el caso de hallar diferencias
estadisticamente significativas se realizarfan comparaciones
pareadas de Tuckey. De manera general se hizo un anélisis
de correlaciones entre las variables evaluadas. Un valor de
P < 0,05 fue aceptado como significativo para todas las
pruebas. Los resultados de las variables no paramétricas
fueron presentados como medianas (rangos). Los datos
de las variables paramétricas fueron presentados como
medias (desviacion estandar).

RESULTADOS

El estudio radiolégico revel6 que 10 caballos presentaban
un fragmento osteocondral en la cresta intermedia de la
tibia y uno presentaba un fragmento en el labio lateral de
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la tréclea del astragalo. El grupo que recibid el tratamiento
con HA estuvo conformado tinicamente por caballos con
fragmentacion osteocondral de la cresta intermedia de la
tibia. Los caballos incluidos presentaban efusién sino-
vial con un rango de calificacién de 0,5-3 (mediana 1,5)
(cuadro 1). Seis de los 11 caballos no presentaban cojera,
los cinco restantes presentaban un grado de cojera que
oscilaba en un rango de 0,5-2 grados. La mediana general
del grado de cojera en los pacientes seleccionados fue de
0 (rango 0-2). En el cuadro 1 se presentan los registros
del grado de efusion sinovial y cojera para cada uno de
los grupos durante el tiempo.

El andlisis citolégico inicial del liquido sinovial de los
11 caballos incluidos presenté recuento celular mediano
bajo (150 células/uL (rango: 50-200 células/uL), caracte-
rizado por células mononucleares. Los caballos incluidos
presentaron un nivel medio de protefnas totales en liquido
sinovial de 1,2 +-0,36 g/dL. Las concentraciones medianas
de NO en liquido sinovial fueron de 2,92 uM (rango 1,33-
6,27 uM). La PGE2 presentd niveles medianos en el
liquido sinovial de 130,6 pg/mL (rango 41-231,7 pg/mL).
El HA present6 concentraciones sinoviales medianas de
312,4 mg/L (rango 69,8-543,5 mg/L) y niveles plasmaticos
medianos de 42,5 pg/L (rango 21-109 pg/L). En el cuadro 2
se presentan los registros de los recuentos celulares y los
metabolitos sinoviales y plasméticos estudiados para cada
uno de los grupos durante el tiempo.

Al finalizar el suministro del HA oral o del placebo a
los 60 dias del experimento (T60), ninguno de los caba-
llos manifestd reacciones clinicas adversas. De manera
general, no se observd ninguna diferencia estadistica-
mente significativa entre todos los parametros clinicos
(cuadro 1) y bioquimicos evaluados a los 60 y 90 dias
respectivamente (cuadro 2). Ademads, no se detectd nin-
guna correlacién estadisticamente significativa entre los
parametros evaluados.

La impresion global a los 60 y 90 dias postratamiento
fue una tendencia hacia la mejoria clinica (disminucién
del grado de efusidn sinovial (figura 1A) y del grado de
cojera (cuadro 1) en los caballos que recibieron HA oral
respecto al grupo placebo. Paradéjicamente, los caballos
que recibieron HA oral presentaron una tendencia a tener
mayores concentraciones sinoviales de NO (cuadro 2 y
figura 1B) y PGE2 (cuadro 2 y figura 1C) que el grupo
control. Por otra parte, los caballos que recibieron HA oral
tuvieron una tendencia a presentar menores concentraciones
plasmaticas de HA (cuadro 2) y paralelamente concen-
traciones mayores de esa sustancia en el liquido sinovial
(cuadro 2 y figura 1D), respecto al grupo control.

DISCUSION

Segtin el conocimiento de los autores, este es el
primer estudio doble ciego controlado en el que se eva-
luaron tanto pardmetros clinicos como bioquimicos en
caballos Andaluces jévenes con OCD de la articulacion
tarsocrural, con el objetivo de conocer los efectos de
un tratamiento oral con HA. Aunque en este estudio
Unicamente se observaron tendencias y no diferencias
estadisticamente significativas entre los pardmetros
clinicos y bioquimicos evaluados, es necesario resaltar
el valor cientifico de su disefio.

La mejoria clinica (pero no estadistica) evidenciada
en un menor valor mediano y en una disminucién del
rango del grado de efusién sinovial e incluso del grado de
cojera de los caballos tratados con HA oral (cuadro 1y
figura 1) respecto al grupo placebo, podria coincidir con
los resultados del trabajo de Bergin y col (2006), en el
que caballos operados de OCD del tarso y que recibieron
un suplemento oral de 100 mg de HA durante 30 dias
presentaron disminucién estadisticamente significativa
del grado de efusidn sinovial respecto al grupo placebo
(Bergin y col 2006).

Cuadro 1. Mediana y rangos del grado de efusion articular y cojera en los caballos tratados con écido hialurénico oral (T) y el grupo

control (C).*

Median and ranges of the degree of lameness and synovial effusion of the oral hyaluronan horses’ treated group (T) and the placebo

group (C).*
TO T60 T90
Variable

T C T C T C

Grado efusion sinovial 1,25 2 1 2 0,75 2
(0,5-2,5) (0,5-3) (0,5-1,5) (0,5-3) (0,5-1,5) (0,5-3)

Grado de cojera 0 1,5 0 1 0 1
(0-1) (0-2) (0-0,5) (0-1,5) (0-0,5) (0-1,5)

TO = Inicio del estudio. T60 = 60 dfas del inicio del experimento. T90 = 90 dias del inicio del experimento (fase final). * = Todos los datos son pre-
sentados como medianas (rangos). No se presentaron diferencias estadisticamente significativas durante el tiempo para cada uno de los parametros

evaluados en cada grupo (P > 0,05).

TO = Begin of the study. T60 = 60 days after beginning of the experiment. T90 = 90 days after the beginning of the experiment (final phase). * = All
the data are presented as medians (ranges). No statistically significant differences were found for any of the parameters evaluated during the time

for each group (P > 0.05).
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Cuadro 2. Hallazgos citoldgicos sinoviales y concentracion sinovial de proteina total, 6xido nitrico, prostaglandina E2 y acido hialuré-
nico y concentracién plasmatica de acido hialurénico en los caballos tratados con acido hialurénico oral (T) y el grupo control (C).*

Synovial fluid cytological findings and synovial fluid concentration of total protein, nitric oxide, prostaglandin E2 and, hyaluronan and,

plasmatic concentration of hyaluronan of the oral hyaluronan horses’ treated group (T) and the placebo group (C).*

TO T60 T90
Variable
T C T C T C
Células/ul, 190 180 190 200 170 190
S/ (50-200)  (60-200) (70-210)  (90-250) (80-230)  (80-230)
. L ) 1,33 1 1,06 091 0,92 0,78
Proteina total sinovial (g/dL)** (+0,36) (+0,32) (=0,31) (+0,13) (+0,16) (+0,6)
A 2,53 3,07 3,02 3,0 39 2,3
Oxido nitrico sinovial (NO2 uM) (1337 (1,7-3.6) (1,7-62)  (1,9-3.9) (2,9-8,1)  (1,6-2,9)
. - 139,8 130,6 78,2 71,6 97,6 68,3
Prostaglandina E2 sinovial (pg/ml)  (g¢ 537)  (41-181) (52-136)  (56-96) (50-324)  (29-77)
Acido hialurénico sinovial (mg/L) 327.4 288,4 386,1 2588 347.7 3954
) & (179-499)  (70-544) (253-520)  (46-403) (157-743)  (48-415)
Acido hialurénico plasmatico (ug/L) 43 36 39 70 26 34
(39-74) (21-109) (21-119)  (22-114) (186-64)  (15-106)

Iniciales y simbolos como en el cuadro 1. ** = Los datos son presentados como promedio (desviacién estadndar). No se presentaron diferencias estadis-

ticamente significativas durante el tiempo para cada uno de los pardmetros evaluados en cada grupo (P > 0,05).

Letters and symbols as in table 1. ** = Data are presented as mean (standard deviation). No statistically significant differences were found for any of
the parameters evaluated during the time for each group (P > 0.05).
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Figura 1. Gréficos de cajas y barras del grado de efusion sinovial (A) y concentraciones sinoviales de 6xido nitrico (B), prostaglandina

E2 (C) y 4cido hialurénico (D). Demads letras como en el cuadro 1.

Chart boxes and bars of the degree of synovial effusion (A), and the nitric oxide (B), prostaglandin E2 (C) and, hyaluronic acid (D) synovial

fluid levels. Other letters as in table 1.

144



EQUINO, OSTEOCONDROSIS, HIALURONATO ORAL, OXIDO NITRICO, PROSTAGLANDINA E2

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
produjeron dos interrogantes: 1) ;Por qué el HA oral
produjo una tendencia hacia el mejoramiento clinico en
los caballos tratados, a pesar de que éstos presentaron
mayores concentraciones de NO y PGE2 a los 60 y 90
dias respecto al grupo control? 2) ;Por qué los caballos
tratados con HA oral presentaron tendencia a tener con-
centraciones plasmaticas inferiores de HA respecto al
grupo control?

En primera instancia, estudios recientes en caballos
jovenes con OCD del tarso han encontrado a los eicosa-
noides (LTB4 y PGE2) (de Grauw y col 2006) y radicales
libres (Gangl y col 2007), especialmente el NO, como
protagonistas clave de la génesis y perpetuacién de la
efusién sinovial (cojera) y dafio del cartilago articular
(de Grauw y col 2006, Gangl y col 2007). Recientemente
de Grauw y col (2006) documentaron concentraciones
elevadas de PGE2 en el liquido sinovial de caballos con
OCD del tarso (362,3 + 93,6 pg/ml) en comparacién
con el liquido sinovial de la misma articulacién en ca-
ballos sanos (127,3 + 33,6 pg/ml). Cabe aclarar que las
concentraciones medianas de PGE2 del fluido sinovial
de los caballos del presente estudio (130,6 (rango 41-
231,7) pg/ml) fueron inferiores a las descritas por de
Grauw y col (2006) para caballos con OCD del tarso, a
pesar de que en ambas investigaciones se emplearon los
anticuerpos de la misma casa comercial (R&D Systems,
EE.UU.). Sin embargo, en esta investigacion el liquido
sinovial fue depositado en tubos con heparina litio e
inmediatamente centrifugados. En contraste de Grauw
y col (2006) no usaron anticoagulante y la muestra per-
maneci6 durante una hora a temperatura ambiente antes
de ser centrifugada. Es posible que las concentraciones
de PGE2 reportadas por de Grauw y col (2006) hubiesen
estado incrementadas frente a los posibles “valores reales”
para la enfermedad (OCD), ya que ellos no depositaron
el fluido sinovial en tubos con anticoagulante y tardaron
(1 hora) en centrifugarlo. Es bien sabido que cuando los
leucocitos entran en contacto con superficies extrafias
(paredes del tubo) aumentan su actividad metabdlica
inflamatoria y ademads la heparina tiene la capacidad
de prevenir ese efecto (Lappegard y col 2005). Asi es
posible que los valores de PGE2 de este trabajo sean mas
aproximados para caballos con OCD que los descritos
por de Grauw y col (2006).

Los hallazgos del presente estudio estdn en contravia
con los resultados reportados por Kawcak y col (1997),
quienes encontraron que la aplicacién intravenosa de
HA disminuy6 las concentraciones de PGE2 a los 72
dias postoperatorios en caballos con OA experimental
respecto al grupo control. Por otra parte, los resultados
de la presente investigacion podrian estar de acuerdo con
los trabajos realizados por Tung y col (20022P), quienes
encontraron que la adicién de HA a condrocitos equinos
condicionados con IL-1 no afectaba la expresion de iNOS
0 COX2, enzimas necesarias para la produccién de NO o

PGE2 (Tung y col 2002*"). Hallazgos parecidos en con-
drocitos humanos han sido mds recientemente reportados
por Maneiro y col (2004).

Es necesario tener en cuenta que varios investigadores
consideran al NO (Schwentker y col 2002) y a la PGE2
(Gilroy y col 2004, Akaogi y col 2006, Stafford y Marnett
2008) como metabolitos reguladores y no promotores
de la inflamacién. Desde ese punto de vista se podria
pensar que la tendencia a tener mayores concentraciones
sinoviales de NO, PGE2 y HA, acompaiiadas de mejoria
clinica evidente en el grupo de caballos que recibieron HA
oral (respecto al grupo placebo), se pudo producir por una
compleja interaccién molecular y celular desencadenada
por el farmaco evaluado. Sin embargo, esto es s6lo una
especulacion que debera ser resuelta mediante investiga-
ciones mds refinadas.

Por otra parte, se ha postulado que uno de los prin-
cipales mecanismos de accién del HA en artropatias
(degenerativas o traumdticas) es su efecto mecdnico
(viscosuplementacion), el cual impide la interaccién de
las células mononucleares (inflamatorias) a través de
sus receptores de superficie celular, tales como el CD44
(Howard y Mcllwraith 1996). Es posible que la tendencia
a tener mayores concentraciones sinoviales de HA en
los caballos que recibieron HA oral respecto al grupo
control hayan producido un efecto de recubrimiento
celular de los macréfagos sinoviales y evitado asi la
interaccidn entre éstos, a pesar de las altas concentracio-
nes de metabolitos proinflamatorios hallados (Howard
y Mcllwraith 1996).

El segundo interrogante planteado en esta discusién
(¢por qué los caballos tratados con HA oral presentaron
tendencia a tener concentraciones plasmadticas inferiores
de HA respecto al grupo control?) podria ser explicado
debido a que posiblemente el suplemento de HA oral haya
producido un efecto de induccién enzimatica (taquifilaxia)
a nivel hepdtico con un consecuente aumento del metabo-
lismo de degradacién y depuracién de esa sustancia, lo cual
podria explicar la presencia de menores concentraciones
de HA en plasma (Popot y col 2004); sin embargo, esto
es Unicamente una opinién especulativa. Otro hecho, es
que la molécula evaluada de HA oral hubiera tenido un
destino preferencial hacia las articulaciones. Aunque no
fue presentado en la seccién de los resultados, se pudo
evidenciar un cierta tendencia a una correlacién negativa
entre las concentraciones plasmadticas y sinoviales de HA
en los caballos del estudio. De manera general se observo
que los caballos que tenian menores concentraciones plas-
maticas de HA presentaban de manera paralela mayores
concentraciones de HA sinovial. Sin embargo, esto no se
pudo comprobar estadisticamente.

Finalmente, es posible pensar que el HA oral evaluado
en este estudio podria ser considerado como una sustancia
de accién sintomatica lenta en la OCD, ya que sus efectos
clinicos permanecieron durante mas de un mes (T90)
después de haber finalizado su administracién (Howard y
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Mcllwraith 1996), incluso uno de los caballos tratados, el
cual presentaba una efusion sinovial grave (grado 3), mejord
ostensiblemente (grado 1) cuatro meses después de haber
suspendido el tratamiento. El efecto de accién sintomdtica
lenta de una sustancia determinada en las artropatias es
una accién farmacoldgica sumamente importante para los
nuevos componentes antiartriticos evaluados (tal como es
el caso de la molécula investigada en este estudio). Muchas
sustancias con accién sintomadtica en artropatias también
pueden ser consideradas como farmacos moduladores
de la respuesta bioldgica; es decir, aquellas sustancias
que frenan el catabolismo articular y en algtin caso pro-
mueven el anabolismo del cartilago articular (Howard y
Mcllwraith 1996).

Se concluye que ninguna de las hipétesis planteadas
en este estudio pudo ser corroborada estadisticamente. Al
parecer el farmaco evaluado produjo una mejor tendencia
en los resultados clinicos (disminucidn del grado de efu-
sién sinovial) y en las concentraciones sinoviales de HA
en los caballos tratados en comparacién con lo observado
en el grupo placebo. Segtin lo observado, se podria con-
cluir que el mecanismo de accién del HA oral a dosis de
250 mg/dia, durante 60 dias en caballos jévenes con OCD,
posiblemente no esta relacionado con la disminucién de
la produccién articular de NO y PGE2. Finalmente, el
HA oral no produjo ningtin efecto clinico adverso en los
caballos tratados durante 60 dias.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos clinicos y
bioquimicos de una preparacién oral de dcido hialurénico (HA)
(Hyal-Joint®) en caballos Andaluces jévenes con osteocondrosis de
la articulacion tarsocrural. Las hipétesis planteadas fueron que la
administracion oral de HA es segura, disminuye el grado de efusién
sinovial y las concentraciones sinoviales de 6xido nitrico (NO) y
prostaglandina E2 (PGE2) e incrementa los concentraciones plasméticas
y sinoviales de HA. Once caballos jovenes pura raza espaiiol con OCD
tarsocrural fueron enrolados en un estudio doble ciego controlado.
6 caballos recibieron 250 mg/dia de HA oral, durante 60 dias, y
5 caballos recibieron un placebo. Se obtuvieron los valores iniciales del
grado de efusién sinovial, NO, PGE2 y las concentraciones sinoviales
y plasmaticas de HA. Se realiz6 andlisis citolégico con determinacion
de las concentraciones de proteina total. Los caballos fueron evaluados
para los mismos pardmetros al final del tratamiento (T60) y 30 dias
después (T90). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para los pardmetros evaluados en el estudio en ambos
grupos o durante el tiempo (comienzo, T60 y T90). Sin embargo, los
pacientes tratados con HA oral presentaron tendencia a mostrar menor
grado de efusion sinovial y mayores concentraciones de HA sinovial.
El HA oral no produjo ningtn efecto clinico adverso en los caballos
tratados durante 60 dias. A una dosis de 250 mg/kg el HA oral es seguro
y bien tolerado en caballos.
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