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ABSTRACT

 NITRATE DETERMINATION IN BLOOD SERUM AND SYNOVIAL FLUID OF   
 EQUINE CARPAL JOINT WITH ACUTE INFLAMMATION AND IN CHRONIC   
 DAMAGE WITH INFLAMMATORY REACUTNESS

 Osteoarthritis (OA) is the most common chronic joint disease in horses, wich striking feature 
is fi brilation and loss of articular cartilage. Nitric oxide (NO·) has been implicated as an important 
biological mediator of OA and its production from chondrocytes is signifi cantly higher in OA cartilage 
compared with that in controls. NO· shows increased content in the serum and synovial fl uid with OA. 
Endogenously produced NO·, reduces the synthesis of cartilagenous matrix and induces condrocytes 
apoptosis in articular cartilage. NO· production is indirectly determined by measuring nitrite as stable 
end product by Griess reaction. The purpose of this study was to compare the nitrite average in synovial 
fl uid and blood serum between equine groups with acute and chronic with reacutness infl ammatory 
joint profi les, to establish if the coger amount of cartilage in chronic cases translates into a lower nitrite 
concentration in synovial fl uid and serum. Synovial fl uid and serum samples were obtained from 
equines with acute infl ammatory profi le of the carpal joint (n = 10), most of them with chip fracture 
or synovitis diagnosed by X-ray and/or clinically diagnosed, and from equines whith chronic profi le at 
the moment of obtaining the sample (n = 15). The synovial fl uid protein concentration was similar in 
both groups and indicate infl ammatory processes: 26,1 ± 6,2 g/L in acute and 25,2 ± 8,1 g/L in chronic 
conditions. Synovial fl uid nitrite concentration showed no signifi cant difference between these groups, 
and only a tendency to be higher in acute group (95,1 ± 41,4 µmol/L) compared with chronic group 
(75,8 ± 21,2 µmol/L). In all cases, serum nitrite concentration was higher than synovial fl uid, but no 
signifi cant difference was found between acute (471,4 ± 115,4 µmol/L) and chronic group (427,9 ± 
101,9 µmol/L). These results suggest that lost of articular cartilage in the chronic damage group during 
infl ammatory reacutness, do not affect synovial fl uid and serum nitrite concentrations compared with 
acute infl ammatory process.
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INTRODUCCIÓN

 La cojera constituye uno de los problemas 
clínicos más frecuentes en los equinos de com-
petencia, que se origina habitualmente por trau-
mas agudos. Esta cojera puede hacerse crónica 
debido al deterioro del cartílago articular, junto a 
cambios en el hueso subcondral y de los tejidos 
blandos de la articulación, que caracterizan a la 
osteoartritis o enfermedad degenerativa articular 
(EDA) (McIlwraith 1996, Goldring 2000, Noto-
ya y col, 2000, Sandell y Aigner 2001). 
 El trauma articular provoca ruptura celular y 
activación de fagocitos, fenómenos que conducen 
al incremento de especies reactivas del oxígeno 
(ROS) que exacerban el daño articular iniciado 
por el trauma. Además, el aumento de citoquinas 
proinfl amatorias como interleuquina-1β (IL-1β), 

interferón gamma (INFγ) y TNFα (factor de 
necrosis tumoral a), inducen la síntesis de óxido 
nítrico (NO·) (Bird y col., 2000) que constituye 
un mensajero molecular que inhibe la síntesis de 
proteoglicanos (Taskiran y col 1994, Goodstone 
y Hardingham, 2002), aumenta la actividad de 
metaloproteinasas en el cartílago (Murrell y 
col 1995), induce la apoptosis de condrocitos 
tanto en el cartílago (van’t Hof y col., 2000) 
como en condrocitos aislados (Blanco y col 
1995). Así el NO· participaría en la patogenia de 
muchas enfermedades que incluyen la EDA en 
especies como el hombre, el perro y el equino, 
debido a que es sintetizado por condrocitos y 
sinoviocitos como consecuencia del estímulo de 
las citoquinas proinfl amatorias (von Rechenberg 
y col., 2000, Davis y col., 2001, Spreng y col., 
2001, Goodstone y Hardingham, 2002, Tung y 

RESUMEN

 La osteoartritis constituye la enfermedad articular crónica más frecuente en los caballos, que se 
caracteriza por fi brilación y pérdida de cartílago articular. El óxido nítrico (NO·) se ha considerado 
como un mediador biológico importante de la OA, ya que su síntesis por condrocitos de cartílago OA 
es mayor que los controles normales y se ha descrito, que su concentración aumenta en el suero y 
líquido sinovial de pacientes osteoartríticos. El NO· reduce la síntesis de matriz cartilaginosa e induce 
apoptosis de condrocitos en el cartílago articular. La producción de NO· se determinó indirectamente 
a través del contenido de nitrito como producto fi nal estable, utilizando la reacción de Griess. El 
objetivo de este estudio fue comparar la concentración promedio de nitrito en el líquido sinovial (LS) 
de articulación carpal y suero sanguíneo de equinos Fina Sangre de Carrera con cuadros articulares 
infl amatorios agudos y crónicos reagudizados, para establecer si la menor cantidad de cartílago 
articular en el caso de los cuadros crónicos que cursan con reagudización, se traduce en una menor 
concentración de nitrito, tanto en el LS como en el suero sanguíneo. Los cuadros infl amatorios 
agudos (n = 10) correspondieron principalmente a fractura en esquirla y/o sinovitis diagnosticada 
clínica y/o radiológicamente al momento de obtener la muestra, mientras que los cuadros crónicos 
reagudizados (n = 15) correspondieron a cuadros de enfermedad degenerativa articular diagnosticada 
clínica y/o radiológicamente. Con el objetivo de caracterizar la naturaleza infl amatoria de ambos 
cuadros clínicos, se determinó la concentración de proteínas del LS y no se encontraron diferencias 
signifi cativas entre el grupo agudo (26,1 ± 6,2 mg/mL) y el crónico reagudizado (25,2 ± 8,1 mg/mL). 
Tampoco se encontraron diferencias signifi cativas en la concentración de nitrito tanto en el LS entre 
los grupos agudo (95,1 ± 41,4 µmol/L) y crónico reagudizado (75,8 ± 21,2 µmol/L) como en el suero 
con valores de 471,4 ± 115,4 µmol/L para el cuadro agudo y de 427,9 ± 101,9 µmol/L en el cuadro 
crónico reagudizado. Se encontró que el contenido de nitrito del suero sanguíneo es signifi cativamente 
mayor con respecto al LS. Sin embargo, no se encontró diferencias signifi cativas en la concentración 
de nitrito en el LS y en el suero entre los grupos agudo y crónico reagudizado, lo que indicaría que 
la pérdida de cartílago en el cuadro crónico no se refl eja en una menor síntesis de NO· en este caso y 
sugiere que la concentración de nitrito no constituye un marcador molecular de la pérdida de cartílago 
durante el proceso infl amatorio.
 Palabras clave: Líquido sinovial, suero sanguíneo, nitritos.
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col., 2002). 
 El NO· se sintetiza a partir de la L-arginina, 
por una familia de enzimas conocida como óxido 
nítrico sintasa (NOS) con tres isoformas, NOS-
I, NOS-II y NOS-III (Moshage 1997, Clancy y 
col 1998, Stichtenoth y Frölich 1998; Ersoy y 
col 2002). La NOS-I y la NOS-III anteriormente 
descritas como NOS constitutivas (cNOS), ac-
tualmente se describe que su expresión puede ser 
modifi cada por diversos factores, que incluyen al 
ejercicio y la hipoxia, entre otros (Föstermann y 
col 1998). Por otro lado, la NOS-II se expresa 
en células estimuladas por citoquinas proinfl a-
matorias y al no ser regulada su actividad por  la 
concentración de Ca+2 intracelular, produce ni-
veles mucho más altos de NO· en comparación 
con la NOS-I y la NOS-III (Stichtenoth y Frölich 
1998, Davis y col., 2001). Se ha descrito in vitro, 
que el condrocito es capaz de sintetizar NO· al 
ser inducido por citoquinas y lipopolisacaridos 
(Stadler y col., 1991) y que además, activa meta-
loproteinasas en el cartílago articular (Murrell y 
col., 1995).
 La cuantifi cación de NO· es difícil en medios 
biológicos, debido a su corta vida media (de 6 
a 10 segundos) y a sus bajas concentraciones. 
Sin embargo, se puede cuantifi car a través de sus 
metabolitos estables: nitrito y nitrato (Moshage y 
col., 1995, Moshage 1997, Stichtenoth y Frölich 
1998, Miranda y col., 2001, Spreng y col., 
2001, Ersoy y col., 2002). El nitrito es el único 
producto estable resultante de la autooxidación 
del NO· en soluciones acuosas como líquido 
cefalorraquídeo y líquido sinovial. El nitrato en 
cambio, se forma por la reacción entre el NO· y 
la oxihemoglobina, lo que implica que el nitrato 
existe en mayor proporción en plasma y suero. 
Se ha establecido una alta correlación entre la 
producción de NO· y los niveles de nitrato o 
nitrito en plasma, suero y orina, y su medición 
permitiría estimar la producción real de NO· in 
vivo (Stichtenoth y Frölich 1998, Miranda y col., 
2001, Ersoy y col., 2002).
 Se han encontrado altos niveles de nitrito + 
nitrato en el suero y en el líquido sinovial de pa-
cientes humanos con artritis reumatoídea (RA), 
EDA y en animales con EDA inducida experi-
mentalmente o con artritis autoinmune (Ersoy y 
col., 2002). Además, se encontró que el nitrito 
está más concentrado en el líquido sinovial que 
en el suero, lo que indicaría la síntesis intraar-
ticular de NO· (Stichtenoth y Frölich 1998). En 

ratas osteoartríticas se ha visto incremento de la 
expresión de NOS II y del contenido de nitrito 
(Grabowsky y col., 1997, Castro y col., 2006). 
Un resultado similar se observó en condrocitos 
osteoartríticos humanos sometidos a estrés me-
cánico (Lee y col 2002).
 En este estudio se intento establecer si la 
concentración de nitrito del líquido sinovial tiene 
relación con la concentración en suero sanguíneo 
de equinos, utilizando un modelo articular 
infl amatorio in vivo y espontáneo. Se busca 
establecer si la eventual alteración del cartílago 
en el cuadro crónico reagudizado, disminuye 
la concentración de nitrito tanto en el líquido 
sinovial como en el suero equino (van’t Hof y 
col., 2000, Kim y col., 2003), comparado con el 
cuadro agudo sin antecedentes de EDA. 

MATERIAL Y MÉTODOS

 Material Biológico. Se obtuvo sangre sin an-
ticoagulante por venipuntura yugular y líquido 
sinovial (LS) por artrocéntesis aséptica, previa 
a la artroscopía, tanto de carpo con infl amación 
aguda como de carpo con daño crónico reagudi-
zado, de equinos FSC del Hipódromo Chile. Los 
cuadros agudos correspondieron a sinovitis y/o 
fracturas en esquirla (n = 10), sin antecedentes 
anamnésicos de lesión previa ni signos radioló-
gicos compatibles con cuadros crónicos, al mo-
mento de obtener la muestra. Los casos de daño 
crónico con reagudización (n = 15) incluyeron 
principalmente cuadros de EDA reagudizados de 
carpo, diagnosticados radiológicamente y tam-
bién algunos animales que sin tener un diagnós-
tico radiológico, poseían antecedentes clínicos 
de cronicidad del cuadro.
 Las muestras de suero y de líquido sinovial  se 
centrifugaron a 1.000 x g durante 15 minutos. Los  
sobrenadantes fueron alicuotados y conservados 
a -20°C hasta su procesamiento. 

 Determinación de proteínas. En los sobre-
nadantes de las muestras de suero sanguíneo y 
de LS, se determinó la concentración de proteí-
nas por el método espectrofotométrico de Lowry 
y col (1951) utilizando seroalbúmina de bovino 
(BSA) como estándar. El objetivo de estable-
cer la concentración de proteínas en el líquido 
sinovial se relaciona con caracterizar el proceso 
infl amatorio (Adarmes y col., 2008) y además, 
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para ambas muestras, verifi car la ausencia de 
proteínas posterior a la dilución con etanol, en la 
determinación de nitrito.

 Determinación de nitrito. En las muestras 
de LS y suero sanguíneo se determinó la 
concentración de nitrito utilizando la reacción 
de Griess (Miranda y col 2001), que detecta 
específi camente nitrito y no nitrato (Moshage 
y col., 1995, Moshage 1997, Miranda y col., 
2001). Dicha reacción se basa en la formación 
de un cromóforo por la reacción de sufanilamida 
con nitrito en medio ácido, seguido de un 
acoplamiento con aminas bicíclicas tales como 
el N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro.
 Sin embargo, esta reacción se podría afectar 
por las proteínas del medio y por eso, las muestras 
de LS y suero se desproteinizaron (Miranda y col., 
2001) por dilución 1:7 con etanol. Las proteínas 
precipitadas se separaron por centrifugación a 
1.700 x g durante 15 minutos y se determinó la 
ausencia de proteínas en el sobrenadante por el 
método de Lowry y col., (1951).
 A 300 µL de sobrenadante desproteinizado se 
agregó 300 µL de agua destilada y 300 µL del 
reactivo de Griess, el cual se preparó usando 
una relación 1:1 de N-1-(naftil) etilendiamina 
dihidrocloruro (NEDD) 0,1% p/v, y sulfanilamida 
(SULF) 2% p/v, en HCl al 5%. Esta mezcla se 
homogeneizó e incubó a temperatura ambiente 
durante 15 minutos y se determinó su absorbancia 
a 540 nm. Se preparó una curva estándar con 
NaNO2 0,1 mM en volúmenes desde 9 hasta 
100 µL (entre 0,069 µg y 0,69 µg de NaNO2) 
utilizando como blanco agua destilada y reactivo 
de Griess. La concentración se expresó como 
µmoles de nitrito/L.

 Análisis estadístico. Los valores promedio 
de nitrito, tanto del LS como del suero se com-
pararon entre los grupos analizados, establecién-
dose el nivel de signifi cancia (p < 0,05) a través 
de un análisis de varianza y posteriormente por la 
prueba de Tukey Alfa (InfoStat 2004).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 Las edades de los ejemplares fueron similares 
para ambos grupos, según los registros del 
Hipódromo. Así, la edad para el grupo agudo (n 
= 10) fue 3,8 ± 1,1 años y para el grupo crónico 

reagudizado (n = 15) fue 4,6 ± 1,6 años (Tabla 
1). Este antecedente se debe considerar, puesto 
que se ha descrito la disminución de la síntesis de 
NO· por los condrocitos a través de la edad (van 
der Harst y col., 2006). 
 La concentración de proteínas en el LS del 
cuadro agudo fue 26,1 ± 6,6 g/L, mientras que 
en el cuadro crónico reagudizado fue 25,2 ± 8,1 
6 g/L, antecedente que indicaría la naturaleza in-
fl amatoria de ambas condiciones (Tabla 1). Estos 
valores coinciden con lo detectado Adarmes y 
col. (2008), para cuadros de fractura en esquir-
la en equinos FSC del Hipódromo Chile y son 
mayores a los detectados en carpo macroscópica-
mente normal de equinos de matadero, utilizan-
do la misma técnica espectrofotométrica en que 
se obtuvo una concentración de proteínas de 9,05 
± 5,1 g/L (Adarmes y col., 2008).
 Al comparar la concentración de nitrito de LS 
de carpo equino en ambas condiciones clínicas, 
no muestran diferencias signifi cativas, con valo-
res promedio de 95,1 ± 41,4 µmol/L para el grupo 
agudo y de 75,8 ± 21,2 µmol/L para el grupo cró-
nico reagudizado (Tabla 1). Sólo se aprecia una 
tendencia a la disminución del contenido de nitri-
to en el grupo crónico reagudizado con respecto 
al grupo agudo, lo que podría estar relacionado 
con la pérdida de cartílago y por ende, de con-
drocitos responsables de la mayor producción de 
NO· en la articulación (Studler y col., 1999). Se 
indica que los condrocitos de la capa superfi cial 
del cartílago constituyen una fuente importante 
de NO· (Hayashi y col., 1997), y por lo tanto, 
serían los más afectados por el daño del cartíla-
go. Además, el incremento de NO· se relaciona 
con un incremento de la apoptosis de condrocitos 
en cartílagos osteoartríticos de equinos (Kim y 
col., 2003). Sin embargo, por otro lado se plan-
tea que tanto el cartílago como los condrocitos 
obtenidos de articulaciones con OA, son las que 
producen mayor cantidad de NO·. Posiblemente 
en esos estudios in vitro, al considerar cantidades 
equivalentes de cartílago o de condrocitos para 
realizar la comparación entre el cartílago normal 
y el osteoartrítico, no se refl ejaría la síntesis total 
de NO· en la articulación como ocurre en este 
estudio in vivo. Otro factor que podría infl uir co-
rresponde a la edad de los ejemplares, ya que se 
ha descrito que la concentración de nitrito se in-
crementa signifi cativamente en cartílago y hueso 
subcondral de caballos jóvenes comparado con 
caballos maduros (van der Harst y col., 2006). 

H. ADARMES A.y cols.
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Para descartar el efecto de la edad, en este trabajo 
se seleccionaron ejemplares de edades similares.  
 A diferencia de lo descrito por Stichtenoth y 
Frölich (1998), se encontró que la concentración 
de nitrito fue signifi cativamente mayor (p < 0,05) 
en el suero con respecto al líquido sinovial. Po-
siblemente esta discrepancia se podría asociar a 
que los mediadores proinfl amatorios como la IL-
1β, podrían ejercer su acción no sólo en la arti-
culación afectada, sino que podrían estimular la 
actividad de la iNOSII en otros tejidos extraarti-
culares. Sin embargo, la concentración de nitrito 
sérico no demostró diferencias signifi cativas (p 
> 0,05) entre los grupos agudo (471,4 ± 115,4 
µmol/L), y el crónico reagudizado (427,9 ± 101,9 
µmol/L) (Tabla 1). Entre el grupo agudo y el cró-
nico reagudizado se aprecia una tendencia se-
mejante a la observada en el líquido sinovial. La 
ausencia de diferencias signifi cativas en la con-
centración de nitrito, tanto en el líquido sinovial 
como en el suero sanguíneo entre ambos grupos 
analizados, permitiría concluir que esta variable 
analizada no constituiría un predictor adecuado 
del daño del cartílago en el proceso osteoartrítico 
durante su reagudización infl amatoria.
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