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Osteoarthritis: quantification of the receptor activator of nuclear factor
kappa-β ligand (RANKL) in synovial fluid of Thoroughbred horses
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RESUMEN

Osteoartritis (OA) es una enfermedad de gran impacto que produce invalidez funcio-
nal a temprana edad en los caballos de carrera donde su diagnóstico generalmente se
lleva a cabo en los estados avanzados de la enfermedad. El objetivo de esta investigación
fue demostrar la presencia del ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-β
(RANKL) en líquido sinovial de equinos en training. Se evaluó clínica y radiográficamente
a tres caballos sanos de dos años y cuatro caballos de 3-4 años con signos de inflama-
ción articular. Se les extrajo líquido sinovial para cuantificar la expresión de RANKL en
diferentes estados patológicos del carpo mediante una prueba de ELISA. El valor prome-
dio de RANKL en los caballos sanos fue de 33.13 ± 8.30 pg/ml y en los caballos con
signos de OA de 49.03 ± 5.95 pg/ml (p<0.05).
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ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a disease of great impact that produces functional disability at
an early age in racehorses where its diagnosis is usually carried out in advanced stages
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of the disease. The aim of this study was to demonstrate the presence of the activating
receptor ligand of nuclear factor kappa-β (RANKL) in synovial fluid of equines in training.
Three healthy horses of two years and four horses of 3-4 years of age with signs of joint
inflammation were evaluated clinically and radiographically. Synovial fluid was extracted
to quantify the expression of RANKL in different pathological states of the carpus by an
ELISA test. The average value of RANKL in healthy horses was 33.13 ± 8.30 pg/ml and in
horses with OA signs of 49.03 ± 5.95 pg/ml (p<0.05).
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INTRODUCCIÓN

En equinos de deporte, la principal cau-
sa de invalidez funcional son las afecciones
del sistema músculo esquelético (Martig et
al., 2014), donde la osteoartritis (OA) es una
de las artropatías más frecuentes (Lacourt
et al., 2012; Caggiano et al., 2013; Polli et
al., 2013), que se traduce en claudicación
(Reed et al., 2012) y pérdidas en días de en-
trenamiento; situación que implica, además,
altos costos en su tratamiento (Oke y
McIlwraith, 2010).

Los signos clínicos de la OA son carac-
terísticos (Ross et al., 2012; Seidel et al.,
2013), entre ellos, aumento de volumen arti-
cular, inflamación de tejidos blandos, sinovitis
y capsulitis (De Negri, 2006), calor local,
movimientos articulares limitados (en los es-
tados avanzados de la enfermedad) y dife-
rentes grados de claudicación (McIlwraith,
2009). No se sabe si se genera en la cápsula
articular, la sinovia, ligamentos, periostio o el
hueso, dado que todos estos tienen nervios
sensitivos que responden a la distención y
mediadores químicos como quininas y
neuropéptidos (sustancia P), los que junto con
mediadores como interleuquina 1 y
prostaglandina E

2
 (IL-1 y PGE

2
) sensibilizan

a las fibras para ser más reactivas después
de una estimulación mecánica (Frisbie, 2012).

Los principales cambios radiográficos en
ejemplares con OA son: osteofitos
periarticulares, aumento de la densidad ósea
subcondral con ocasional lisis, lesiones quís-

ticas y, en los estados terminales, disminu-
ción del espacio articular o anquilosis (Lacourt
et al., 2012), así como entesofitos en las zo-
nas de inserción de la cápsula articular y
mineralización de tejidos blandos (Frisbie et
al., 2015). En este contexto, la identificación
precoz de la OA puede ser crítica, tanto en
su tratamiento como en la prevención de la
progresión de la enfermedad (Kamm et al.,
2013), y dado que su diagnóstico se basa en
exámenes radiográficos, se tiene el inconve-
niente de que en estados tempranos tienen
una baja sensibilidad para detectar cambios
en los tejidos blandos y hueso subcondral
(McIlwraith, 2009), por lo que las lesiones
son diagnosticadas cuando ya se ha produci-
do un daño articular significativo (McIlwraith
et al., 2012).

Se requiere comprender la contribución
del micro daño provocado por las cargas
repetitivas en casos de enfermedad
osteocondral en la superficie articular (Peat
y Kawcak, 2015; Bani Hassan et al., 2016;
Malekipour et al., 2016), como ocurre en el
humano donde se ha logrado un mayor en-
tendimiento de la enfermedad a través de los
mecanismos moleculares que producen
osteoartritis donde desórdenes del sistema
RANKL/RANK/OPG están asociados a
enfermedades como osteoporosis, artritis
reumatoide y tumores óseos (Liu y Zhang,
2015). Por otra parte, la transferencia de
solutos a través del cartílago articular y plato
del hueso subcondral, podría contribuir a en-
tender los mecanismos de la progresión de la
OA, lo cual se viene estudiando en humanos
y equinos mediante microtomografía
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computarizada (Arbabi et al., 2016;
Bertugglia et al., 2016).

Es así que en la generación de lesiones
en el hueso subcondral, se puede identificar
dos factores producidos por los osteoblastos
que tienen un rol crucial en la regulación de
la resorción ósea por osteoclastos, uno es
RANKL y el otro es osteoprotegerina (OPG),
siendo estos una de las mayores fuentes que
controlan la resorción ósea (Zupan et al.,
2013). RANKL es una proteína de membra-
na tipo II, producida por macrófagos,
neutrófilos, queratinocitos, células endoteliales
y fibroblastos. Es considerada la citoquina
clave que induce osteoclastogénesis
(Nakashima et al., 2012), que promueve la
proliferación celular y que contribuye direc-
tamente en el proceso de destrucción ósea
(Okamoto y Takanayagi, 2011; Maxhimer et
al., 2015). RANKL también permite la ma-
duración, diferenciación y activación de
osteoclastos mediante la unión a su agonista
RANK (Ariyoshi et al., 2014). Está presen-
te en la superficie de pre-osteoclastos, que
traduce sus señales reclutando moléculas
adaptadoras, como el factor asociado al re-
ceptor TNF (TRAF), donde TRAF-6 es ca-
paz de estimular la osteoclastogénesis
(Nakashima et al., 2012), permitiendo la
translocación del factor de transcripción NF-
kβ al núcleo (Boyce et al., 2015), que con-
trola la respuesta inflamatoria e inmunológica.

Una vez finalizados los procesos de se-
ñalización que indujeron la osteoclastogénesis
gatillada por RANKL, los osteoclastos ma-
duros secretan protones, iones cloruro y
colagenasas, bajo la formación en cepillo de
la membrana celular que enfrenta la superfi-
cie del hueso a reabsorber. El ácido clorhídri-
co se forma bajo la membrana y disuelve el
componente mineral del hueso y la catepsina
K es secretada para degradar la matriz du-
rante la progresión de la OA (Boyce, 2013;
Bertuglia et al., 2016). Así, finalmente los
osteoclastos se mueven a lo largo de las su-
perficies del hueso, aumentando las lagunas
de resorción hasta que el proceso se haya
completado (Boyce et al., 2015).

En este contexto, el objetivo de este
estudio fue demostrar la presencia del ligan-
do del receptor activador del factor nuclear
kappa-β (RANKL) en líquido sinovial de
equinos en entrenamiento, el cual contribuye
directamente en el proceso de destrucción ósea
estimulando la osteoclastogénesis en la OA.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizaron siete equinos Fina Sangre
de Carrera, que fueron sometidos a examen
clínico, radiográfico y de líquido sinovial de la
articulación intercarpal. De estos, tres tenían
dos años, eran clínicamente sanos y no pre-
sentaban signos de sinovitis, dolor articular o
claudicación. Los otros cuatro ejemplares (2
de 3 años y 2 de 4 años) presentaban diver-
sas manifestaciones de OA, caracterizada a
través de tres signos clínicos:
- Sinovitis leve, cuando la efusión sinovial

solo era evidente a la palpación, sinovitis
moderada cuando era observable a la
inspección y la efusión era fluctuante a
la palpación, y sinovitis marcada al ser
evidente a la inspección con efusión dura
a la palpación.

- Dolor a la flexión marcada, cuando al
flexionar la articulación carpal se presenta
renuencia al procedimiento clínico.

- Claudicación leve es aquella difícil de
observar al paso o trote; y claudicación
moderada la observable al trote en toda
circunstancia.

En el examen radiográfico de los ejem-
plares se utilizaron las vistas convencionales
dorsola tera l -palmaromedial  obl icua
(DLPMO), dorsomedial-palmarolateral obli-
cua (DMPLO), latero-medial (LM) y latero-
medial flectada (LMF). Se empleó un equipo
radiográfico MinXray TR90. La extracción
del líquido sinovial (1 ml) se realizó en la arti-
culación intercarpal mediante artrocentesis
para detectar y cuantificar RANKL con un
kit comercial de ELISA (Horse receptor
activator of nuclear factor kappa B ligand
[RANKL] ELISA Kit, MyBioSource Cat.
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MBS019968), siguiendo los procedimientos
sugeridos por el fabricante. Las muestras
fueron refrigeradas y llevadas al laboratorio
en un lapso de 30 minutos, donde fueron
centrifugadas a 3000 rpm por 20 min y guar-
dadas a -80 °C hasta su procesamiento.

Se utilizó la prueba de Shapiro Wilk para
determinar si los valores de RANKL se dis-
tribuyen de forma normal y la prueba t-Student
para determinar posibles diferencias estadís-
ticas de los valores de RANKL entre caba-
llos sanos y con OA.

Los procedimientos empleados fueron
suscritos a la «Declaración de Singapur so-
bre Integridad en la Investigación» y revisa-
dos por el Comité de Ética de la Universidad
de las Américas.

RESULTADOS

Los valores de RANKL contenidos en
el líquido sinovial de los equinos sanos y con
signos de OA se presentan en los Cuadros 1
y 2. Los caballos clínicamente sanos presen-
taron un factor RANKL promedio de 33.13
± 8.30 pg/ml en el líquido sinovial, no presen-
taron signos de sinovitis, dolor a la flexión de
carpo o claudicación y en el examen
radiográfico no se observaron signos de le-
siones congruentes con OA.

Los caballos con signos clínicos de in-
flamación articular y radiográficos de OA
presentaron un factor RANKL promedio de
49.03 ± 5.95 pg/ml en el líquido sinovial. Es-
tos ejemplares presentaron signos de sinovitis,
dolor a la flexión de carpo o claudicación y
en el examen radiográfico se observaron sig-
nos de OA consistentes en osteólisis y
entesofitosis en la inserción capsular. La
mayoría presentó fracturas osteocondrales
antiguas. Los caballos de cuatro años pre-
sentaron los mayores niveles de RANKL.

Los valores de RANKL siguieron una
distribución normal (p=0.803). Se encontró
diferencia significativa (p<0.031) entre los

valores de RANKL en caballos clínicamente
sanos versus aquellos con signos clínicos de
inflamación y radiográficos de OA.

DISCUSIÓN

El presente estudio demostró la presen-
cia de niveles de RANKL detectables en el
líquido sinovial de la articulación intercarpal
de equinos Fina Sangre de Carrera en entre-
namiento. Estos niveles fueron
significativamente más bajos en equinos de
dos años sanos en comparación con aquellos
de mayor edad y que presentaban diferentes
grados de daño articular y congruentes con
osteoartritis.

Estos resultados podrían complementar-
se con estudios post mortem realizados en
caballos de carrera con OA postraumática,
los cuales presentaban mayor densidad de
osteoclastos en el hueso subcondral, lo que
se correlaciona positivamente con la dege-
neración del cartílago y el valor (score) de
RANKL en el cartílago articular (Bertuglia
et al., 2016). Estos resultados podrían expli-
car la interrogante del compromiso del hueso
subcondral a partir de una inflamación
intraarticular, dada la cercana asociación fí-
sica entre el hueso subcondral y cartílago,
sugiriendo la posibilidad de una conversación
bioquímica y molecular a través de la
interfase. Es decir, esta comunicación entre
la capa de cartílago calcificado y plato del
hueso subcondral se traduciría en un aumen-
to de canales vasculares comunicantes,
fisuras y microfracturas que podrían trans-
portar moléculas y solutos, tal como lo han
sugerido Yuan et al. (2004) y Arbabi et al.
(2016).

Por otro lado, humanos sin alteraciones
óseas degenerativas evidencian niveles de
RANKL sanguíneo basal de 3.6 y 4.6 pg/ml
para mujeres y hombres, respectivamente
(Kerschan-Schindl et al., 2008). A su vez,
Fadda et al. (2015) en pacientes humanos
con artritis reumatoidea observaron niveles
sanguíneos de RANKL más altos que en pa-
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Cuadro 1. Niveles del receptor activador del factor nuclear kappa-β (RANKL) en el líquido 
sinovial de equinos sanos 

 

Equino 
Edad 
(años) Examen clínico Examen radiográfico 

Concentración 
pg/ml) 

1 2 Normal Carpo izquierdo normal 39.88 
2 2 Normal Carpo izquierdo normal 35.72 
3 2 Normal Carpo derecho normal 23.88 

Promedio   33.13 ± 8.30 

 

Cuadro 2. Niveles del receptor activador del factor nuclear kappa-β (RANKL) en el líquido 
sinovial de equinos con signos de osteoartritis 

 

Equino 
Edad 
(años) Examen clínico Examen radiográfico 

Concentración 
pg/ml) 

4 4 Sinovitis marcada, 
dolor leve a la flexión, 
y claudicación leve 

Carpo izquierdo: fractura 
carporadial borde dorso distal. 
Osteólisis 

54.49 

5 4 Sinovitis marcada, 
dolor moderado a la 
flexión y claudicación 
moderada 

Carpo izquierdo: entesofitosis 
inserción cápsula hueso 
carporadial 

51.42 

6 3 Sinovitis y dolor 
marcado a la flexión y 
claudicación leve 

Carpo derecho: fractura carpo 
intermedio borde dorso distal y 
osteólisis 

49.57 

7 3 Sinovitis y dolor 
marcado a la flexión y 
claudicación leve 

Carpo izquierdo: fractura 
carporadial, osteólisis, 
entesofitosis inserción cápsula 
hueso carpo radial, osteofito 
carpo intermedio borde dorso 
distal  

40.65 

Promedio  49.03 ± 5.95 

 

cientes control (4.7 vs. 3.0 pg/ml). Estos va-
lores son más bajos que los encontrados en
el presente estudio, debido posiblemente a
que se obtuvieron desde sangre y no desde
líquido sinovial. En futuros estudios se podría
medir el nivel de RANKL en sangre y líquido
sinovial para evidenciar potenciales correla-
ciones en este indicador de daño tisular.

La evidencia sugiere que la activación
de RANKL es el principal disparador de la
osteoclastogénesis y la cadena de activación
de factores de transcripción TRAP, CATK e
integrina β3 por la quinasa NF-Kβ (Zupan et
al., 2013). Estas a su vez están asociadas al
pH del medio (Bernhardt et al., 2017) y a la
presencia de moléculas asociadas a
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patógenos (PAMPs) y lipopolisacáridos
(LPS) (Morita et al., 2016), respectivamen-
te, que inducen la resorción ósea y la forma-
ción de osteoclastos. Los resultados de este
trabajo indican que esta situación también
estaría ocurriendo en equinos de carrera.

Este es el primer estudio en detectar
RANKL en el líquido sinovial de equinos Fina
Sangre de Carrera en training in vivo,
citoquina asociada a osteoclastogénesis
(Nakashima et al., 2012) y que promueve la
proliferación celular y destrucción ósea
(Okamoto y Takanayagi, 2011; Maxhimer et
al., 2015). Asimismo, este estudio demuestra
la utilidad de la medición de esta proteína
como un biomarcador en etapas tempranas
de osteoartritis. Su determinación permitiría
evaluar los tratamientos instaurados, tal como
se ha evidenciado en estudios en humanos
(Chung et al., 2014). Por otro lado, los valo-
res elevados de RANKL en el líquido sinovial
de los ejemplares estudiados podría reflejar
el nivel de daño articular, permitiendo aproxi-
maciones integrales para el manejo preventi-
vo y control más adecuado de la osteoartritis.
Las próximas investigaciones deberían com-
probar estos resultados con un número ma-
yor de animales y en diferentes etapas de
osteoartritis.

CONCLUSIONES

El presente estudio permitió identificar
la presencia de niveles bajos de RANKL en
líquido sinovial de la articulación intercarpal
de equinos sanos y valores altos en equinos
con signos de osteoartritis.
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