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RESUMEN

El uso de caballos en deportes ecuestres ha evidenciado una alta prevalencia de
osteoartritis (OA), una enfermedad articular degenerativa que afecta hasta al 23% de los
equinos en Chile sometidos a esfuerzos intensos. La OA presenta una etiologia
multifactorial, que incluye factores genéticos, traumaticos y ambientales. De este modo,
el diagndstico fue complementado con imagenes, artroscopias y/o uso de biomarcadores.
Entre estos ultimos, el factor de necrosis tumoral alfa (FNT- a) emerge como un posible
indicador de inflamacién y catabdlico articular. Esta investigacion plantea la siguiente
pregunta: ;Es el FNT- a un biomarcador util para prevenir la OA en caballos de deportes
ecuestres de la region del Biobio?.

El objetivo principal es evaluar la concentracién sérica de FNT- a como biomarcador en
procesos de OA, distinguiendo entre caballos sanos y afectados. El estudio se llevara a
cabo con 32 caballos, divididos en un grupo control y un grupo experimental. A través de
examenes clinicos y de imagen, se determiné el estado articular de cada individuo. Las
inferencias estadisticas se basaron en datos descriptivos, de normalidad y comparativos
(Student o Wilcoxon Mann Whitney, segun el tipo de distribucion de los datos). La
inferencia estadistica estableci6 diferencias en los niveles de FNT-a entre caballos con
OA'y caballos control, encontrandose este biomarcador elevado en los animales con OA.
La discusion destacd la aplicacion de FNT-a como biomarcador de inflamacién vy
catabolismo para la degeneracion articular, y su justificacibn como marcador
complementario en el diagndstico temprano de OA.

La conclusion fue que la concentracion sérica de FNT-a fue un biomarcador apropiado
para distinguir entre caballos afectados y no afectados, y su utilidad en el tratamiento
temprano de la osteoartritis en caballos de deporte ecuestre en la region estudiada. La
comparacion del modelo de regresion de Tobit reveld que el nivel sérico de FNT-a en
caballos con osteoartritis y caballos normales no difirié en absoluto (P > 0,05). Lo mismo
ocurrié con la prueba no paramétrica de Wilcoxon Mann-Whitney, que reveld que no hubo
diferencias en la distribucion de FNT-a entre los grupos (p > 0,05).Los resultados
obtenidos tras la aplicacién de la prueba de Kruskal-Wallis revelan que no existe un
impacto estadisticamente significativo de la localizacion de la OA en el FNT-a sérico, ya
que el valor p de Spearman fue mayor que el nivel de significacion seleccionado (a =
0,05). Por lo tanto, se afirma que no hay fundamento para rechazar la hipétesis nula (p =
0,6200). Tampoco existe una variaciéon estadisticamente significativa en la frecuencia de
FNT-a en funcion de la localizacién de la osteoartritis, ni entre los miembros existentes ni
los posteriores.

Palabras clave: Osteoartritis, Equinos, Caballos, Enfermedad Articular, FNT-a.
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ABSTRACT

The use of horses in equestrian sports has shown a high prevalence of osteoarthritis (OA),
a degenerative joint disease that affects up to 23% of equines in Chile subjected to intense
exercise. OA has a multifactorial etiology, including genetic, traumatic, and environmental
factors. Thus, diagnosis was complemented with imaging, arthroscopy, and/or the use of
biomarkers. Among the latter, tumor necrosis factor alpha (TNF-a) emerges as a possible
indicator of inflammation and joint catabolism. This research raises the following question:
Is TNF-a a useful biomarker for preventing OA in equestrian sports horses in the Biobio
region? The main objective is to evaluate serum TNF-a concentrations as a biomarker in
OA processes, distinguishing between healthy and affected horses. The study will be
conducted with 32 horses, divided into a control group and an experimental group.
Through clinical and imaging examinations, the joint status of each individual was
determined.

Statistical inferences were based on descriptive, normality, and comparative data (Student
or Wilcoxon Mann-Whitney, depending on the data distribution). Statistical inference
established differences in TNF-a levels between horses with OA and control horses, with
this biomarker being elevated in the animals with OA. The discussion highlighted the
application of TNF-a as a biomarker of inflammation and catabolism for joint degeneration,
and its justification as a complementary marker in the early diagnosis of OA. The
conclusion was that serum TNF-a concentration was an appropriate biomarker for
distinguishing between affected and unaffected horses, and its usefulness in the early
treatment of osteoarthritis in equestrian sport horses in the studied region. Comparison of
the Tobit regression model revealed that serum TNF-a levels in horses with osteoarthritis
and normal horses did not differ at all (P > 0.05). The same was true for the nonparametric
Wilcoxon Mann-Whitney test, which revealed no differences in TNF-a distribution between
groups (p > 0.05).

The results obtained after applying the Kruskal-Wallis test revealed no statistically
significant impact of OA location on serum TNF-qa, as the Spearman p value was greater
than the selected significance level (a = 0.05). Therefore, there is no basis to reject the
null hypothesis (p = 0.6200). There is also no statistically significant variation in TNF-a
frequency based on the location of osteoarthritis, either between existing or posterior
limbs.

Keywords: Osteoarthritis, Equines, Horses, Joint Disease, FNT-a.
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1. INTRODUCCION

Los equinos desempenan un papel importante en actividades deportivas. En Chile, la
osteoartritis (OA) se ha identificado como una causa significativa de claudicaciones en
caballos chilenos sometidos a esfuerzos fisicos intensos, alcanzando hasta un 23% de
los casos (Sommer, 2012). La OA, definida como una enfermedad degenerativa articular
(Kidd et al., 2001), presenta una etiologia multifactorial. Esta puede originarse a partir de
factores genéticos, etarios, mecanicos, ambientales y traumaticos, los cuales se ven
influenciados directamente por la ocupacion y el tipo de actividad que desempena el
animal (Caron, 2011).

La principal funcion de la articulacion, lugar donde ocurre la OA, es permitir el movimiento
de dos o0 mas huesos al entrar en contacto con sus superficies dseas recubiertas de
cartilago, las cuales deben soportar altas presiones y asi permitir la locomocion
(Andrades, 2013).

Se debe considerar que hay diferentes tipos de articulaciones. Las fibrosas son
practicamente inmoviles, mientras que las cartilaginosas tienen una movilidad
restringida, un ejemplo de ellas son la pelvis o cuerpos vertebrales. También estan las
articulaciones sinoviales, las cuales presentan una amplia movilidad, y en el equino las
conforman las articulaciones interfalangica proximal y distal, metacarpo y metatarso
falangica, cubital, femorotibiopatelar, coxofemoral y sacroiliaca. Estas presentan un

mayor riesgo a desarrollar lesiones, como la OA (Van Weeran et al., 2001; Kusch, 2013).
1.1. Anatomia de la articulaciéon

La articulacion sinovial esta compuesta por estructuras complejas integradas por
diferentes tejidos conectivos como hueso subcondral, capsula articular, membrana
sinovial, liquido sinovial, cartilago articular (Andrades, 2013). Estos generan una union
entre los huesos en la que se encuentran distanciados por una pequeia cavidad articular
(Elsevier, 2018).



1.2. Hueso subcondral

Este hueso esta cubierto por cartilago articular, lo que proporciona superficies de
contacto practicamente sin friccion en la articulacion (Frisbie, 2012), esta recibe
inervacion de ramas endosteales de los nervios periféricos que ingresan a la cavidad

medular a través del foramen nutricio (Bassage,1998).

1.3. Capsula articular

Membrana fibrosa que forma la capa externa de la articulacién. Su principal funcion es
entregar soporte a la articulacion mediante la union a la superficie externa de los huesos
articulares en conjunto con ligamentos que recubren la articulacion, los cuales estan
formados con partes de esta membrana fibrosa y brindan mayor fuerza y soporte a las

articulaciones sinoviales (Dyce et al., 1996).

1.4. Membrana sinovial

Esta se compone de dos tipos de células, los tipos A donde su principal funcion es
proteger la articulacion, eliminando restos celulares y las de tipo B que son los
sinoviocitos que producen acido hialuronico (AH) (Bertone, 2008). Estas pueden producir
moléculas inflamatorias asociadas a enfermedades articulares como la OA. Por otro
lado, esta contiene nervios, capilares y vasos linfaticos, los que proporcionan una via de

suministro de oxigeno, nutrientes y eliminacion de desechos (Caron, 2011).

1.5. Liquido sinovial

Es un ultrafiltrado de plasma producido por la membrana sinovial (Bertone, 2008). Los
sinoviocitos que forman parte de la membrana sinovial afiaden AH al liquido sinovial para
dar una textura viscosa y de color amarillento, este entrega una accién lubricante para
facilitar el movimiento suave de los cartilagos articulares, con una composicion dirigida
por la membrana sinovial, esta, al sufrir lesiones, promueve la liberacion de sustancias
inflamatorias como mediadores y citocinas que van de la membrana al liquido sinovial

ejerciendo efectos dafinos sobre el cartilago articular (Van Weeran, 2014). El liquido



sinovial a su vez es parte de la entrega de suministros nutricionales al cartilago articular
(Frisbie, 2012).

1.6. Cartilago articular

Es la estructura central que constituye la superficie de la articulacién, en conjunto con el
liquido sinovial. El cartilago articular es reconocido por proporcionar el movimiento casi
sin friccion de la articulacion sinovial. El estado del cartilago articular suele utilizarse
como indicador principal de la salud articular (Saldivia Paredes, 2022). La degeneracion
y la lenta o deficiente capacidad de curacién del cartilago generalmente determinan el
nivel y la progresion de la enfermedad articular. Esto se explica, ya que existe la ausencia
de suministro vascular, linfatico y neural que hace que el cartilago sea un tejido unico y
determina su dependencia de la difusion para el suministro de nutrientes y la eliminacion
de desechos. Los suministros nutricionales, llamados solutos nutricionales, se difunden
desde los vasos subintimales a través de la capa intima de la membrana sinovial hacia
el liquido sinovial (Frisbie, 2012) y de la matriz extracelular (MEC), que esta formada
por fibrillas de colageno tipo dos en un 15%, proteoglicanos en un 10% y agua en un
75%, actuando como una estructura de marco alrededor de las células, llegando hasta
el cartilago articular el cual esta constituido por condrocitos (Van Weeran, 2014). La
principal funcion de la MEC es absorber y transferir cargas de impacto (Mcllwraith, 2005;
Sommer, 2012).

1.6.1. Condrocitos

El contenido de condrocitos en el cartilago articular tipicamente representara entre el 1%
y el 12% del volumen del cartilago (Frisbie, 2012). La morfologia y el metabolismo de los
condrocitos variaran segun su profundidad dentro del cartilago, y estara presente la
existencia de lagunas, que crearan un microambiente alrededor de estos. Los condrocitos
poseeran prolongaciones citoplasmaticas que se extenderan hacia la region interterritorial
y pareceran percibir el entorno bioquimico y biomecanico. Estas prolongaciones seran un
mecanismo mediante el cual los condrocitos responderan a la carga ejercida sobre el
cartilago articular (Chavez, 2010). Bajo condiciones de estrés mecanico leve, el

metabolismo de los condrocitos favorecera los procesos catabdlicos, mientras que en



niveles fisiolégicos normales predominaran los procesos anabdlicos, logrando un
equilibrio metabdlico. En contraste, niveles superfisiolégicos de estrés favoreceran el
catabolismo, posiblemente debido a una via anabdlica sobrecargada (Ross, 2011).
Ademas, las alteraciones en la presion de la matriz extracelular causadas por cambios
bioquimicos también podran dirigir el metabolismo de los condrocitos. La regulacion al
alza del anabolismo tanto de la sintesis de agrecano como de colageno parecera ser uno

de los primeros cambios detectados en los procesos de osteoartritis (Frisbie, 2012).

En la osteoartritis, diversos polipéptidos o citocinas (glucoproteinas extracelulares
hidrosolubles) seran producidos por distintos tipos de células en el sitio de la lesidn,
incluyendo las del sistema inmunolégico mediante la activacion de proteinocinasas
activadas por mitdgenos. Su mecanismo de accién sera predominantemente paracrino
y autocrino. Un mismo tipo de citocina podra ser secretado por diferentes células, y una
sola citocina podra tener efectos en multiples tipos celulares (Mcllwraith, 2005). Ademas,
las citocinas presentaran redundancia funcional, ya que diferentes citocinas podran
desencadenar efectos similares. Estas moléculas frecuentemente actuaran en cascada:
una citocina podra estimular a sus células blanco para que produzcan mas citocinas.
También controlaran la produccién y accion de otras citocinas, como las proinflamatorias
o antiinflamatorias, en funcién de una noxa. Entre las citocinas proinflamatorias mas
relevantes se encontraran las interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 y el factor de necrosis tumoral
alfa (FNT-a) (Elkhenany, 2024). Estas moléculas seran esenciales para dirigir la
respuesta inflamatoria hacia las areas de infeccion o lesion, promoviendo una adecuada
cicatrizacion. Sin embargo, una produccién excesiva de citocinas proinflamatorias podra
desencadenar efectos sistémicos adversos, como inestabilidad hemodinamica o

alteraciones metabdlicas (Barros de Oliveira et al., 2011).

El FNT-a sera producido principalmente por monocitos, macrofagos, linfocitos T y B,
células NK y leucocitos polimorfonucleares, aunque también podra ser secretado por
otros tipos celulares, como los adipocitos. Esta molécula desempefara un papel clave
en diversas funciones biolégicas, incluyendo la induccién de apoptosis, la citotoxicidad
dirigida a células tumorales y la activaciéon y diferenciaciéon de monocitos (Elkhenany,
2024). Ademas, promovera la maduracién de precursores inmaduros hacia monocitos

funcionales y potenciara las capacidades bactericidas y parasiticidas de los macréfagos
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mediante la activacion de las vias del superdxido y del 6xido nitrico. EI FNT-a también
regulara la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales, facilitando la
migracion de leucocitos hacia los tejidos afectados. Sin embargo, cuando se producira
en cantidades excesivas, el FNT-a podra contribuir a diversos procesos patoldgicos,
como en infecciones graves, inflamacion, sepsis, enfermedades autoinmunes y ciertos
tipos de cancer, destacando su papel en la fisiopatologia de condiciones agudas y
cronicas como la osteoartritis (OA), una enfermedad degenerativa articular (Ramirez et
al., 2012).

Por lo tanto, las citocinas y el FNT-a desempefiaran un papel clave en la progresion de
la enfermedad OA, promoviendo tanto la inflamacion como el catabolismo. Entre las
citocinas proinflamatorias mas relevantes se encontraran la IL-1 y el factor de necrosis
tumoral alfa, cuyos receptores estaran sobre expresados en el cartilago articular
afectado por la OA. La activacion de estos receptores generara efectos negativos en el
metabolismo de los condrocitos (Caron, 2011) y otras estructuras que conforman la
articulacion, como la membrana sinovial, la cual desempeiara un papel importante en el
desarrollo de la OA, ya que respondera al dafno mediante activacion de vias de
sefalizacion celular enzimatica, convirtiéndose en una importante fuente de mediadores
inflamatorios (Ross et al., 2012). Esto desencadenara la remodelacion del hueso
subcondral y los osteofitos por la cascada de eventos en el cartilago, que incluira la
muerte de condrocitos, microfisuras de la matriz y alteracion de la estructura de colageno

producto de la inflamacion (Bertuglia, 2016).

Esta patologia podra ser determinada mediante el uso de exdmenes complementarios
como el diagndstico por imagenes, entre los cuales se encontraran las radiografias,
gammagrafias, resonancias magnéticas, ultrasonido y tomografia computarizada.
También se podran realizar otros procedimientos, que incluiran artroscopias y
biomarcadores, ademas del examen clinico del sistema musculoesquelético del
individuo (Jara et al., 2016).

En cuanto a los biomarcadores, estos permitiran evaluar procesos como la reparacion,
sintesis, degradacién, aumento del tejido 6seo y sinovitis, lo que los convertira en

herramientas utiles para cuantificar dichos fenémenos (Kidd, 2001). Los biomarcadores



seran herramientas utiles para esclarecer procesos patobioldgicos en las articulaciones,
diferenciar entre articulaciones sanas y afectadas, evaluar el grado de degradacion del
cartilago articular, monitorear la respuesta a los tratamientos y proporcionar un

pronostico (Frisbie et al., 2012).

Segun lo anteriormente expuesto, se planteara la siguiente pregunta: ;Sera el factor de
necrosis tumoral alfa un biomarcador que pueda ser utilizado como método
complementario para prevenir la osteoartritis en caballos de deporte ecuestre en la

region del Biobio?



2. HIPOTESIS

2.1. HO: No existe una diferencia significativa en las concentraciones séricas de FNT-a

entre los caballos de deporte ecuestre con osteoartritis y los caballos sanos.

2.2. H1: Si existe una diferencia significativa en las concentraciones séricas de FNT-a

entre los caballos de deporte ecuestre con osteoartritis y los caballos sanos.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la utilidad de la concentracién sérica del factor de necrosis tumoral alfa como
biomarcador para el diagndstico del proceso de osteoartritis en caballos de deporte
ecuestre.
3.2. Objetivos especificos
1. Comparar las concentraciones séricas del factor de necrosis tumoral alfa entre
caballos con osteoartritis y caballos sanos de la region del Biobio.
2. Evaluar la variacion de la concentracion sérica de factor de necrosis tumoral alfa
segun la localizacion de la osteoartritis en miembros anteriores y miembros

posteriores.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

* Ficha Clinica del hospital clinico veterinario universidad San Sebastian area
equinos.

+ Lapiz azul.

* Libreta.

+ Consentimiento informado.

+ Pinza de casco.

* Fonendoscopio.

+ TermoOmetro.

» Jeringas de 5 mL marca NIPRO por 100 unidades.

* Aguja hipodérmica de 21G x 32mm caja por 100 unidades.

* Torulas de algodén de 0,5 g, premium de 100 unidades marca Cranberry.

» Alcohol desinfectante, solucion al 70% v/v de 500 mL, marca Difem Profesional.

* Tubos BD Vacutainer® SST™, Suero con gel separador, tubo amarillo, 13x75 mm,
3,5 mL por 100 unidades.

» Caja de guantes de examen de nitrilo, talla M, sin polvo, por 100 unidades, marca
TRESOR.

» Marcador Sharpie punta fina, negro.
+ Centrifuga ROTOFIX 32 A, Hettich.

* Plantilla Excel para Microsoft 365 MSO (versiéon 2409 compilacion

16.0.18025.20160) de 32 bits, para llevar el registro de los pacientes.
« Jaquimay cordel para realizar la correcta sujecion del paciente.

» Gradilla soporta tubos.



* Cooler de 4.0 litros marca WENCO.
* Gel pack refrigerante de 18 cm x 12 cm, de 150 grs, marca ECOMPANY.

+ Equine TNF Alpha Reagen Kit. Cédigo ESS0017. Thermo Fisher Scientific.

» Computador portatil marca HP, Windows 11.
» Lector de microplacas, marca BIOTEK, modelo EPOCH.

4.2. Métodos

El presente indaga en estudios con caballos de deportes ecuestres y el numero de
individuos a utilizar sera de 32 por conveniencia. EI mismo parte de dos grupos, uno
sera de control que hace referencia a los caballos que estan clinicamente sanos y el

segundo grupo es de caballos que presenten procesos de osteoartritis.

Ambos grupos seran clasificados como sanos o con procesos de osteoartritis, segun la
anamnesis individual, el motivo de consulta y el examen clinico, que incluira una
inspeccion a distancia. Posteriormente, se realizara un examen fisico enfocado en el
examen musculo esquelético, evaluando la locomocion de los caballos al paso, al trote
y en estacion. Durante esta evaluacion, se llevara a cabo una palpacion con
movimientos articulares, incluyendo maniobras de flexion y extension forzada, con el
objetivo de identificar signos de malestar o dolor. Esta revision se aplicara tanto a los
miembros anteriores como posteriores de cada animal. Ademas, se registraran las
constantes fisioldgicas, considerando los rangos normales en equinos, que son
(Chavez, 2010):

» Frecuencia cardiaca: Desde 28 hasta 40 latidos por minuto (Ipm).

* Frecuencia respiratoria: Desde 8 hasta 18 ciclos por minuto (cpm).

* Temperatura: Desde 37,5°C +/- 5 0 37,2 hasta 38,5°C.

» Tiempo de retorno del pliegue cutaneo (TRPC): Menor a 2 segundos (<2 seg).

» Tiempo de rellene capilar (TRC): Menor a 2 segundos (<2 seg).

» Condicion corporal (C/C): Debera estar en 3 que es la condicion ideal, haciendo

uso de la escala de 1-5.
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Todo lo anterior, sera realizado por un médico veterinario especializado en el area, el
cual determinara si el paciente es un caballo sano o un caballo que cursa con patologia

musculo esquelética relacionada a osteoartritis.

El grupo experimental y grupo control estaran conformados por individuos que llegaran
al Hospital Clinico de la Universidad San Sebastian, campus Las Tres Pascualas en la
ciudad de Concepcion y también se incluiran pacientes externos de las localidades de:
Boca Sur, San Pedro de la Paz y Menque en la comuna de Tomé. Se evaluaran a través
de los examenes anteriormente mencionados, pero ademas solo si es posible se hara
uso de examenes complementarios como radiografias y/o ecografias, de igual forma su

evaluacion sera tanto en ambos miembros anteriores como en los miembros posteriores.

El tipo de muestra a utilizar es de sangre, la cual sera extraida de cada uno de los
individuos seleccionados, estas muestras se depositan en tubos de tapa amarilla con gel
separador, de 3,5 ml y se almacenaran en un cooler de 4L con gel packs previamente
congelados para mantener asi la cadena de frio. Para llevar a cabo esto, se deberan
realizar procedimientos de sujecion directamente en campo y haciendo uso de los

diferentes métodos de sujecion existentes para la especie de ser necesario.

Se debe tener en consideracion, la posible previa administracion de antinflamatorios y/o
antibidticos por parte de los propietarios al paciente, ya que esto podria alterar el
resultado de las muestras obtenidas. Cabe destacar que no se realiza la categorizacion

de la OA de los individuos que participan de este estudio.

4.2.1. Preparacion de las muestras

1. Al llegar al laboratorio las muestras seran centrifugadas a 3500 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente.

2. Las muestras de suero obtenidas deberan encontrarse libre de lipemia y hemolisis,
ya que estas son variables que afectaran la metodologia a utilizar en el estudio.

3. Los reactivos que seran utilizados en el desarrollo del trabajo practico deberan
encontrarse a temperatura ambiente al momento de llevar a cabo el procesamiento

de las muestras.

4. Preparacion y realizacion de las placas.
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4.5. Analisis de datos

Dado que los valores de FNT- a no presentaron una distribucién normal en ninguno de
los grupos evaluados, lo cual fue determinado mediante las pruebas de Shapiro-Wilk, y
considerando ademas la presencia de censura inferior en los datos (valores reportados
como “menor a 7.8 pg/mL”), se aplicaron dos enfoques estadisticos complementarios

para el analisis.

En primer lugar, se utilizd un modelo de regresion Tobit, adecuado para variables
dependientes con datos censurados, con el objetivo de estimar el efecto del grupo
(caballos sanos vs caballos con osteoartritis) sobre concentraciones séricas de FNT-a.
Este modelo permitié ajustar los valores observados considerando la limitacién en la
deteccion del limite inferior del ensayo. En segundo lugar, se utilizdé la prueba no
parameétrica de rangos de Wilcoxon Mann-Whitney para comparar las distribuciones de
FNT-a entre ambos grupos, sin asumir la normalidad de los datos. Ademas, se utilizo la
prueba de Kruskal-Wallis para comparar las concentraciones séricas de FNT-a entre los
caballos con osteoartritis en miembros anteriores y posteriores. Esta prueba no
paramétrica fue elegida debido a que las concentraciones séricas de FNT-a no seguian
una distribucion normal, segun los resultados previos del analisis de normalidad. Estos
analisis realizados utilizando el entorno estadistico SAS Studio (SAS OnDemand for

Academics).
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5. RESULTADOS

Se estudiaron 32 caballos, con una incidencia significativa de diagnostico de osteoartritis.
El examen clinico reveld que la patologia se localizaba principalmente en las
extremidades, principalmente en los miembros anteriores, como la articulacion OE2
(segundo miembro anterior derecho). Se cuantifico la concentracion sérica del factor de
necrosis tumoral alfa (FNT-a) en todas estas muestras para evaluar su posible correlacion
con la localizacion y la incidencia de la osteoartritis. También se realizaron pruebas
estadisticas mediante modelos de regresion de Tobit y pruebas no paramétricas como
Wilcoxon Mann-Whitney y Kruskal Wallis para comparar las diferencias significativas
entre los caballos enfermos y sanos, asi como en funcidén de la localizacion de la
enfermedad en los diferentes miembros.

El analisis mediante el modelo de regresion Tobit no mostré diferencias significativas en
las concentraciones séricas de FNT-a entre los caballos sanos y aquellos con osteoartritis
(p > 0.05). Asimismo, la prueba no paramétrica de Wilcoxon Mann-Whitney indicé que no
hubo diferencias significativas en las distribuciones de FNT-a entre ambos grupos (p >
0.05).

Los resultados obtenidos luego de realizar la prueba de Kruskal Wallis sugieren que la
localizacion de la OA no tiene un impacto significativo en las concentraciones séricas de
FNT-a, dado que el valor p fue mayor que el umbral de significancia utilizado (a = 0.05),
por lo que se concluye que no hay evidencia para rechazar la hipotesis nula (p = 0.6200),
y no hay diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones de FNT-a en
funcion de la localizacion de la osteoartritis en los miembros anteriores o posteriores.

En este estudio se evaludé la utilidad de la concentracion sérica del FNT-a como
biomarcador diferencial entre caballos de deporte ecuestre clinicamente sanos y aquellos
diagnosticados con osteoartritis (OA). Los resultados estadisticos obtenidos y la

informacion publicada en otros estudios permiten extraer las siguientes consideraciones:
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Tabla 1: Resumen de los resultados obtenidos con la técnica de ELISA de los caballos
con osteoartritis y los caballos sanos.

ETNNF':EQII\_III::S TNF-ALFA
BaimE SANOS pg/mL

menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 291
menor a 7,8 231
menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 701

711 menor a 7,8
menor a 7,8 menor a 7,8
menor a 7,8 246

796 menor a 7,8
menor a 7,8

21

Resultados principales del analisis estadistico

El modelo Tobit donde la censura inferior es de 7.8 pg/mL y su coeficiente asociado a la
categoria enfermo es de 139,8 pg/mL (EE= 330.1 pg/mL; p = 0.67), no tiene un efecto
significativo sobre las concentraciones de FNT- a.

Las comparaciones no paramétricas y parameétricas, en las cuales se utiliza la prueba de
Wilcoxon-Mann- Whitney: Z = 0,47; p = 0.32, sin diferencias en la distribucién de FNT- a
entre grupos.

La proporcion elevada de datos censurados, donde el 78% de las muestras (25/32) se
situan en el limite inferior del ensayo, indicando valores séricos generalmente
indetectables.

Estos hallazgos llevan a aceptar la hipétesis nula (HO): no existe diferencia significativa

en la concentracion sérica de FNT- a entre caballos sanos y aquellos con OA.
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6. DISCUSION

Los hallazgos de este estudio concuerdan con la literatura que describe la discrepancia
entre las concentraciones de FNT- a en liquido sinovial y en suero. Experimentos ex vivo
han demostrado incrementos locales pronunciados de FNT- a tras la estimulacion
inflamatoria de cartilago equino, sin un aumento paralelo en la circulacién sistémica. A
nivel articular, el eje TNF- a-TSG-6 promueve la formacion de complejos hialuronato-pesa
(HC-HA) de naturaleza proinflamatoria y acelera la degeneracion del cartilago, lo que
subraya la accion principalmente local de esta citocina (Fasanello et al., 2021).

En estudios clinicos las concentraciones de FNT- a en liquido sinovial se elevan sobre
todo durante episodios agudos de sinovitis o lesiones traumaticas recientes, mientras que
en la OA cronica tienden a normalizarse (Perrone, 2016). Esta dinamica explica la elevada
proporcion de valores séricos por debajo del limite de deteccion observada en el presente
trabajo tanto en caballos sanos como en los enfermos (Elkhenany, et al, 2024; Jasinski
et al., 2024).

Ademas, los buenos resultados preliminares obtenidos con la administracion intraarticular
de anticuerpos anti- FNT- a en equinos, qué reducen la claudicacion y mejoran la funcién
articular, respaldan la relevancia terapéutica de esta via, aun cuando la medicacion del
FNT- a no resulte diagnostica (Fasanello et al., 2021; Elkhenany et al., 2024).

En cuanto a la interpretacion fisiopatoldgica se puede encontrar que:

La produccion local y vida media breve del FNT- a se sintetiza principalmente por
sinoviocitos y condrocitos en respuesta al daio articular; su vida media plasmatica es
inferior a 30 min, lo que explica la rapida depuracion sistémica y la dificultad para
detectarlo en suero (Caron, 2011; Elkhenany et al, 2024). Ademas, el volumen sanguineo
total del equino (= 8% del peso corporal) diluye aun mas la citocina liberada desde
articulaciones relativamente pequenas, atenuando las concentraciones sistémicas
(Anderson et al., 2020).

La mayoria de los caballos con OA incluidos presentaban lesiones establecidas; en

modelos ex vivo los picos de FNT- a se observan durante las primeras 24 a 48 horas
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después de la formacién de una noxa inflamatoria, disminuyendo en fases cronicas
(Jasinski et al., 2024).

Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones presentadas en este estudio fue el tamafo muestral y poder
estadistico ya que un total de 32 ejemplares otorga un poder <0.80 para detectar
diferencias pequefias, segun estimaciones clasicas de sensibilidad de pruebas
biomédicas (Jasinski, 2024).

En cuanto al disefio transversal de este, la toma unica de muestras impide caracterizar
variaciones temporales del FNT-a, ya descritas tras ejercicio o intervenciones
terapéuticas (Perrone, 2016).

Ademas, se debe tener en cuenta la ausencia de estratificacién por severidad, puesto
que no se diferenciaron los grados radiolégicos ni el nivel de sinovitis, variables que

modulan la produccién local de FNT- a (Caron, 2011).

Implicancias clinicas y proyecciones

El valor diagndstico limitado del FNT- a sérico y su escasa sensibilidad, sugiere que no
debe utilizarse como marcador unico para OA crénica; su ausencia no descarta la
enfermedad (Fasanello et al., 2021).

Se recomienda combinar citocinas (IL-1B, IL-6), fragmentos de colageno Il y lubricina
tanto en suero como en liquido sinovial para aumentar la sensibilidad y especificidad
(Anderson et al., 2020).

Se sugiere realizar estudios longitudinales ya que estos disefios con muestreos seriados
antes y después del ejercicio controlado o tratamientos podrian detectar picos transitorios
de FNT- a que pasen inadvertidos en un corte transversal (Jasinski et al., 2024).

En cuanto al potencial terapéutico, el bloquear la via del FNT- a en estadios tempranos o
agudos ha demostrado reducir la cojera y la degradacion del cartilago, lo que refuerza su

interés como diana intraarticular (Elkhenany et al., 2024).
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7. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que la concentracion sérica de FNT-a no
discrimina entre caballos sanos y aquellos con osteoartritis (OA) crénica, ni varia segun
la localizacion de la lesion, ya sea en miembros posteriores o miembros anteriores.
Ademas, la elevada proporcién de valores por debajo del limite de deteccion impidié

relacionar la citocina con el grado de severidad articular.

En conjunto, estos hallazgos respaldan la idea de que la accion patogénica del FNT-a es
predominantemente local y confirman que su medicibn en suero carece de valor
diagnodstico cuando se usa de forma aislada. Por ello, se recomienda integrar
biomarcadores sinoviales y paneles combinados como pueden ser otras citocinas y
fragmentos de cartilago para mejorar la deteccion temprana y el seguimiento clinico de

la OA en caballos de deporte ecuestre.

Se debe aclarar que este estudio no cumple con los estandares necesarios para poder
afirmar que los resultados entregados son fidedignos, debido a que no se controlaron
algunos factores que pudieron afectar de forma directa las mediciones, entre estos se
encuentran la temperatura del laboratorio al momento de realizar la técnica , el no haber
realizado examenes previos a los caballos participantes como hemogramas para
descartar patologias previas que pudieran alterar los resultados y finalmente el mismo kit
utilizado, ya que el fabricante entre sus advertencias informa que los resultados no son
validos para realizar diagndésticos sino que solo se debe utilizar para estudios y propdsitos

investigativos.
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9. ANEXOS

En el cuadro que se presenta a continuacién se detalla la informacion correspondiente a

cada uno de los pacientes a los cuales se les tom6 una muestra de sangre para realizar

este estudio.

Tabla 2: Descripcion de la historia clinica de los pacientes muestreados.

ID RAZA EDAD SEXO HISTORIA CLINICA DIAGNOSTICO
Caballo
Claudicaciéon MAI,

1 Chileno 10afios Macho inicio hace un mes. Sindrome Navicular MAI
Mezcla Hembr  Claudicaciéon ambos

2 pelche/chileno 4 afios a MA Artropatia MA

3 Chileno 10 afios Macho Claudicacién 3/5 MPI  Sindrome Navicular MPI
Cuarto de Hembr  Claudicacién 1/5

4 milla 4 afios a MAD Artropatia MAI del nudo
Cuarto de Hembr

5 milla 6 anos a Claudicacién 4/5 MAI  Fisura en el nudo
Cuarto de 2 afios 4

6 milla meses Macho  Claudicacion MPI Artropatia MPI
Cuarto de

7 milla 8 anos Macho  Claudicacion 2/5 MPl  Artropatia Nudo
Cuarto de

8 milla 3 afos Macho  Claudicacion 2/5 MAI  Artropatia carpo izquierdo
Cuarto de

9 milla 3 afios Macho  Claudicacion 2/5 MAI  Artropatia carpo izquierdo

Hembr

10 Chileno 10afios a Clinicamente sano Clinicamente sano
Cuarto de

11 milla 3 afios Macho Clinicamente sano Clinicamente sano
Cuarto de

12 milla 5 afios Macho  Clinicamente sano Clinicamente sano
Cuarto de

13 milla 5 afos Macho  Clinicamente sano Clinicamente sano
Cuarto de

14 milla 7 afios Macho  Clinicamente sano Clinicamente sano
Cuarto de

15 milla 6 aflos Macho  Claudicacion MPI Artropatia MPI
Cuarto de Aumento de

16 milla 10afios Macho volumen MP Artropatia MPI

Hembr
17 Chileno 12 afios a Clinicamente sano Clinicamente sano
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ID Caballo

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

RAZA

Cuarto de milla

Chileno

De tiro

Chileno

Cuarto de milla

Cuarto de milla

Chileno

Cuarto de milla

Chileno

Chileno

Chileno

Cuarto de milla

Cuarto de milla

Chileno

Cuarto de milla

EDAD

7 anos

1 afio 6 meses

3 anos

8 afos

8 anos

6 anos

8 anos

10 afios

9 anos

7 anos

8 anos

3 anos

20 anos

10 afios

10 meses

SEXO

Hembra

Macho

Macho

Macho

Macho

Hembra

Macho

Macho

Macho

Hembra

Hembra

Macho

Macho

Macho

Macho

23

HISTORIA CLINICA
Clinicamente sano
Clinicamente sano
Clinicamente sano
Clinicamente sano
Aumento de volumen MAD
Claudicaciéon MPI
Aumento de volumen MP
Clinicamente sano
Heridas leves en ambos MP
y aumento de volumen en
MPI en zona del calcaneo
clinicamente sano
Aumento de volumen MPI
clinicamente sano
Sufrié de linfangitis

clinicamente sano

Claudicacién 2/5

DIAGNOSTICO
Clinicamente
sano
Clinicamente
sano
Clinicamente
sano
Clinicamente
sano
Artropatia
MAD
Artropatia
MPI
Artropatia
MPI
Clinicamente
sano

Artropatia
MPI
Clinicamente
sano
Artropatia
MPI
Clinicamente
sano

Artrosis leve
Clinicamente
sano
Artropatia de
tarso
izquierdo



Los siguientes graficos mostraran los resultados en los diferentes tipos de estudios
realizados:

Figura 1: Distribucion del total de los caballos muestreados por raza.

m Chileno
m Cuarto de milla
De tiro

® Mezcla pelche/chileno

Figura 2: Distribucion del total de caballos muestreados por sexo.

25

20

15

m Cantidad
10

Macho Hembra

24



Figura 3: Clasificacion de cada uno de los individuos que participaron del estudio segln su historia

clinica.
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Figura 4: Clasificacion por diagndstico del total de individuos participantes del estudio.
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B Artropatia MAD
Artrosis leve

® Artropatia de tarso izquierdc

B Clinicamente sano
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Tabla 3: Resultados de las pruebas de normalidad del FNT- a (Categoria 1).

Variable: TNF-ALFA pg/mL (TNF-ALFA pg/mL)
Categoria =1

Test para normalidad

Test Estadistico P valor

Shapiro-Wilk w 0.575327 | Pr<W <0.0001
Kolmogorov-Smirnov | D 0.422289  Pr>D <0.0100
Cramer-von Mises W-Sq | 0.538906 | Pr>W-Sq | <0.0050
Anderson-Darling A-Sq 2.77398 | Pr>A-Sq | <0.0050

Tabla 4. Comparacion no paramétrica de las concentraciones séricas de FNT- a entre
grupos (Prueba de Wilcoxon).

Test de dos muestras de Wilcoxon
Aproximacion t
Estadistico Z| Pr>Z | Pr>|Z|| Pr>Z | Pr>|Z|
257.0000 | 0.4697 | 0.3193 | 0.6385 | 0.3209 | 0.6418

Z incluye una correccion de continuidad de 0.5.

Test de Kruskal-Wallis
Chi-cuadrado | DF | Pr> ChiSq
0.2459 1 0.6200

En cuanto a la evaluaciéon de la concentracion de niveles de FNT-a

Para la medicion de los niveles séricos de FNT-a, se realizara un ensayo
inmunoenzimatico para la deteccién cuantitativa de este marcador inflamatorio en
caballos. El protocolo que se utilizara en la metodologia sera el siguiente:

1. Se agregara un volumen de 100 pL de cada muestra de suero de caballo por cada
pocillo de la tira de ELISA en un analisis en duplicado, una vez agregada la totalidad de

los sueros, se llevara a cabo una incubacion de 60 minutos a temperatura ambiente.
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2. Concluida esta primera incubacion, se hara un lavado a todos los micropocillos
utilizando buffer fosfato salino (PBS) de pH 7.2. El lavado se efectuara con 300 microlitros
del buffer (ul), procedimiento que sera repetido consecutivamente en 3 oportunidades.
3. Después de haber realizado los 3 lavados de cada micropocillo se agregara a cada
uno de ellos un volumen de conjugado, el que estara conformado por un segundo
anticuerpo de la marca Thermo Fisher marcado con Streptavidina - peroxidasa. A
continuacion, se llevara a cabo una incubacion por 60 minutos a temperatura ambiente.
4. Al cabo de este tiempo se realizaran nuevamente 3 lavados por PBS practicado sobre
cada uno de los pocillos con un volumen de 300 ul por cada oportunidad.

5. Finalmente se agregara una solucién de TMB (tetrametilbencidina) para generar una
reaccion colorimétrica, en que la intensidad de color desarrollado sera proporcional a la
concentracion de FNT-a en cada una de las muestras.

6. La reaccion final involucrara por lo tanto una produccion de color que sera leida
fotométricamente en el laboratorio de Biotecnologia de la sede Tres Pascualas,
Concepcidn. Se realizara una lectura a 450 nanémetros (nm) como longitud de onda y se
establecerd una segunda lectura diferencial a 550 nandmetros para eliminar
absorbancias inespecificas y contaminantes de la reaccion final. Es decir, a la lectura
obtenida a 450 nm se le restara la absorbancia obtenida a 550 nm para minimizar el
efecto indicado, procedimiento que se llevara a cabo en un lector de micropocillos de
marca BIOTEK, modelo EPOCH.

Simultaneamente al procesamiento de la totalidad de las muestras se realizara el
procesamiento de calibradores para elaborar una curva de calibracion que permitira
determinar la concentracion de FNT-a en cada una de las muestras analizadas y de
acuerdo con el nivel de absorbancia de la reaccion final. El rango de concentracion
cubierto por los estandares fue de 1000, 500,250,125,62.5, 31.3, 15.6 y 7.8. Los niveles

séricos de FNT- a en las muestras y calibradores se informaran en picogramos por mililitro

(pg/mL).
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A continuacion, se presentan radiografias tomadas en la Universidad San Sebastian,
sede Concepcion, en las que se observan cambios radiolégicos en las estructuras éseas
compatibles con la presencia de osteoartritis (OA). Estas imagenes corresponden a

cuatro de los pacientes incluidos en el estudio.

Radiografia

Boyca - 6537

Figura 6: Vista latero medial del nudo Figura 5: Vista oblicua externa, se observa
izquierdo, se observa una fractura mineralizacién de la capsula articular del
consolidada e inactiva del extremo nudo, ademas del colapso articular

distal del segundo metatarsiano, medial.

presencia de capsula articular
mineralizada.
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Radiografia

[CONSENTIDO 6952
O
DX001176

[CONSENTIDO 6952
o
DX001175

Figura 8: Vista dorsoproximal — palmarodistal
oblicua del MAI, se observa entesopatia y
mineralizacién del ligamento colateral del

Figura 7: Vista dorsoproximal-palmarodistal del
casco del miembro anterior derecho, se
encuentra una ligera entesopatia del ligamento

colateral del navicular lateral y hay perdida de navicular lateral, también hay aumento de las

diferenciacion de las capas compacta y foraminas sinoviales y hay presencia de un quiste

esponjosa ademds de un aumento de las subcondral. También se observa hueso esclerdtico

foraminas sinoviales. y perdida de diferenciacién de las capas

esponjosas y compactas.

Radiografia

Figura 9: Vista dorsomedial-palmarolateral
oblicua de la articulacién del carpo derecho,
se aprecia colapso articular del carpo
metacarpo por el lado lateral.
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Figura 10: Vista oblicua externa del
miembro posterior derecho, se observa
colapso articular metatarso faldngica e
interfaldngica proximal.
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PROPOSITOS Y JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

FUNDAMENTACION CIUDADANO COMUN: Sefiale de qué se trata el proyecto, indique el modelo
animal y la relevancia principal. (250 palabras)

El proyecto trata sobre la evaluacidn de la concentracion sérica del FNT-a como un biomarcador en la osteoartritis en caballos
de deporte ecuestre, esta citocina puede llegar a ser usada como herramienta diagnostica, preventiva y de monitoreo en
cuanto a los tratamientos de la OA para los médicos veterinarios que practican la medicina equina. El FNT- a es una citocina
que es secretada por los macrofagos y los linfocitos T, es el mediador clave en las inflamaciones agudas, aunque también puede
actuar como mediador en la respuesta inmune crénica. Por otra parte, los caballos son animales domésticos que son para el
uso deportivo, recreativo o de trabajo. Son susceptibles a contraer patologias, ya sea por traumas o por desbalances
metabdlicos, esto asociado al uso que les da el humano.

2: DISENO DEL ESTUDIO y JUSTIFICACIONES

Tipo de animal(es) Especie(s)
(de laboratorio; granja; silvestre; compaiiia; Otro) P
Domeéstico (de deporte) Equinos (Equus caballus)

2.1 JUSTIFICACION DEL USO DE ANIMALES Y DE LA ESPECIE SELECCIONADA Justifique por qué requiere
usar animales versus modelos alternativos y por qué requiere usar la(s) especie(s) en particular versus
otras especies (maximo 250 palabras)

El uso de caballos como especie en particular se justifica por las exigencias fisicas a las que estdn
sometidos, como actividades deportivas y laborales que los hacen propensos a padecer afecciones
musculoesqueléticas como osteoartritis. Estas condiciones no solo afectan su bienestar y rendimiento,
sino que también generan importantes pérdidas econdmicas para sus propietarios. Es importante
mencionar que para efectos de este tipo de estudios no son viables modelos alternativos (como
estudios in vitro o simulaciones).
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2.2 DESCRIPCION DEL DISENO DEL ESTUDIO

Describa los procedimientos del proyecto y su temporalidad, para cada grupo de animales. Identificar
grupos controles y tratamientos en caso de que corresponda. Indique el n (n=nlimero) de cada grupo y
el n total por objetivo. Mencione las variables que seran cuantificadas y que seran objeto de analisis
estadistico posterior.

Incluir, en caso de que corresponda, zonas geograficas, poblaciones, nimero de réplicas, nimero
maximo de individuos. Incluir ademas el método de captura.

Debe incluir uno o mas diagrama(s) de flujo, que incluya los grupos de animales, controles,
tratamientos, tiempos, n de animales, parametros/variables a analizar, etc.

El proyecto se desarrollara en tres lugares diferentes, uno esta ubicado en Boca Sur, comuna de San
Pedro de la Paz, la segunda ubicacion es en Menque , comuna de Tomé y el tercer lugar es el Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad San Sebastidan, en la comuna de Concepcién, en la sede Tres
Pascualas, las tres localidades hacen parte de la Regidn del Biobio Chile. Aca se llevaran a cabo los
muestreos de los caballos sanos y enfermos desde el 29 de abril hasta el 06 de junio de 2025. Dentro
del muestreo el “n” total serd de 32 ejemplares por conveniencia, divididos en: grupo A constara de 15
caballos clinicamente sanos y el grupo B constituido por otros 17 individuos que cursaran con
osteoartritis, estos antecedentes se obtendran del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad San
Sebastidn y de los otros 2 lugares antes mencionados y utilizando criterios médicos, radiograficos o
ecograficos. Antes de realizar las muestras, propietarios y/o entrenadores deberan firmar un
consentimiento informado sobre el proyecto. De cada caballo se tomard una muestra de sangre de
aproximadamente 5 ml por venopuncidn yugular externa ya sea del lado izquierdo o derecho del
segundo tercio de la tabla del cuello del caballo y se conservard en refrigeracién hasta su traslado al
laboratorio clinico del Hospital Veterinario de la Universidad San Sebastian, Concepcién. En el
laboratorio, las muestras de sangre se centrifugardn a 3500 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente para obtener el suero sanguineo, este se vertera en micropocillos de la tira de ELISA (técnica
del Sandwich) en analisis en duplicado, después se llevard a cabo una incubaciéon por 60 minutos a
temperatura ambiente, se lavaran los pocillos con un buffer fosfato salino de pH 7,2, esto se repetira 3
veces, después se anadird un conjugado con un segundo anticuerpo, se incubard de nuevo por 60
minutos a temperatura ambiente, se lavarda de nuevo 3 veces ,se agregara TMB
(tetrametilbencidina)para generar reacciéon colorimétrica que nos dird la concentracion del FNT- a
presente en las muestras. La reaccién colorimétrica sera leida por un espectrofotémetro en un lector
de micropocillos marca BIOTEK, modelo EPOCH para finalmente poder obtener la concentracién del
FNT- a en las muestras procesadas esto de acuerdo con los niveles de absorbancia de la reaccién final.

FLUJIOGRAMA SOBRE MANEJO ANIMAL:
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2.3 DETALLE DE ANIMALES A UTILIZAR POR OBJETIVO ESPECIFICO (OE)
Indique el nimero de animales a utilizar segun especie, cepa, peso, sexo y estado de desarrollo. Verifique que sea

coherente con el diagrama de flujo.

OE1l

OE 2

OE3

Descripcion objetivo: Comparar las concentraciones séricas del factor de necrosis tumoral alfa entre

caballos con osteoartritis y caballos sanos de la regién del Biobio.

Especie/ Cepa/ Edad/ estado Peso Sexo Numero

Raza: desarrollo

Equino Potrillos y adultos 250-600 kg Machos y 32
hembras

Estado de conservacion de la especie en Chile (en
peligro / vulnerable/rara/N/A) (revisar Ley de caza y
clasificacién de especies del Ministerio de Medio
Ambiente)

Requiere Autorizacion SAG/ Sernapesca/otro

(Si/No)

No aplica

Si, propietario o entrenador

Descripcion objetivo: Evaluar la variacion de la concentracidn sérica de factor de necrosis tumoral alfa

segun la localizacion de la osteoartritis en miembros anteriores y miembros posteriores.

Especie/ Cepa/ Edad/ estado Peso Sexo Nuamero

Raza: desarrollo

Equino Potrillos y adultos 250-600 kg Machos y 32
hembras

Estado de conservacion de la especie en Chile (en
peligro / vulnerable/rara/N/A) (revisar Ley de caza y
clasificacién de especies del Ministerio de Medio
Ambiente)

Requiere Autorizacion SAG/ Sernapesca/otro

(Si/No)

No aplica

Si, propietario o entrenador

Descripcion objetivo: Analizar la relacion entre la concentracion de factor de necrosis tumoral alfa y la

gravedad de la osteoartritis en caballos estableciendo posibles valores de referencia diagnostica.

Especie/ Cepa/ Edad/ estado Peso Sexo Nuamero

Raza: desarrollo

Equino Potrillos y adultos 250-600 kg Machos y 32
hembras

Estado de conservacion de la especie en Chile (en
peligro / vulnerable/rara/N/A) (revisar Ley de caza y
clasificacién de especies del Ministerio de Medio
Ambiente)

Requiere Autorizacion SAG/ Sernapesca/otro

(Si/No)

No aplica

Si, propietario o entrenador
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https://www.sag.gob.cl/sites/default/files/ley_de_caza_y_su_reglamento_2015.pdf
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https://www.sag.gob.cl/sites/default/files/ley_de_caza_y_su_reglamento_2015.pdf
https://clasificacionespecies.mma.gob.cl/
https://clasificacionespecies.mma.gob.cl/
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2.4 JUSTIFICACION DEL NUMERO DE ANIMALES

Justifique ndmero de animales (n) a utilizar, incluya el célculo del tamafio muestral, incluyendo la/s férmula/s,
valores de variables para el cilculo y fundamente si es que existe una excepcion. Considere si tendra un porcentaje
de pérdida de animales y justifique.

Puede apoyarse en https://www.nc3rs.org.uk/experimental-design-assistant-eda

El tamafio muestral se determinara mediante muestreo por conveniencia, seleccionando las muestras a partir de
una poblacién de equinos disponibles que presenten osteoartritis, con el objetivo de comparar las

concentraciones séricas de FNT- a entre estos y equinos clinicamente sanos.

SECCION 3. DETALLE DEL USO DE ANIMALES

3.1 ORIGEN DE LOS ANIMALES (identifique el origen de los animales)

Biobio, Chile.

Menque, comuna de Tomé, Boca Sur, comuna de San Pedro de la Paz, Regién del Biobio y Hospital
Clinico de la Universidad San Sebastian, comuna de Concepcion, sede las Tres Pascualas, Regién del

3.2 MANTENCION DE LOS ANIMALES:

Lugar de mantencidn durante el desarrollo del
estudio

El animal no sera trasladado de su origen

Encargado del lugar de mantencién (Nombre y
correo electrénico)

No aplica

¢Se utilizard enriguecimiento ambiental? | No serd necesario debido a la corta duracién del
Describalo o justifique la no utilizacion muestreo
Caracteristicas del lugar de mantencion: No aplica
Densidad animal, drea disponible por animal,
tipo de comida, disponibilidad de agua, etc.
Condiciones de temperatura, humedad vy
fotoperiodo
Lugar de procedimientos y su ubicacion fisica No aplica
Método(s) de Identificacion del animal
A través del propietario o entrenador,

identificando al caballo con el nombre, numero o
filiacion, también por numero de ficha.

En caso de transporte de los animales, describa
las condiciones en que se realizara el
movimiento de estos y la duracidon del viaje.

No aplica
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https://www.nc3rs.org.uk/experimental-design-assistant-eda

SECCION 4. PROCEDIMIENTOS A REALIZAR CON LOS ANIMALES

4.1 PROCEDIMIENTOS NO QUIRURGICOS

Detalle los procedimientos NO QUIRURGICOS, incluyendo aquellos realizados bajo anestesia.
Ejemplos: administracion de sustancias, obtencidon de muestras, métodos de sujecidon o inmovilizacidn,
etc.

Indicar en detalle las vias de administracion, de obtencion de muestras, caracteristicas del material a
utilizar, frecuencia, volumen, etc.

Obtencidon de muestra sanguinea de aproximadamente 5 ml por venopuncidn yugular externa que
puede realizarse tanto del lado derecho como del izquierdo del segundo tercio de la tabla del cuello
del caballo con implementos minimamente invasivos como agujas NIPRO 21G con jeringas de 5 mL
marca NIPRO para depositar de forma rapida la sangre en tubos amarillos con gel separador
Vacutainer al vacio. Este procedimiento se realizard una vez, de forma rapida mediante los métodos
de sujecion existentes para la especie para mantener la seguridad de las personas y del animal.

4.2 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS
Escriba aqui el detalle de los procedimientos quirurgicos a realizar:

No aplica

a) Indique las medidas de apoyo Suero Ungiiento oftalmico
intraoperatorio. Marcar con una X.

Calor (indique
cémo lo
proporcionard):
Otro (indique):

b) Métodos de asepsia durante la
cirugia:

c) Condiciones del lugar donde se efectuara el procedimiento quirtrgico.

d) Si el o los procedimientos(s) quirargico(s) incluye(n) supervivencia del animal, defina la
duracion y cuidado del periodo postoperatorio inmediato y mediato. Indique la frecuencia de los
cuidados. Identifique a la persona responsable.
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SECCION 5. BIENESTAR ANIMAL

5.1 IMPACTO EN EL BIENESTAR ANIMAL

éSe espera que los procedimientos no-quirdrgicos o quirdrgicos tengan un impacto negativo en el
bienestar animal que pueda ser reducido a través de un manejo adecuado?

Explique el manejo adecuado segun el impacto esperado

Se espera que los procedimientos realizados, como la obtencién de muestras sanguineas tengan un impacto
minimo en el bien estar animal. Para mitigar el estrés temporal o incomodidad del animal, se deben implementar
las siguientes medidas de manejo: Sujecion adecuada, personal capacitado y experimentado en el manejo de
equinos, insumos médicos de calidad adecuada y de Unico uso, ademas de un ambiente controlado y tranquilo.

5.2 SUPERVISION

Indique frecuencia y periodo de supervisidn de los animales en caso de ser requerido. Recuerde esta
informacion también debe quedar establecida en la pauta de supervision, ficha clinica o de
hospitalizacién de los animales.

Se realizara el procedimiento una vez y no requerird mantener al animal bajo supervision
posteriormente

é¢Anexa la (s) pauta(s) de supervision de los animales o no aplica?, marcar con una SI
X

p N/A
Recuerde esta pauta debera ser ESPECIFICA, es decir, aplicable al procedimiento al /

que se va a someter cada animal.

5.3 ANESTESIA Y ANALGESIA

Indique los compuestos que utilizara para inducir anestesia, analgesia y otros cuidados paliativos, es
decir, incluya antiinflamatorios, tranquilizantes y sedantes. En caso de que utilice compuestos para
revertir el efecto de la anestesia, incliyalo.

Detallar nombre del compuesto, dosis, via de administracién y frecuencia

No aplica

SECCION 6. FINAL

Si el estudio implica un procedimiento que debido a su naturaleza podria tener que interrumpirse, si el estudio
implica eutanasia o el procedimiento quirdrgico esta asociado a la posibilidad de tener que eutanasiar al animal,
debe completar las siguientes tablas:
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6.1. CRITERIOS INTERRUPCION CON SOBREVIVENCIA
Describa el o los criterios para interrupcién del trabajo con animales y los indicadores que permitiran
una sobrevivencia en condiciones de bienestar adecuadas

No aplica

6.2. CRITERIOS Y METODOS DE EUTANASIA COMO PUNTO FINAL HUMANITARIO o FINAL DEL
ESTUDIO

Describa el o los criterios para interrupcion del trabajo con animales que indicarian la eutanasia y los
métodos correspondientes (método, compuesto, dosis y via)

No aplica.

Puede ingresar a link: AVMA Euthanasia 2020. (American Veterinary Medical Association Guidelines for the
Euthanasia of Animals: 2020 Edition) y consultar los métodos aceptados por especie.

6.3. FECHAS DE EJECUCION de los procedimientos con animales. Incluya carta Gantt

Toma de muestra en caballos sanos: Desde el 29 de abril hasta el 06 de junio del 2025.

Toma de muestras en caballos enfermos: Desde el 29 de abril hasta el 06 de junio del 2025.
Preparacién de las muestras de animales sanos: Desde el 29 de abril hasta el 06 de junio del 2025.
Preparacidn de las muestras de animales enfermos: Desde el 29 de abril hasta el 06 de junio del 2025
Realizacién ELISA: Desde 06 de junio hasta el 10 de junio del 2025.

Obtencidn de resultados: Desde el 06 de junio hasta el 10 de junio del 2025.

38


https://www.avma.org/sites/default/files/2020-01/2020_Euthanasia_Final_1-15-20.pdf

AxtimHeden Al Mg

Bemaman ] 2 L] Ll L 1 z 1 a L] i 2

Toms de murnizg caallen 3 anan

Tomas ds marnin s oballe enderms

Prep s sion de Lan svertian 4o snemaley §anon

Froepei isiiions e Lt mvme-i1i o6 e amemc it el mars

Firalivariom ELTA

il g bava. de i sl aduns

39




