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Resumen

El caballo tiene aproximadamente 6 mil afios de haberse domesticado; y ha sido
utilizado por el hombre para diversas actividades deportivas, de las cuales se
derivan las diferentes funciones zootécnicas que conocemos actualmente. Sin
embargo, estas funciones convierten al caballo en un atleta expuesto a diversas
cargas en tejidos blandos y 6seos que pueden conllevar a patologias diversas, por
lo cual, la medicina deportiva en equinos combina varios regimenes terapéuticos,
es decir, combina diversos medicamentos para conservar su salud deportiva. La
insulina se ha utilizado de manera empirica por via intraarticular en caballos como
adyuvante para el tratamiento de procesos osteoartriticos, sin que realmente se
conozcan sus efectos tanto a nivel local (articular) como sistémico (glucosa
sanguinea), su farmacocinética y por consiguiente su dosis terapéutica. Existe
evidencia cientifica de que in vitro, a concentraciones menores a 50 ng/ml en
cultivo celular, la insulina induce mitosis en condrocitos y produccién de colageno
tipo Il. En este estudio, se extrapolo la dosis con base en la superficie de cartilago
articular desde la superficie del cultivo celular y se determiné si se presentan o no,
signos de claudicacion o inflamacion posterior al tratamiento, cambios
significativos en la composicién del liquido sinovial o en el nivel de glucosa tanto
sanguinea como sinovial, se midi6 la concentracion de insulina por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) en liquido sinovial para evaluar su
area bajo la curva, vida media de eliminacion, tiempo de concentracidon méaxima y
el tiempo de residencia. Se utilizaron 6 caballos de raza criolla, a quienes se les
realizaron estudios previos para descartar tanto resistencia a la insulina como
estudios clinicos y radiograficos para cualquier patologia que involucrara la
articulacion radio-carpal. Se utilizaron dosis de 10, 15 y 20 Ul de insulina,
obteniéndose que existen diferencias significativas en los niveles sanguineos de
glucosa después de la inyeccion de insulina para las 3 dosis utilizadas (P<0.001),
no se encontrd diferencia significativa en los niveles de proteina sinovial y conteo
celular sinovial entre las articulaciones tratadas y control (SSF) (P>0.05), tampoco
en las concentraciones de glucosa sinovial al ser comparadas las articulaciones
tratadas y las control (P>0.05). La CLAR reveld que los parametros
farmacocinéticos ya citados dependen de la dosis utilizada, sin embargo, no se
encontré diferencia significativa entre éstas (P=0.9851). La insulina utilizada en
este estudio probo ser inocua para su uso intraarticular en caballos, sin embargo,
dado que la mayor disminucién de glucosa se dio a la hora de haberse inyectado
la insulina, se recomienda monitorear al caballo durante poco méas de una hora y
utilizar una dosis no mayor a 20 Ul totales para un caballo de aproximadamente
350-400 kg. Cabe destacar que aun no hay estudios de farmacocinética de este
medicamento utilizado en articulaciones en medicina humana o en medicina
veterinaria, por lo que este es el primer estudio in vivo que se realiza hasta la
fecha.

Palabras clave: Insulina, intraarticular, caballo, CLAR, dosis.
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Abstract

The horse has approximately 6,000 years of being domesticated, also it has been
used by man kind for several athletic activities, from which we have the different
equine sports today. However, this activities make the horse an athlete, which
makes it more prone to excessive loads to the bones and soft tissues, and
therefore injuries, and because of that, equine sports medicine has been
developing several combinations of treatments for those conditions in order to
maintain their health for sports. Insulin has been used empirically for intraarticular
injection without really knowing both its local (joint) and systemic effects and
therefore, its dose. There’s scientific evidence that insulin produces mitosis in
equine chondrocites in vitro with concentrations lower than 50 ng/ml, also it
enhances type Il colagen production. In this study, we managed to adapt the
dosage used in cell cultures to the actual joint, by measuring the articular surface
from a specimen, also we determined if there were changes in sinovial fluid
composition, blood and synovial glucose levels, insulin concentration in synovial
fluid by high performance liquid chromatography (HPLC) to know its area under the
curve, half life, time of maximum concentration and residence time. Previous
clinical studies were performed which include insulin resistance and radiology
evolving the radio-carpal joint to all 6 mixed breed horses that were used in this
study; three different doses were used: 10, 15 and 20 IU of insulin, obtaining
significant changes through time in blood glucose levels for the 3 doses
(P<0.0001); no significant difference was found between synovial fluid protein and
cell count in both treated and control (SSF) joints (P>0.05); also, no significant
difference was found regarding synovial glucose levels between treated and
control joints (P>0.05). HPLC revealed that the pharmacokinetic parameters are
dose dependant, however, there was no significant difference when compared with
the three different doses (P=0.9851). Insulin used in this study proved to be
inocuous to the equine joint, however, since the lowest blood glucose level was
seen one hour post injection, it is recommended to monitor the horses’ signs for
about one hour and use no more than 20 IU for a 350-400 kg horse. To this day,
there are not studies of insulin used intraarticularly in human or veterinary
medicine, thus this is the first in vivo study.

Key words: Insulin, intraarticular, horse, HPLC, dose.
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1. Introduccién

El caballo tiene aproximadamente 6 mil afios de haber sido domesticado. Desde
entonces ha sido utilizado por el hombre para diversas tareas, tales como trabajo

en el campo, transporte y hasta actividades recreativas.*

Al ser un animal de presa, el caballo es un atleta natural, ya que combina fuerza y
resistencia para escapar de sus depredadores, razon por la cual el hombre lo ha
aprovechado y sometido a diversos deportes ecuestres. De ellos se derivan las
diferentes funciones zootécnicas, tales como salto, adiestramiento, alta escuela,

carreras, charreria, concurso completo, rodeo, etc.

Al convertirse en un medio de transporte y atleta para el hombre, en ocasiones el
caballo es sometido a estrés o cargas diversas que sobrepasan su capacidad
fisica; lo que ocasiona un excesivo uso y desgaste en articulaciones, tendones,
ligamentos y bursas, provocando procesos inflamatorios. Dicha inflamacion en
bursas sinoviales o sinovias es denominada sinovitis. Los mediadores celulares y
procesos bioquimicos asociados con la inflamacién son los responsables de los
signos clinicos de la misma, tales como calor, dolor y aumento de volumen, asi
como la subsecuente destruccion del tejido o pérdida de la funcion. Este proceso
incrementa la cantidad de sangre que llega a estos 6rganos incrementando el
filtrado plasmatico en los mismos, lo que clinicamente se observa como distension

sinovial o efusién.?

Existen diversos medicamentos y tratamientos para las sinovitis, asi como

diferentes combinaciones. El objetivo de éstos es el de controlar los ya



mencionados mediadores quimicos Yy procesos bioquimicos del proceso
inflamatorio, aliviar el dolor, prevenir la destruccion de tejidos y restaurar la funcion

para que el caballo regrese a su actividad fisica normal. **

Actualmente se utilizan numerosos medicamentos por via intrasinovial, tales como
antiinflamatorios esteroidales, glucosaminoglicanos polisulfatados, antibiéticos,
acido hialuronico, DMSO (dimetil sulféxido), parasimpaticoliticos como atropina,
principalmente. Los antiinflamatorios esteroidales por via intrasinovial ofrecen una
pronta analgesia y una notable mejoria en el desempefio del caballo, por lo que se
ha abusado de ellos. Estas practicas sin periodos de descanso fisico y fisioterapia,
tomando en cuenta el tiempo de permanencia dentro de la articulacion,
dependiendo del farmaco, y que puede llegar a ser de hasta 21 dias, puede
ocasionar necrosis de cartilago articular, fibrosis y calcificaciones distréficas en
tejidos blandos, principalmente en la membrana articular, ya que se reemplazan
los sinoviocitos por tejido cicatrizal por lo que se pierde la funcidon de secretar
sustancias que constituyen el liquido sinovial limitando el funcionamiento

adecuado de la articulacion.?

1.1 Anatomia funcional de estructuras sinoviales

La articulacion es un 6rgano que se compone por la capsula articular, sinovia,
cartilago articular y hueso subdcondral. Tiene su propio aporte local sanguineo,
inervacion e intercambios de fluidos para mantener su buen funcionamiento. Sus

dos funciones principales son las de dar movimiento y transferir cargas. > °

Las articulaciones se clasifican a menudo segun su rango normal de movimiento:



- Sinartrosis.- Articulaciones sin movimiento (suturas del craneo)
- Anfiartrosis.- Movimiento leve o limitado (interfalangica proximal o tarso
metatarsiana)
- Diartrosis.- Con movimiento alto (metacarpo falangica, fémoro tibio patelar,
coxo femoral, etc.)
Segun su forma especializada de tejido conectivo, pueden ser: Sindesmosis, que
son articulaciones inméviles o con movimiento leve conectadas por membranas
fibrosas; o sinoviales, que son las articulaciones en las que los huesos estan
separados por completo y estan contenidas en un 6rgano especializado llamado

articulacion sinovial o cavidad articular.®

1.2 Capsula articular vy sinovial

La capsula articular es la capa mas externa y recubre cada una de las
articulaciones sinoviales, en ella se encuentran vasos sanguineos que se
ramifican hasta la subsinovia y se acompafian de vasos linfaticos y nervios. Esta
constituida por tejido fibroso y esta en intimo contacto con la membrana sinovial o
sinovia.” Esta se encuentra disefiada para proveer una via para el intercambio de
fluidos, asi como aporte sanguineo y sintesis de &cido hialurénico.? Sus

componentes son:

- Subsinovia, subintima o lamina propia.- Compuesta por tejido fibroso o
adiposo.
- Intima o sinovia.- Se encuentra en contacto con el liquido sinovial y se

compone de una capa luminal de 1-5 células de grosor y un plexo vascular.



Las vellosidades sinoviales se encuentran en esta capa, las cuales estan
altamente irrigadas, lo que le permite un mejor intercambio de
macromoléculas. Se componen por una arteriola central y vénulas
helicoidales que dependiendo de la presion intra-articular sera su
intercambio de oxigeno. Se dice que la punta de cada vellosidad es muy
susceptible a sufrir isquemia. En ellas se sintetiza el acido hialurénico por
parte de los sinoviocitos.
La capa intima puede cambiar de arquitectura dependiendo de las cargas
biomecanicas que ésta reciba, por ejemplo, en las areas de altas cargas, la sinovia
es plana y se une a la fibrosa pero fuerte capa subintima, como sucede en
tendones que cruzan membranas sinoviales como lo hace el tendén extensor

digital com(n sobre la articulacién metacarpo falangica.’

El endotelio de los vasos sanguineos en la capa intima evita que particulas de alto
peso molecular salgan de los capilares sinoviales. El transporte de glucosa dentro
del liquido sinovial se realiza de forma mas acelerada que el resto de las
particulas, eso ocurre mediante difusion facilitada. Las moléculas lipofilicas como
el oxigeno y el bioxido de carbono se difunden libremente a través de los

sinoviocitos.® ’

Los sinoviocitos o células intimas, se encuentran en la capa intima de la
membrana sinovial, se dividen en fagociticos mononucleares (sinoviocitos tipo A) y
fibroblasticos (sinoviocitos tipo B). Estos dltimos, sintetizan varios componentes

importantes del liquido sinovial, como el acido hialurénico, componente



fundamental en la matriz extracelular de los sinoviocitos y la lubricina,

glicoproteina encargada de la lubricacién del cartilago articular.?®

Normalmente los tipo A constituyen un tercio de la poblacion normal de las células,
sin embargo, cuando se tiene un proceso inflamatorio en la articulacion, su
relacion cambia, pudiendo llegar a proliferar hasta un 50-70% del total de las
células en la capa intima, las cuales producen moléculas de adhesién vascular
(VCAM-1), que son quimiotacticas para leucocitos. Las células tipo B también
proliferan y el conjunto de estos procesos es lo que se observa clinicamente como

sinovitis.®

1.3 Circulacién sinovial

La membrana sinovial funciona como una barrera que mantiene la homeostasis
articular proveyendo una forma de intercambio de nutrientes y subproductos
metabdlicos entre la sangre y los tejidos sinoviales, entre ellos el cartilago
articular. La eficiencia en el recambio entre los capilares de la membrana sinovial y
la cavidad articular depende de la densidad y profundidad de los capilares, asi

como del flujo sanguineo.*”’

En la mayoria de las articulaciones diartrésicas, el aporte sanguineo es muy rico y
responde a estimulos como ejercicio o inflamacion. Consta de ramas pequefias de
arterias epifisiarias que corren en la unién del periostio con la membrana sinovial
formando un “circulo arterioso”. Existen también ramas mas grandes que penetran
el hueso, mientras que las chicas se mantienen en la periferia del cartilago

formando la circulacion pericondral. La circulacion subcondral estd dada por las



arterias epifisiarias que viajan en las epifisis paralelas a la superficie articular, pero
gque emiten ramas perpendiculares a ésta que llegan hasta la superficie del

cartilago calcificado.’
Los factores que afectan el flujo sanguineo sinovial son:

- Presion intra-articular (P1A)

- Temperatura local

- Movimiento de la articulacion

- Tono vasomotor

- Reflejos y liberacion local de mediadores vasoactivos
La densidad capilar es mayor en la sinovia (vellosidades) que en la cépsula
articular fibrosa. En la sinovia se llevan a cabo recambios de moléculas pequefias
como la albumina, asi como produccion de &cido hialurénico, razon por la cual,
para mantener un liquido articular de buena calidad se requiere de una sinovia
sana. El mayor activador de la circulacion sinovial es el movimiento (ejercicio), lo
cual ocurre cuando la articulacion se mueve desde extension maxima hasta flexion
maxima, ocurre una accion como de bombeo que crea un incremento pulsatil en el
flujo sanguineo, esta es la razén por la cual encontramos un liquido articular mas
viscoso en articulaciones de caballos que estan en entrenamiento que en las
articulaciones de los que estan en reposo, en estos ultimos el liquido articular tiene
muy pobre viscosidad. Sin embargo, se dice que articulaciones con enfermedad
cronica degenerativa, se afectan mas con el ejercicio, ya que al estar con un
proceso cronico, disminuyen el flujo sanguineo articular, lo que genera isquemia

que a su vez genera fibrosis e hipertrofia sinovial. ArtroscOpicamente las



vellosidades sinoviales cuando han sufrido un proceso de hipoxia, se ven
acortadas y mas gruesas de lo normal, lo cual sugiere que las puntas de las

vellosidades son mas susceptibles a la isquemia, como ya habia mencionado.> ®

1.4 Presién intra-articular (PIA)

En las articulaciones diartrésicas sanas normalmente se mantiene una presion
negativa y mas baja que la presion atmosférica, que oscila entre -2 y hasta -12
mmHg. Para saber si una articulacion esta sana, debe haber ausencia de efusion
y presencia de presion negativa, lo que se conoce como articulaciones secas
(como se le llama en inglés “tight joints”) o articulaciones “apretadas”. Esto se
obtiene gracias al movimiento, ya que promueve el flujo linfatico desde el
intersticio y con la flexion de la articulacion se da absorcion de fluido gracias al
incremento en la PIA. Durante los examenes del aparato locomotor, las pruebas
de flexion se realizan precisamente para aumentar la PIA y asi generar un
estimulo nociceptivo que se vera en forma de claudicacién aumentada. Por esta
razon se concluye que el balance en el liquido articular se da gracias al
intercambio de dos bombeos, que ocurren durante el movimiento, uno favorece el
intercambio de fluido al intersticio y el otro promueve el flujo linfatico. El flujo de
fluido desde el espacio vascular hasta el intersticio y el espacio articular y de éstos
hacia su drenaje a través de las vénulas y vasos linfaticos estd gobernado por
fuerzas de Starling; lo cual se refiere a que existe un balance entre la presiéon

arterial y venosa y las fuerzas coloidosméticas en la articulacién.? °



En caballos con efusion articular sin claudicacién, se han logrado medir PIA
mayores a 30 mmHg, asi como también se ha observado una disminucion
significativa en el flujo sanguineo de la membrana sinovial. Con PIA mayores a 45
mmHg se ha observado una acidosis intra-articular. Se ha logrado inducir ruptura
de la capsula articular con presiones mayores a 80 mmHg en la articulacion

intercarpiana.

Se ha observado que en articulaciones con distension lenta, es decir cronica, se
observa un aumento gradual en la distensibilidad de la capsula, a diferencia de las
articulaciones con distension aguda. Si la articulacién es distendida con liquido
sinovial, se observa un aumento en la distensibilidad de la capsula, a diferencia de
lo que se observa si es distendida con solucion salina fisioldgica, donde se
observa una disminucion en la distensibilidad de la capsula articular, lo que
sugiere una falla en la interfase de fluido que incrementa la tension superficial y
promueve el colapso de la articulacion, confirmando la importancia de los

componentes del liquido sinovial (hialuronato y lubricacién).’

Durante el movimiento, el liquido sinovial se moviliza desde los compartimentos
con la presibn mas alta hacia los compartimentos con presibn mas baja,

produciendo una especie de reflujo del liquido sobre todo el cartilago articular.®



1.5 Cartilago Articular

En los mamiferos los tejidos esqueléticos se limitan a tres tipos diferentes: tejido
conectivo de colageno denso, cartilago y tejido éseo. El cartilago y el tejido 6seo,
se dice que son unas formas mas especializadas de tejido conectivo. Los distintos

tipos de cartilago presentes en el cuerpo, se adaptan a sus funciones.™
El cartilago se conforma de:

- Células (Condrocitos)

- Matriz extracelular (Proteoglicanos o también llamados mucopolisacaridos,
hechos de mondémero protéico y cadenas laterales de glucosaminoglicanos
-GAG-, como el condroitin sulfato y el queratan sulfato; fibras de colageno y
agua).®

El cartilago es un tejido avascular y sin terminaciones nerviosas, algunos autores
mencionan que en articulaciones puede haber algunas terminaciones, a diferencia
de otros tejidos conectivos, pero en general se concluye que el cartilago carece de
terminaciones nerviosas.”> La nutricién de los condrocitos se da por difusién a
través de la sustancia fundamental o matriz extracelular que es un gel coloidal rico
en agua. El cartilago es el primer precursor del crecimiento 6seo, por ejemplo en
las placas de crecimiento, la mayor parte del esqueleto se forma primero sobre
5

una base de moldes de cartilago para después reemplazarse por tejido 6seo.

(Figura 1)

La funcion principal del cartilago articular es absorber y transferir cargas. Se

compone por colagena (tipo Il) que le provee fuerza tensil y por proteoglicanos que



le confieren fuerza compresiva. La nutricion del cartilago articular esta dada por

nutrientes y recambios en la microcirculacién sinovial.?

Existen tres tipos de cartilago, el hialino que est4 presente en articulaciones, el
elastico presente en epiglotis, en las paredes del conducto auditivo externo y en la
trompa de Eustaquio y por ultimo, el fibroso o fibrocartilago, que se dice que es
una forma de transicion entre el tejido conectivo denso y el cartilago hialino, ya

que posee abundantes fibras de colagena tipo I.*

El cartilago hialino se forma a parir del mesénquima, pero a diferencia de otras
células mesenquimatosas, no es originado del mesodermo, sino que tiene un
origen ectodérmico en la cresta neural. Tiene una apariencia azulosa vidriosa, y
ademas de encontrarse en las articulaciones, esta presente en traquea, laringe,
esqueleto costal y bronquios. Una diferencia importante entre el cartilago hialino
encontrado en otros tejidos que no sean articulaciones, es que en éstas no posee

un pericondrio.**

En estado embrionario, mas o menos en la quinta semana de vida se distinguen
zonas en las cuales las células del mesénquima se hacen mas redondas y forman
cumulos celulares densos, denominados nucleos cartilaginosos o centros de
condrificacién. Durante esta proliferacion celular, los condroblastos comienzan a
secretar la sustancia fundamental o matriz extracelular y el tropocolageno,
formando microfibrillas de colageno que son precursores para el colageno. A

medida que la cantidad de matriz aumenta, se hace mas firme y elastica y las
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células se ubican en pequefios espacios llamados lagunas, donde se diferenciaran

a condrocitos.!

El crecimiento del cartilago puede ser de dos formas: crecimiento intersticial y
crecimiento aposicional. En el intersticial, se llevan a cabo mitosis de condrocitos,
donde las células “hijas” o también llamados grupos iségenos, tienen la capacidad
de producir matriz extracelular; se dice que este tipo de crecimiento se da sélo en
el cartilago joven. Mientras que en el aposicional, el crecimiento se observa por la
diferenciacion de varias células mesenquimatosas alrededor del cartilago en
formacién a partir del pericondrio, donde debajo de éste, se dan todas las etapas
de diferenciacion, zona que se conoce como capa condrogénica. Este tipo de

crecimiento es el que predomina durante la infancia y pubertad.*

...............

Condroitin ==

sulfato Proteinas de

adhesién

Figura 1.- Microfotografia y esquema de la composicion de un proteoglicano,
compuesto de queratan sulfato y condroitin sulfato, unidos a una cadena de &cido

hialurénico.
Adaptado de:
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Entre cada vellosidad de queratan y condroitin sulfato se atrapan moléculas de
agua, mismas que cuando se ejerce presion al poner peso en la extremidad, salen
de la matriz extracelular; gracias a esto, el cartilago tiene la capacidad de
amortiguar y transferir cargas, ya que cuando el miembro se encuentra en flexion
0 sin peso, las moléculas de agua vuelven a ocupar su lugar en las vellosidades

de los GAG.

La forma de condroitin-6-sulfato es la que esta presente en el cartilago articular
maduro, la forma de condroitin-4-sulfato es un constituyente importante del
cartilago articular inmaduro, pero su nivel disminuye hasta casi no estar presente a

medida que el cartilago madura.®

El cartilago maduro dafiado, no se regenera, sino se repara, es decir, que se
forma una cicatriz de cartilago fibroso o fibrocartilago (tejido conectivo fibroso), el
cual es de mala calidad y no posee las funciones normales del cartilago sano,
razon por la cual, todas las terapias celulares y de ingenieria de tejidos estan

orientadas a la regeneracion del mismo.

La actividad condrogénica del pericondrio se limita al periodo de crecimiento activo
antes de entrar a la edad adulta. La reparacion del cartilago maduro se da
también gracias al pericondrio, sin embargo ya no posee la misma capacidad de

regeneracion que en edad temprana.**
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1.6 Dolor articular

En general el dolor articular se le atribuye a inflamacion de la articulacion. Existen
fibras nerviosas mielinizadas y no mielinizadas, las mielinizadas son vias aferentes
que transmiten estimulos nociceptivos rapidos, mientras que las no mielinizadas
se ocupan del control vasomotor ya que son fibras del sistema nervioso

simpatico.® 101213

Al no haber fibras nerviosas en el cartilago articular, el dolor articular sucede
gracias a las fibras aferentes presentes en la membrana sinovial o en el hueso
subcondral. El dolor en la artritis es atribuido a fibras Ad y fibras C, a
neuropéptidos (sustancia P) y aminas vasoactivas (serotonina), que actian como
proinflamatorios de la sinovia. Otros neuropéptidos han sido encontrados mediante
inmunohistoquimica en la sinovia de caballos como lo son la neurocinina A y

neuropéptido Y.%°

El papel de la sustancia P en el dolor articular se observdé mediante el efecto
clinico de la adicion de la capsaicina, que es un compuesto activo presente en los
chiles, responsable de la sensacion de picor. Esta sustancia induce una activacion
inicial de las fibras C, lo que resulta en liberacion de sustancia P y por
consiguiente dolor o molestia, sin embargo subsecuentemente desensibiliza las
fibras C y las puede llegar a degenerar lo que sugiere un mecanismo de alivio de

dolor con uso crénico en inflamacion articular.*

Sin embargo el tratamiento mas efectivo para aliviar el dolor es mediante la terapia

con antiinflamatorios esteroidales (AIEsS) usados por via intraarticular y/o no
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esteroidales (AINEs) usados por via sistémica. Los AINEs inhiben la activacién de
prostaglandinsintetasas o0 ciclo-oxigenasas, para disminuir la formacion de
prostaglandinas a partir de acido araquidénico, mientras que los AIEs inhiben la
fosfolipasa A2, para formar acido araquidonico, sustrato para la ciclooxigenasa y

lipooxigenasa.'’

La activacion del sistema nervioso periférico, puede iniciar la inflamacion aguda en

la articulacién que incluye vasodilatacion, efusién y dolor.*® °

1.7 Liquido sinovial

El liquido sinovial es un ultrafiltrado del plasma con la presencia de acido
hialurénico, gracias al cual esta dada su viscosidad. Contiene proteinas, células
mononucleares (leucociticas y linfociticas) que constituyen un 90% del total celular

y el 10% restante se da por polimorfonucleares (neutréfilos).> ® (Cuadro 1)

El &cido hialurénico o hialuronato de sodio es un glucosaminoglicano que se
compone de acido D-glucuronico y N-acetil-D-glucosamina. Tiene una vida media
dentro de la articulacién de 12-20 horas, por lo que su produccion debe ser
continua. Este le confiere la viscosidad caracteristica al liquido sinovial; este efecto
es proporcional a la longitud de su cadena, concentracidbn de proteina, pH,

composicién iénica y temperatura.®

El hialuronato de alto peso molecular, es decir, mayor a 40 kDa, se ha observado
gue produce analgesia. Se realiz6 un estudio inyectando &cido hialurénico de 860
y 2300 kDa, en el que se obtuvo buena analgesia hasta por 72 horas posteriores a
la inyeccion, sin relacionar este efecto con la unién del hialuronato con receptores
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de bradicininas. Sin embargo, es degradado en procesos inflamatorios, razon por

la cual, en estos procesos la viscosidad del liquido sinovial esta disminuida.™

En el cartilago articular, existen proteinas que se unen al &cido hialurénico
(Hialuronan binding proteins) o por sus siglas en inglés HBP's, también se les
conoce como hialadherinas, que son proteinas de union que en conjuncién con el
hialuronato producen agregados grandes de proteoglicanos en el cartilago que le
confieren la resistencia compresiva necesaria para soportar las cargas producidas

por el ejercicio.”
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2. Insulina

La insulina se ha utilizado de manera empirica por via intraarticular en caballos
como adyuvante para el tratamiento de procesos osteoartriticos, sin que realmente
se conozcan sus efectos tanto a nivel local (articular) como sistémico (glucosa

sanguinea), su farmacocinética y por consiguiente su dosis terapéutica.

2.1 Generalidades

Al no contar con insulina comercial indicada para caballos, se utilizé insulina de
uso humano, por lo que a continuacién se detallan las diferencias bioquimicas

entre insulina humana y de caballo.

La insulina humana consta de una secuencia de 110 aminoacidos, mientras que la
de caballo de 86 aminoacidos. Ambas tienen 2 tipos de cadenas: A y B. Estas le
confieren a la proteina dos homodimeros diferentes, la insulina de cadena B y la
insulina de cadena A. Una cadena A y una B, estan unidas entre si por 2 puentes

disulfuro.?*

2.2 Diferencias moleculares entre insulina humana y de caballo

La insulina humana posee un péptido sefial desde el aminoacido 1 al 24, un
péptido (aminoacido 25-54) un propéptido (aminoacido 57-87) y otro péptido
(aminoacido 90-110), mientras que la insulina de caballo no posee péptido sefial,
solo péptido (aminoacido 1-30), propéptido (aminoacido 33-63) y un péptido
(aminoacido 66-86) (Figuras 2 y 3). En principio, sabemos que la insulina humana

al tener un péptido sefial ya tiene cierta parte hidrofébica, la cual no esta presente
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en la de caballo. La insulina humana tiene menos aminoacidos dentro del
propéptido que la de caballo, lo cual indica que tiene menos segmentos removidos

al ser activadas nuevamente.?

Humano:

Molecule processing

Signal peptide 1-24 24

Peptide 25-54 30 Insulin B chain - PRO_0000015819
Propeptide 57 -87 31 C peptide - —  PRO_0000015820
Peptide 90 - 110 21 Insulin A chain - PRO_0000015821

Caballo:

Molecule processing

Peptide 1-30 30 Insulin B chain ——— PRO_0000015816
Propeptide 33-63 31 C peptide PRO_0000015817
Peptide 66 - 86 21 Insulin A chain — PRO_0000015818

Figuras 2-3. Esquemas que muestran la presencia de péptido sefial presente en
la insulina humana y el numero de aminoacidos que posee cada segmento de la
proteina.

2.3 Funciones generales

Es producida en los islotes pancreaticos 3, teniendo como funcién introducir
moléculas de glucosa a las células, incrementando su permeabilidad a
monosacaridos, aminoacidos y acidos grasos. Acelera también la glucdlisis, el

ciclo de las pentosas y sintesis de glucégeno en el higado.?*

En estudios recientes se ha observado que induce mitosis (in vitro) en condrocitos

de caballo. Por lo que posee también funciones de factor de crecimiento.?
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2.4 Desordenes relacionados a desbalances de insulina

En procesos de enfermedad se asocia a diabetes mellitus tipo 1 o
insulinodependiente, la cual es una enfermedad multifactorial en la falla en la
homeostasis de la glucosa y se caracteriza por susceptibilidad de los individuos a

cetoacidosis en pacientes con diabetes en ausencia de terapia con insulina.?*

Los signos clinicos en humanos son polidipsia, polifagia y poliuria que resultan de
diuresis osmotica ocasionada por la hiperglicemia y sed como compensacion.
Todo esto a largo plazo resulta en afecciones en ojos, rifiones, nervios y aparato
circulatorio. Se han reportado varios tipos de enfermedades asociadas a
desdrdenes de insulina, como por ejemplo la diabetes mellitus neonatal
permanente que se da en los primeros meses de vida, o la diabetes juvenil tipo 1,

que se presenta antes de los 25 afios de edad.*

En caballos no es comun encontrar diabetes como tal, sin embargo, existen
alteraciones similares como es el sindrome metabdlico equino o también conocido
como resistencia a la insulina, que conlleva a problemas de metabolismo de
carbohidratos, depdsitos anormales de grasa y como consecuencia laminitis

crénica.?*

2.5 Uso farmacéutico

Los tipos de insulina disponibles en el mercado son la Humulina® o Humalog® y

la Novolina®. Ambos son usados en el tratamiento de diabetes. En este estudio se
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utilizé la insulina Humalog Lispro®, ya que es la de accion mas rapida porque no

posee sales de depdsito.

Los valores de hidrofobicidad arrojados por la prueba de Kyte & Dolittle, de la
insulina humana y la de caballo son diferentes, pero basados en el tamafio de
ventana, tanto la insulina de humano como la de caballo tienen el mismo valor de
tamafio de ventana. Esto indica que ambas proteinas tienen mas regiones
hidrofilicas expuestas en su superficie que podrian tener propiedades antigénicas
(Figuras 4-7). Por lo que podemos concluir que ambas son muy similares en

cuanto a su polaridad.?

Figuras 4 y 5. Prueba de Kyte & Dolittle para Hidrofobicidad de la insulina de
caballo.
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ProtScals output for user sequence

T T
Hphoh. # Kute & Doolittle

Figuras 6 y 7. Prueba de Kyte & Dolittle para Hidrofobicidad de la insulina de
humano.

2.6 Diferencias en estructura secundaria

Existen diferencias en ambas proteinas en cuanto a su estructura secundaria, la
insulina de caballo no posee Alpha hélices, a diferencia de la de humano, que en
su estructura posee un 30% de Alpha hélices. La de caballo posee un 51.16% de
espirales aleatorias a diferencia de la de humano (44.55%) lo cual indica que la
estructura de la insulina de caballo tiene un acomodo mas aleatorio que la de
humano, donde los monomeros estan orientados de manera aleatoria mientras
siguen unidos a sus unidades adyacentes, lo cual hace que su conformacion no
sea especifica. En otras palabras, cuando existe ausencia de reacciones de
estabilizacion en una estructura proteinica, el polimero puede tomar cualquier
forma y pueden tener interacciones inespecificas. Por altimo, la insulina de caballo
tiene mas cadenas extendidas (48.84%) a diferencia de la insulina humana
(25.45%), lo cual indica que la insulina de caballo tiene mas espacio y libertad de
movimiento, por ejemplo para unién a otras proteinas, porque las hélices beta

tienden a torcerse y formar giros, lo que las hace inestables.? (Figuras 8 y 9)
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GOR4 : GOR4

335 helix (Ga) 0 iz  0.00% 31p helix (Eg) 0is 0.00%
Pi helix (1i) 0 is  0.00% Fi helix (I1) 0 is 0.00%
Zeta bridge (Zk) 0 is  0.00% Beta bridge (Bb) 0is 0.00%
Extended strand (Ee) 42 is 48.84% Extended strand (Ee) 28 1= 25.43%
Beta turn (Tt} 0 is 0.00% Beta turn (Tt) 0 is 0.00%
Bend region {53} 0 is  0.00% Bend region (55) 0 is 0.00%
Bandom coil (o) 44 iz 51.16% Eandom coil (C) 49 i=s 44.55%
Ambigous states (7) 0 is  0.00% Ambigous states (7) 0 1is 0.00%
Other states 0 is  0.00% Other states 0 i=  0.00%

Figura 8 y 9. Estructura secundaria de la insulina de caballo (izq.) y de humano
(der.) en formato GOR.

En el formato SOPMA, se observan diferencias con el formato GOR, ya que aqui
la insulina de caballo si posee hélices alfa (33.72%), asi como también que ambas
proteinas poseen giros beta (11.63% para la de caballo y 11.82% para la de
humano). Esto puede ser debido a que ambos predictores de secuencia
secundaria fueron desarrollados en forma distinta y por las propiedades de ambas
(presencia de espirales aleatorias), su estructura puede interpretarse de manera
diferente. A mayor presencia de cadenas extendidas, se implicard mayormente en
la formacion de agregados de la proteina, lo cual se asocia a enfermedades, como
por ejemplo la amiloidosis presente en el Alzheimer. Sin embargo, hay regiones
gue se describen como favorables, como las de mayor estabilidad las cuales estan
en phi = -120° y psi = +135°. Aqui se incluyen las hojas beta paralelas y
antiparalelas.?’ Para observar cémo lucen los giros de la estructura se hizo un

modelo tridimensional de la insulina de caballo. (Figuras 10y 11)
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Sequence length : 86 Sequence length : 110

SOPMA : SOFMA :
Alpha helix (HR) 29 is  33.72% Alpha helix (Hn) 43 is 30.09%
310 helix (Gg) 0 is  0.00% 319 helix (Gz) 0 iz 0.00%
Fi helix (11) 0 is  0.00% Pi helix (Ii) 0 iz 0.00%
Beta bridge (Eb) 0 is  0.00% Seta bridge (Bb) 0 is  0.00%
Extended strand (E=) 15 1s 17.44% Extended strand (Ee) 12 is 10.91%
Beta turn (Tc) 10 is 11.83% Beta turn (Tt) 13 is 11.82%
Bend region (==) 0 is 0.00% Send region (=) 0 iz 0.00%
Random coll (=e) 32 1s 37.21% Random coil (co) 42 iz 38.18%
imbigous states (2] 0 is  0.00% Zmbigous states (?) 0 is  0.00%
Other states 0is 0.00% Other states 0 is  0.00%

Figuras 10 y 11. Formato SOPMA de estructura secundaria de molécula de
insulina de caballo (izg.) y de humano (der.).

2.7 Via metabdlica de la insulina de caballo

Cuando la insulina se une a su receptor resulta en fosforilacion de tirosina de los
sustratos del receptor de insulina (IRS) por el receptor de insulina tirosin kinasa
(INSR). Esto permite la asociacion de los IRSs con la subunidad reguladora de la
enzima fosfoinositida-3-kinasa (PI3K), la cual activa a la protein-kinasa 3-
fosfoinositida-dependiente (PDK1) que activa a la serin-kinasa Akt, la que por su
parte desactiva a la glucégeno-sintetasa 3 (GSK-3), que conlleva a la activacion
de la glucogeno sintetasa (GYS) y por consiguiente la sintesis de glucégeno. La
activacion del gen Akt también resulta en la translocacion de vesiculas de GLUT4,
desde su “pool” intracelular hasta la membrana plasmatica, donde permiten que la
célula pueda introducir glucosa a través de la membrana. La proteina serin-knasa
Akt también conlleva a la activacion de sintesis de proteinas por los genes elF4 y
p70S6K mediada por otro gen llamado mTOR; asi como también a un efecto de

antilipdlisis.”®
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La via mas importante para este estudio, es la de la Mitogen activated protein-
kinase, (por sus siglas en inglés MAP-Kinase o en espafiol MAP-kinasa o protein
kinasa mitogénica activada) ya que hay proteinas de sefializacion como el GRB2,
gue interactla con los IRSs, que comienza la cascada de reacciones que conlleva
a la activacion de la MAP-kinasa y respuestas mitdgenas en forma de

transcripcion de genes.?® (Figura 12)
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Estructuras tridimensionales de insulina de caballo

Figuras 13 y 14. 1ZQ (7).- Estructura tridimensional de la insulina de caballo
mostrando 3 alpha hélices (color Rojo) y 4 hojas beta (verde). DER (8).- Vista
completa de la insulina como proteina.® %
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3. Justificacion

Existe evidencia cientifica de que in vitro, a concentraciones menores a 50ng/ml
en cultivo celular (monocapas de 75 cm?), la insulina induce mitosis en condrocitos

y produccion de colageno tipo 11.%°

En este estudio, se extrapold la dosis con base en la superficie de cartilago
articular desde la superficie del cultivo celular (75 cm?) y se determiné si se
presentan o no, cambios significativos en la composicion del liquido sinovial o en
el nivel de glucosa en sangre, que puedan representar algun peligro para el
caballo y asi evaluar su inocuidad. AuUn no hay estudios de farmacocinética de
este medicamento utilizado en articulaciones en medicina humana o en medicina
veterinaria. El IGF1 y 2 tienen un mayor efecto mitético y de produccién de

colageno tipo Il en condrocitos in vivo.?

Debido al alto costo y poca disponibilidad en México que tienen estos dos factores
(IGF-1y 2) en México, es necesario realizar este estudio, ya que funcionara como
una ayuda mas al tratamiento de lesiones osteocondrales en el caballo deportivo
asi como también representard una opcion mas de tratamiento a un bajo costo en
comparacién con estos factores de crecimiento, aunque se debe tener presente
que la insulina posiblemente tendra un menor efecto que dichos factores (IGF-1 y
2). Serd util para tratamiento de, por ejemplo, la discondroplasia y osteoartritis,

afecciones comunes en caballos de alto rendimiento.
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4. Objetivos

Evaluar si la insulina Humalog Lispro® es inocua para la articulacion del caballo
(ausencia de inflamacién, efusién, claudicacion, etc.), para poder asegurar que su

uso en la clinica en caballos no representa un riesgo para los mismos.

Evaluar si las dosis utilizadas producen cambios en los niveles de glucosa

sanguinea que conlleven a efectos adversos.

Determinar la farmacocinética de dosis crecientes (10, 15 y 20 Ul) de insulina por

via intra-articular y establecer su dosis maxima por esta via.

5. Hipotesis

Ho: La insulina utilizada a las dosis utilizadas no causara reacciones adversas
tanto a la articulacibon como o6rgano independiente, como al caballo

sistémicamente.

Ha: La insulina utilizada a las dosis utilizadas va a ocasionar efectos adversos

tanto a nivel local (articulacién) como a nivel sistémico.
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6. Material y métodos

Se utilizaron 6 caballos, 5 de raza criolla y una yegua pura sangre, de los cuales, 3
fueron yeguas, dos machos castrados y un macho entero. Fueron divididos al azar
en 3 grupos de 2 caballos cada uno, denominados como Grupo 1, Grupo 2 y

Grupo 3.

Todos los caballos fueron sometidos a estudios clinicos (evaluacién de aparato
locomotor en estatica y en dindmica) y radiograficos (tomas: Latero-medial, Dorso-
palmar, Latero-medial flexionada) de la region del carpo con el fin de descartar
cualquier patologia o proceso degenerativo proveniente de la misma. (MinXray®
HFX 90V. Aparato de alta frecuencia de rayos X, elaborado por MinXray Inc.

lllinois, EUA).

Todos fueron alimentados con aproximadamente 9 kg de heno de avena, divididos

en 3 raciones iguales al dia, a las 6:00, 12:00 y 18:00 y agua ad libitum.

Todos los animales se mantuvieron en condiciones de estabulacion.

Se evaluaron a todos los animales en busca de signos clinicos correspondientes a

sindrome metabdlico equino o resistencia a la insulina, tales como:

Obesidad y depoésitos regionales de grasa.

- Inflamacion de prepucio o glandula mamaria.

- Condicion corporal 27/9.

- Deposito de grasa alrededor del ligamento nucal “gato” o Cresty neck
(escala 23/5). (Fig. 15)

- Ceinos en la muralla del casco.
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Figura 15. Escala de “gato” o Cresty neck descrita por Carter et al, 2009.3*

Como prueba rapida y de campo (no definitiva), se realiz6 una prueba de glucosa
oral, con el fin de determinar si algun individuo era resistente a la insulina (Frank,

2011), bajo el siguiente protocolo:

- Ayuno de 12 horas.

- Medicion basal de glucosa sanguinea.

- Administracién por via oral (con jeringa de 60 ml) a razén de 15 ml/100 kg
(150 mg/kg) de jarabe de maiz Karo® (Elaborado para. ACH Foods México,
S.De R.L.De C. V.).

- Medicion de glucosa a los 60, 75 y 90 minutos posteriores a la

administracion de la miel.
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6.1 Medicion de la superficie articular de la articulacion radio carpal.

Con el fin de conocer cuéantas Ul de insulina se requerian para poder inducir
mitosis en condrocitos de una articulacién, se midid la superficie de cartilago
articular de la articulacion radiocarpal, ya que a partir del cultivo celular la
superficie donde se observé mitosis fue en cultivos de 75 cm? Se utilizé6 un
espécimen de un caballo de raza Warmblood de aproximadamente 500 kg. El

procedimiento fue el siguiente:

- Enmascarillado de la superficie articular.

- Extraccion del desarrollo de la superficie articular de cada hueso.

- Trazado con el programa Rhinoceros version 4.0.

- Escalado.

- Uso de un comando para delimitar el area de cada uno de los desarrollos
obtenidos.

- Suma del area de cada hueso para un total de 92.462 cm?. (Figuras 16-18)
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Figuras 16-18. Mapeo de la superficie articular en dos dimensiones de un
espécimen de raza Warmblood de 500 kg. El recuadro en la esquina superior
derecha (imagen 1) muestra una escala de 100 cm? de area de superficie.

Azul.- Hueso radial, area: 24.729 cm?

Verde.- Hueso intermedio del carpo. Area: 16.839 cm?

Rojo.- Hueso ulnar del carpo. Area: 6.478 cm?

Morado.- Hueso accesorio del carpo. Area: 5.527 cm?

Café.- Radio. Area: 45.887 cm?

Area total: 92.642 cm?

Para extrapolar la dosis se realiz6 una regla de 3 de la siguiente manera:
50 ng/ml —— 75 cm?

X—92.462 cm?

X=61.6 ng/ml

Partiendo del cultivo celular, se infiere que 61.6 ng de insulina por ml de liquido

sinovial son necesarios para obtener mitosis en condrocitos. La cantidad de liquido

sinovial en la articulacion radiocarpal es de 11.67+3.28 ml.??

Tomando en cuenta que una Ul de insulina equivale a 45.5 pg entonces:
455 pg—1 Ul
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61.6 pg—» X

X=1.35 Ul de insulina serian necesarias para inducir mitosis en 92.462 cm? de

superficie articular/pl.

Para una articulacion de 11.67 ml, se requieren 0.00135 Ul/ml, es decir que
0.0157545 Ul de insulina son suficientes para inducir mitosis en la articulacion

radiocarpal de un caballo de 500 kg.

Este calculo se refiere a que todo el cartilago articular (92.462 cm?) presente en
esa articulacién requiere de mitosis; en una lesién de, por ejemplo 10 cm? se
requeririan 0.000145 Ul de insulina. En la préactica clinica, se han utilizado de
manera empirica, dosis de 20 y 40 Ul de insulina en articulaciones con osteoartritis
sin reporte de efectos adversos, ademas, no se conoce si a esas dosis se esta
alcanzando un efecto benéfico o si es insuficiente para obtener un resultado
determinado. En este estudio se utilizaron dosis de 10,15 y 20 Ul de insulina, ya

gue los sujetos de estudio fueron de talla mediana.

Segun estos célculos a partir de cultivo celular, son dosis mucho mayores a lo que
realmente se necesitaria, sin embargo el cultivo celular difiere del cartilago
articular en su composicion, también hay que tomar en cuenta cuanto del
medicamento administrado realmente llegara a la lesiébn que se intenta tratar sin
gue éste sea metabolizado o expulsado de la articulacién, por lo tanto se
administraron dosis mas elevadas de las que serian necesarias para inducir este
efecto. Las dosis de 20 Ul no sobrepasan la dosis intravenosa de insulina la cual

se administra en infusiébn constante de 0.07 Ul/kg/h, lo que significa que se
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requieren 35 Ul para un caballo de 500 kg en 24 horas. Con la finalidad de

establecer el margen terapéutico se utilizaron dosis mayores a las necesarias.

Se eligié al azar a la articulacion radiocarpal izquierda como tratamiento (insulina)
y la radiocarpal derecha como control (Solucién salina fisiologica o SSF 0.9%) del
mismo caballo. Para las articulaciones control, el volumen utilizado de SSF, fue el
mismo al equivalente usado en la articulacion tratada, dependiendo de la dosis a
utilizar y concentracién/ml de insulina que presentd el producto. En este caso, se
utilizé insulina Humalog Lispro ® (100Ul/ml), de laboratorios Lilly® (Insulina

recombinante elaborada por Eli Lilly and Company. Indianapolis, EUA).

Se midié glucosa sanguinea utilizando un glucémetro Accu-chek Performa®
(elaborado por Laboratorios Roche, EUA) con una aguja calibre 25G, de la vena
yugular, asi como también glucosa en liquido sinovial utilizando el mismo
glucometro y tiras reactivas. Para los niveles sanguineos se midié a una escala
exponencial logaritmica empezando a los 10 y 30 minutos, posteriormente cada
hora hasta las 8 horas y después cada 6 horas hasta las 74 horas después de la
inyeccion (Figura 19). Para el liquido sinovial se midi6 a las 2, 4 y 6 horas

posteriores a la inyeccién. (Figura 20)
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Figura 19. Linea de tiempo para medicion de glucosa sanguinea posterior a la

inyeccion de las 3 dosis utilizadas de insulina.

Se realiz6 un estudio citoldgico y fisicoquimico, donde se evaluaron los siguientes
parametros: color, aspecto, celularidad, viscosidad, proteina, densidad y calidad
del coagulo de mucina en el liquido articular antes de la inyeccién del
medicamento tanto en la articulaciébn en tratamiento como en la articulacion
control. Se midieron los mismos componentes a las 2, 4 y 6 horas posteriores a la
inyeccién para las dosis de 15 Ul y dependiendo del grupo que se tratara, ya que
esto variaba gracias a la técnica de muestreo “Naive pool sampling” que permite
evaluar los parametros sin traumatizar la articulacion por los muestreos repetidos y
sacrificar significancia estadistica, ademas de cuestiones de ética y bienestar

animal.

También se midio la concentracion de la insulina en el liquido sinovial utilizando
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) a los 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8

y 12 horas posteriores a la inyeccion. (Figura 20)

6.2 Cronograma

Los 6 caballos se dividieron de manera aleatoria en 3 grupos de 2 caballos cada
uno y se denominaron Grupo 1, 2 y 3, para que los 6 caballos recibieran las 3
dosis diferentes. Asi se obtuvo un modelo cruzado de 1 factor (insulina) y 3 niveles

(las diferentes dosis utilizadas).
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A las 2 semanas siguientes (periodo de washout), se repitié el proceso, pero el
grupo 3 recibié 20 UI, el grupo 1 recibié 15 Ul y el grupo 2 recibié 10 Ul. Se
dejaron descansar 2 semanas mas y se recorrieron nuevamente los grupos para
que el grupo 2 recibiera 20 Ul, el grupo 3, 15 Ul y el grupo 1, 10 Ul. (Figura 20,

Cuadrol)

0 121 2 4 6 8 10 1?
L p—/ | — ) )
- - - w | cLAR CLAR |

CLAR =+ | cucosa | =+ | crucosa | =+ | srucosa |

o e i e R l

|

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 3

Grupo 3 Grupo 1 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2

Grupo 2 Grupo 3 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 1
20 UI 15 Ul 20 Ul 15 Ul 10 Ul 10 Ul

Figura 20. Cronograma en horas de los muestreos por grupo posteriores a la
inyeccion de insulina. El recuadro amarillo indica la dosis que recibié cada grupo

en los diferentes niveles.
CLAR. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién.
F/Q. Examen Fisicoquimico de liquido synovial
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Periodo de muestreo

Grupos 1 2 3
1 20 Ul 15 Ul 10 UI
2 15 Ul 10 Ul 20 Ul
3 10 UI 20 Ul 15 Ul

Cuadro 1. Se muestran la rotacion del modelo cruzado, de los 3 grupos en los 3
diferentes periodos de la fase experimental en los cuales recibieron las 3
diferentes dosis de insulina (10, 15y 20 Ul).

6.3 Técnica de artrocentesis

Todas las punciones articulares fueron precedidas por la misma técnica

antiséptica de la region, bajo el siguiente protocolo:

- Lavado con agua y jabon de todo el miembro, abarcando desde la mitad del

antebrazo hasta el casco.

- Lavado quirtrgico de la regién dorsal del carpo, utilizando iodopovidona

espuma 3% y alcohol 96%.

- Con el miembro levantado en flexion y guantes estériles se realizd la

artrocentesis con aguja de 1.5” calibre 21G, utilizando la aproximacion

dorsolateral de la articulacion radiocarpa

2
|23

Las muestras de liquido sinovial fueron colectadas en tubos de vacio sin

anticoagulante, con su respectiva etiqueta indicando la dosis utilizada, el analisis a

realizar (CLAR o F/Q) y el nombre del caballo correspondiente.
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Todas las artrocentesis y muestreos sanguineos se realizaron en las areas de
manejo en el Hospital para Equidos en la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la UNAM.

6.4 Actividad fisica

Todos los caballos fueron caminados de mano por un minimo de 10 minutos dos

veces por dia, durante toda la fase experimental del estudio.

6.5 Procesamiento de las muestras

Analisis fisicoguimico de liquido sinovial

Las muestras de liquido sinovial fueron sometidas a un analisis fisicoquimico y
citolégico en el laboratorio de Patologia Clinica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia UNAM. Se colectaron en tubos de vacio sin EDTA, en

cantidades variables, con una cantidad minima de 1 ml.

El analisis subjetivo (color, aspecto, viscosidad y calidad de coagulo de mucina) se

realizé de la siguiente manera:

Color

Inspeccion visual, tomando como normal el color amarillo paja.

Aspecto

Se evalud la turbidez de la muestra, colocando el tubo ante un papel con letras, si
era posible leer claramente a través de la muestra se considerd transparente, si se
observaban las letras pero no con mucha claridad se consider6 ligeramente turbio

y Si no era posible ver las letras a través de la muestra se considero turbio.
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Viscosidad

Se colocé una gota del liquido en un portaobjetos y con la ayuda de un palillo, se
formaba una hebra; si ésta era de 2 cm 0 mas se consider6 como buena, si era
menor de esa medida, se consideré como regular y si no presentaba formacion de

hebra se consideré6 como mala.

Calidad del coagulo de mucina

Se colocaron 5 ml de &cido acético al 20% en tubos de ensaye y se mezclaron con
2 gotas de micropipeta de liquido sinovial y se agitd la muestra, observando
instantaneamente (2-5 segundos) la formacién de coagulo. Si se formaba un
coagulo instantaneo y compacto que no se deshacia al agitar el tubo se consider6
como buena. Si éste coagulo se formaba pero no estaba tan compacto, y tendia a

deshacerse o separarse al agitar la muestra se consideré como regular.
Celularidad

Se realizaron frotis con la técnica en squash de todas las muestras, para tefiirse

con Diff-Quick.

Las muestras también se montaron con pipetas de toma para glébulos blancos en
camaras de Neubauer para observar la cantidad de células por ml de liquido
sinovial. Se contaron las células presentes en los cuatro cuadrantes de las
esquinas de la camara y el resultado se dividio entre 20, para determinar la
cantidad de células presentes (x10%L). Con la ayuda de los frotis tefiidos se

observé el tipo de células predominante (mononucleares o polimorfonucleares).
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6.6 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) para medicién de

insulina y datos farmacocinéticos

Con el fin de obtener muestreos que pudieran introducirse en el programa
Micromath PkAnalyst, se midi6 liquido sinovial de las articulaciones a la media
hora, 1, 2, 3, 4 y 6 horas posteriores a la inyeccion de las diferentes dosis de

insulina en las articulaciones tratamiento.

Se utiliz6 un cromatégrafo Jasco XLC® 3159AS para el andlisis de las muestras.
Se colecté como minimo 1 ml de liquido sinovial en tubos de Eppendorf, los cuales
se mantuvieron en congelacion hasta el momento de su analisis. Las muestras
fueron evaluadas mediante la técnica propuesta por Hafiz et al, 2013%, en la cual
se desproteiniza la muestra con acetonitrilo:propanol (1:1); la fase movil consta de
agua:acetonitrilo (1:1) y 1% de &cido trifluoroacético y una columna C18 (5um 4.6
x 250 mm) utilizada para la separaciéon con una recuperacion del 98.5% y un
coeficiente de variacion del 5%. Los limites de deteccion y cuantificacion fueron de

0.39 pg/mL y 0.13 pg/mL respectivamente, con tiempos de elucion de 20 min.

Con los resultados arrojados por el programa PkAnalyst, se corrié una ji? utilizando
tablas de contingencia para evaluar la existencia de diferencias significativas entre
los distintos parametros arrojados por el programa, como son: tiempo de vida
media (Kae nar), tiempo de concentracion maxima (Tconc max) Y tiempo de

residencia (Residence_Time), para las diferentes dosis.
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7. Resultados

7.1 Evaluaciones previas a la inyeccion de insulina

Ninguno de los 6 individuos presenté signos clinicos correspondientes a sindrome

metabdlico equino o resistencia a la insulina. (Cuadro 2)

Condicién .
Edad | Sexo (H, | Peso Altura a corporal Escala de grasa Presgnua
Grupo 1 (afios) | M, MC)* (kg) la cruz (Henneke DR, cuello (Carter32 de cefios en
(m) et al. 1983) 3’ | RA, et al. 2009) casco
Caballo 1 7 H 465 1.69 4/9 1/5 No
Caballo 2 5 MC 3225 1.43 5/9 2/5 No
Grupo 2
Caballo 3 5 MC 323 1.43 6/9 2/5 No
Caballo4 5.5 H 351.2 1.46 6/9 2/5 No
Grupo 3
Caballo 5 55 M 388.5 1.53 5/9 2/5 No
Caballo 6 2.5 MC 316.5 1.45 5/9 2/5 No

Promedio

5.08 | 361.11 1.49

Cuadro 2. Comparativo de caracteristicas fisicas y sus promedios en cada

individuo incluido en el estudio.
*H.- Hembra

MC.- Mach
M.- Macho

o castrado
entero

7.2 Examen oral de glucosa - Oral Suqgar Test

Los 6 caballos fueron sometidos a un examen oral de glucosa. (Cuadro 3, Grafica

1)
Tiempo
de Caballo 1 | Caballo 2 | Caballo 3 | Caballo 4 | Caballo5 | Caballo 6
medicion
Basal 88 77 81 80 73 92
60 min 99 89 108 108 99 104
75 min 102 101 109 106 92 112
90 min 94 92 102 104 101 104

Cuadro 3. Resultados obtenidos en el examen oral de azucar (Oral Sugar Test)
(Frank, 2011)%.
- Unidades en mg/dl.
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Examen oral de glucosa
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Grafica 1. Glucemia obtenida durante el examen oral de glucosa. La linea roja
denota el limite maximo permitido (115 mg/dl).
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7.3 Examen clinico

Ningun caballo mostro signos de claudicacion alguna durante la evaluacion.

7.4 Estudio radiografico

Ningun individuo presenté cambios radiograficos correspondientes a cualquier
patologia o proceso degenerativo en ninguna articulacion radio-carpal (tratamiento
y control). Ninguno mostré claudicacién durante la evaluacion clinica, ni tampoco
cambios radiograficos que involucraran la articulaciéon radio-carpal. (Imagenes 21-

36)
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7.5 Radiografias
Grupo 1

Caballo 1:

Figuras 21-26. Estudio radiografico de articulacion del carpo de ambos miembros,
tomas dorso-palmar (21-22), latero-medial (23-24) y latero-medial flexionada (25-
26).
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Caballo 2:

Figuras 27-32. Estudio radiografico de articulacion del carpo de ambos miembros,
tomas dorso-palmar (27-28), latero-medial (29-30) y latero-medial flexionada (31-
32).
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Grupo 2
Caballo 3:

33
|
d
35

37

Figuras 33-38. Estudio radiografico de articulacion del carpo de ambos miembros,
tomas dorso-palmar (33-34), latero-medial (35-36) y latero-medial flexionada (37-
38).
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Caballo 4:

40
!
-~
L 4
)
l Pl
I I41 . 42

Figuras 39-44. Estudio radiografico de articulacion del carpo de ambos miembros,
tomas dorso-palmar (39-40), latero-medial (41-42) y latero-medial flexionada (43-
44).
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Grupo 3
Caballo 5:

Figuras 45-50. Estudio radiografico de articulacion del carpo de ambos miembros,
tomas dorso-palmar (45-46), latero-medial (47-48) y latero-medial flexionada (49-
50).
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Caballo 6:

Figuras 51-56. Estudio radiografico de articulacion del carpo de ambos miembros,
tomas dorso-palmar (51-52), latero-medial (53-54) y latero-medial flexionada (55-
56).
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7.6 Evaluacion clinica posterior a la inyeccién

Se reevaluaron clinicamente a todos los individuos 24 horas después de cada
inyeccion y ninguno presento signologia clinica de reacciones adversas incluyendo
infeccion tanto en las articulaciones tratadas como en las control. Los perimetros
de las articulaciones fueron medidas utilizando una cinta métrica graduada en

centimetros, la cual se coloco justo por encima del hueso accesorio del carpo,

para asi medir sobre la articulacién radio-carpal. (Cuadro 4)

Perimetro Perimetro Perimetro de | Perimetro de
basal de la basal de la la la
Caballo Claudicacion Dolor a_l'la Calor E_l,|a articulacién articulaciéon articulacién articulaciéon
palpacion palpacion (cm)* (cm)* (cm)* (cm)*
Tratamiento Control Tratamiento Control
(24 h) (24h)
1 No No No 345 34.5 34,5 34,5
2 No No No 28 28 28 28
3 No No No 28.5 28.5 28.5 28.5
4 No No No 28.5 28.5 28.5 28.5
5 No No No 30 30 30 30
6 No No No 28 28 28 28

Cuadro 4. Resultados de la evaluacion clinica de las articulaciones control y
tratamiento a las diferentes dosis.
*Promedio de cada caballo en las 3 diferentes dosis.

7.7 Andlisis fisicoguimico

Se observaron cambios en color, apariencia y celularidad, también en proteinas y
namero de células (las cuales fueron eritrocitos), al comparar muestras basales y
a las diferentes horas de muestreo para las dosis que se utilizaron, tanto en las
articulaciones tratadas con insulina como en las control (SSF). (Cuadros 5-10,

Figura 57)
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Grupo 1

Dosis: 15Ul
Caballo 1
Tratamiento Control VElEs de_
Referencia
Parametro Basal 2h 6h Basal 2h 6h
Color Amarillo paja | Amarillo | Amarillo paja | Amarillo paja | Rojizo Rojizo Amarillo paja
paja
Apariencia Transparente | Turbio + | Transparente | Transparente | Turbio | Turbio++ | Transparente
+
Proteina (g/L) 14 15 13 10 13 14 05- 25
Conteo celular (x10%/L) 0.5 0.25 0.0 0.05 0.1 0.2 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Buena Buena Buena Buena Mu%/ul?;lilzna-
Calidad de c_oagulo de Buena Buena Buena Buena Buena Buena Muy Buena-
mucina Buena
Caballo 2
Parametro Basal 2h 6h Basal 2h 6h
Color Amarillo paja | Amarillo | Amarillo paja § Amarillo paja | Rojizo Rojizo Amarillo paja
paja
Apariencia Transparente | Turbio | Transparente | Transparente | Turbio Turbio Transparente
++ + ++
Proteina (g/L) 10 12 15 9 9 10 05- 25
Conteo celular (x10%/L) 0.25 0.15 0.2 0.05 0.1 1.0 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Buena Buena Buena Buena Mulys/uBeunzna-
Calidad de (_:oagulo de Buena Buena Buena Buena Buena Buena Muy Buena-
mucina Buena

Cuadro 5. Se detalla un comparativo de los caballos del grupo 1 que fueron inyectados con 15 Ul de insulina por via
intraarticular, demostrando los parametros basales tanto de la articulacion tratamiento como la articulaciéon control en
diferente tiempo después de la inyeccién (2 y 6h). Los recuadros amarillos indican alguna alteracion en el parametro.
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Grupo 1

Dosis: 20Ul
Caballo 1
Tratamiento Control el dg
Referencia
Pardmetro Basal 4h Basal 4h
Color Amarillo paja Rojizo Amarillo paja Rojizo Amarillo paja
Apariencia Turbio + Turbio ++ Transparente Turbio ++ Transparente
Proteina (g/L) 18 18 15 17 05- 25
Conteo celular (x10%/L) 0.15 0.3 0.1 0.15 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Buena Buena Muy buena-
Buena
Calidad de <_:oagu|o de Buena Buena Buena Buena Muy Buena-
mucina buena
Caballo 2
Pardmetro Basal 4h Basal 4h
Color Rojizo Rojizo Amarillo paja Rojizo Amarillo paja
Apariencia Turbio + Turbio ++ Transparente Turbio ++ Transparente
Proteina (g/L) 14 10 9 13 05- 25
Conteo celular (x107/L) 0.2 0.7 0.1 1.2 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Buena Buena Muy Buena-
Buena
Calidad de coagulo de Muy Buena-
mucina l Buena Buena Buena Buena buena

Cuadro 6. Comparativo de los caballos del grupo 1 que fueron inyectados con 20
Ul de insulina por via intraarticular, demostrando los parametros basales tanto de
la articulacion tratamiento como la articulacion control a las 4 horas posteriores a
la inyeccion. Los recuadros amarillos indican alguna alteracion en el parametro.
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Grupo 2

Dosis: 15Ul
Caballo 3
Tratamiento Control veles de_
Referencia
Parametro Basal 2h 6h Basal 2h 6h
Color Amarillo paja Rojizo Rojizo Amarillo paja Rojizo Rojizo Amarillo paja
Apariencia Transparente | Turbio +++ | Turbio+++ | Transparente | Turbio ++ | Turbio+++ ] Transparente
Proteina (g/L) 14 12 14 10 12 14 05- 25
Conteo celular
(x10%/L) 0.05 0.05 0.3 0.05 0.2 1.6 0.2-0.9
Viscosidad Muy Buena Muy Buena Buena Muy Buena | Muy Buena Regular Mulys/ubeuneana—
Calidad de coéagulo Muy buena-
de mucina Buena Buena Buena Buena Regular Regular Buena
Caballo 4
Parametro Basal 2h 6h Basal 2h 6h
Color Amarillo paja Rojizo Rojizo Amarillo paja Rojizo Rojizo Amarillo paja
Apariencia Transparente | Transparente | Turbio + | Transparente | Turbio + Turbio ++ ] Transparente
Proteina (g/L) 10 10 12 7 9 10 05- 25
Conteo celular
(x10%/L) 0.0 0.0 0.8 0.05 0.7 1.0 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Regular Buena Buena Buena Mu%/ul;uneana-
Calidad de (_:oagulo Buena Buena Buena Buena Buena Buena Muy buena-
de mucina Buena

Cuadro 7. Se detalla un comparativo de los caballos del grupo 2 que fueron inyectados con 15 Ul de insulina por via
intraarticular, demostrando los parametros basales tanto de la articulacion tratamiento como la articulacion control en
diferente tiempo después de la inyeccion (2 y 6h). Los recuadros amarillos indican alguna alteracion en el parametro.
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Caballo 3

Tratamiento Control e de
Referencia
Pardmetro Basal 4h Basal 4h
Color Amarillo paja Rojizo Amarillo paja | Amarillo pajal Amarillo paja
Apariencia Transparente Turbio + Transparente | Transparentg] Transparente
Proteina (g/L) 16 11 13 13 05- 25
Conteo celular
(x10%/L) 0.1 0.3 0.05 0.2 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Buena Buena Muy buena-
Buena
Calidad de
coagulo de Buena Buena Buena Buena Mu%/ buena-
) uena
mucina
Pardmetro Basal 4h Basal 4h
Color Amarillo paja Rojizo Amarillo paja Rojizo Amarillo paja
Apariencia Transparente Turbio ++ Transparente Turbio ++ Transparente
Proteina (g/L) 6 18 9 8 05- 25
Conteo celular
(x10%L) 0.05 0.3 0.05 0.1 0.2-0.9
Viscosidad Buena Regular Buena Regular Muy buena-
Buena
Calidad de
coagulo de Buena Regular Buena Buena Muy buena-
. Buena
mucina

Cuadro 8. Comparativo de los caballos del grupo 2 que fueron inyectados con 20
Ul de insulina por via intraarticular, demostrando los parametros basales tanto de
la articulacion tratamiento como la articulacion control a las 4 horas posteriores a
la inyeccion. Los recuadros amarillos indican alguna alteracion en el parametro.

53



Grupo 3

Dosis: 15Ul

_Caballo 5

Tratamiento Control YEED de_
Referencia
Parametro Basal 2h 6h Basal 2h 6h
Color Amarillo paja Rojizo Rojizo Amarillo paja Rojizo Rojizo Amarillo paja
Apariencia Transparente | Turbio ++ | Turbio+++ | Transparente | Turbio ++ | Turbio+++ | Transparente
Proteina (g/L) 10 18 14 8 12 14 05- 25
Conteo celular (x10%/L) 0.05 0.2 3.8 0.05 0.2 1.6 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Regular Buena Regular Regular Mugut;uneana-
Calidad de (_:oagulo de Buena Buena Regular Buena Regular Regular Muy buena-
mucina Buena
Caballo 6
Parametro Basal 2h 6h Basal 2h 6h
Color Amarillo paja Rojizo Rojizo Amarillo paja Rojizo Rojizo Amarillo paja
Apariencia Transparente | Turbio + | Turbio ++ | Transparente | Turbio + | Turbio ++ J| Transparente
Proteina (g/L) 8 7 6 7 16 6 05- 25
Conteo celular (x10%/L) 0.1 0.1 0.2 0.05 0.6 0.2 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Buena Buena Regular Buena Mu%/ubeuneana-
Calidad de (_:oagulo de Buena Buena Buena Buena Buena Buena Muy buena-
mucina Buena

Cuadro 9. Comparativo de los caballos del grupo 3 que fueron inyectados con 15 Ul de insulina por via intraarticular,
demostrando los parametros basales tanto de la articulacion tratamiento como la articulacién control en diferente tiempo
después de la inyeccion (2 y 6h). Los recuadros amarillos indican alguna alteracion en el parametro.
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Grupo 3

Dosis: 20Ul
Caballo 5 |

Tratamiento Control

Valor de

Referencia
Pardmetro Basal 4h Basal 4h
Color Amarillo paja Rojizo Amarillo paja Rojizo Amarillo paja
Apariencia Transparente Turbio ++ | Transparente| Turbio +++ | Transparente
Proteina (g/L) 8 6 10 8 05- 25
Conteo celular (x10°/L) 0.05 0.2 0.05 0.1 0.2-0.9
Viscosidad Buena Buena Buena Buena Muy buena-
Buena
Calidad de c_oagulo de Buena Buena Buena Buena Muy buena-
mucina Buena

Caballo 6

Parametro Basal 4h Basal 4h
Color Amarillo paja Rojizo Amarillo paja Rojo Amarillo paja
Apariencia Transparente Turbio ++ [ Transparente| Turbio +++ | Transparente
Proteina (g/L) 8 8 8 9 05- 25
Conteo celular (x10%/L) 0.05 0.4 0.1 1.6 0.2-0.9
Viscosidad Buena Regular Buena Buena Muy buena-
Buena
Calidad de c_:oagulo de Buena Regular Buena Buena Muy buena-
mucina Buena

Cuadro 10. Comparativo de los caballos del grupo 3 que fueron inyectados con 20
Ul de insulina por via intraarticular, demostrando los parametros basales tanto de
la articulacion tratamiento como la articulacion control a las 4 horas posteriores a
la inyeccion. Los recuadros amarillos indican alguna alteracion en el parametro.
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Figura 57. Microfotografia de una muestra de liquido sinovial obtenida del caballo
#4 a dosis de 20 Ul de insulina, usada como ejemplo, donde la muestra tuvo
apariencia turbia con color rojizo. Se observan eritrocitos en arreglos estilo

“‘Roulleau”, lo cual es caracteristico en el liquido sinovial gracias a la mucina
presente. Tincion Diff-Quik (10x).

Anéalisis estadistico

Se compararon los niveles de proteina sinovial y conteo celular sinovial entre las
articulaciones tratadas y las articulaciones control sin encontrar diferencias
significativas tanto para la dosis de 15 Ul (Proteina 2 horas ANOVA F%"*° = 0.069,
P= 0.798, a las 6 horas F;= 0.281, P=0.607; conteo celular basal ANOVA
F%9%5,=1.088, P=0.189, 2 horas F°''%,=2.811, P=0.125, 6 horas F°°%;=0.006,
P=0.940), como para la de 20 Ul (Proteina basal ANOVA F3=0.187, P=0.675, 4
horas F®"%= 0.039, P=0.848; conteo celular basal ANOVA F%%°%=0.789,
P=0.395, 4 horas Friedman X?,=0.667, P=0.414). Sin embargo, para la dosis de 15

Ul, los niveles de proteina basales de la articulacién tratamiento, fueron
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estadisticamente diferentes (Friedman X?;= 6, P<0.05) de los niveles de proteina

sinovial basal en articulaciones control.

7.8 Glucosa sanquinea

Todos los caballos inyectados con las diferentes dosis de insulina mostraron una
baja importante de la glucemia a los 30 min y 1 hora posterior a la inyeccion
intraarticular de la insulina. Al utilizar la dosis de 10 Ul presentaron una
disminucién a los 30 min y una hora después de la inyeccion, sin embargo, no fue
tan notoria como con las dosis de 15 Ul y mas aun con las dosis de 20 Ul.

(Gréficas 2-4)
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Gréfica 2. Promedio de glucosa sanguinea de los 6 caballos inyectados con una
dosis de 10 UL.
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Glucemia (Dosis: 15 Ul)
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Gréfica 3. Promedio de glucosa sanguinea de los 6 caballos inyectados con una
dosis de 15 UL.
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Gréfica 4. Promedio de glucosa sanguinea de los 6 caballos inyectados con una
dosis de 20 UL.
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Analisis estadistico de los niveles de glucosa sanguinea

Mediante el uso del programa SigmaPlot® 11.0, se determind la normalidad de los
datos de la concentracion de glucosa en sangre a través del tiempo mediante una
prueba de Shapiro-Wilkinson; se encontrd que la concentracién de glucosa en los
individuos en los diferentes muestreos, no tiene una distribucién normal para la
dosis de 10 y 20 Ul de insulina; mientras que para las dosis de 15 Ul si se

encontré una distribucién normal.

Los muestreos obtenidos donde se utilizaron dosis de 10 y 20 Ul de insulina
(distribuciones no normales), mantuvieron una distribucién no normal a pesar de
ser transformados (logyo Y raiz cuadrada). Por lo tanto, dado que se realizaron las
tomas de glucosa en sangre en los mismos individuos en cada uno de los 22
diferentes muestreos, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de medidas
repetidas para la distribucién normal (15 Ul) y un analisis de varianza (ANOVA) de
Friedman (10 y 20 Ul) para las distribuciones no normales. En los andlisis, en los
22 periodos de tiempo, los individuos se consideraron como bloques y la glucosa
en sangre como la variable (Zar 1999)*°. En caso de existir diferencias
significativas, se calculan los residuales estandares corregidos para evaluar en
cual celda observada difii6 mas de lo esperado (Quinn y Keough 2002)%°,
mediante pruebas post hoc (Holm-Sidak, Tukey) para conocer qué muestreos

difieren mas entre ellos (Quinn y Keough 2002).%

Para determinar si existe una asociacion entre la variacion de la glucosa en sangre

y la concentracion (dosis) de la insulina utilizada, se utilizaron tablas de
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contingencia de ji* (Zar 1999)*. En caso de existir diferencias significativas, se
calcularon los residuales estdndares corregidos para evaluar en cual celda

observada difiri6 mas de lo esperado (Quinn y Keough 2002).%

Se encontraron diferencias significativas en los niveles de glucosa en sangre para
los periodos de tomas de muestras, tanto para dosis de 10 Ul de insulina
(Friedman x%:= 75.760, P < 0.001), de 15 Ul (ANOVA F?!,= 11.045, P < 0.001), y

de 20 Ul (Friedman ¥%».= 75.904, P < 0.001).

La prueba post hoc (Holm-Sidak, Tukey) revel6 que para todas las dosis de
insulina utilizadas (10,15 y 20 Ul), hay una diferencia significativa en el promedio
de la concentracion de glucosa sanguinea a la hora de haberse inyectado la

insulina, al compararla con los demés muestreos sanguineos.

No se encontré asociacion entre la glucosa en sangre y las diferentes dosis de
insulina utilizadas (10, 15 y 20 Ul), tanto al comparar las concentraciones como
bloque (10, 15 y 20Ul ji’;00=104, P= 0.372), como pareadas (10-15 Ul
ji>34=34.667, P = 0.436; 10-20 Ul ji%3,=41.333, P = 0.369; 15/20 Ul ji®3,=37.333,

P=0.318).

Los resultados de la respuesta individual (glucemia) de cada caballo en cada una
de las 3 diferentes dosis se encuentran en el anexo |. Los resultados de los 6

caballos en las 3 dosis diferentes se encuentran en el anexo |II.
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7.9 Glucosa sinovial

Los caballos con la dosis de 15Ul también tuvieron disminucion en la glucosa
sinovial a las 2 y 6 horas. Se observa una notoria diferencia de las articulaciones

tratadas y las control. (Gréfica 5)

Todos los caballos con la dosis de 20 Ul presentaron una disminucion en la

glucosa a las 4 horas posteriores a la inyeccion. (Grafica 6)

Sin embargo, la diferencia entre las articulaciones tratadas y las articulaciones

control, no es estadisticamente significativa con ninguna de las dosis (15 y 20Ul).
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Gréfica 5. Promedio de glucosa en liquido sinovial de los 6 caballos inyectados
con una dosis de 15 Ul de insulina alas 2 y 6 horas.
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Glucosa articular (Dosis: 20 Ul)
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Gréfica 6. Promedio de glucosa en liquido sinovial de los 6 caballos inyectados
con una dosis de 20 Ul de insulina a las 4 horas.

Andlisis estadistico

Se compararon las concentraciones de glucosa en las articulaciones tratadas y en
las control, sin encontrar diferencia estadisticamente significativa entre ellas, tanto
para las dosis de 15 Ul (ji>,=1.04, P= 0.5945) como para las de 20 Ul (ji*>;=1.41, P=

0.235).

Los resultados de la respuesta individual (glucosa individual) de cada caballo en

cada una de las 3 diferentes dosis se encuentran en el anexo lll.
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7.10 Cromatografia Liguida de Alta Resolucion (CLAR)

Con el cronograma inicial, no fue posible detectar insulina en liquido sinovial para
las muestras tomadas a las 8 y 12 horas posteriores a la inyeccion para las dosis
de 10 Ul. Las muestras de los 6 caballos de 15 Ul tomadas a las 2 y 6 horas y las
muestras a dosis de 20 Ul tomadas a los 30 min, 1h y 4h, mostraron un pico de

deteccion a los 16 = 0.5 min. (Figura 58)
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Figura 58.- Ejemplo de cromatograma obtenido donde se muestra el pico de
absorbancia detectado de insulina a los 16 min de iniciada la prueba. Esto se
observoé en todas las muestras donde se detect6 insulina en liquido sinovial.

Para poder establecer una curva de eliminacion, fue necesario modificar los
muestreos para CLAR de liquido sinovial, ya que no fue posible con los escasos

muestreos para las diferentes dosis. (Figura 59)
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Figura 59. Linea de tiempo en horas que marca los diferentes muestreos
modificados para obtener las diferentes concentraciones de insulina en liquido
sinovial.

Se obtuvieron promedios de concentraciones de insulina en el liquido sinovial para

las 3 dosis de insulina (10, 15y 20 Ul). (Cuadros 11-13, Gréfica 7)

Tiempo (horas) Concentracioén (pug/ml) Deswam(osrll:);:standar
0.5 1.25 0.34000
1 0.0 0.0
1.5 0.0 0.0
2 0.0 0.0
3 0.0 0.0
4 0.0 0.0
6 0.0 0.0

Cuadro 11. Promedio de las concentraciones obtenidas con CLAR de las
articulaciones tratadas con insulina de los 6 caballos con dosis de 10 UI.

Tiempo (horas) Concentracioén (pg/ml) DeSV|aC|(oSrI1:))estandar
0.5 5.5 0.33912
1 1.774 0.45627
1.5 0.76 0.30854
2 0.268 0.3126
3 0.0 0.0
4 0.0 0.0
6 0.0 0.0

Cuadro 12. Promedio de las concentraciones obtenidas con CLAR de las
articulaciones tratadas con insulina de los 6 caballos a dosis de 15 UI.
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Tiempo (horas)

Concentracion (ug/ml)

Desviacion estandar

(SD)

0.5 7.48 0.80436
1 2.898 1.40997
15 1.602 1.35086
2 0.656 0.80835
3 0.2325 0.37836
4 0.1 0.22361
6 0 0

Cuadro 13. Promedio de las concentraciones obtenidas con CLAR de las
articulaciones tratadas con insulina de los 6 caballos a dosis de 20 UlI.
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Curva de eliminacién para 10, 15y 20 Ul
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Grafica 7. Promedio de las concentraciones de insulina en liquido sinovial
obtenidas con CLAR, para los 6 caballos con las 3 dosis utilizadas (10, 15 y 20
ul).

Andlisis de datos farmacocinéticos

Los resultados obtenidos con CLAR, fueron analizados con el programa
MicroMath PkAnalyst®, utilizando el modelo #5 de un compartimento con cinética

de primer orden tanto de entrada como de salida.

Este modelo permite conocer las constantes de eliminacion o absorcién (que en

este caso son iguales) y la relacién volumen/dosis encontradas en las diferentes
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mediciones de concentracion en el compartimento en cierto tiempo. También
reporta el area bajo la curva (AUC), la vida media de eliminacion o absorcion
(Kae_narif), €l tiempo en el que se alcanzé la concentracion maxima (Tconc_max) Y €l
tiempo de residencia (Residence_Time). En los resultados obtenidos para la dosis
de 15 Ul, se observaron ligeros cambios en el tiempo de dichos pardmetros,
mismos que fueron menores a los observados en las dosis de 20 Ul. (Cuadros 14

y 15)

La variable independiente fue el tiempo y la dependiente la concentracion. Los
pardmetros fueron volumen, dosis y la constante de eliminacion Kag. (Gréaficas 8 'y

9).

Prueba de ji°? para las variables: Vida media de eliminacién, Tiempo de

concentracion maxima y Tiempo de residencia

Se agruparon las 3 variables que se basan en el tiempo y se obtuvo ji%>,= 0.03
P=0.9851. Este resultado indica que no existe una diferencia significativa entre las
dosis de insulina de 15 Ul y 20 Ul para los parametros vida media de eliminacion,

tiempo de concentracion maxima y tiempo de residencia.
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Parametro calculado

Resultado

Tiempo en min

(Residence_Time)

Vida media de eliminacion 0.199927931* 11.99
(KAE half)

Tiempo de concentracion maxima 0.288435035* 17.30
(TConc Max)

Area bajo la curva (AUC) 5.15211030 NA**
Tiempo de residencia 0.576870070* 34.61

Cuadro 14. Resultados de parametros farmacocinéticos calculados para la
insulina intraarticular con dosis de 15 UI.

* Tiempo en horas
** No aplica
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Grafica 8. Curva de eliminacion de la insulina de la articulacion radio-carpal a

-
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dosis de 15 UI.
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Parametro calculado Resultado Tiempo en min
Vida media de eliminacion 0.232681513* 13.8
(KAE half)
Tiempo de concentracion maxima 0.335688466* 19.8
(TConc Max)
Area bajo la curva (AUC) 7.37122310 NA**
Tiempo de residencia 0.671376931* 40.2
(Residence_Time)

Cuadro 15. Resultados de parametros farmacocinéticos calculados para la
insulina intraarticular a dosis de 20 UI.

* Tiempo en horas

** No aplica

o+ =1
] 1

Concentration (pg/ml)
%
]

Time (h)

Gréfica 9. Curva de eliminacién de la insulina de la articulacion radio-carpal a
dosis de 20 UI.



8. Discusion

8.1 Examen clinico previo

Ninguno de los caballos del estudio presentd signos correspondientes a
resistencia a la insulina o sindrome metabdlico, tal y como se muestra en el
cuadro de resultados. Todos tuvieron una condicidon corporal por debajo de la

dispuesta como factor predisponente (8-9).%

Asi mismo, ninguno presentd una escala de “gato” o Cresty neck, es decir, un
acumulo anormal de grasa alrededor del ligamento nucal del cuello, el cual es
mayor o igual a 3 en la escala descrita por Carter et al, 2009.*. Este es otro factor

predisponente para desarrollar sindrome metabdélico equino.*

Sin embargo, para tener una base mas objetiva para los criterios de inclusion de
los individuos, fue necesario la realizacién del examen oral de glucosa, con el que
no se mostré6 un incremento de la glucemia mayor a lo méximo reportado por
Frank, 2011, el cual es 115 mg/dl.>® Esto hizo elegibles para este estudio a todos

los individuos.

Tanto el examen clinico en busca de signos clinicos correspondientes a sindrome
metabdlico equino o resistencia a la insulina, como el examen oral de glucosa,
eran necesarios para descartar cualquier anomalia metabdlica que pudiera alterar
los niveles de insulina y por lo tanto, las mediciones de glucosa sanguinea y asi
tener resultados sin ser alterados por este tipo de variables, ya que, por ejemplo,
si un caballo hubiera sido resistente a la insulina, los resultados de glucosa

sanguinea hubieran sido alterados (elevados) con respecto a los demas caballos,
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lo cual nos hubiera dado falsas lecturas, ya que en este estudio se pretendio

incluir animales sanos.

8.2 Examen de aparato locomotor (clinico y radiografico)

El examen de locomotor consté de inspeccidn en estatica (observacion) y en
dindmica (paso y trote en linea recta en piso duro y a la cuerda en piso blando),
asi como también de palpacion en estatica y en dinamica (flexion del carpo
durante 1 minuto), con el que no se demostré evidencia clinica de claudicacion

alguna proveniente de la region del carpo en ninguno de los individuos.

El estudio radiogréafico no reveld ningiin cambio patolégico en la articulacion radio-

carpal de ninguna de las dos articulaciones de cada uno de los 6 caballos.

8.3 Examen clinico posterior al tratamiento

Tal y como se muestra en el cuadro 3 en resultados, al reevaluar a todos los
individuos a las 24 horas posteriores a la inyeccion, ninguno presentd signos
clinicos de reaccion adversa a la insulina o a la SSF 0.9% en ninguna de las
articulaciones puncionadas. Los promedios en los perimetros de la articulacién
fueron iguales tanto en las articulaciones tratadas como en las articulaciones
control con las 3 dosis en los 6 caballos. Hay que mencionar que esta medicion se
realiz6 con una cinta métrica dividida en centimetros, no se hizo con precision
milimétrica. Sin embargo, si hubiera habido algun tipo de reaccion adversa al
medicamento, aunque la medicion no haya sido tan precisa, claramente hubiera
aumentado el perimetro articular debido a la inflamacién. Por lo tanto, parece ser

qgue la insulina utilizada y la técnica aséptica realizada en este estudio fueron
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adecuadas, ya que no se presentd evidencia clinica de reaccion alguna, indicando

que la insulina resulta ser inocua para la articulacion.

8.4 Andlisis fisicoqguimico de liquido sinovial

Como se muestra en los cuadros 4-9, en varias muestras tanto de articulaciones
tratamiento (inyectadas con insulina) como en las control (inyectadas con SSF
0.9%), se obtuvo un liquido de apariencia turbia y color rojizo, lo que se atribuy¢ al
efecto de la aguja (trauma) en la sinovia, ya que gracias a las tinciones, se
observdé que habia presencia mayoritaria de células anucleadas, caracteristica

correspondiente a eritrocitos.*

Con el programa estadistico SigmaPlot® 11.0, se determiné la normalidad de los
datos de los niveles de proteina y conteo celular en liquido sinovial tanto en
articulaciones tratadas como control a través del tiempo mediante una prueba de
Shapiro-Wilkinson; se compararon solamente los niveles de proteina sinovial y
conteo celular sinovial entre las articulaciones tratadas y las articulaciones control,
ya que son los parametros que arrojaron datos objetivos (cuantitativos), ademas
de que son los parametros mas importantes clinicamente, para detectar cambios
en la composicion de liquido sinovial (inflamatorios o infecciosos); sin encontrar
diferencias significativas tanto para la dosis de 15 Ul o las de 20 Ul. El dnico
cambio estadisticamente significativo fue para la dosis de 15 Ul en los niveles
basales de proteina entre las articulaciones tratadas y las control (Friedman X?=

6, P<0.05), esto pudo deberse a variaciones en el manejo de las muestras en el
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laboratorio, al ser cambios Unicamente basales, no se les dio importancia debido a

gue la insulina aln no se inyectaba en la articulacion.

La hemartrosis se asocia generalmente con trauma directo a la articulacion,
trastornos de coagulacién o intoxicacion por warfarina, pero en este caso, se
asocia una puncién directa, ya que no hubo infiltracion de células inflamatorias, ni

aumento en la proteina sinovial. *°

Como los valores de proteina se mantuvieron en todo momento por debajo de los
25¢/L, sin presencia de células inflamatorias polimorfonucleares ni de bacterias en
la observacion al microscopio (100x), se descarté la posibilidad de infeccion o
reaccion adversa a los materiales y técnica utilizados en este estudio, junto con la
ausencia de la clasica signologia de artritis séptica, como es: calor, inflamacién e
incapacidad para apoyar el miembro dentro de las primeras 24 horas. La
incidencia de desarrollar artritis séptica en caballos adultos causada por una

artrocentesis es bastante alta (34.1%). ***

Generalmente en caballos con artritis séptica, los valores del numero de células
puede llegar desde los 30 hasta los 90 6 100x10%/L; y el valor de proteina presente
en el liquido sinovial es mayor a 25 g/L, pero puede llegar hasta 60 g/L. “°*2. Se
han reportado también valores diferentes de proteina presente en el liquido
sinovial, dependiendo de la condicidbn patolégica en la que se encuentre la
articulacion, la cual puede ser secundaria a trauma o infeccion, teniendo valores

de 20-40 y de >40 g/L respectivamente.*?
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Ninguno de los muestreos presento valores cercanos a los ya citados, por lo que
en efecto, no se ocasion6 infeccion o reaccion adversa alguna con la inyeccion de

insulina por esta via.

El hecho de encontrar diferencias significativas en los niveles de glucosa en
sangre para cualquiera de las 3 dosis utilizadas (10, 15 y 20 Ul), indica que en
efecto, la glucemia cambia a lo largo del tiempo al inyectar insulina en cualquiera

de las 3 dosis por via intraarticular.

Dentro de cada una de las 3 dosis utilizadas, se encontraron diferencias
significativas a los 60 minutos posteriores a la inyeccion intraarticular de la
insulina, lo cual indica que antes de los 60 minutos de haber inyectado la insulina,
ya se esta eliminando hacia el torrente sanguineo y es el punto mas bajo de

glucemia, antes de estabilizarse nuevamente.

Sin embargo, el no encontrar asociacion entre la glucemia y las diferentes dosis
utilizadas de insulina (10, 15 y 20 Ul), indica que se puede utilizar cualquiera de
las 3 dosis sin alterar significativamente el nivel de glucemia, es decir, si se utiliza
la dosis mas baja o la dosis mas alta, los cambios en los niveles de glucemia, no

cambiaran significativamente.

En los muestreos en los que se midié glucosa en liquido sinovial (dosis de 15y 20
Ul), tampoco se encontré diferencia significativa al comparar las articulaciones
tratadas con insulina como en las articulaciones control, en las que se utiliz6 SSF
(0.9%). En futuros estudios, con poblaciones mas grandes, es posible que se

obtenga mayor variacion en las mediciones de glucosa en liquido sinovial y se
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encuentre diferencia estadisticamente significativa entre las articulaciones tratadas

y las articulaciones control.

Clinicamente se observo que la insulina, en efecto, se une a receptores celulares
presentes en la articulacién, por lo que el nivel de glucosa sinovial baja, como se

observo en los niveles tomados de la articulacién tratada con insulina.

Es necesario realizar otro estudio en el que se muestre hasta qué punto los
niveles de glucosa sinovial se normalizan, y entonces ver si existe diferencia

estadisticamente significativa con respecto a la articulacion control.

8.5 Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (CLAR) y andlisis de datos

farmacocinéticos

Inicialmente, como lo muestra la figura 50 del cronograma de muestreos
sinoviales, el primer muestreo para CLAR fue a los 30 min, después 1 hora y
después 4 horas para el grupo 1 (dosis 20 Ul), para el grupo 2 fue 2 y 6 horas
(dosis 15 Ul) y para el grupo 3 fue 8 y 12 horas (dosis 10 Ul). Sin embargo, al
correr las muestras en CLAR y analizarlas con el programa pkAnalyst no fue
posible establecer una curva de eliminacion, asi como también se observo que a
las 8 horas ya no era posible detectar insulina en el liquido, por lo que fue
necesario modificar los muestreos, quedando a los 30 min, 1 hora, 1.5, 2, 3,4,y 6

horas, para las 3 dosis utilizadas, que fue cuando la CLAR emiti6 resultados.

La farmacocinética presenta linearidad en las dosis de 15 y 20 Ul. Para la dosis de
10 Ul no fue posible establecer una curva farmacocinética dado que la técnica

analitica no fue lo suficientemente sensible para detectar esos valores a partir de 1

75



hora. Para las dosis de 15 y 20 Ul de insulina, ambas curvas de eliminacion
parecen similares, sin embargo, hay pequefas diferencias en cuanto a los

parametros farmacocinéticos utilizados.

Por ejemplo, con las dosis de 15 Ul, el tiempo de residencia de la insulina, el
tiempo de concentracion maxima y el &rea bajo la curva, fueron ligeramente
menores que los observados con las dosis de 20 Ul. Sin embargo, para ambas
concentraciones, el tiempo de concentracion maxima dentro de la articulacion fue
entre 17 y 20 minutos, lo que es congruente con lo observado con los niveles de
glucemia, donde se observo una disminucion importante a los 30 minutos en todos
los caballos con cualquier dosis. Al compararlos con todos los demas muestreos
sanguineos, fue significativamente diferente en el muestreo realizado en la

primera hora posterior a la inyeccion.

A pesar de que aparentemente la dosis de insulina de 20 Ul podria estar
afectando desde 2 hasta 6 minutos de diferencia las variables arrojadas por el
programa PkAnalyst a diferencia de los resultados obtendios para la dosis de 15
Ul, nuestros datos no permiten establecer que esta diferencia sea significativa.
Probablemente, con un mayor nimero de dosis de insulina y con las que se
obtengan mas concentraciones, es decir, donde se aumente la “n”, se podria
obtener una mejor idea acerca del tiempo de accién de la insulina o sus

repercusiones en la articulacion en cuanto a datos farmacocinéticos se refiere.
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Los cromatogramas fueron similares a los observados en el trabajo de Hafiz, et al,
2013, ya que se obtuvo un pico de insulina a los 16 + 0.5 min; en este trabajo se

observé el pico a los 15.8 min.*’
9. Conclusiones

La insulina Humalog Lispro® utilizada en este estudio, resultdé ser inocua para su
uso por via intraarticular en caballos (no se rechaza la Hp), ya que no hubo
evidencia clinica y fisicoquimica en el liquido sinovial que sugiriera alguna
reaccion adversa o no favorable al medicamento, por lo que su uso en caballos

por esta via a estas dosis, no representara riesgo alguno para los mismos.

Se utilizaron tres dosis, una dosis alta (20 Ul), una dosis media (15 Ul) y una dosis
baja (10 Ul) sin que se alteraran significativamente los niveles de glucosa tanto a
nivel sinovial como a nivel sanguineo, es decir, en este estudio, estos niveles no
estan asociados a la dosis utilizada. Esto indica que la glucosa sanguinea y
sinovial tuvieron la misma disminucion sin importar la dosis utilizada. Sin embargo,
dado que el tiempo de residencia, tiempo de vida media y el tiempo de
concentracion maxima fue mayor en la dosis de 20 Ul, se sugiere utilizar esta
dosis como Unica 0 maxima por caballo, para lograr que permanezca el mayor
tiempo posible en la articulacion. Dado que la mayor disminucion de glucemia con
las 3 dosis ocurrio a la hora de haberse inyectado la insulina por via intaarticular,
se sugiere que al utilizar la insulina por esta via, se observe clinicamente al
caballo durante poco mas de una hora, previendo que requiera atencion meédica

para restablecer los niveles sanguineos de glucosa.
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La permanencia de la insulina en la articulacion es muy corta y en este estudio es
directamente proporcional o dependiente de la dosis utilizada, es decir, a mayor
dosis utilizada, mayor sera la permanencia en la articulacion. Con este estudio se
concluye que la dosis méaxima a utilizar en caballos es de 20 Ul. Sin embargo, se
necesitan mas estudios para evaluar el efecto bioquimico en los condrocitos ya
que la ultima medicion de glucosa sinovial aln se encontraba por debajo de lo
observado en la articulacién control, lo que indica que aunque no hubo diferencia

estadisticamente significativa.

Este estudio es descriptivo, por lo que sirve como base para futuros estudios que
involucren el uso de insulina por via intraarticular en caballos, ya que es el primer

estudio in vivo, hasta la fecha que demuestra su seguridad.
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Anexo |

Gréaficas Glucosa sanguinea por grupo por dosis utilizada
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Gréfica 10. Niveles séricos de glucosa (mg/dl) en Grupo 1, con dosis de 10 Ul
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Grafica 11. Niveles de glucosa sanguinea (mg/dl) de Grupo 2, con dosis de 10 Ul
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Grafica 12. Glucosa sanguinea (mg/dl) de grupo 3 con dosis de 10 UL.
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Gréfica 13. Glucosa sanguinea (mg/dl) de grupo 1 con dosis de 15 UL.
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Gréfica 14. Glucosa sanguinea (mg/dl) de grupo 2 a dosis de 15 Ul.
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Gréfica 15. Glucosa sanguinea (mg/dl) de Grupo 3, a dosis de 15 UL.
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Gréfica 16. Glucosa sanguinea (mg/dl) Grupo 1, con dosis de 20 Ul.
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Grafica 17. Glucosa sanguinea (mg/dl) Grupo 2, con dosis de 20 UI.
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Gréfica 18. Glucosa sanguinea (mg/dl) Grupo 3, con dosis de 20 UI.
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Anexo |l

Graficas de glucosa por dosis utilizada en los 6 caballos
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Gréfica 19. Glucosa sanguinea (mg/ml) de los 6 caballos inyectados con 10 Ul de

insulina.
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Gréfica 20. Glucosa sanguinea (mg/ml) de los 6 caballos inyectados con 15 Ul de

insulina.
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Gréfica 21. Glucosa sanguinea (mg/ml) de los 6 caballos inyectados con 20 Ul de

insulina.
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Anexo Il

Niveles de glucosa sinovial en los 3 grupos con dosis de 15y 20 UI.
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Gréfica 22. Niveles de glucosa sinovial (mg/dl) de Grupo 1, con dosis de 15 Ul.
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Gréfica 23. Glucosa en liquido sinovial (mg/dl) del Grupo 1, con dosis de 20 UL.
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Gréfica 24. Niveles de glucosa sinovial (mg/dl) de Grupo 2, con dosis de 15 Ul.
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Gréfica 25. Niveles de glucosa sinovial (mg/dl) de Grupo 2, con dosis de 20 Ul.
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Gréfica 26. Glucosa sinovial (mg/dl) de articulacién tratamiento y control de grupo

3 con dosis de 15 UI.
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Gréfica 27. Glucosa sinovial (mg/dl) de articulacion tratamiento y control del grupo

3 con dosis de 20 UlI.
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