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Abstract

Insulin-like growth factor | (IGF-1) is the most important known growth factor for
cartilage repair in horses. It promotes mitosis of chondrocytes, collagen I
expression, and extra cellular matrix production. Osteoarthritis (OA) is the most
common musculoskeletal condition that causes lameness and poor performance in
sport horses. A total of 11 lame horses were clinically and radiographically
evaluated, and all were confirmed to suffer a front metacarpophalangeal lameness
by a positive flexion test, a low-4-point nerve block and an intraarticular block. Total
protein, IGF-1, IL-6 and TNFa were determined by ELISA, demonstrating changes
and different correlations between clinical condition, radiographic changes and
degree of inflammation. All horses with joint associated pain and therefore
associated lameness, demonstrated a significant increase of total protein (p<0.0001)
and IGF-1 concentration (p<0.05). Concentrations of IL-6 and TNFoa between
controls and lame horses demonstrated significant differences (p<0.01 and p<0.001
respectively). Horses with less radiographic changes, demonstrated the highest IGF-
1 expression in synovial fluid, and horses with more chronic OA conditions had very
similar IGF-1 expression levels than control joints. In all lame joints, we identified by
Western blot a lighter isoform of IGF-1 (~7.5 kDa) which was inflammation related
and it is the molecular weight of the mature peptide, and all control joints expressed
a heavier isoform (~12 kDa). This finding could lead to new research for sequencing
and targeting the isoform which is not expressed during an inflammatory process
within a joint, and to have a better understanding of its role in the horse’s joint.

Key words: IGF-1, horse, osteoarthritis.
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Resumen

El IGF-1 es el factor de crecimiento mas importante para reparacion de cartilago en
caballos. Promueve mitosis en condrocitos, expresion de colagena Il y produccion
de matriz extracelular. La osteoartritis es la causa mas comun de claudicacion y baja
de rendimiento en caballos. Once caballos fueron evaluados y todos fueron
confirmados de tener claudicacion asociada a la articulacion metacarpo-falangica
en miembros toracicos. Por ELISA se determiné la concentracion de proteina total,
IGF-1, IL-6 y TNFa en liquido sinovial, donde existen cambios en concentracion
relacionados a la condicion clinica que presentaban, cambios radiograficos y grado
de inflamacién. Todos los caballos con claudicacion, demostraron un incremento
significativo en la concentracién de proteina total (p<0.0001) e IGF-1 (p<0.05). Las
concentraciones de IL-6 y TNFa entre controles y caballos con claudicacion también
demostraron diferencias significativas (p<0.01 y p<0.001 respectivamente). Los
caballos con menos cambios radiograficos demostraron una expresiéon mayor de
IGF-1 en liquido sinovial; y los caballos con OA crénica y mayores cambios
radiograficos tuvieron una expresion similar a la de los controles. En todas las
muestras provenientes de caballos claudicando, se identificé por Western blot una
isoforma de IGF-1 mas ligera (~7.5 kDa) la cual se concluye que esta relacionada a
inflamacion; en caballos controles se encontrd una isoforma mas pesada (~12 kDa).
Este hallazgo puede llevar a una linea de investigacidon para secuenciar y dirigir los
trabajos a la isoforma que no esta siendo expresada durante OA y asi tener un mejor
entendimiento del papel que juega cada una de ellas.

Palabras clave: IGF-1, caballo, osteoartritis.
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Figura 2. Esquema donde ejemplifica una
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central y rodeandola, la vénula helicoidal.
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destaca la punta de la vellosidad, que es
susceptible a isquemia. (Imagen tomada

y modificada de: Bertone, 2004)

Figura 3. Esquema que ejemplifica la asociacion
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proinflamatorias, citocinas, enzimas degradadoras
de MEC, y MMPs.en una articulacion durante

un proceso inflamatorio. (Imagen tomada de:
Buzas et al., 2014)

Figura 4. Esquema que ejemplifica las

fuerzas vasculares y de fluidos en articulaciones.
A) Articulacién normal en descanso,

B) Articulacion normal durante el ejercicio, donde
se incrementa el flujo arterial y por lo tanto la
presion arterial y flujo trans-sinovial, sin cambiar
la permeabilidad. C) Articulacién con proceso
inflamatorio (sinovitis) durante el ejercicio, donde
la presion arterial, y el flujo trans-sinovial son
incrementados. La permeabilidad de la sinovia, la
concentracion de proteina sinovial y el edema
intersticial incrementan, produciendo una cantidad
anormal de liquido sinovial. (Imagen tomada y
modificada de: Bertone, 2004)

Figura 5. Esquema que representa un comparativo
del grosor en milimetros del cartilago articular no
calcificado de distintas especies domésticas
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humano, en diversas regiones de la articulacion
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fémoro-tibiopatelar. PMT: Proximal medial trochlear
(troclea medial proximal); LT: lateral trochlear
(troclea lateral); DMT: Distal medial trochlear
(troclea medial distal); PMC: Proximal medial
chondyle (céndilo medial proximal); DMC: Distal
medial chondyle (condilo medial distal).

(Tomado de: Mcllwraith, 2011)

Figura 6. Esquema que ejemplifica la formacion 28
de las fibras de colagena. (Imagen tomada y
modificada de: Mescher, 2021).

Figura 7. Esquema que demuestra la interaccion 29
de las proteinas que conforman la MEC.

(Proteinas de union, proteoglicanos, colagena ll,

condroitin sulfato y acido hialurénico). (Imagen

tomada y modificada de: Miller EJ, 1982).

Figura 8. Microfotografia de una seccion de 30
cartilago articular de caballo adulto normal

mostrando sus distintas capas. La parte

superior corresponde a la superficie articular

y la inferior a la adyacente al hueso subcondral.

Tincion H & E. 1000x.

Figura 9. Microfotografia de un corte de 31
grosor completo de una seccion de cartilago

articular de caballo adulto normal, donde en

la zona superficial se observa el acomodo

aplanado de los condrocitos (flecha blanca)

y en la zona radial o profunda se observan las

lagunas conteniendo grupos isdgenos (flechas

blancas). Tincion H & E. A: 100x, B y C: 400x

Figura 10. Diagrama donde se ilustran los efectos 31
de la descarga (izquierda) y carga (derecha) en

los distintos estratos del cartilago articular.

TM: Matriz territorial, IM: Matriz interterritorial,

I: Zona superficial, II: zona transicional o intermedia,

lll: Zona radial o profunda. (Tomado y modificado

de: Hughes et al., 2005.)

Figura 11. Ensayo de incorporacion de timidina que 37
demuestra la proliferacién celular inducida por IGF-1

y su inhibicién en presencia de citocinas proinflamatorias.

La proliferacion celular es marcadamente inhibida

cuando se coincuba IGF-1 con dichas citocinas,
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ya que hay una menor incorporacion de timidina.
(Imagen tomada de: Choukair et al., 2014)
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de IGF-1. Las funciones de ligando de IGF-1 lo hacen
interactuar con su receptor (IGF1R), el cual esta
localizado en el espacio transmembranal.

Figura 21. Radiografias representativas de caballos 63
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0sea en hueso subcondral, inmediatamente adyacente

al surco sagital de P1, rodeada por esclerosis 6sea

alrededor del mismo (flecha).

Flgura 22. A) Concentracion de IGF-1 de 64
caballos control y caballos con claudicacion

demostrando una diferencia significativa entre ellos

(p<0.05)*. B) Concentracion de IL-6 entre controles

y muestras de caballos claudicando donde se observa

una diferencias significativas (P<0.01)**.

C) Concentracion de TNFa de caballos controles y

caballos claudicando donde se observan diferencias

significativas (p<0.001)***.

Figura 23. Fotografia representativa del analisis de 65
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1 Introduccion

1.1 Artrologia general

La articulacion es aquella estructura anatomica formada por la union de dos o0 mas
huesos y, cuya funcion es la de dar ya sea estructura, soporte, o principalmente
movimiento a alguna region anatdmica. Los diferentes tipos de movimiento que
permiten las articulaciones son: flexién, extension, aduccion, abduccion, rotacion
interna y externa, circunduccion. Estan compuestas por hueso, cartilago articular,
sinovia, capsula articular fibrosa, estructuras anexas (que se detallaran mas
adelante) y ligamentos, ya sean intra o extra articulares, es decir, por dentro o por

fuera de la cavidad articular.

Se pueden clasificar segun tres categorias: 1.- Anatdmicamente, 2.-
Fisiologicamente, o 3.- Anatomofisiologicamente (Getty, 2000) (Figura 1). O bien,
estructuralmente, es decir, segun los componentes o estructuras anatomicas que la

conformen, puede clasificarse en 3 tipos:

1.2 Articulaciones fibrosas

Son segmentos de huesos que se encuentran unidos por tejido conjuntivo fibroso.
Son las unicas articulaciones que carecen de cualquier tipo de cartilago articular vy,
por consiguiente, de capsula articular, sinovia, liquido sinovial y ligamentos; y por lo
tanto, son articulaciones practicamente fijas o inmoéviles (Getty, 2000). Este tipo de

articulaciones, pueden subdividirse en 3 diferentes clases:



1.- Suturas del craneo. Compuestas unicamente por tejido conjuntivo fibroso. Con
el paso del tiempo, éstas van despareciendo osificandose para formar una sola
placa de hueso. Es por esto, que, en medicina forense, las suturas del craneo se
utilizan para tratar de determinar la edad del individuo, sin embargo, en algunos
individuos pueden no osificarse por completo, incluso en la senectud, haciéndolas

no muy fiables para determinar edad.

2.- Sindesmosis. Compuestas por tejido conjuntivo fibroso blanco o elastico, o bien,
una mezcla de ambos. Por ejemplo, la union de fibula con la tibia, unién de
metatarsos o0 metacarpos rudimentarios con su respectivo Il metatarso o
metacarpo. Algunas de ellas, con el tiempo pueden llegar a osificarse, a este

proceso se le llama sinostosis.

3.- Gonfosis. El unico ejemplo de una goénfosis es aplicable en la union del alveolo
dentario con la pieza dental. No se considera como tal una articulacion, ya que, en
el sentido estricto, una articulacion une a dos diferentes huesos, ahora bien, los
dientes al no estar constituidos por tejido éseo, no forman parte del esqueleto axial,

ni por supuesto del esqueleto apendicular (Getty, 2000 & Dyce, 2010).

Todas estas articulaciones carecen de movimiento por tanto son sinartrosis.

1.3 Articulaciones Cartilaginosas

Son las compuestas principalmente por cartilago hialino, fibrocartilago o una

combinacion de ambos. Se pueden dividir en 2 subclases:

1.- Sincondrosis. Estas articulaciones son consideradas como “temporales”, ya que



el cartilago presente se osifica conforme el individuo se hace adulto. El mas claro
ejemplo de una articulacion sincondrosica, son las placas de crecimiento, que son
fusionadas una vez que el individuo alcanza la madurez, otros ejemplos son: union
costocondral, la parte basilar del hueso occipital con el hueso basiesfenoides, las
articulaciones entre esternebras, el hueso estilohioideo con la porcion petrosa del

hueso temporal, entre otros (Getty, 2000 & Dyce, 2010).

2. Sinfisis. En ocasiones son llamadas articulaciones cartilaginosas secundarias,
pero estan compuestas unicamente por fibrocartilago, por consiguiente, su
capacidad de movimiento es sumamente limitada. Los mejores ejemplos de una
sinfisis es la articulacion sacro-iliaca, o las sinfisis pélvica y pubica (Getty, 2000 &

Dyce, 2010).

La clasificacion indica que en las sincondrosis se unen los huesos por cartilago

hialino y en las sinfisis por cartilago fibroso.

1.4 Articulaciones Sinoviales

Conocidas también como articulaciones del tipo diartrosis por tener movimiento.
Compuestas por cartilago articular, capsula articular, cavidad articular, liquido
sinovial, vasos sanguineos y linfaticos, y nervios. Proveen alto movimiento entre los
huesos que unen, el cartilago articular tiene capacidad de amortiguamiento y
disipacidon de cargas. Algunos ejemplos de diartrosis de movimiento bajo o
moderado: tarso-metatarsiana e interfalangica proximal. Y diartrosis de movimiento

alto: Articulacion coxo-femoral y metacarpo-falangica (Getty, 2000).



A continuacién, se detallaran las estructuras que comprenden una articulacién

sinovial, a excepcion del cartilago articular que se vera a fondo mas adelante.

Para fines practicos, las articulaciones pueden agruparse como lo demuestra el

siguiente esquema:

1. Rango normal de espézéig(l)i;r:daa e 3.Clasificacion
movimiento ’ 3mi
Tejido Conectivo anatomica
Sinartrosis.-
| Articulaciones Fibrosas
sin Sind ; (Suturas
. 21Ndesmosis ¢
movimiento. sindesmosis y
gonfosis)
nfiartrosis.-
| Movimi
leve o limitado
- @@
Diartrosis.. Con Sinoviales Cartilaginosas
movimiento (Sincondrosis y
| bajo, moderado sinfisis)
y alto
-

Figura 1. Esquema que resume los tipos de articulaciones dependiendo del rango
normal de movimiento, de la forma especializada de tejido conectivo y la
clasificacion anatémica



2 Estructuras que componen a las articulaciones

diartrosicas o sinoviales

2.1 Membrana sinovial

Lamina de tejido conjuntivo que reviste en su totalidad a la articulacion, puede llegar
a estar sin el soporte que le confiere la capsula articular fibrosa, esto es observado
principalmente en vainas tendinosas. Macroscépicamente es de color rosa brillante
y forma proyecciones o diverticulos llamados recesos, que se extienden mas alla de
la superficie articular, estas proyecciones son las llamadas bolsas o bursas, que
permiten que al realizar una artrocentesis, la aguja no tenga que entrar
especificamente entre las dos superficies articulares. Constituye la capa interna de
la capsula articular, porque recubre todas las superficies internas de la cavidad
articular con la unica excepcioén del cartilago articular. La membrana sinovial se fija
o ancla en los bordes del cartilago articular. Al interior de la misma, presenta unas
prolongaciones digitiformes llamadas vellosidades sinoviales, que es donde se
encuentran los sinoviocitos, que forman 1-2 capas de células (Dyce, 2010 &

Geneser 2001).

La membrana sinovial esta disefiada para el intercambio de fluido proveniente del
flujo sanguineo y tiene también a su vez la funcién de sintetizar hialuronatos

(Bertone, 2004).

Se divide en dos regiones, sinovia (intima) y subsinovia (subintima). La sinovia esta

compuesta por una capa luminal de 1-5 células de profundidad, un plexo capilar que



yace 6-11 ym por debajo de la superficie intima. Existe una red mas profunda de
vasos linfaticos y la region subintima que esta compuesta de tejido adiposo, tejido
conjuntivo ordinario laxo areolar y tejido conjuntivo fibroso (Bertone, 2004). La intima
esta disefiada para favorecer los intercambios entre los capilares y la cavidad
articular, carece de membrana basal, pero contiene espacios intercelulares y los
capilares intimos son fenestrados y orientados hacia la cavidad articular (Levick,

1984; Bertone, 2004).

La intima adquiere una estructura tridimensional y es dependiente del ambiente
biomecanico al que esta sometida, es decir, en vainas tendinosas, cuyas cargas
biomecanicas son altas, adquiere una forma mas plana y descansa en una
subintima fibrosa y fuerte mecanicamente hablando. Por otro lado, en recesos
sinoviales, la intima forma las conocidas vellosidades sinoviales, las cuales son muy
ricas en vasculatura y se ha demostrado que es el sitio preferencial para dilucion e
intercambio de macromoléculas, asi como también se lleva a cabo en ellas la

mayoria de la sintesis de hialuronato (Hardy, 1998; Myers, 1983).

Existen 2 tipos de sinoviocitos, el tipo A y el tipo B. Los sinoviocitos tipo A tienen
funcién fagocitica, son similares a macrofagos, ya que contienen marcadores de
superficie que sugieren cierta habilidad ademas de fagocitosis, ademas de ser
células mononucleares provenientes de meédula 6sea, tienen funciones de
presentacion de antigeno, por lo que son los responsables iniciadores de la
respuesta inmune innata dentro de la articulacién; los tipo B que conforman dos
tercios de la poblacidn de sinoviocitos tipo A, son similares a fibroblastos, conocidos

o referidos por algunos autores como fibroblastos sinoviales, son de origen incierto,



pero poseen la funcion de sintetizar proteoglicanos y colageno como parte de la
matriz extracelular (MEC), asi como también mucina y proteoglicano 4 (mejor
conocido como lubricina), cuya funcion es la de lubricar la articulacion y prevenir a
su vez la deposicion proteica por parte del liquido sinovial en el cartilago articular,
gracias al control del crecimiento sinovial dependiente de adhesion e inhibiendo la
adherencia de células sinoviales o de la membrana sinovial a la superficie recubierta

por cartilago articular (uniprot.com; Geneser, 2001; Myers, 1983).

Ambos tipos celulares se encuentran en asociacion cercana con componentes de
la matriz intima tales como la fibronectina, laminina, colagena tipo IV y V, entactina
y glucosaminoglicanos sulfatados; todo lo cual funciona de anclaje de la capa celular
intima al tejido conjuntivo subyacente (Revel, 1995). La habilidad de la intima para
mantenerse como una capa mas de la articulacidn aparenta ser por su papel en
mantener la relacién célula-MEC-célula, por medio de la expresion de moléculas de
adhesion como la molécula de adhesion intercelular-1 (por sus siglas en inglés:
ICAM-1), la molécula de adhesion vascular-1 (por sus siglas en inglés: VCAM-1),

fibronectina, laminina y sus ligandos a integrinas. (Bertone, 2004)

Cuando existe un proceso inflamatorio, la proporciéon celular de la membrana
sinovial cambia, especificamente, en la parte subintima cambia la poblacion celular
de macrofagos siendo ésta de un 50-70%. La expresion de integrinas también
incrementa y por lo tanto la morfologia celular se altera, puede pasar de ser un
arreglo en paralelo a la superficie articular con células pequefas, a otro mas

superficial y perpendicular a la cavidad articular (Myers, 1983).



Durante el proceso inflamatorio, la expresion de moléculas de adhesiéon por parte
de las células de la capa subintima de la membrana sinovial, entre ellos los
fibroblastos, puede servir para dirigir el trafico de los leucocitos hacia el lugar de
lesion. Sin embargo, existe evidencia de que las células de la subintima también
pueden dirigir leucocitos en estados no inflamatorios o normales. (Myers, 1983 &

Zvaifler, 1995)

2.2 Circulacion articular

La membrana sinovial posee un mayor numero de vasos sanguineos que la capsula
articular o el hueso subcondral, y tiene la funcion de mantener la homeostasis
articular, ya que como bien se menciond, provee una via para el intercambio de
nutrientes y subproductos metabdlicos entre la sangre y los tejidos sinoviales,
incluido el cartilago articular. La eficacia de este intercambio esta dada por la
densidad de capilares presentes en la sinovia, la profundidad de los mismos y el

flujo sanguineo. (Levick, 1990)

Los vasos sanguineos presentes en la articulacion (incluido el hueso subcondral)
estan formados por ramas provenientes de las arterias epifisiarias que corren en la
unidn del periostio y la membrana sinovial, formando un circulo arterial. La mayor
densidad de vasos sanguineos en la sinovia, se encuentran a una profundidad de
25 ym de la superficie articular. Las ramas mas grandes de las arterias epifisiarias
penetran en el hueso, mientras que las ramas mas pequefias permanecen en la
periferia del cartilago articular, formando asi la circulacion pericondrial (Bertone,

2004). En el angulo de reflexion de la membrana sinovial, la irrigacion esta



compuesta por un plexo vascular y las vellosidades sinoviales estan penetradas por
una arteriola central proveniente de las ramas de las arterias epifisiarias. (Bertone,

2004)

Diversos factores alteran la circulacion articular, tales como la presion articular,
temperatura local, movilidad de la articulacion, tono vasomotor, liberacion local de
mediadores vasoactivos y el mas importante de todos, el ejercicio. La respuesta al
ejercicio de la circulacion articular es considerada como el mayor factor inductor del
aumento en la misma (Amudsen, 2002). Cuando la articulacién pasa de un estado
de extension a flexibn maximas, ocurre un efecto de bombeo, lo cual incrementa el

flujo sanguineo a la misma. (Bertone, 2004)

En la membrana sinovial, la presion intravascular esta controlada principalmente por
la arteriola central y los capilares presentes en ella. La presion de los ultimos es
relativamente baja, aunque se piensa que el flujo sanguineo en la sinovia esta dado
principalmente por la presion intraarticular (PIA). Por ejemplo, cuando aumenta la
PIA, ocurre efusion articular debido a la disminucion de la perfusion (Hardy, 1996).
Hay que destacar que la efusion articular no esta ligada necesariamente a ser
consecuencia de inflamacién, sino con el aumento de la PIA, en caballos con efusion

articular sin claudicacion, la PIA es mayor a 30 mmHg. (Strand, 1994)

En la enfermedad articular cronica existe una disminucion de la densidad de los
capilares sinoviales y un incremento en el grado de fibrosis de la capsula articular
(lo que disminuye su distensibilidad), lo cual a su vez disminuye significativamente

el flujo sanguineo, lo que incrementa la PIA que en este caso esta asociada a la



efusion articular, su movimiento y la falta de distension de la capsula articular.

(Bertone, 2004)

En una vellosidad sinovial existe como ya se describié brevemente, una arteriola
central y una vénula helicoidal que desciende desde la punta de la vellosidad, hasta
la base de la misma. Esta distribuciéon vascular la convierte en un sistema de
intercambio a contracorriente, el cual crea isquemia en la punta de la vellosidad,
debido a diferencias en la presion arterial y venosa de oxigeno tanto en la punta
como en la base (Figura 2) (Bertone, 2004). En vasos sanguineos normales ocurre
un aplanamiento de los capilares cuando la PIA es mayor a 25 mmHg (Fitzgerald,
1991). Durante la efusion articular y en fases de movimiento normal, los valores de
PIA son excedidos, lo que resulta en una disminucion del flujo sanguineo, linfatico
y por ende, disminucidn de la depuracion de desechos desde el espacio articular.
En caballos con artritis cronica, se da también una disminucién de flujo sanguineo,
pero esto es dado por la disminucion en la densidad de los capilares, y por un
incremento en la distancia entre ellos, lo que conlleva a un incremento relativo de
isquemia. En conclusidén, articulaciones con aumento de PIA por efusién o con
disminucién en la distensibilidad de la capsula articular (por OA), el flujo sanguineo
se vera disminuido, lo que conllevara a que las vellosidades disminuyan su tamafio
y se vuelvan mas romas, dando como resultado areas de hipoxia en las puntas de
las mismas, lo cual es la tipica lesion por reperfusion isquémica. (Bertone, 2004 &

Woodruff, 1986)
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Figura 2. Esquema donde ejemplifica una seccion longitudinal de una vellosidad
sinovial de caballo, en el centro se aprecia la arteriola central y rodeandola, la vénula
helicoidal. Esta particular anatomia facilita el intercambio a contracorriente y el
gradiente de oxigeno de la arteriola a las vénulas, donde también destaca la punta
de la vellosidad, que es susceptible a isquemia. (Imagen tomada y modificada de:
Bertone, 2004)

En caballos neonatos, a diferencia de los adultos, la infeccién de articulaciones
(artritis séptica) es mas por via hematdgena que directa. Esto es por diferencias en
la microcirculacién de la articulacién. En general, cualquier infeccion sistémica
puede conllevar a infectar una articulacion, por ejemplo, falla en transferencia pasiva
e infecciones respiratorias, umbilicales o gastrointestinales. Lo cual conlleva a

inoculacién de microorganismos en membrana sinovial (infeccion tipo S), en hueso
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subcondral epifisiario (infeccion tipo E), en el lado metafisiario de la fisis de
crecimiento (infeccion tipo P), o bien, en los huesos cuboidales tanto de carpales
como tarsales (infeccion tipo T). Las bacterias que normalmente son aisladas en
potros con artritis séptica con: Escherichia coli, Salmonella spp, Actinobacillus
equuli, Klebsiella spp, Staphylococcus spp, Streptococcus spp 'y Rhodococcus equi.

(Glass & Watts, 2017)

Existen dos grupos en donde se pueden clasificar los potros con sepsis musculo-
esquelética: el potro neonato (<3 semanas de edad), en donde lo mas probable es
que dos o mas articulaciones se vean afectadas; y el de potros mayores (>3
semanas de edad) donde unicamente una articulacion estara infectada. En el primer
grupo, se desarrollan infecciones primarias en la sinovia o en hueso epifisial
(infeccidn tipo S y tipo E), mientras que, en el segundo grupo, las infecciones
primarias se desarrollan en el lado metafisiario de la fisis de crecimiento (infeccion
tipo P). Esto es debido a que los vasos sanguineos transfisiarios permanecen
patentes hasta los 7-10 dias de edad y a su vez comunican directamente con los
sinusoides, en donde existe un flujo sanguineo muy lento, lo que permite a las
bacterias tener mas tiempo de escapar del torrente sanguineo para adherirse e

invadir estructuras adyacentes. (Glass & Watts, 2017)

Otro factor que influye en la infeccidn articular por via hematégena, es que, en
animales neonatos como lo es el conejo y el caballo, el cartilago articular es
vascular, por lo que cualquier bacteria presente en torrente sanguineo podra pasar
directamente a la articulacion a través del cartilago articular, o bien, cualquier

pequefio trauma a la superficie articular con hemorragia asociada, puede también
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contribuir en la infeccion local (Glass & Watts, 2017).

Las articulaciones mas comunmente afectadas con artritis séptica en neonatos son
la fémorotibiopatelar y tibiotarsales, después le siguen los carpos y menudillos, y
finalmente son las consideradas miscelaneas, como lo son el codo, hombro o

coxofemoral (Vos & Ducharme, 2008).

Los signos clinicos incluyen claudicacion severa, efusion sinovial, celulitis localizada
y sensibilidad a la palpacion, y generalmente la gente que llama al médico
veterinario, reporta que “el potro esta claudicando porque su madre lo pisé y lo
lastimd”, razén por la cual, es necesario realizar un examen fisico completo y
adecuado para identificar rapidamente la causa e implementar el tratamiento

adecuado.

2.3 Capsula articular fibrosa

Es la estructura mas cercana a la piel y envuelve a la articulacion. Fija sus bordes
penetrando en el periostio de los huesos que componen la articulacion; dicha fijacion
puede ser a lo largo de los bordes del cartilago, o bien, a unos centimetros de éste.
Es una estructura compuesta de tejido conjuntivo rico en colagena densa que forma
fibras, las cuales se disponen en capas que transcurren dentro del periostio de los
huesos que componen a la articulacion. Funciona también como un soporte a la
articulacion adicional al que brindan los ligamentos articulares, principalmente los
colaterales mediales y laterales, o el ligamento anular de la articulacion metacarpo-
falangica. En ocasiones, dichos ligamentos pueden penetrar a ella, o bien,

transcurrir independientes a la capsula, ya sea por dentro o por fuera de la
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articulacion. Algunos tendones también pueden reforzar a la capsula para darle un
soporte adicional, como sucede en las articulaciones del carpo con el tenddn
extensor digital comun y el digital lateral. Al tener estructura rica en colagena y en
tejido conjuntivo fibroso, la capsula articular es muy resistente a fuerzas de traccion,
pero a la vez flexible para permitir de manera estable el movimiento natural de la
articulacion. En casos de sobrecarga, puede llegar a generar entesiofitos en su

insercion ésea, o bien, signos de remodelacion 6sea (Geneser, 2001; Getty, 2000).

2.4 Liquido sinovial

Es un liquido viscoso, de color amarillo paja, y transparente. Es un ultrafiltrado del
plasma que le confiere lubricacion y nutrientes al cartilago articular, que, por difusion
a través de la MEC, llegara a nutrir los condrocitos presentes en el cartilago.
Mientras mas grande sea la articulacion sinovial, mas cantidad de éste habra

(Geneser, 2001).

Este proviene de los vasos sanguineos presentes en la membrana sinovial, la cual
es una capa delgada que contiene sinoviocitos tipo A, B y capilares, como ya se
describié anteriormente. En la subsinovia se encuentra una alta cantidad de vasos
linfaticos, que ayudan a depurar productos de desecho del metabolismo de los
condrocitos. En resumen, la membrana sinovial es una estructura que provee una
barrera semipermeable para intercambio de macro y micromoléculas, tales como
glucosa, electrolitos, los cuales pasan libremente a través de ella al liquido sinovial,
y en una medida mas limitada, proteinas. Existe evidencia de que se lleva a cabo

también un intercambio de vesiculas extracelulares secretadas por las células en la
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membrana sinovial, que son liberadas hacia la cavidad articular, éstas transportan
patrones moleculares asociados a patégenos, o por sus siglas en inglés: PAMPs
(Pathogen associated molecular patterns), patrones moleculares asociados a dafio,
o por sus siglas en inglés: DAMPs (Damage associated molecular patterns),
citocinas, miRNAs (miRNA-21 y miR-29a), auto antigenos y enzimas de
degradacion. Dependiendo de su tamafo y lo que transportan, las vesiculas
extracelulares pueden ser de 3 tipos, exosomas (50-100 nm), microvesiculas (100-
1000nm), y vesiculas apoptosicas (100-5000 nm) (Figura 3). Dichas vesiculas
pueden utilizarse como biomarcadores para enfermedades inflamatorias, como lo
es la artritis reumatoide y la osteoartritis. En adicion a las vesiculas que atraviesan
también los vasos sanguineos de la membrana sinovial, hay microvesiculas que son
derivadas de plaquetas y acarrean IL-13, que induce la produccion y secrecion de
IL-8 por parte de los fibroblastos sinoviales, o sinoviocitos tipo A. Estos contribuyen
a la deposicion de fibrina para asi inducir angiogénesis. Las microvesiculas que
provienen de células T y de monocitos, tienen un efecto de regulacion a la alta fa
expresion de COX-2 y mPGES-1 por parte de los sinoviocitos tipo A, para asi inducir
la liberacién de MMPS, en especifico la MMP9 y MMP14 y la agrecanasa pueden
estar en asociacion con las microvesiculas, asi como también lo estdan muchas mas

enzimas, como son la R-glucoronidasa y la hexosmaninidasa (Buzas et al., 2014).
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Figura 3. Esquema que ejemplifica la asociacién de las vesiculas extracelulares con
células proinflamatorias, citocinas, enzimas degradadoras de MEC, y MMPs. En una
articulacién durante un proceso inflamatorio. (Imagen tomada de: Buzas et al., 2014)

Abreviaturas:

APC: Célula presentadora de antigeno
COX-2: Ciclooxigenasa-2

ECM: Matriz extracelular

EVs: Vesiculas extracelulares

miRNA: Micro RNA

MMP: Metaloproteinasa de matriz

mPGES1: Prostaglandina E sintetasa

PMVs: Microvesiculas derivadas de plaquetas

16



Normalmente, el liquido sinovial contiene numeros muy bajos de eritrocitos, casi
inexistentes y un nimero cuantificable de células nucleadas (<1x10%L), de lo cual
las células mononucleadas son predominantes. La proteina total presente es de un
25-35% de la concentracion total del plasma, es decir, 18+3 g/L; se considera que

un valor menor a 20 g/L es normal.

2.5 Presion intraarticular (PIA) y dinamica del liquido sinovial

Los valores normales en la mayoria de las articulaciones del caballo, varia en un
rango de presion negativa (subatmosférica) que va de -2 a -12 mmHg, este valor es
considerando en posicién neutra de la articulacion. En caballos en entrenamiento
sin patologia articular, esta presion negativa se mantiene y ayuda a su vez al flujo
linfatico del intersticio y la reabsorcion de fluido cuando la articulacion se flexiona (e
incremente la PIA), manteniendo asi el balance de fluidos en la articulacion (Strand,
1994; Bertone, 2004). Presiones >80 mmHg pueden llegar a romper la capsula del
carpo, especificamente en la bursa palmar lateral de la articulacidon intercarpiana

(Bertone, 1996, Datos no publicados).

Los factores determinantes en la PIA son la capacidad de distencion de la capsula,
angulo de la articulacion, historia de distencion excesiva previa, tension muscular y
cargas que recibe la articulacion. Todo lo cual, esta ligado a presencia o no de
patologia articular, por ejemplo, caballos con OA cronica, desarrollan
engrosamiento y fibrosis de la capsula articular, lo que resulta en una disminucién
en la capacidad de distension, disminuyendo su capacidad de flexion y rango de

movimiento. Sin embargo, cuando experimentalmente se distiende una articulacion

17



con liquido sinovial, se observa un incremento en la distensibilidad de la capsula a
diferencia de cuando se distiende con solucion salina, probablemente por la falta de
la interfase para el intercambio de fluidos (disminucion en vasos sanguineos y
distanciamiento entre ellos), lo cual incrementa la tensién superficial y promueve el
colapso articular, confirmando la importancia del hialuronato en la lubricacién de la

articulacion durante el ejercicio (Bertone, 2004).

Las articulaciones que desarrollan efusién lentamente, tienen una PIA relativamente
menor a las que desarrollan efusion repentina. La efusién articular cuando es
dolorosa, causa baja de rendimiento por activacion de receptores del dolor
periarticulares. Durante el movimiento, el flujo de fluido sinovial de compartimentos
de alta presion a los de menor presion, produciendo un reflujo del liquido sinovial en
el cartilago articular. Este proceso provee de nutrientes al cartilago articular, que es
avascular, y recibe su nutricion y lubricacion por lo tanto a través de la difusion del
liquido sinovial a través del cartilago. Asi es como también el ejercicio ayuda al
intercambio y recambio del liquido articular, a manera de bombeo al intersticio y la
reabsorcion linfatica de fluido. En una articulacion con enfermedad cronica y efusion,
las presiones generadas cuando se encuentra en descanso y mucho mas durante
el ejercicio, son mayores a la presion de los capilares y por esta razon el recambio

de fluido se ve afectado (Bertone, 2004).

Debido a sus caracteristicas histologicas, fisiologicas y anatdémicas, las
articulaciones pueden considerarse como un tercer compartimento del espacio

intersticial (Hadler, 1981). El intersticio y el liquido sinovial son producto del
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ultrafiltrado del plasma al cual se le anade hialuronato. Las fuerzas que movilizan el
intercambio de fluido del torrente sanguineo a través de la membrana y viceversa,
son gobernadas por fuerzas de Starling, que no es otra cosa, sino las fuerzas
ejercidas por la presion hidrostatica y oncética en el movimiento de fluidos a través
de paredes capilares. En la articulacion, las fuerzas de Starling dictan el balance de
las presiones arteriales y venosas, junto con la coloidosmética (dada por albumina
sinovial y hialuronato), en donde el flujo de fluido es modificado por la permeabilidad
de la membrana sinovial y el area de superficie de los vasos sanguineos que dictan
el coeficiente de filtracion. Dichas fuerzas estan influenciadas por otros factores,
como lo son la gravedad, el movimiento y la estructura de cada articulacién. Dichos
factores estan influenciados por la ecuacion de Starling:
Q = k(Pcap = Pint) = 0(Pcap — Pint), donde el movimiento de los fluidos depende de la
presion oncotica e hidrostatica entre los capilares y el intersticio. Por todo lo anterior,
casi cualquier desbalance en alguno de estos factores, puede alterar el flujo de los
fluidos y, por lo tanto, la homeostasis de dicha articulacion (Starling, 1896; Bertone,

2004).

La presion neta de filtracion (PNF) se ve afectada por la PIA, presencia o no de un
proceso inflamatorio y por un incremento o disminucion de la presion coloidosmética
del liquido sinovial. Lo que resulta en un incremento en la produccion de liquido
sinovial y una disminucion en el drenaje linfatico. En una articulacion normal durante
el ejercicio, la presion arterial (por el aumento del flujo sanguineo) y el flujo trans-
sinovial se incrementa, pero la permeabilidad de la membrana se mantiene. En

cambio, en una articulacion con un proceso inflamatorio activo, la presion arterial y
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el flujo trans-sinovial también aumenta, sin embargo, la permeabilidad y por lo tanto
la concentracion de proteina sinovial y el edema intersticial son incrementados,
razon por la cual, se observa un incremento de proteina total en liquido sinovial en

articulaciones con algun proceso inflamatorio (Figura 4) (Bertone, 2004).

Pv

Pa,
Flujo

-
-
-—

Flujo Flujo linfatico=0

Proteina )
Produccién de Proteina Produccién de
liquido sinovial liquido sinovial

Flujo linfatico=0

Produccién de
liquido sinovial

Figura 4. Esquema que ejemplifica las fuerzas vasculares y de fluidos en
articulaciones. A) Articulacion normal en descanso, B) Articulacion normal durante
el ejercicio, donde se incrementa el flujo arterial y por lo tanto la presién arterial y
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flujo trans-sinovial, sin cambiar la permeabilidad. C) Articulacion con proceso
inflamatorio (sinovitis) durante el ejercicio, donde la presion arterial, y el flujo trans-
sinovial son incrementados. La permeabilidad de la sinovia, la concentracion de
proteina sinovial y el edema intersticial incrementan, produciendo una cantidad
anormal de liquido sinovial. (Imagen tomada y modificada de: Bertone, 2004)
Abreviaturas:

Pv= Presion venosa

Pa= Presion arterial

NFP= Presién neta de filtracion

2.6 Estructuras anexas en las articulaciones

Unicamente dos articulaciones poseen meniscos o discos, la témporo-mandibular
(que posee discos) donde se fusionan perfectamente con la membrana sinovial
haciendo que cada articulacion sea de dos compartimentos diferentes y la fémoro-
tibial, donde siempre son intracapsulares (que poseen meniscos). Los meniscos
siempre son pares y de forma semilunar, en el caso de la articulacién fémoro-tibial,
son fijados unicamente por su borde convexo y por lo tanto no pueden dividir la
articulacion como lo hacen en la témporo-mandibular. Estan formados por cartilago
hialino, fibrocartilago y tejido fibroso en distintas proporciones, segun su desgaste,

edad o especie (Getty, 2000 & Dyce, 2010).

Existen otras estructuras llamadas almohadillas sinoviales, formadas donde hay
acumulos de grasa entre las laminas sinovial y fibrosa de la capsula articular, su
principal funcion es la de permitir a la membrana sinovial acomodar su forma a la
parte del hueso con la cual se encuentra en contacto durante el movimiento (Getty,

2000 & Dyce, 2010).

21



2.7 Cartilago articular

Proporciona a las superficies articulares una superficie lubricada, libre de friccion,
resistente y muy elastica. En general, el grosor del cartilago articular no calcificado,
varia entre especies, sin embargo, el grosor que presenta el humano, es muy
cercano al grosor que presenta el caballo, lo cual lo hace el modelo animal mas

adecuado para investigacion de ensayos en humanos (Mcllwraith, 2011).

El grosor en promedio del cartilago articular en humanos es de 2.2-2.5 mm, en
caballos 1.5-2 mm, en conejos 0.3 mm, en cabras 0.7-1.5 mm, en ovejas 0.4-0.5

mm y en el perro 1.3 mm (Figura 5) (Mcllwraith, 2011).

Non-Calcified Cartilage

3000+ . PMT
{ i LT

DMT
CIPMC
, . DMC

2000+

1000+

il

Dog Equine Goat Human Rabbit Sheep

Thickness (um)

Figura 5. Esquema que representa un comparativo del grosor en milimetros del
cartilago articular no calcificado de distintas especies domésticas (perro, caballo,
cabra, conejo y oveja) con el humano, en diversas regiones de la articulacion
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fémoro-tibiopatelar. PMT: Proximal medial trochlear (tréclea medial proximal); LT:
lateral trochlear (tréclea lateral); DMT: Distal medial trochlear (tréclea medial distal);
PMC: Proximal medial chondyle (céndilo medial proximal); DMC: Distal medial
chondyle (céndilo medial distal). (Tomado de: Mcllwraith, 2011)

El cartilago es desarrollado a partir del mesénquima, sin embargo, en la cabeza, es
de origen ectodérmico y no mesodérmico, ya que evoluciona de células que migran
desde la cresta neural. El cartilago puede ser de 3 diferentes tipos: hialino, elastico

o fibroso (Geneser, 2001).

La funcion principal del cartilago articular es la de transferir y absorber cargas, y
esto es gracias a su composicion rica en colagena tipo I, que provee fuerza tensil y
subunidades con carga negativa que provee dureza compresiva. Esta carga
negativa provista a la matriz extracelular, provee un area de almacenamiento de
péptidos de extension (péptidos-E) del factor de crecimiento similar a la insulina tipo

1, o por sus siglas en inglés: IGF-1 (insulin-like growth factor 1).

El cartilago articular conforme la edad del animal avanza, pierde grosor y la fuerza
mecanica para amortiguar y absorber cargas, se pierde también, a este proceso se

le conoce como: osteoartrosis (Morris & Treadwell, 1994).

2.7.1 Condrocitos

Los condrocitos son el unico componente celular presente en el cartilago articular.
Constituyen 1-2% de todas las estructuras que componen el cartilago. Su funcién
principal es la de sintetizar colagena Il y proteoglicanos en la MEC; asi como
también moléculas de adhesion celular, de las cuales la mayor estudiada es la

condronectina, que es una glicoproteina que fija a los condrocitos a la colagena II.
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A diferencia de la fibronectina, la condronectina no requiere unirse directamente a
la colagena sin que el condrocito se una primero a ésta, sino que se une a

mondomeros de proteoglicanos (Hewitt et al., 1982).

Los condrocitos inmaduros tienen un citoplasma baséfilo, y en microscopia
electronica puede distinguirse un reticulo endoplasmico rugoso bien desarrollado.
La basofilia aumenta a medida que el proceso de diferenciacion a condrocito
maduro, esta basofilia puede tornarse gradualmente en acidofilia y se retrae el
reticulo endoplasmico rugoso. Los condrocitos maduros contienen cantidades

importantes de granulos de glucogeno y pequenas gotas de lipidos (Geneser, 2001).

2.7.2 Cartilago hialino

El cartilago hialino recibe ese nombre por su aspecto en fresco como vidrioso-
azulado, la palabra “hialino” proviene del griego hyalos que significa: vidrio. Es
considerado como el tipo de cartilago mas abundante en un organismo mamifero
adulto, esta presente en los anillos traqueales, laringe, cartilagos costales, en la
region nasal, y en las superficies articulares. Excepto por éstas ultimas, el cartilago
hialino esta recubierto por una delgada capa de tejido conjuntivo de colageno denso,
llamado pericondrio, que, al estar altamente inervado e irrigado, tiene como funcién

la de proveer de nutrientes al cartilago que recubre (Geneser, 2001).

El cartilago articular, al carecer de pericondrio y al caracterizarse por ser avascular,
aneural y alinfatico, tiene una capacidad limitada de regeneracion. Su componente
principal es MEC (compuesta principalmente por fibras de colagena Il incluidas en

una sustancia fundamental, que es un gel coloidal firme y rico en agua).
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Especificamente, se menciona que posee 3 componentes: Acuoso (70-80%), solida

(matriz extracelular 20-30%) y fase celular (condrocitos 1-2%) (Geneser, 2001).

El cartilago articular histologicamente presenta varias zonas o regiones, partiendo
desde el hueso subcondral, le sigue la zona calcificada, zona radial o profunda, zona

transicional o intermedia y zona superficial (Figura 6).

Si bien, el cartilago articular carece de pericondrio, éste tiene una delgada linea
brillante, llamada “Lamina splendens”, que es unida a las fibras de colagena. Esta
estructura fue descrita por primera vez en 1951 por MacConnail utilizando
microscopia de luz polarizada y microscopia de interferencia (Geneser, 2001;

Hughes et al., 2005).

Inmediatamente por debajo de la Lamina splendens, se encuentran varias capas de
fibrillas de colagena que forman una especie de red que corre paralela a la superficie
articular, éstas tienen una profundidad de 3 um en cartilago articular de raton.

(Hughes et al., 2005)

2.7.3 Formacion de cartilago

En etapas embrionarias, a partir del mesénquima, se originan centros de
condrificacion o nucleos cartilaginosos; que al diferenciarse las células
mesenquimales, aumentan de tamafio que es cuando comienzan a secretar la
sustancia fundamental metacromatica y tropocolageno, que al polimerizarse fuera
de la célula, se forman las microfibrillas de colageno, dando como origen a la MEC.

A medida que las mitosis y diferenciacién de condroblasto a condrocito maduro
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aumentan, se ubican en pequefos espacios llamados lagunas. Es importante
destacar que los condrocitos son los unicos responsables de sintetizar MEC. El
crecimiento o desarrollo del cartilago puede darse de dos formas, la primera es
conocida como crecimiento intersticial, que se da gracias a los centros de
condrificacién, donde las células mesenquimales se comienzan a diferenciar a
condroblasto, que, al dividirse por mitosis, las células hijas ya son denominadas:
condrocitos que forman una delgada pared de matriz; y al dividirse nuevamente, se
forman pequefios grupos de 4 células que, a su vez, pueden dividirse también. Estos
pequefios grupos se denominan en inglés como clusters o grupos isdgenos o
condronas. Reciben este nombre porque las células (condrocitos) que contienen,
son originadas por divisiones mitoticas a partir de un unico condrocito progenitor

(Geneser, 2001).

Otra forma de crecimiento del cartilago es la denominada crecimiento aposicional.
Esta forma de crecimiento de cartilago hialino tiene lugar en cualquier tipo de
cartilago hialino, excepto por el cartilago articular, donde su crecimiento es
unicamente gracias a los centros de condrificaicon. El crecimiento aposicional
consiste en la diferenciacion de las células mesenquimales a condrocitos, que estan
presentes en el pericondrio, que contiene una estructura llamada capa
condrogénica, que contiene lagunas de condrocitos recién formados ubicadas

inmediatamente por debajo del pericondrio (Geneser, 2001).
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2.7.4 Matriz extracelular

El cartilago articular esta compuesto por condrocitos, matriz extracelular (MEC) y
agua. La MEC rodea los condrocitos y les provee propiedades estructurales y
biomecanicas. Estda compuesta por colagena tipo Il, aunque pueden encontrarse
colagena IX, X y Xl, y en menor medida la tipo Ill, V, VI, XIl, y XIV; la funcién de
éstos otros tipos de colagena, es la de entretejer el reticulado de fibras de colagena
Il estabilizandolo; y distintos tipos de proteoglicanos, los cuales pueden ser:
proteoglicanos pequerios ricos en leucina o por sus siglas en inglés SLRPs (Small
leucine-rich proteoglycans), en los cuales estan incluidos decorina, fibromodulina,
biclicano, lumican, epifican, y keratan; proteoglicanos mucho mas grandes que
pueden considerarse macromoléculas que forman agregados con acido hialurénico,

como lo hace el agrecan y condroitin sulfato (Geneser, 2001).

Hablando especificamente de la colagena tipo I, es denominada también colagena
fibrilar tipo Il, ya que esta formada por 3 cadenas alfa 1 (a1) llamada triple hélice de
colagena (1.5 nm) que se enrolla con orientacion a la izquierda. La colagena tipo |
posee fibrillas de colagena también, pero a diferencia de la tipo Il, estan compuestas
unicamente por 2 cadenas alfa 1. A estas estructuras en triple hélice de la colagena
Il se le denomina: tropocolagena. Cada una de las cuales se unen entre si por
telopéptidos, formando asi una red de varias cadenas de tropocolagena llamadas
fibrillas de colagena (50 nm) que, en conjunto con otras, forman fibras de colagena
(350 nm) (Figura 6). Dichas fibras interactuan intimamente con los
glucosaminoglicanos, acido hialurénico y condroitin y keratan sulfato (Figura 7)

(O’Donnell, 2021; Junqueira, et al. 2013).

27



Tropocoldge-

Cadena a -
Tropoco na estable

lagena

]67nm
-1

%__,_J

I
Fibrilla Fibra de
de colagena
colagena

Figura 6. Esquema que ejemplifica la formacion de las fibras de colagena. (Imagen

tomada y modificada de: Mescher, 2021).
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Figura 7. Esquema que demuestra la interaccion de las proteinas que conforman la
MEC. (Proteinas de union, proteoglicanos, colagena Il, condroitin sulfato y acido
hialuronico). (Imagen tomada y modificada de: Miller EJ, 1982).

La MEC puede dividirse en dos: la matriz territorial (MT) y la matriz interterritorial
(MIT). La funcidn principal del cartilago articular es la de amortiguar impactos dados
entre los huesos, gracias a la estructura del tejido dada por el arreglo de la
abundante matriz extracelular (MEC). Mientras que la funcion del cartilago hialino
que no es articular es la de dar estructura, soporte y funcionalidad. Los condrocitos
tienen un arreglo perpendicular en la capa mas profunda, y conforme se aproximan
a la capa superficial, éstos se acomodan de manera paralela a la superficie articular.
Este arreglo esta dado por la MT y la MIT encontradas dentro de la zona profunda

(Figuras 8 y 9) (Getty, 2000; Geneser, 2001).

La MT rodea los grupos isdgenos y es de apariencia basdfila, gracias a los grupos

29



sulfato que son muy acidos en los proteoglicanos sulfatados que son abundantes
en esta zona, y acomoda a los condrocitos a manera de hileras o columnas,
mientras que la MIT le da estructura al tejido adyacente a éstas. Este acomodo, le
confiere la capacidad de elasticidad en el cartilago en el sentido en el que puede

deformarse al resistir cargas o presiones y recuperar su forma original (Figura 10)

(Geneser, 2001; Hughes, 2005).

s . . .
— [~ Zona tangencial o superficial

_ Zona transicional
o intermedia

Zona radial o profunda

Zona calcificada

Figura 8. Microfotografia de una seccion de cartilago articular de caballo adulto
normal mostrando sus distintas capas. La parte superior corresponde a la superficie
articular y la inferior a la adyacente al hueso subcondral. Tinciéon H & E. 1000x.
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Figura 9. Microfotografia de un corte de grosor completo de una seccién de
cartilago articular de caballo adulto normal, donde en la zona superficial se observa
el acomodo aplanado de los condrocitos (flecha blanca) y en la zona radial o
profunda se observan las lagunas conteniendo grupos iségenos (flechas blancas).
Tincién H & E. A: 100x, B y C: 400x

Sin carga Con carga

Figura 10. Diagrama donde se ilustran los efectos de la descarga (izquierda) y carga
(derecha) en los distintos estratos del cartilago articular. TM: Matriz territorial, IM:
Matriz interterritorial, I: Zona superficial, |l: zona transicional o intermedia, Ill: Zona
radial o profunda. (Tomado y modificado de: Hughes et al., 2005.)
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2.7.5 Cartilago fibroso

También llamado fibrocartilago es una forma de transicion entre el tejido conjuntivo
denso y cartilago hialino. Se compone de una combinacion de fibras densas de
colageno y condrocitos ubicados en lagunas y rodeados por matriz extracelular. El
tipo de colagena predominante es la tipo |, es decir que es el mismo tipo de tejido
conjuntivo en general que esta presente en todo el organismo. Esta presente en
gran cantidad en los bordes articulares, meniscos y discos intervertebrales, asi
como también en regiones de insercion de ligamentos y tendones cerca del cartilago
articular hialino. Se continua gradualmente en el tejido circundante (tejido conjuntivo
de colagena, cartilago hialino o hueso) y también carece de pericondrio (Geneser,

2001).

2.7.6 Cartilago elastico

Es muy similar histolégicamente al cartilago hialino, excepto porque se compone
principalmente ademas de condrocitos y fibras de colagena tipo Il, por elasticas
alrededor de las lagunas. Estas fibras le proveen la cualidad de ser mas elastico y
flexible que el hialino. Esta presente en los cartilagos laringeos (epiglotis y porcion
corniculada del aritenoides), conducto auditivo externo y tubo auditivo. En caballos
no existe el tubo auditivo como el encontrado en otras especies (trompa de
Eustaquio en humanos), sino que poseen un par de bolsas guturales que son

diverticulos huecos de los tubos auditivos (Geneser, 2001).
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3. Osteoartritis

Se define como una enfermedad crénico degenerativa que cursa con desgaste del
cartilago articular e inflamacion de estructuras adyacentes, comunmente asociada

a trauma continuo o bien, envejecimiento.

El cartilago conlleva una degeneracion “natural” asociada a edad o a actividad fisica
del individuo, se estipula que conforme el individuo se va haciendo de edad mas
avanzada, el cartilago pierde grosor y por lo tanto, su funcion de minimizar impactos,

a este proceso natural se le llama osteoartrosis (Verschure et al., 1996).

Si bien, la osteoartrosis es la pérdida paulatina de grosor de un tejido cartilaginoso
y es un estado considerado natural, en algunas ocasiones puede conllevar a
desarrollar una condicion llamada osteoartritis; que se define como una enfermedad
cronico-degenerativa que cursa con un desgaste del cartilago articular e inflamacion
de estructuras adyacentes, y aunque es comunmente asociada a envejecimiento, la
osteoartritis no tiene preferencia por sexo, raza o edad. Todo este proceso, conlleva
a la pérdida de dicha articulacion teniendo como resultado final una artrodesis.
Existen diversas causas para el desarrollo de ostoeoartritis, tales como: trauma
directo, inestabilidad articular, pérdida de congruencia de superficies articulares,
infeccion por trauma directo o por via hematogena (artritis séptica), osteocondrosis
disecante, osteoartrosis o por desordenes de origen autoinmune, como la artritis

reumatoide.

El tiempo que tarda una articulacién en llegar a un estado de artrodesis es bastante
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prolongado y doloroso, teniendo como consecuencia pérdidas economicas tanto en
poblacién humana (disminucidn de poblacién econémicamente activa) como en
animales (principalmente caballos). En un estudio realizado en EUA, se estim6 que
en 2010 en una poblacién diversa de caballos deportivos y de diversas edades, las
pérdidas econdmicas ascendieron aproximadamente a 700 millones de ddlares en
tratamientos, tales como: antiinflamatorios esteroidales y no esteroidales, acido
hialuronico, glucosaminoglicanos sistémicos e intraarticulares, tratamientos
bioldgicos autdlogos, suplementos nutricionales y terapias de rehabilitacion como la
terapia de ondas de choque extracorpdrea, se estima que un caballo por afno, puede
resultar en costos superiores a los 15,000 USD; por esta razon, la investigacion en
medicina regenerativa y deportiva han centrado su atencion a desarrollar terapias
que ralenticen dicho proceso inflamatorio y tratar de regenerar el dafio que haya

sufrido el cartilago (Oke & Mcllwraith, 2010).

Ya que como se mencion6 anteriormente, el cartilago articular tiene una capacidad
limitada de regeneracion, por lo cual, las investigaciones realizadas hasta el
momento, se centran en modificaciones genéticas de condrocitos o células
troncales para sobre expresar factores de crecimiento necesarios para la
regeneracion del cartilago, para depositar dichas células en andamios
intralesionales para asi llegar a un estado de homeostasis del tejido y regreso a la
funcidén deportiva anterior, aunque lamentablemente, si bien ha habido resultados
favorables, no se ha logrado hasta el momento restituir la arquitectura normal del

cartilago para asi detener esta condicion (Goodrich et al., 2006).
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3.1 Inflamacion y dafo articular

El problema central del dafo articular es el desarrollo de un proceso inflamatorio
exacerbado que conlleva a una cascada de eventos irreversibles que conforme pasa
el tiempo, se dafia mas y mas el cartilago sin recuperar su funcion anterior (Choukair

etal.,, 2014).

Aunque el cartilago articular posee células metabdlicamente activas, tiene una
capacidad limitada de reparacion, dada su naturaleza avascular, alinfatica y aneural.
Los defectos superficiales que no penetran hasta el hueso subcondral denominados
como: erosion articular, pueden persistir durante largos periodos y muchas veces
es una articulacién dolorosa. La MEC se piensa que puede fluir o migrar, facilitada
por las diferencias de cargas y el movimiento normal hasta el lugar del defecto, para
repararlo. Histopatolégicamente, los condrocitos se congregan en cumulos o grupos
llamados clusters, los cuales son evidencia de un dafio local, causando un
incremento en la replicacion de los mismos, como respuesta al dafio; sin embargo,
esta respuesta siempre es ineficiente, causando que estos defectos nunca se
reparen o0 bien, nunca progresen, a menos que por las cargas que el cartilago
normal se encarga de disipar, hagan que el hueso subcondral reaccione causando

esclerosis.

Cuando un defecto se extiende hasta el hueso subcondral, el cartilago conlleva a

una metaplasia y es rapidamente sustituido por fibrocartilago.

El cartilago articular al ser avascular, puede pensarse que no tiene participacion en

la respuesta inflamatoria, sin embargo, no es asi, ya que la destruccion del cartilago
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articular es una combinacion de factores, tales como la destruccion de la matriz
extracelular causada por enzimas degradadoras de matriz (metaloproteinasas de
matriz o MMPs) y falla en la produccion de matriz extracelular de novo, ocasionando
que los condrocitos se degeneren o se necrosen. Estos cambios pueden llevarse a

cabo con dafio directo al cartilago o bien indirectamente por dafo a la sinovia.

Las metaloproteinasas de matriz, o por sus siglas en inglés: MMPs, (matrix
metalloproteinases) son enzimas que degradan la matriz extracelular y son un
componente constitutivo normal del cartilago articular, pero en condiciones
normales, se encuentran en un estado inactivo y son reguladas por inhibidores de

metaloproteinasas de tejido (por sus siglas en inglés: TIMPs).

Una simple erosion del cartilago, puede conllevar a la pérdida de proteoglicanos
que altera la permeabilidad del cartilago, haciendo que los nutrientes esenciales
para su nutricion presentes en el liquido sinovial, no lleguen a su destino y conlleve
a disrupcion de fibras de colagena de la superficie articular causando que dichas
fibras se condensen en un fendmeno llamado fibrilacion, que a su vez causa que
existan fisuras o indentaciones a lo largo del eje vertical (perpendicular a la
superficie articular). La falta de difusion de nutrientes a través de la matriz, ocasiona
que los condrocitos comiencen a degenerarse y necrosarse, haciendo que el
cartilago se convierta en un tejido hipocelular, haciéndolo mas propenso aun a que
la reparacidon no se lleve a cabo. Los condrocitos restantes, comienzan a

congregarse formando los ya mencionados clusters (Geneser, 2001).

Los condrocitos necréticos y degenerados son altamente inmunogénicos,
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ocasionando que, por quimiotaxis, células inflamatorias infiltren en la sinovia,
liberando sustancias y citocinas proinflamatorias tales como prostaglandinas, éxido
nitrico, factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 (IL1) y demas
neurotransmisores como sustancia P, entre otras citocinas y quimocinas, que se
incrementan en articulaciones con artritis. Especificamente, el TNFa inhibe la via de
sefalizacion del factor de crecimiento similar a la insulina tipo |, por lo cual, la
respuesta inflamatoria, ademas de ocasionar falla en la sintesis de MEC y su
degradacion, se inhibe la via de sefnalizacion para proliferacion y supervivencia de

condrocitos (Choukair et al., 2014; Liu et al., 2017). (Figura 11)
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Figura 11. Ensayo de incorporacion de timidina que demuestra la proliferacion
celular inducida por IGF-1 y su inhibicion en presencia de citocinas proinflamatorias.
La proliferacion celular es marcadamente inhibida cuando se coincuba IGF-1 con
dichas citocinas, ya que hay una menor incorporacion de timidina. (Imagen tomada
de: Choukair et al., 2014)
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Las prostaglandinas y el 6xido nitrico inhiben sintesis de proteoglicanos, la IL1 y
TNFa son citocinas secretadas por macréfagos en la capa subintima de la sinovia,
que promueven a su vez mayor produccion de prostaglandinas, oxido nitrico y
proteasas neutrales producidas por fibroblastos en la sinovia y condrocitos. El
incremento en la concentracién de estos agentes disminuye la sintesis de MEC y

favorece su destruccion (Liu et al., 2017).

El infiltrado inflamatorio a la sinovia, sinoviocitos o condrocitos pueden producir
enzimas lisosomales (colagenasas, elastasas, catepsinas y arilsulfatasas) y
proteasas neutrales son capaces de degradas proteoglicanos y colagena. El
infiltrado inflamatorio ocasiona que la sinovia reaccione hipertrofiandose, impidiendo
que el drenaje normal del fluido se lleve a cabo ocasionando una efusion articular y
ocasionando a su vez, pérdida de propiedades lubricantes del liquido sinovial debido
a una degradacion del acido hialurénico ocasionada por sistemas de superoxidacion

dados por neutrofilos (Liu et al., 2017).

Liu et al, en 2017, identificaron el papel protector de IGF-1 en condiciones de
hipoxia, donde observaron que en apoptosis inducida por hipoxia existe un
incremento de especies reactivas de oxigeno y autofagia a diferencia de lo
observado en condiciones de normoxia. Las células donde la via de IGF-1 no es
bloqueada, se observo una tasa de apoptosis, autofagia y produccion de especies
reactivas de oxigeno menor que en las células donde se bloque¢ el receptor para
IGf-1 (IGF-1R), donde a su vez, la via de sefializacion PI3/Akt/mTOR juega un papel

importante en expresar proteinas de supervivencia celular ante procesos de hipoxia.
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En algunas ocasiones, la sinovia puede desplegar una membrana que recubre al
cartilago articular, llamada Pannus, lo cual no es mas que una proliferacion de un
tejido fibrovascular e histiocitico. Es un tejido altamente vascular, rico en histiocitos
y macrofagos que ocasionan lisis del cartilago. Con el paso del tiempo, ambas
superficies articulares pueden recubrirse por este tejido, ocasionando asi la
anquilosis de la articulacion. En artritis reumatoide, el pannus puede generarse tanto
en la sinovia, como en el hueso subcondral, ocasionando dafos tanto en las capas
profundas del cartilago (capa calcificada y radial) como en la superficial. La
anquilosis se lleva a cabo gracias a la formacién de osteofitos periarticulares, y por
hiperplasia e inflamacién de la sinovia (sinovitis). Estos osteofitos no crecen
continuamente, pero una vez formados, persisten como multiples proyecciones
Oseas y son formados como resultado de degeneracion celular de la articulacion

que libera citocinas como TGFp (Geneser, 2001; Cajas et al., 2020).

3.2 Tratamientos para la OA

Se han propuesto varios modelos para la reparacion del cartilago articular. Existen
varios componentes esenciales en la osteoartritis, el primero es la inflamacion,
razoén por la cual, se realizan inyecciones intraarticulares de antiinflamatorios
esteroidales, sin embargo, esta terapia ademas de solamente ralentizar el proceso
de OA vy aliviar el dolor local, frecuentemente, debido a su uso indiscriminado,
conlleva a la progresiéon de la enfermedad generando cambios degenerativos en el
cartilago articular, llamada artropatia esteroidal (Frisbie, 2005; Garcia-Lacy et al.,
2022). Conjuntamente con los antiinflamatorios esteroidales, se aplican

glucosaminoglicanos para asi, tratar de reestablecer el componente de la MEC, sin
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embargo, aunque logran mejorar la viscosidad del liquido sinovial y reestablecer de
cierta manera la composicion de proteoglicanos en el cartilago, es también
insuficiente para lograr regenerar el cartilago articular. Empiricamente se ha
utilizado por via intraarticular insulina de rapida accioén, lo cual tiene un efecto de
regulacion a la alta (up-regulation), por medio de la sobreexpresion de IGF-1 en

liquido sinovial (Garcia-Lacy et al., 2022).

Durante los ultimos afios, se han desarrollado técnicas quirurgicas para tratar de
que por medio de terapia celular (células mesenquimales, autoinjertos y
xenoinjertos de condrocitos), parches de periostio, y kits comerciales de plasma rico
en plaquetas y antagonistas de receptor de interleucinas, o combinaciones de
ambas, se han usado en la practica clinica en equinos, con resultados

moderadamente favorables.

Con el avance de la investigacion, se torn6 de gran importancia un factor de
crecimiento en especifico, que es de vital importancia para la regeneracion del
cartilago articular, el cual es el factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (por
sus siglas en inglés: IGF1), el cual al ser sobreexpresado en condrocitos
modificados genéticamente, se logran resultados mucho mas favorables que los

tratamientos anteriores (Goodrich et al., 2006).

Esta proteina, posee cualidades muy interesantes. Se trata de una proteina
multimérica, es decir, que por procesos de edicion post traduccionales, se generan
al menos 4 isoformas en caballos, que probablemente, tienen funciones bioldgicas

diferentes, que se discutiran mas adelante. Hasta el dia de hoy, no existe ningun
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trabajo que tome en cuenta estas isoformas para el tratamiento de osteoartritis en
caballos. Nosotros postulamos que probablemente la proteina madura, quizas no
es suficiente para una mayor tasa de regeneracion del cartilago articular, por lo cual
creemos que es de vital importancia, la caracterizacion de las posibles isoformas
presentes en el cartilago articular, para asi orientar terapias hacia la isoforma cuya

expresion se vea atenuada en procesos de inflamacion articular (uniprot.com).

3.3 Regeneracion de cartilago

El cartilago como ya se mencion6 con anterioridad, posee una capacidad limitada
de regeneracion dada por su bajo componente celular y por la ausencia de vasos
sanguineos y linfaticos. Dependiendo de la profundidad del dafio, el cartilago puede
permanecer indoloro por largos periodos (incluso afios), como lo seria por ejemplo
un defecto grado 1-2 y probablemente grado 3 (Clasificacion ICRS) (Van der

Meijden et al., 2012).

El principal tipo de dafio que sufre el cartilago es por trauma directo, es decir, de
tipo mecanico, que a su vez desencadenara la cascada de inflamacién, misma que
gracias a citocinas proinflamatorias y secrecion de enzimas degradadoras de MEC
tales como: metilmetaloproteasas y agrecanasas principalmente. Son a su vez,
encargadas de continuar exacerbando el dafio presente en la articulacion, haciendo
que los condrocitos, cuya unica finalidad es la de sintetizar MEC, sean incapaces
de regenerar el defecto, siendo rebasado por la accion de estas enzimas. Razén
por la cual, el cartilago sufre de una metaplasia a un tejido de menor calidad,

denominado fibrocartilago.
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3.4 Participacion del IGF-1 en procesos de regeneracion de cartilago

articular

Existe evidencia de que IGF-1 juega un papel de suma relevancia en la regulacion
de procesos de regeneracion de distintos tipos de tejidos; al respecto, por ejemplo,
Nixon et al. (2009) identificaron en caballo 2 isoformas de IGF-1, una corta en la que
por splicing alternativo en el RNAmM donde se elimina el exén 4, y una larga, en la
que se retiene el exon 4, presentando ademas expresion tejido-especifica. También
demostraron que la isoforma predominante en animales jovenes es la forma IB,
misma que con la edad del individuo va disminuyendo su expresion. Mientras que,
en procesos patolégicos como la osteoartritis, s6lo se ha detectado la expresion de

la isoforma |A (corta). (Nixon et al, 1999)

Derivado de estudios realizados en ratdn, se postula que la IGF-1 proveniente de
macrofagos (M2) es vital para la regeneracion del musculo estriado esquelético.
Estos macrofagos son activados principalmente por IL-10 y glucocorticoides,
produciendo a su vez, IL-10 y TGFB, con lo que se estimula la angiogénesis y el
remodelado de la matriz extracelular; siendo la isoforma mas expresada, la IGF-1A.
En dicho trabajo, se obtuvieron datos suficientes para concluir que la isoforma IA
proveniente es esencial en la regeneracion del tejido y para la transicion de

inflamacion a reparacion. (Tonkin et al, 2012)

En cartilago articular, el IGF-1 es el factor de crecimiento anabdlico mas importante
para la regulacion de funciones metabdlicas del cartilago normal y con defectos

(lesiones) (Verschure et al, 1996; Goodrich et al, 2007). Su funcion principal es la
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de balancear la sintesis de proteoglicanos con la degradacion de la matriz
extracelular para asi mantener la funcionalidad del cartilago. Se ha descrito que la
respuesta transcripcional de IGF-1 en cartilago dafiado es minima a las 2-16

semanas posteriores a la lesion. (Nixon et al, 1999)

La deficiencia de esta proteina, contribuye en una baja respuesta para reparar el
cartilago articular posterior a una lesion, precipitando asi el desarrollo de
degradacion por osteoartritis. El uso de IGF-1 exdgena, tiende a mejorar el proceso
de reparacién mediante produccion de MEC, sintesis de colagena tipo Il y preserva
el fenotipo de los condrocitos. Dada su poca produccion en estadios tempranos de
la enfermedad articular degenerativa, se han hecho estudios donde se suplementa
esta proteina por via exdgena para asi incrementar la produccion de proteoglicanos
y colagena tipo |l para mejorar la MEC del cartilago articular. La mejor manera de
hacerlo hasta el dia de hoy, es mediante trasplantes de condrocitos modificados
genéticamente para producir esta proteina. Por otra parte, esta proteina puede estar
implicada en influenciar diferenciacion de condrocitos a partir de células
provenientes del “pool” subcondral. Ambos mecanismos aceleran la reparacion de
cartilago articulars. Sin embargo, ninguno de estos estudios realizados especifica
qué isoforma de la proteina es la que se esta suplementando, o si es solamente el

péptido maduro (Nixon et al., 1999; Verschure et al., 1996).
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4 Analisis bioinformatico del gen Igf-1

Se analizaron las secuencias del gen para IGF1 de raton, humano y caballo,
depositadas en la base de datos de NCBI. Al comparar las secuencias se determiné
una homologia de alrededor del 80%, por lo que los genes de estas especies estan

conservados en cuanto a secuencia génica. (Figuras 12-14)

feDownload v Graphics sortby: | E value =
Sequence ID: Query_72633 Length: 75567 Number of Matches: 29

Range 1: 4260 to 10788 Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
4595 bits(2488) 0.0 5412/6780(80%) 375/6780(5%) Plus/Plus

Figura 12. Alineamiento de genes /gf-1 de Humano y caballo. Mostrando 80% de
identidad.

f§lDownload v Graphics sortby: | E value v
Sequence ID: Query_89799 Length: 78783 Number of Matches: 20

Range 1: 72349 to 73954 Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
1079 bits(584) 0.0 1299/1632(80%) 97/1632(5%) Plus/Plus

Figura 13. Alineamiento de genes /gf-1 de Humano y raton. Mostrando 80% de
identidad.

[§Download v Graphics sortby: | E value s
Sequence ID: Query_158881 Length: 78783 Number of Matches: 17

Range 1: 820 to 1861 Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
767 bits(415) 0.0 863/1071(81%) 64/1071(5%) Plus/Plus

Figura 14. Alineamiento de genes Igf-1 de caballo y raton, mostrando 81% de
identidad.
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Posteriormente, se realizé un analisis de las variantes por splicing alternativo de

humano arrojo lo siguiente:

1:

Cuatro variantes reportadas y verificadas (ensemble.com, ncbi.com)

4 exones (lA)

2: 4 exones (l1A)

3: 5 exones (IC)

4: 4 exones (l1A)

5: 6 exones (IC)

6: 2 exones (lA)

El mismo analisis para ratén:

1,

2,

Variantes por splicing alternativo (ensemble.com):

1 4 exones

1 4 exones

: 5 exones

: 5 exones

: 5 exones

1 4 exones

: 5 exones

: 5 exones

9 variantes de mensajeros reportadas (ncbi.com):
3-6: verificadas

7-9: Predicha
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Para el caballo, se encontr6 que hay 1 variante reportada por splicing alternativo
(ensemble.com) conteniendo 4 exones. Ademas, 4 variantes de mensajero
(predichas) en la base ncbi.com.

En ratones (Mus musculus) existen diferencias en procesamiento del gen (splicing
alternativo) en el que también se generan 2 péptidos de extensién (Ea y Eb), pero
a su vez, 2 propeptidos (péptidos senal): clase 1y clase 2 (N-terminal), en el que la
clase 1 es mitogénico y la clase 2 tiene que ver con diferenciacion celular (Tonkin,
et al. 2015).

La diferencia mas significativa es que la forma Ea es el que tiene mas actividad
bioldgica en reparacion (6 exones, 5 intrones). En esta especie, los exones 3 y 4
codifican para el péptido maduro y el splicing alternativo elimina el exén 5 en lugar
del exon 4 como se observa en humanos y caballos. Los dos péptidos de extension

generados son el Ea de 41aa y el Eb de 35aa. (Figura 15)
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Figura 15. Se muestra el gen de Mus musculus para IGF1, donde se observan los
sitios de splicing alternativo. Mostrando la preprolGF1, los prolGF1 (Ea y Eb) y el
péptido maduro conservado en muchas especies (70aa). (Tomado de: Tonkin, et al.
2015)

El dnico trabajo que se encontr6 que habla acerca de isoformas de IGF1 en
caballos, es el trabajo realizado por Nixon, et al. (1999), y analizando cémo se
determinaron dichas isoformas, se dio a conocer que se realizd con un disefo
especifico de oligonucledtidos, para el exén 4 para determinar expresion de

isoforma IA (corta) y especificos para la isoforma IB (larga). (Figura 16)
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Figura 16. Esquema reportado por Nixon, et al. 1999, del mRNA de IGF-1 con sus
5 exones y dominios para los que codifican, junto con los diferentes juegos de
oligonucledtidos (Fwd y Rvs) utilizados por Nixon, et al 1999, y las diversas regiones
que éstos amplificaban, mismas que denominaron: IGF-13 a IGF-16. (Modificado
de: Nixon, et al. 1999)

Al realizar un analisis de los oligonucled6tidos utilizados por Nixon et al, 1999 (Figura
7), se llego a la conclusion de que la TM, para el Fwd estaba muy elevada (76°C),
y comenzaba al comienzo del exon 3, no donde comenzaba el péptido maduro,
ademas de que en ese entonces, se pensaba que las variantes tenian 5 exones o
bien, que el exdn 4 era el que se eliminaba por splicing alternativo, al analizar lo
obtenido en PCRs de higado por secuenciacion y comparando con la secuencia
reportada en este articulo, el fragmento obtenido, correspondia a la isoforma IA, es
decir la corta, la cual carece del exdn 4. Sin embargo, al comparar la secuencia

reportada en este articulo, con la reportada en la base de datos de ncbi.com, fue
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evidente que no representaba a ninguna de las isoformas, ya que todas las
reportadas en esta base de datos y en ensemble.com, tienen tan solo 4 exones. Lo
cual quiere decir que, con el tiempo y el avance de la tecnologia, se han ido
recorriendo (rio arriba) las secuencias posibles para IGF-1, por lo tanto, es
necesario secuenciar y anotar las variantes de mensajero que existen para esta

proteina, idealmente por RACE 5’y 3.

Al analizar las variantes que existen reportadas en las bases de datos, fue evidente
que las 4 variantes o isoformas por splicing alternativo, varian en numero de exones

y en tamafio, sin embargo, ninguna de éstas esta anotada. (Figura 17)

Mensaijero (NCBI):

5'UTR 3’ UTR
4507 pb 47635 pb 16120 pb

Int. 1 Int. 2 Int. 3

156 pb 157 pb 182 pb 498 pb
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a (510 pb):

u;d

Variante 1. s sl v sl v i1

Variante 2: e

*51pb
Variante 3 -
Vartante 4 RN

Figura 17. Analisis de variantes y cantidad de exones presentes en las bases de
datos ncbi.com y ensemble.com
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Existe una variante anotada en NCBI, sin embargo, no existe informacion acerca de
qué isoforma pertenece esta variante. Aun no se conoce la estructura tridimensional
de IGF-1, ya que no se han anotado las diversas secuencias de las isoformas
funcionales que se dan a lugar. Sin embargo, gracias a herramientas bioinformaticas
como uniprot.com, se puede inferir su estructura 3D utilizando modelos como el

Alphafold. (Figura 18)
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Figura 18. Estructura tridimensional de IGF-1 de Equus caballus. Modelo utilizado:
Alphafold, se obtuvo de secuencias predichas disponibles en bases de datos en
plataformas bioinformaticas (uniprot.com). Cuatro hojas alfa y una hoja beta
plegada.

Azul.- Alto nivel de confianza del modelo (pLDDT>90)

Verde.- Nivel medio de confianza del modelo (90>pLDDT>70)

Amarillo.- Nivel bajo de confianza del modelo (70>pLDDT>50)

Rojo.- Nivel muy bajo de confianza del modelo (pLDDT<50)

pLDDT.- Predicted local distance difference test.
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Es claro que el mRNA de Igf-1 de caballo, conlleva procesos de edicion post-
transcripcional y post-traduccionales, lo cual le confiere a IGF-1 una amplia gama
de funciones que en esta especie aun no se han descrito. Segun lo reportado por
Le et al. (2015), y nuestro analisis bioinformatico, podemos concluir que en el mMRNA
de Igf-1 se llevan a cabo los siguientes tipos de splicing alternativo: salto de exones,
retencién intrénica, exones mutuamente exclusivos, y sitios alternativos donantes 5’

y aceptores 3. (Figura 19)

Pre-mRNA Matured mRNA

Exon skipping —

Intron retention

—
Alternative 5’ donor

or 3' acceptor sites

Mutually exclusive
exons

Alternative
promoters

Alternative splicing
and polyadenylation

| 4
ol 1L

Figura 19. Ejemplos de splicing alternativo para células eucariontas, dentro de los
cuales, destacan el salto de exones, retencion intrénica, exones mutuamente
exclusivos y sitios alternativos donadores 5’ y aceptores 3’ para el mRNA de Igf-1.
(Imagen tomada de: Le et al. 2015)
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5. Vias de senalizacion activadas por IGF-1

Los factores de crecimiento similares a insulina aislados del plasma, son
estructuralmente relacionados con la insulina, sin embargo, poseen una mucho
mayor actividad promotora de crecimiento que la insulina. Puede ser tanto un
regulador fisiolégico del transporte de [1-14C]-2-deoxi-D-glucosa (2DG), como de
sintesis de glucogeno en osteoblastos. En el tejido 6seo, promueve el transporte de
glucosa en células osteoblasticas derivadas de hueso gracias a: PyMS (Pyrolysis
mass spectrometry o espectrometria de masas de pirdlisis); y es efectivo incluso a
concentraciones mucho mas bajas que la insulina, no sélo con respecto a la sintesis
de glucégeno y DNA, sino también para la inclusion de glucosa a la célula. En otras
funciones, puede también tener un papel de maduracién de sinapsis, asi como la
exocitosis Ca?-dependiente de IGF-1 que es necesaria para la percepcion sensorial
del olor en el bulbo olfatorio (uniprot.com).

IGF-1 actua como ligando para el receptor para IGF-1 (IGF-1R), especificamente a
su subunidad alfa, activando asi la tirosin-cinasa intrinseca que autofosforila
residuos de tirosina en la subunidad beta, iniciando asi la cascada “rio abajo” que a
su vez conlleva a la activacion de las vias PISK-AKT/PKB y Ras-MAPK.

Se une a integrinas como: ITGAV:ITGB3 e ITGA6:ITGB4, lo cual forma un complejo
terciario con IGFR1, lo cual es esencial para la via de senalizacion de IGF-1.
(uniprot.com). El IGF-1 junto con el estradiol, juegan un papel clave en el desarrollo
cerebral, regulando asi una gran variedad de eventos neuroplasticos y del desarrollo

(Garcia-Segura et al., 2010). Existe evidencia con respecto a la eficacia del uso
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exogeno de IGF-1 in vitro, el cual promueve la sintesis de poliglicanos por parte de
condrocitos estimulados. Existen terapias como el transplante de condrocitos
maduros y neonatales, condrocitos modificados genéticamente para sobre expresar
IGF-1, entre otras. El problema es que todas estas terapias son bajo anestesia
general y requiere equipo y personal especializado (Aguilar et al., 2015; Goodrich
et al., 2006).

La proteina central de la via de senalizacion de MAPK es RAS, que a su vez es
activada por su fosforilacion gracias a GDP. Una vez activada (fosforilada) RAS,
activara a RAF, también conocida como MAPKKK, que activara a MEK, conocida
como MAPKK, y que ésta ultima activara a ERK, conocida como MAPK. ERK
activara a los factores de transcripcion CREB, Myc y S6 para translocar al nucleo y

que genere expresion de ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas. (Figura 20)
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Figura 20. Via de sefializacion de IGF-1. Las proteinas de unién a IGF-1 (IGFBPs)
modulan la biodisponibilidad de IGF-1. Las funciones de ligando de IGF-1 lo hacen
interactuar con su receptor (IGF1R), el cual esta localizado en el espacio
transmembranal. Este Gltimo al ser activado por su ligando, se autoforforila
reclutando proteinas adaptativas como: IRS-1, IRS-2 y Shc. La interaccion de ISR-
1 e ISR-2 con IGF1R induce la activacion de la cinasa de clase 1 de fosfatidil inositol
3’ (PI3K); el cual convierte a PIP2 a un segundo mensajero lipidico PIP3. La familia
de cinasas de AKT se activa por PDK1 y por el complejo mTOR que contiene a
MmTORC2 que resulta en la fosforilacidon de la treonina 308 (Thr308) y de la serina
473 (Serd73) respectivamente. La AKT activada regula la via de sefializacion rio
abajo, incluyendo a TSC1/2 (tuberous sclerosis protein 1/2), la cual inhibe al
complejo mMTORC1 y regula la fosforilacion de S6K1/2 y de 4EB-P1, los factores de
transcripcion FOXO como: GSK-3B, p27, BAD y BCL-2. Estas moléculas se
involucran en muchos procesos celulares que incluyen sintesis de proteinas,
metabolismo de glucosa y supervivencia celular. Paralelamente, la activacion de
Shc induce la activacion de la via RAS/MAPK, la cual resulta en un incremento en
la proliferacion celular. (Imagen tomada y modificada de: Jung & Su, 2015)

mTOR= Mammalian target of rapamycin. Control de inicio de transcripcion,
organizacion de citoesqueleto, formacion de ribosomas y regulacién de crecimiento,
proliferacion y muerte celular. Es diana para tratamientos contra el cancer donde su
expresion esta incrementada.

RAPTOR= Regulatory assoc-protein of mTOR. Se une al factor 4E. Regula a la baja
a la kinasa de mTOR. Mantiene expresion de mTOR y también el tamario celular.
RICTOR= Rapamycin intensitive companion of mTOR. Es ‘resistente” a
Rapamicina. Activa a AKT, cuya disregulacion conlleva a cancer y diabetes.
mTORC2 también tiene esta ultima funcidn.
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6. Justificacion

Hasta el dia de hoy, no se tiene informacién disponible acerca de la concentracion
normal y anormal de IGF-1 libre en liquido sinovial, de caballos sin cambios

radiograficos, ni signos clinicos asociados a claudicacion.

Consideramos que este trabajo servira como base para entender mejor y conocer
el comportamiento de dicha proteina en procesos inflamatorios cronicos y
degenerativos como lo es la osteoartritis, esto es importante, ya que IGF-1 es el
factor de crecimiento clave en la reparacion del cartilago articular. El resultado de
este trabajo puede ayudar a que en futuras investigaciones se pueda considerar
este factor de crecimiento como biomarcador tanto de prondstico, como de
cronicidad de la enfermedad, y si su reposicion temprana o tardia podra ayudar a
una reparacion del cartilago de mejor calidad que la que puede darse en una

reparacion por sustitucién con tejido conjuntivo fibroso o fibrocartilago.

7. Hipétesis

Los caballos con mayor grado de cambios asociados a osteoartritis en la articulacion
metacarpo-falangica de miembros toracicos tendran una mayor expresion de IGF-1
asociado a que tienen un mayor daino que los caballos con menor grado de cambios

asociados.
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8. Objetivo general

Determinar la expresion diferencial de IGF-1 en liquido sinovial de caballos

con diversos grados de osteoartritis.

8.1 Objetivos particulares

Obtencién de muestras de liquido sinovial de caballos previamente
diagnosticados clinica y radiograficamente con osteoartritis en articulaciones
metacarpo-falangicas de miembros toracicos.

Cuantificar y analizar niveles de IGF-1, TNFa e IL-6.

Realizar Western blot para IGF-1.

Correlacionar signos clinicos, cambios radiograficos y niveles de liquido

sinovial de estas proteinas.
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9. Estrategia experimental

Casos estudiados

45 caballos
evaluados

Claudicacién

Si

No

+ Prueba de
flexion
+ Bloqueo volar
bajo
+ Bloqueo IA
+ Cambios
radiograficos

Inclusion
(n=11)

Controles

10 caballos
evaluados

Claudicacion
Y signos clinicos
asociados

Exclusion del
proyecto n=29

(-) enal
menos una
variable

Inclusion
(n=2)

57



10. Material y métodos

Se colectaron muestras de liquido sinovial de caballos raza Warmblood y Pura
Sangre Inglés (n=11), de dos distintas disciplinas: salto (Warmbloods) (n=8), y
carreras (Pura Sangre Inglés) (n=3), con una media de edad de 10.5 afios y un peso
promedio de 520 kg. Las muestras de liquido sinovial que fueron utilizadas como
controles, se obtuvieron de 2 caballos castrados raza Warmblood de 5 y de 7 afios
de edad (n=2).

10.1 Criterios de inclusién

Caballos con evidencia de claudicacion (2-3/5 AAEP) proveniente de la articulacion
metacarpo-falangica de miembros toracicos, respuesta positiva a prueba de flexion
de digito, bloqueo volar bajo en 4 puntos positivo y bloqueo intraarticular positivo.
10.2 Criterios de exclusion

Cualquier caballo que resulté negativo a evidencia de claudicacion o que en caso
contrario, el origen de la claudicacion no fuera proveniente de la articulacion
metacarpo-falangica.

10.3 Criterios de eliminacién

Ningun caballo que haya sido elegido para el estudio, fue eliminado del mismo.
10.4 Evaluacion clinica de aparato locomotor

Se realiz6 a todos los caballos incluidos en este estudio con el fin de encontrar
evidencia de claudicacion asociada a la articulacion metacarpo-falangica en
miembros toracicos.

La evaluacion consistid en evaluacion en estatica, palpacion directa y respuesta a

flexiones pasivas, evaluacion en dinamica al paso y al trote en linea recta en piso
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duro y suave, y después a la cuerda en piso suave y duro. Todos los caballos
incluidos en el estudio demostraron una claudicacion AAEP 2-3/5 de dicha
articulacion, después de 1 minuto de flexion de digito. Adicionalmente, se les realizé
un bloqueo volar bajo en 4 puntos (nervios palmares lateral y medial y nervios
metacarpianos lateral y medial), utilizando 2 y 1.5 ml respectivamente de
mepivacaina 2% (Carbocaine, Zoetis Inc.); y un bloqueo intraarticular de la
articulacion metacarpo-falangica 2% (Carbocaine, Zoetis Inc.) como se describio

previamente (Moyer, et al. 2007).
10.5 Coleccion de liquido sinovial

Todas las muestras de liquido sinovial fueron obtenidas de la articulacion
metacarpo-falangica de miembros toracicos utilizando técnica aséptica en el

abordaje palmaro-lateral como se describié previamente (Moyer, et al. 2007).
10.6 Evaluacién radiografica

A todos los caballos incluidos en el estudio se les realiz6 un estudio radiografico de
la region del menudillo, utilizando las 4 tomas estandar de la misma (dorso-palmar,
latero-medial, dorso-lateral palmaro-medial oblicua, y dorso-medial palmaro-lateral
oblicua), para asi evaluar la condicidn radiografica y poder agrupar a cada caballo
en 3 grupos segun los cambios 6seos que presentaron y asi correlacionar dichos

cambios con la condicion clinica de cada caballo. (Cuadro 1)
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Grado Hallazgos radiograficos y clinicos

I Cambios menores o inexistentes asociados con dolor articular y
claudicacién: Irregularidad leve y pérdida de homogeneidad de la cresta
sagital del metacarpo lll; efusion articular.

Il Cambios moderados asociados con dolor articular y claudicacion:

Osteofitos en la region proximal lateral y medial de primera falange y/o de
metacarpo lll.

Il Cambios severos asociados con claudicacion y disminucion de rango de
movimiento: Lisis supra o infracondilar de hueso subcondral, osteofitos y
hueso de neoformaciéon con reaccion periéstica y pérdida de espacio
articular y esclerosis de hueso subcondral.

Cuadro 1. Grado de severidad de cambios radiograficos y su correlacién con
hallazgos clinicos de caballos incluidos en el estudio. (Modificado de: Verwilghen D,
et al. 2009.)

10.7 Determinacién de proteina total en liquido sinovial

La concentracion de proteina total de todas las muestras de liquido sinovial tanto
controles como muestras problema, se realiz6 por el método de acido bicinconinico
(BCA, Protein assay kit. Pierce BCA protein assay kit #23225), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para cada muestra, la concentracién final que se
obtuvo para los procedimientos de ELISA, fue de 100 pug/50 pl.

10.8 Determinacién de concentracion de IGF-1

Se midio la concentracion de IGF-1 de muestras de 50 pl de liquido sinovial obtenido
de caballos con osteoartritis como controles utilizando un kit comercial de ELISA

para IGF-1 (Horse IGF1 ELISA kit, #MBS017382, MyBio-Source), de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.
10.9 Determinacién de interleucina-6 (IL-6)

Se realizd la determinacidon cuantitativa de IL-6 en liquido sinovial obtenido de
caballos con osteoartritis utilizando un kit comercial de ELISA (Horse interleukin-6

ELISA kit, cat. # CSB-E16634HSs), el cual consiste en un ensayo en sandwich,
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donde las placas son cubiertas con un anticuerpo anti IL-6, para después anadir la
muestra y un anticuerpo secundario especifico conjugado con biotina, y después
incubados con peroxidasa de rabano conjugada con avidina. El protocolo se realizé

siguiendo las instrucciones del fabricante.

10.01 Determinacion de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

La determinacion de la concentracidn de TNFa de las muestras de liquido sinovial
de caballos con osteoartritis y controles se realizé por medio de ELISA, utilizando
un volumen de 100 pl (Equine TNFo ELISA kit, cat #: ESS0017 Invitrogen) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

10.02 Western blot para IGF-1

Se utilizaron concentraciones iguales de proteina cruda de las muestras de liquido
sinovial para la SDS-PAGE al 16% (90V por 30 min y 120V por 3.5 h). Como
marcador de peso molecular se utilizé un marcador pretefiido (Protein Plus Protein
Dual Color Standars, Biorad), conteniendo proteinas recombinantes (10-250 kDa),
incluyendo 8 bandas azules y dos bandas color rosa para referencia (25 y 75 kDa).
Después de la electroforesis, un gel se tiid con Coomasie coloidal y el otro se
transifirid a una membrana PVDF (0.45 uM, Bio-Rad) usando un sistema de
transferencia semi-humedo (271 mA por 15 minutos). Las membranas se
bloquearon con leche sin grasa al 4%, diluida en PBS (pH 7.4) e incubadas a 37°C,
120 rpm durante 2 horas. Después del bloqueo, las membranas se lavaron 3 veces
(lavados de 5 minutos cada uno en orbitador) usando PBS con Tween-20 (0.05%).
Como anticuerpo primario, se utilizé un anti-IGF-1 policlonal de cabra (1:1000) (Sta.

Cruz #Sc-1422) y se incubo primero a 37°C, 120 rpm durante 2 horas, y después a
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4°C durante toda la noche. Las membranas se lavaron nuevamente como
previamente se describid, para después incubar el anticuerpo secundario policlonal
anti-goat IgG (1:5000), y se incubé a 37°C, 120 rpm durante 2 horas. Posteriormente
las membranas fueron lavadas 3 veces como previamente se describio. La
deteccion de las proteinas se realizd mediante quimioluminiscencia utilizando un
detector de alta resolucidon (Bio-Rad ChemiDoc). Previamente, las membranas se
incubaron con una dilucion de peroxidasa y luminol (1:1) (Merck Millipore, Luminata
# WBLUFO0500), y fueron sometidas a divesos tiempos de exposicion, donde el

tiempo Optimo para las muestras fue de 35 segundos.

11. Resultados

Un total de 45 caballos fueron evaluados, de los cuales unicamente 11 (22 muestras
de liquido sinovial) fueron incluidos en el estudio, y 2 caballos como controles (4
muestras de liquido sinovial). Todos los caballos variaron en cuanto a grado de
claudicacion y cambios radiograficos, y todos respondieton positivamente a los
bloqueos tanto volar bajo, como intraarticular. Seis caballos fueron clasificados en

el grado |, 5 caballos en grado Il y 8 con grado Ill. (Figura 21)
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Figura 21. Radiografias representativas de caballos con grado | (A), vista LM donde
se observa una pequefa irregularidad del aspecto dorsal-proximal de la cresta
sagital del tercer metacarpo (flecha); Grado Il (B) toma DLPMO con un osteofito
visible en el aspecto dorsomedial de P1 (flecha); Grado Ill (C) toma DP donde se
observa un area de lisis 0sea en hueso subcondral, inmediatamente adyacente al
surco sagital de P1, rodeada por esclerosis 6sea alrededor del mismo (flecha).

LM: Toma latero-medial

DLPMOQO: Toma dorsolateral-palmaromedial oblicua

DP: Toma dorsopalmar

P1: Falange proximal

11.1 Concentracion de IGF-1

Todos los caballos con dolor articular y por lo tanto claudicacion asociada, y con
menos cambios radiograficos, demostraron un incremento significativo en la
concentracion de IGF-1 (p<0.05). Todas las muestras fueron pareadas y leidas en
3 distintos tiempos (5, 10 y 15 min) sin encontrar diferencia entre las mediciones y
con valores de regresion lineal de la curva estandar fueron de p<0.001; ’=0.9931.

(Figura 20)
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11.2 Analisis de IL-6 y TNFa

Las concentraciones de IL-6 y TNFa entre muestras control y muestras de caballos
claudicando, mostraron un incremento significativo (p<0.07 y p<0.001
respectivamente), siendo mayor la concentracion de los mismos en las muestras
provenientes de caballos claudicando. Se realizé un analisis de correlaciéon de
Pearson en el cual se demostrd una correlacion positiva entre la concentracion de
proteina total y la concentracion de IGF-1 (r=1), el cual se observo en los caballos
grado | y Il. Los caballos con grado lll y los controles, demostraron una

concentracion de IGF-1 y TNFa similar. (Figura 22)
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Flgura 22. A) Concentracion de IGF-1 de caballos control y caballos con
claudicacion demostrando una diferencia significativa entre ellos (p<0.05)*. B)
Concentracion de IL-6 entre controles y muestras de caballos claudicando donde se
observa una diferencias significativas (P<0.01)**. C) Concentracion de TNFa de
caballos controles y caballos claudicando donde se observan diferencias
significativas (p<0.001)***.
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11.3 Western blot para IGF-1

Los caballos con menos cambios radiograficos (Grado | y II) demostraron por ELISA
una concentracion mayor de IGF-1, que concordd con lo observado en el Western
blot. Los caballos con cambios radiograficos mas severos, que por consiguiente,
fueron los caballos con OA crénica (Grado lll), demostraron una concentracion
menor de IGF-1, misma que también se observd en la prueba de ELISA.
Interesantemente, con esta técnica se lograron identificar 2 bandas de diferente
peso molecular, una mas pesada (~12 kDa), la cual se observo unicamente en
caballos normales (muestras control) y una mas ligera (~7.5 kDa) que se observé
en todas las muestras provenientes de caballos claudicando, sin importar el grado

al que fueron asignadas. (Figura 23)

1 2 3 4 5

.'t"'.ilf
SR

10kDa

Figura 23. Fotografia representativa del analisis de Western blot para IGF-1,
donde se demuestra una diferencia en el peso molecular entre las muestras de
liquido sinovial proveniente de caballos con diferentes grados de OA y las

provenientes de caballos sanos (control).

1: Marcador de peso molecular: Precision plus protein dual color marker (flecha: 10kDa).
2: Mezcla de muestras de un caballo control y un caballo con OA.

3: Muestra de un caballo control.

4 & 5: Dos muestras diferentes provenientes de caballos con distintos grados de OA.

65



12. Discusion

Los caballos deportivos estan sometidos a cargas excesivas tanto en articulaciones
como en tejidos blandos. La articulacion que puede sufrir de OA de origen
traumatico depende de la disciplina en la cual el caballo se desempefie, y de varios
otros factores, como lo son: herraje, conformacion, tipo de piso donde entrena y el
tipo de entrenamiento. Existe evidencia en la cual se demuestra que las
intervenciones (tratamientos) tempranas intraarticulares como lo son las
artrocentesis, pueden ayudar a modificar el curso natural de la enfermedad,
modificando su curso (ralentizandolo) y asi prevenir un dafio mayor mientras el

caballo se desempefia (Chu et al., 2011).

Las cargas por impacto debido al ejercicio son las responsables de dafar el
cartilago articular, primero con defectos superficiales y dependiendo de la fuerza
aplicada y el tiempo en el cual ésta se aplica, sera la profundidad del defecto y por
ende la rapidez en el desarrollo de la OA. La caracterizacion de las consecuencias
mecanicas de las lesiones por impacto en cartilago articular, ha demostrado
desarrollar dafio mayor por estrés directo a las estructuras articulares (Bonnevie et

al., 2015).

Cuando ocurre un proceso inflamatorio, los condrocitos dentro del cartilago articular,
migran al sitio de defecto, formando grupos de células llamados clusters para asi
sintetizar nueva MEC sustituyendo a la que se ha perdido. Debido a que el unico
componente celular del cartilago articular son los condrocitos y a que la poblacién

de éstos es del 1-2% del total del cartilago, son incapaces de reparar el area
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dafnada, y su habilidad de sintetizar nueva MEC es rebasada por las MMP y demas
enzimas que la degradan (agrecanasa principalmente), y que estan presentes en
un cartilago ya dafado, creando una condicion agravante, ya que incrementa la
necrosis local, activando asi el proceso inflamatorio gracias a los componentes
intracelulares liberados actuando como patrones moleculares asociados a dafo
(DAMPs), citocinas proinflamatorias como prostaglandinas (PGs), 6xido nitrico
(NO), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y sustancia P. Particularmente, el TNFa inhibe la via de sefalizacion de
IGF-1 incrementando el catabolismo de la MEC y bloqueando la via AKT por
activacion de la via JNK. Si el defecto del cartilago llega a hueso subcondral, el
cartilago se repara por sustitucion con tejido conjuntivo fibroso llamado
fibrocartilago, el cual no tiene la capacidad de amortiguar cargas y repartir las
fuerzas de presion que sufre la articulacion, generando que dicha presion llegue a
hueso subcondral generando dolor al apoyar el miembro (Choukair et al., 2014;

Tonkin et al., 2015; Fortier et al., 2001).

Ademas de las citocinas proinflamatorias, se han descrito otros factores que influyen
en la cascada inflamatoria en articulaciones, los cuales son vesiculas extracelulares,
las cuales juegan un papel importante no sélo en inflamacién, sino en apoptosis,
silenciamiento de genes y degradacion de MEC. Estas vesiculas pueden ser de 3
tipos: exosomas, microvesiculas y vesiculas apoptoticas, las cuales son liberadas a
la cavidad articular (en el liquido sinovial), a través de la membrana sinovial, y tienen
una importante relacién con la comunicacion célula-célula en el proceso inflamatorio

(Fortier et al., 2001; Frisbie et al., 2005; Buzas et al., 2014).
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El objetivo principal de este estudio fue el de comparar la concentracion de IGF-1
en liquido sinovial de articulaciones sanas y con un proceso inflamatorio (OA) en la
articulacion metacarpo-falangica en miembros toracicos. Hipotetizamos que los
caballos con mayores cambios radiograficos y por lo tanto un estado mas avanzado
de OA, presentarian una mayor concentracion de IGF-1 en liquido sinovial, debido
a que la articulacion tendria una alta demanda de dicho factor en comparacion con
los caballos con cambios menores (Grado | y IlI). Dado que hasta el dia de hoy no
existe evidencia cientifica del comportamiento de este factor durante un proceso
inflamatorio en la articulacién del caballo, los autores realizamos un estudio piloto,
donde se colectaron 13 muestras de liquido sinovial de diversas articulaciones de
caballos deportivos dedicados al salto, que presentaban dolor articular (prueba de
flexion positiva) y baja de rendimiento, a los cuales no se les realizé ningun estudio
radiografico. Los resultados obtenidos de dicho estudio revelaron que existe un
incremento tanto en la concentracién de la proteina total, como en la concentracion
de IGF-1 en liquido sinovial y que los datos obtenidos, demostraron una correlacion
positiva entre ambas (correlacién de Pearson, p=0.0229). En otras palabras, el
incremento de la concentracion de proteina total, se debié a un incremento de
expresion de IGF-1 en liquido sinovial en caballos con dolor articular cuando se
compararon con los controles. Lo anterior nos brindé informacion suficiente, para
desarrollar la hipdtesis de que los caballos con mayor grado o cronicidad de

patologia articular, tendrian un incremento de concentracion de IGF-1.

Sin embargo, e interesantemente, con los resultados obtenidos en este trabajo,

nuestra hipotesis fue refutada. Debido a que los resultados obtenidos por ELISA y
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Western blot, nos demostraron que de todos los caballos con OA, los que tenian los
cambios radiograficos mas severos y por lo tanto OA crénica, fueron los que
demostraron un nivel de IGF-1 muy similar al observado en las articulaciones
control. Resultados similares se han observado en estudios donde
experimentalmente se inducen lesiones en cartilago articular, donde se observa un
promedio de expresion de mRNA de /gf-1 elevado, cuando se comparan con los
controles, pero esta elevacion decrece a lo largo de 4 semanas. Cuando esto
sucede, el TGF-B predomina, y se ha observado que es el responsable de la
activacion de linfocitos quiescentes a diferenciarse a un perfil inmunolégico Th17, y
a su vez, de produccion de hueso de neoformacion en la articulacion afectada

(Fortier et al., 2001).

El IGF-1 se ha estudiado ampliamente. Existen muchos estudios donde se
demuestra su importacia en proliferacion, crecimiento y supervivencia celular,
reparacion y producciéon de MEC, sin embargo, no existen aun estudios que
demuestren y describan las diversas isoformas que expresa y su funcionalidad
(uniprot.com). Se sabe que el mRNA de IGF-1 conlleva ediciones post-
transcripcionales (splicing alternativo) y post-traduccionales, lo que genera diversas
isoformas funcionales de la misma proteina. Los pro-péptidos de IGF-1 son
codificados por varios transcritos del gen Igf-1, y contienen péptido senal en el
extremo amino terminal y en el extremo carbono terminal péptidos de extension
llamados péptidos E. Cuando un péptido inmaduro en su cadena peptidica tiene
péptido senal, péptido maduro y péptido de extension, es llamado pre-prolGF-1, y

cuando el péptido sefial se escinde de la cadena, dejando el péptido maduro (el cual
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es altamente conservado en mamiferos) y los péptidos E, es llamado pro-IGF-1. Y
cuando unicamente se encuentra el péptido maduro, es llamado IGF-1. Los péptidos
E controlan la biodisponibilidad local de IGF-1, debido a que se unen a la MEC
debido a que estan cargados positivamente, y asi previene la circulacion sistémica
del IGF-1 asegurando su uso local. Ademas de esto, en lineas celulares de célula
muscular de raton, se ha comprobado que los péptidos E modulan la re-entrada del
IGF-1 maduro a la célula, controlando asi su biodisponibilidad (Brisson et al., 2012;

Pfeffer et al., 2009).

En humanos, se han descrito 3 isoformas funcionales diferentes para IGF-1 (IGF-
1Ea, IGF-1Eb y la IGF-1Ec, o también conocido como el factor mecanico de
crecimiento o mecano-growth factor MGF), y se ha propuesto que juegan un papel
importante y varias funciones diferentes en la reparacion de musculo estriado
esquelético (Phillipou et al., 2009).

Nixon et al., (1999) describieron que el gen Igf-1 de caballo consiste de 5 exones y
4 secuencias intronicas, las cuales conllevan modificaciones post-transcripcionales
y post-traduccionales, donde por splicing alternativo el exon 4 es escindido y las
proteinas traducidas formaban dos isoformas, una mas pequefia (105 aminoacidos)
llamada pre-prolGF-1A que consistia en un péptido sefial (codificado por los exones
1y 2), el péptido maduro (codificado por los exones 2y 3) y un péptido de extension
(codificado por los exones 3 y 5); y una mas larga (111 aminoacidos), donde el exon
4 es conservado. Segun la literatura que hemos revisado, este es el ultimo trabajo
que habla acerca de modificaciones post-transcripcionales y post-traduccionales del

MRNA de IGF-1 en caballos y su funcionalidad. Por lo cual se realiz6 un analisis
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bioinformatico del gen Igf-1, donde se demostré que conlleva varios tipos de splicing
alternativo, los cuales segun Le et al., (2015) son: salto de exones, retencion
intronica, exones mutuamente exclusivos y sitios alternativos donadores 5 vy
aceptores 3'. Este analisis también reveld que el mMRNA de IGF-1 consiste no de 5,
sino de 4 exones con 3 intrones, donde los transcritos forman 4 diferentes variantes:
variante 1 (exones 1-3), variante 2 (exones 2 y 3), variante 3 (exones 1-3, retencion
intronica de 93 pb, y exén 4) y variante 4 (exones 2-4) (Le et al., 2015).

Con el analisis de Western blot, se demostro la presencia de al menos 2 diferentes
isoformas funcionales de IGF-1, donde una uicamente se observé en las muestras
control, siendo mas pesada (~12 kDa) y otra mas ligera observada en las muestras
provenientes de caballos con diferentes grados de OA (~7.5 kDa). Con lo cual
asumimos que ésta ultima corresponde al péptido maduro de IGF-1, sin embargo,
para tener certeza de dicha aseveracion, es necesario realizar experimentos
adicionales como lo es la secuenciacion avanzada de proteinas por espectrometria
de masas para asi confirmar dicha hipétesis. Con este resultado, asumimos que la
expresion de estas dos isoformas de IGF-1 es dependiente de inflamacion.

Lo anterior puede resultar en el desarrollo de una linea de investigacion, cuyo
enfoque se centre en determinar las isoformas de IGF-1 expresadas o no durante
un proceso inflamatorio, y asi centrarse en la sobre expresion de la isoforma que no
es expresada durante el mismo, para fines terapéuticos o como biomarcador
prondstico de la enfermedad y su papel en la regeneracién del cartilago articular en
caballos.

El cartilago articular es incapaz de regenerarse, dado que es el unico tejido

conjuntivo que no cuenta con vasos sanguineos, linfaticos o nervios (Geneser,
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2001). Por lo tanto, debido a esto, es virtualmente imposible que pueda regenerarse
después de una lesién, por lo cual se repara por sustitucion de tejido conjutivo
fibroso. Existen varios tratamientos para mejorar la regeneracion del cartilago
articular, en humanos, el transplante con aloinjertos ha demostrado ser efectivo en
funcion de la regeneracion y la reparacion en general de defectos, teniendo una
eficacia de hasta el 80% en pacientes con tratamiento quirurgico previo, como por
ejemplo: microfracturas, debridamiento de cartilago, forrajeo, condroplastia por
ablasion, injertos osteocondrales y periosticos, fijacidon de un colgajo de cartilago,
entre otros (Fortier et al., 2001; Nixon et al., 1999; Briggs et al., 2015).

En la practica clinica en caballos, se usan apliamente anestésicos locales y
antiinflamatorios esteroidales, ya sea por razones de diagnostico, o bien de
tratamiento. Sin embargo, el uso excesivo de los mismos ha probado ser dafino
para el cartilago articular. La inyeccion intraarticular de dichos farmacos ha
incrementado la preocupacion acerca de su potencial condrotdxico y sinoviotoxico.
Se han utilizado insulina y atropina por via |IA con resultados favorables, En un
estudio realizado por el autor, se observé que la insulina de rapida accién tiene un
efecto de sobreexpresion de IGF-1 (Garcia-Lacy et al., 2022).

Sherman et al., (2015) realizaron un interesante estudio donde compararon
diferentes anestésicos locales (lidocaina y bupivacaina) y algunos de los esteroides
mas usados como son acetato de betametasona, acetato de metilprednisolona, y
acetato de triamcinolona en un modelo canino. Donde se encontré que in vitro, la
lidocaina al 1 y 0.5%, junto con la bupivacaina al 0.2 y 0.25%, el acetato de

betametasona y de metilprednisolona fueron los que demostraron mayor evidencia
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de condrotoxicidad y sinoviotoxicidad, en comparacion con 0.625% de bupivacaina
y triamcinolona (Sherman et al., 2015).

Por esta razon, en cuanto a esquemas terapéuticos se refiere, el objetivo principal
del tratamiento de OA para ser usado en la practica clinica, es el de proveer mas
opciones de tratamiento, ademas de los antiinflamatorios esteroidales y demas
tratamientos autologos bioldgicos disponibles comercialmente, para asi agotar el
mayor numero de recursos antes de someter al caballo a una cirugia artroscépica
bajo anestesia general, y aun tener un efecto benéfico dirigido a mantener el
rendimiento deportivo del caballo por mas tiempo. Nosotros creemos que este
trabajo provee de informacién importante que puede servir de base para futuros
trabajos en relacion a IGF-1 y el papel de sus diversas isoformas en la reparacion

del cartilago articular en caballos.

13. Conclusiones

+ Diferencias significativas en concentracion de proteina total y de IGF-1 en

liquido sinovial entre controles y problema.

* La concentracion de IGF-1 en las muestras de caballos con osteoartritis
cronica y cambios radiograficos grado lll, fue muy similar a la de las muestras

control.

* Cuanto mas cronica es la OA, mayores cambios radiograficos y menor
expresion de IGF-1. Por el contrario, cuan mas aguda es la OA, menores

cambios radiograficos y mayor expresion de IGF-1.
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* La concentracién de IGF-1 es inversamente proporcional a los cambios

radiograficos encontrados.

« La expresion de al menos dos isoformas de IGF-1; una ligera (~7.5 kDa) y

una pesada (~12 kDa) depende de inflamacion.

+ Diferencias significativas en concentracion de IL-6 entre controles vy

problema.

14. Productos del doctorado

14.1 Publicaciones derivadas del proyecto de investigacion

1. Garcia-Lacy F, Méndez-Cruz ST, Reyes-Vivas H, Davila-Borja VM,
Barrera-Morales JA, Gutiérrez-Ospina G, Gomez-Chavarin M, Trigo-Tavera FJ.
Insulin-like growth factor | (IGF-1) concentrations in synovial fluid of sound and
osteoarthritic horses, and its correlation with proinflammatory citokines IL-6 and

TNFa. Rev Mex Cienc Pecu 2022 (Disponible al final de la tesis)

2. Garcia-Lacy F, Gutierrez-Olvera L, Bernad M, Fortier L, Trigo-Tavera FJ,
Gomez-Chavarin M, Rodriguez-Monterde A. Pharmacokinetic analysis of
intraarticular injection of insulin and its effect on IGF-1 expression in synovial fluid of
healthy horses. Rev Mex Cienc Pecu 2022;13(2):391-407.

https://doi.org/10.22319/rmcp.v13i2.5942 (Disponible al final de la tesis)
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15. Publicaciones no derivadas del proyecto de

investigacion

15.1 Publicaciones como primer autor

1. Garcia-Lacy F, Craig L, Trigo-Tavera FJ, Schumacher J, Rodriguez-
Monterde A. Multicentric T-cell lymphoma in a 21-year-old Tennessee Walking

Horse mare. Vet Rec Case Rep. 2022;e441. https://doi.org/10.1002/vrc2.441

(Disponible al final de la tesis)

15.2 Publicaciones como colaborador

1. Walter S, Rasche A, Moreira-Soto A, Pfaender S, Bletsa M, Corman VM,
Aguilar-Setien A, Garcia-Lacy F, Hans A, Todt D, Schuler G, Shnaiderman-Torban
A, Steinman A, Roncoroni C, Veneziano V, Rusenova N, Sandev N, Rusenov A,
Zapryanova D, Garcia-Bocanegra |, Jores J, Carluccio A, Veronesi MC, Cavalleri
JMV, Drosten C, Lemey P, Steinmann E, Drexler JF. 2017. Differential infection
patterns and recent evolutionary origins of equine hepaciviruses in donkeys. J Virol

91:e01711-16. https://doi.org/10.1128/JVI.01711-16 (Disponible al final de la tesis)

15.3 Capitulos en libros

1. Garcia Lacy F, Verdiguel Fernandez LF. Inflamacion. En: Basurto
Alcantara FJ, Gobmez Romero NE, Verdiguel Fernandez LF. Inmunologia Basica en

la Clinica en Pequefas Especies CEAMVET. 1a Ed. 2022. México
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Alcantara FJ, Gobmez Romero NE, Verdiguel Fernandez LF. Inmunologia Basica en

la Clinica en Pequefias Especies CEAMVET. 1a Ed. 2022. México.

3. Garcia Lacy F, Verdiguel Fernandez LF. Seleccion del inmunogeno. En:
Basurto Alcantara FJ, Gomez Romero NE, Verdiguel Fernandez LF. Inmunologia

Basica en la Clinica en Pequefias Especies CEAMVET. 1a Ed. 2022. México.
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17. Anexo1: Protocolos

Cuantificacion de proteina total de liquido sinovial (BCA PROTEIN ASSAY
KIT):

1. Congelar a -70° C las muestras de liquido sinovial hasta su uso.
2. Para preparar la solucion de trabajo calcular lo siguiente:
(# Estandares + # de muestras) x (# de réplicas) x (volumen de solucion de
trabajo por muestra) = volumen total de la solucién de trabajo requerida.
Ej. (9 estandres+3 muestras) x (2 réplicas) x 2 ml de solucion de trabajo) =
48 ml de solucion de trabajo.
Se requiere 2 ml de solucion de trabajo para cada tubo si el procedimiento
se hace en tubos, si se hace en microplaca se requiere 200 ul por placa, es
decir 9.6 ml ~ 10 ml.
Prepare la solucion de trabajo mezclando 50 partes del reactivo (A) con 1
parte del reactivo B.
Es decir 50 ml de A + 1 ml de B.
Para 10 ml cuanto se necesitan 10 ml de A + 0.2 ml de B
3. Agregar 25 pl de cada estandar o muestra por duplicado en los tubos de la
microplaca (se pueden diluir las muestras tomando 10 o 5 pl de cada una y
disolver en 5 yl de agua, tratando de ajustar al agregar a la placa 25 pl).
4. Agregar 200 pul de la solucién de trabajo (A+B) a cada pozo y mezclando en un
agitador por 30 segundos.
5. Cubrir la placa e incubar 30 min a 37° C.
6. Lleve la placa a un lector de placas y medir la absorbancia entre a 540-590nm.

Determinacion por ELISA de IGF-1 (MyBlOSource, Horse Insulin Like Growth
Factor 1 (IGF1) ELISA kit, #MSBS017382)

Preparacién de reactivos y almacenamiento:

1. El periodo valido del kit sin abrir es de hasta seis meses a 2° C - 8° C. El kit
no puede usarse mas alla de la fecha de caducidad.

2. La solucion de lavado (1 x) — se diluyen un volumen de solucion de lavado
(20 x) con 19 volumenes de agua destilada o desionizada. Solucién es
estable durante un mes a 2° C - 8° C. Sin diluir y el resto de los reactivos son
estables hasta por seis mesesa2°C-8°C

3. Cuando abra el kit, por favor utilice la placa tan pronto como sea posible
después de retirarla de la bolsa de aluminio, porque puede humedecerse. La
placa es desmontable, asi que regrese los pocillos no utilizados a la bolsa
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que contiene el paquete de desecante y selle a lo largo de todo el filo del
cierre para prevenir la humedad. Los reactivos restantes también deben
almacenarse entre 2° C - 8° C. El periodo valido de kits de apertura puede
variar dependiendo de varios factores, para obtener mejores resultados el kit
se debe utilizar para arriba tan pronto como sea posible

Procedimiento:

1.

Revisar la placa y los reactivos del kit y equipos antes de iniciar los
experimentos para evitar problemas

. Permitir que la placa, reactivos y muestras lleguen a temperatura ambiente

(18° C - 25° C) antes de iniciar procedimientos de ensayo.
Como la placa es desmontable, se guardan en la bolsa las tiras no utilizadas
con el desecante, cerrandola herméticamente para prevenir la humedad.
Establecer pozos blanco, estandares y muestra.
Depositar en los pozos cada muestra
a. No agregue nada al blanco
b. Agregue 50 pl de los estandares de S1 a S5 al pozo correspondientes
c. Agregue 50 pl de la muestra a cada pozo
Anadir 100 ul de reactivo de HRP-conjugado a cada pozo, excepto para
pozos en blanco

7. Tapar la placa con una membrana e incubar durante 60 minutos a 37° C.
8.
9.

Lavar la placa 4 veces con el buffer de lavado.
Agregar 50 pl de solucion de cromogeno A a cada pozo

10.Agregue 50 pl de solucion de cromoégeno B a cada pozo y cubra de la luz
11.Mezclar suavemente e incubar la placa durante 15 minutos a 37° C y cubrir

de la luz

12.Agregar 50 pl de la solucién de paro
13.Leer a densidad optica (O.D.) a 450 nm utilizando un lector de ELISA en 15

minutos después de agregar la solucion de parada (alrededor de 5 minutos
es generalmente el mejor momento)

Calculos:

Promedio de las lecturas duplicadas para cada estandar

Concentracion

Blanco

S1

S2

S3

S4

S5

S6

Media
OD(450nm)

OoDO0

OD1

OoD2

OoD3

OD4

OoD5

OD6
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Mediante el software Graphpad Prism® se realiza la curva estandar (generalmente
la curva estandar es de curva lineal, cuadratica y cubica) y se calcula el nivel de
analisis.

Si el valor de OD de las muestras es mayor que el valor de OD mas alto de los
estandares, se diluyen las muestras con igual o el doble del volumen de diluyente
de muestra y se repite el ensayo.

Mediciéon de TNFa por ELISA (Invitrogen, # ESS0017)

Preparacion de la placa:

1.

Diluir el anticuerpo para cubrir la placa en 1:100 en buffer de carbonato-
bicarbonato y afadir 110uL a 10.89ml del buffer de carbonato bicarbonato.
Anadir 100uL del anticuerpo diluido a cada pozo. Cubrir la placa con el
sellador de placa e incubar toda la noche a temperatura ambiente.

Aspirar la solucién y afadir 300uL del buffer de bloqueo a cada pozo. Cubrir
la placa con el sellador de placa e incubar 1 hora a temperatura ambiente.
Aspirar el buffer de bloqueo y proceder al ensayo o bien, permita secar toda
la noche a temperatura ambiente. Cuando la placa esta sellada, puede
almacenarse 2-8°C por 6 meses.

Procedimiento:

o

. Reconstituir el estandar con el diluyente con el volumen que dice en la

etiqueta. La concentracion del estandar reconstituido es de 10,000 pg/ml.

. Diluir el estandar reconstituido 1:10 en el diluyente de reagente, para

preparar el estandar mayor (1000pg/ml). Utilizando el diluyente de reagente,
preparar soluciones seriadas 1:2 del estandar mayor y diluir cualquier
sobrenadante que se espera que se lea por encima del estandar. Anadir
100uL de la muestra o del estandar a cada pozo. Cubrir y sellar la placa e
incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

Aspirar y lavar 3 veces con el buffer de lavado usando 300uL por pozo.
Diluir el anticuerpo de deteccion 1:100 en el diluyente de reagente anadiendo
110pL del anticuerpo de deteccion a 10.89 ml del diluyente de reagente.
Anadir 100uL del anticuerpo de deteccidn a cada pozo. Cubriry sellar la placa
e incubar por 1 hora a temperatura ambiente.

Aspirar y lavar 3 veces con el buffer de lavado usando 300uL por pozo.
Diluir Streptavidina-HRP 1:200 en el diluyente de reagente afadiendo 60uL
de streptavidina-HRP a 12 ml del diluyente de reagente.
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8.

9.

Anadir 100uL de esta solucién a cada pozo. Cubrir y sellar la placa e
incubarla por 30 minutos a temperatura ambiente.
Aspirar y lavar 3 veces con el buffer de lavado usando 300uL por pozo.

10. Anadir 100uL de la solucion de sustrato a cada pozo. Cubrir y sellar la placa

e incubar en oscuridad por 20 minutos a temperatura ambiente.

11.Detener la reaccion anadiendo 100uL de la solucidon de paro a cada pozo.
12.Medir absorbancia a 450-550nm.

Medicion de IL-6 por ELISA (Cusabio, #CSB-E16634Hs)

Procedimiento:

8.
9.

. Preparar los reagentes, los estandares y las muestras como lo indica el

fabricante.

Revisar la hoja de ensayo para determinar el numero de pozos a utilizarse y
colocar los restantes en la bolsa y sellar el ziploc, para almacenarlos a 4°C.
Anadir 100uL del estandar y muestra por pozo. Cubrir y sellar la placa e
incubar por 2 horas a 37°C. Una hoja de la placa es provista para anotar
todos los estandares y muestras que fueron utilizados.

Retirar el liquido de cada pozo. Sin lavar.

Anadir 100uL del complejo avidina-anticuerpo (1x) a cada pozo. Cubrir con
una nueva tira adhesiva e incubar por 1 hora a 37°C. (El complejo avidina-
anticuerpo 1x puede parecer turbio. Se puede temperar a temperatura
ambiente y agitar gentilmente hasta que la solucién se vea uniforme).
Aspirar cada pozo y lavar 5x utilizando el buffer de lavado (200uL) y dejar
reposando por 2 minutos, quitar el liquido en cada paso es esencial para
tener una buen rendimiento en la reaccién. Entre cada lavado, remover el
exceso de buffer de lavado. Se puede invertir la placa sobre papel secante o
servitoallas.

Anadir 100pL del complejo avidina-HRP (1x) a cada pozo. Cubrir y sellar la
placa e incubar por 1 hora a 37°C.

Repetir el paso 6.

Anadir 90uL del sustrato TMB a cada pozo. Cubrir y sellar la placa e incubar
por 15-30 min a 37°C y en oscuridad.

10. Anadir 50uL de la solucién de paro a cada pozo, golpear la placa con la mesa

gentilmente para asegurar una buena mezcla.

11.Determinar la densidad Optica dentro de los 5 minutos posteriores a la

solucion de paro y leer a 450nm. Si el equipo tiene disponible la funcion de
correcion de longitud de onda, configurar la lectura a 540nm o a 570nm.
Restar las lecturas de 540 o 570nm a las de 450nm, esto corregira las
imperfecciones 6pticas en la placa.
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Determinacidon de concentracion de proteina total en muestras de liquido
sinovial por el método de cuantificacion Lowry

1. Preparar 21 g de BSA y diluir en 1 ml de H20 MilliQ.

2. Calibrar a 0 el espectrofotometro (280nm) con una cubeta de cuarzo
utilizando H,0 MilliQ.

3. Se diluye 1:50 la soluciéon de BSA (980uL de H20 MilliQ y 20uL de BSA, para
1 ml) y se realiza la lectura por triplicado y se saca el promedio del valor de
absorbancia.

4. Calcular con la formula de coeficiente de extincion molar para asi obtener el
valor en 1mg/ml. Ej:

CEM= 0.653-1mg/ml
Realizar regla de 3 donde:
0.653 ---- 1mg/ml
(valor de absorbancia)---- X
Donde X se multiplicara por el factor de dilucién (50). Ahora se puede calcular
el volumen para preparar 2 mg/ml.

5. Determinar estandares de BSA a partir de la solucion a 2 mg/ml como sigue:
Etiqueta H20 (ml) BSA (pL) Cantidad en pG

A 0 50 100
B 10 40 80
C 20 30 60
D 30 20 40
E 35 15 30
F 40 10 20
G 45 5 10
H 47.5 2.5 5

I 50 0 0

6. Medir absorbancias por triplicado de cada estandar a 280 nm. Y calcular la

exuacion de la recta para determinar la concentracién en pg/uL a partir de la
densidad Optica, utilizando la formula:

y=mx+b

Nota: El valor de R? debe ser lo mas cercano a 1.
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7.
8.

Medir absorbancias de las muestras por triplicado a 280 nm.

Preparar soluciones A+B+C (50:0.5:0.5), dependiendo la cantidad de tubos
a utilizar, calcular 600pL por tubo y afiadir uno extra. Una vez preparada, se
agregan los 600uL a cada tubo y dejar incubar 15 min en oscuridad.
Calcular la cantidad de la solucién de Folin (1:4) y anadir 300uL a cada tubo.
Ej: tengo 16 tubos, se calcula 300x16= 4,800uL. Se calcula la dilucién 1:4 de
solucién de Folin lo que da: 1.2 ml de ésta, con 3.6 ml de H,O MilliQ.

10.Se anaden 300uL de la solucion de Folin a cada tubo y se deja incubar 30

min en oscuridad.

11.Se procede a leer la absorbancia por triplicado a 280 nm y se calcula la

concentracion basado en la ecuacién de la recta.

Protocolo para PAGE y Western blot para IGF-1 de caballo a partir de liquido
sinovial

8.

9.

. Preparar el PAGE a 16% con glicerol 13%.

Cargar cada pozo con 100ug de proteina con 5uL de buffer de corrida y 1L
de DTT. (Hacer dos geles en espejo).

Hervir las muestras por 4 minutos y cargar el gel.

Correr el gel en frio a 90V por 30 min y a 120V por 3.5 horas.

Una vez terminada la electroforesis, equilibrar gel por 13 min y esponjas y
membrana (activada previamente con MetOH) por 30 minutos.

Transferir un gel (sistema semihumedo a 271mA por 15 min) a membrana
PVDF (0.45uM) y el otro tefiirlo con Coomasie coloidal.

Una vez transferido, lavar 3x con H,O MilliQ (se puede guardar toda la noche
en PBS (pH7.4) a 4°C. y se lava una cuarta vez con PBS (pH7.4).

Se prepara la solucion de bloqueo con leche en polvo sin grasa al 4% diluida
en PBS (pH7.4). Y se incuba en agitacion (120rpm) a 37°C por 2 horas.
Lavar 3x por 5 miinutos con PBS-T (0.05%).

10.Incubar con anticuerpo primario anti-IGF-1 (Sta. Cruz #Sc-1422) diluido

1:1000 en PBS-T (0.05%) en agitacion (120rpm) a 37°C por 2 horas.

11. Dejar toda la noche a 4°C.
12.Lavar 3x por 5 miinutos con PBS-T (0.05%).
13.Incubar con anticuerpo secundario anti-goat (Millipore #AP180B) diluido

1:5000 en PBS-T (0.05%) en agitacion (120rpm) a 37°C por 2 horas.

14.Lavar 3x por 5 miinutos con PBS-T (0.05%). Y un cuarto lavado con PBS

(pH7.4).

15.Revelar membrana con Quimioluminiscencia utilizando: Merck Millipore,

Luminata # WBLUF0500, e incubar con luminol y peroxidasa 1:1. Y quitar el
excedente con pipeta. Y colocando la membrana entre 2 acetatos.
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16. Fotografiar con equipo de alta resolucion (Bio-Rad ChemiDoc), donde el
tiempo optimo de exposicion es de 35 segundos.
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Acrilamida Bis 30%:

18. Anexo 2: Soluciones para PAGE y Western Blot para
IGF-1 de caballo a partir de liquido sinovial

Acrilamida 60 g
Bis-Acrilamida 1649
dH>O Aforar a 200 ml*

*Desgasificar la preparacién antes de usarse.

Buffer Laemmli pH 8.3 (Buffer de corrida):

2L 1L
Tris 6.19g 3.05¢
Glicina 28.88 g 14.44 g
SDS 29 19
dH,0 Aforara 2 L Aforara 1L
NOTA: Antes de aforar, ajustar pH a 8.3
Glicerol 80%:
50 ml 100 ml
Glicerol 40 ml 80 ml
dH,O 10 ml 20 ml
4x Resolving gel Buffer (Tris-Hcl, pH 8.8) (Gel separador):
100 ml 200 ml
Tris 18.15¢g 36.39
SDS 049 0.89
dH,0O Aforar a 100 ml | Aforar a 200 ml

NOTA: Antes de aforar, ajustar pH a 8.8

4x Stacking gel Buffer (Tris-HCI,pH 6.8) (Gel concentrador):

50 ml
Tris 39
SDS 029
dH,0 Aforar a 50 ml
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NOTA: Antes de aforar, ajustar pH a 6.8

Protocolo tincion Coomassie coloidal:

1.

2.

PN O hA W

Lavar el gel con H2O MilliQ por 2 minutos, 3 veces. O hasta retirar el exceso

de SDS.

Verter solucion de Coomassie e incubar en agitacidon por 2-12 horas. A los

10 minutos, se pueden ver las primeras proteinas y a las 2 horas, estaran
tefiidas hasta el 80% de las proteinas. (Agitar bien la solucién antes de

usarse).

Remover la solucion de Coomassie (decantar).
Lavar el gel con H2O MilliQ, 3 veces.
Remover las particulas de Coomassie del recipiente con una gasa.
Incubar el gel con solucion destefiidora por 10-60 minutos.

Lavar el gel con H2O MilliQ, 3 veces.
Incubar el gel con H>O MilliQ overnight. Y estara listo para

fotodocumentarse.

Solucion de Coomassie coloidal:

NOTA: El orden de cédmo anadir a la mezcla debe respetarse para que la solucién no se

100 ml 200ml 1L
1. Sulfato de Aly K 59 10g 50 g
2. Etanol absoluto 10 ml 20 ml 100 ml
3. Coomassie brilliant 22.2 mg 44.4 mg 222 mg
Blue G-250 (90%)
4. Acido fosférico 5.5 ml 10.2 ml 55 ml
dH,0O Aforar a Aforar a Aforar a
100 ml 200 ml 1L

precipite. El Sulfato de Al y K debe irse afiadiendo poco a poco y esperar a que esté bien
disuelto antes de afadir el etanol también poco a poco. No debe filtrarse y debe
guardarse en una botella ambar u oscura.

Solucién desteinidora para Coomassie coloidal:

100 ml 1L
Etanol absoluto 10 ml 14 ml
Acido fosférico 1.4 ml 55 ml
dH,O Aforar a 100 ml Aforara 1L
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Preparacion de PAGE con glicerol 13%:

Gel Gel separador
concentrador (Resolving gel)
4% 12% 16%
Acrilamida 330 uL 1.995 ml 2.7 ml
(30%)
Tris-HCI pH 500 uL -- --
6.8
Tris-HCI pH -- 1.3 ml 1.3 ml
8.8
Glicerol 80% 325 uL 812 uL 812 uL
dH.0 915 uL 188 uL 188 uL
PSA 10% 20 uL 50 uL 50 uL
TEMED 2 ulL 2 ulL 2 ulL
Volumen final 2ml 5.05 mi 5.05 mi
PBS 1x (pH 7.4):
500 ml 1L
Fosfato de Na 0.132g 0.264 g
monobasico
monohidratado
Fosfato de Na dibasico 0.575¢ 11549
anidrido
NaCl 43759 8.75¢
dH,0 Aforar a 500 ml Aforara 1L

NOTA: Antes de aforar, ajustar pH a 7.4

Buffer de transferencia

Tris Base 30.3 g
Glicina 144 g
Ajustar pH 8.6
Aforar a 1L
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Abstract

Insulin-like growth factor I (IGF-1) is the most important known growth factor for cartilage
repair in horses. It promotes mitosis of chondrocytes, collagen II expression, and extra
cellular matrix production. Osteoarthritis (OA) is the most common musculoskeletal
condition that causes lameness and poor performance in sport horses. A total of 11 lame
horses were clinically and radiographically evaluated, and all were confirmed to suffer a front
metacarpophalangeal lameness by a positive flexion test, a low-4-point nerve block and an
intraarticular block. Total protein, IGF-1, IL-6 and TNFa were determined by ELISA,
demonstrating changes and different correlations between clinical condition, radiographic
changes and degree of inflammation. All horses with joint associated pain and therefore
associated lameness, demonstrated a significant increase of total protein (£<0.0001) and
IGF-1 concentration (P<0.05). Concentrations of IL-6 and TNFa between controls and lame
horses demonstrated significant differences (P<0.01 and P<0.001 respectively). Horses with
less radiographic changes, demonstrated the highest IGF-1 expression in synovial fluid, and
horses with more chronic OA conditions had very similar IGF-1 expression levels than
control joints. In all lame joints, we identified by Western blot a lighter isoform of IGF-1
(~7.5 kDa) which was inflammation related and it is the molecular weight of the mature
peptide, and all control joints expressed a heavier isoform (~12 kDa). This finding could lead
to new research for sequencing and targeting the isoform which is not expressed during an
inflammatory process within a joint, and to have a better understanding of its role in the
horse’s joint.
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Introduction

Insulin-like growth factor I (IGF-1) is the most important known growth factor for cartilage
repair in horses, because it stimulates proteoglycan synthesis, and therefore extra cellular
matrix (ECM), and promotes mitosis of chondrocytes. It has an important growth-promoting
activity not only in articular cartilage, but in several tissues, mainly in muscle, bones and
brain. It activates the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway, having several
effects in promoting: cell survival, growth, proliferation, protection to hypoxia, inflammation
regulation in muscle injuries and in bone growth plates"" It has also a key role in brain
development, along with estradiol, regulating a variety of developmental and neuroplastic
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events®). In structure, it is very similar to insulin. When insulin is instilled in a joint, IGF-1
expression in synovial fluid is enhanced®.

Injuries of the articular cartilage are normally repaired by substitution with fibrocartilage,
which leads to loss of function of the joint resulting in osteoarthritis (OA)'”. Lameness is the
most frequent reason for which equine practitioners are required from horse owners, and OA
represents more than 60 % of all lameness cases in sport horses®. The main problem in OA
is inflammation, conditioning an imbalance between catabolism and anabolism in the
articular cartilage. In this particular tissue, the only cellular component is constituted by
chondrocytes, which are responsible of ECM synthesis, in order to maintain adequate
cartilage function.

There is evidence regarding exogenous efficacy of IGF-1 in vitro, which enhances
proteoglycan synthesis by stimulated chondrocytes. Other therapies, such as chondrocyte
transplantation from mature and neonatal chondrocytes, gene therapy strategies to upregulate
IGF-1 expression by transfected chondrocytes, require general anesthesia, a surgical
procedure and therefore specialized equipment and personnel® .

On a pilot study conducted by the authors in which 13 synovial fluid samples obtained from
different joints (distal interphalangeal joints, metacarpophalangeal joints, shoulder joints,
tarsometatarsal joints, and stifles) from horses with associated lameness AAEP (American
Association of Equine Practitioners) grade: 2/5, no radiographic changes but a positive
response on 1-minute flexion test. By ELISA, a significant increase of IGF-1 and a positive
correlation between total protein and IGF-1 levels in synovial fluid (data not shown) were
found. In this study it was obtained synovial fluid samples from 21 horses with different
degrees of OA (confirmed by intraarticular block and radiographic changes) in the
metacarpo-phalangeal joint (MCPJ), where IGF-1 and total protein correlated positively in
horses with acute OA, and negatively in horses with chronic OA and marked bone
remodeling. In horses with mild of non-radiogrphic changes (acute OA), IGF-1 correlated
negatively with interleukin-6 (IL-6) and tumoral necrosis factor alpha (TNFa). Interestingly,
were able to find by western blot, at least two functional isoforms of IGF-1 expressed in
synovial fluid, one present only in control horses, and the other in lame horses.

To our knowledge, there is no information regarding IGF-1 fluctuations on naturally
occurring OA. There are no in vivo studies regarding IGF-1 levels during OA. Perhaps this
paper can help practitioners to understand the role of IGF-1 for this particular condition and
could be used as a baseline for further studies on IGF-1 concentration and its possible use as
an alternative treatment.



Material and methods

Synovial fluid samples were obtained from Warmblood and Thoroughbred horses (n=11)
from two different disciplines: showjumpers (Warmblood) (n= 8), and race horses
(Thoroughbred) (n= 3) with a mean age of 10.5 yr old and a mean weight of 520 kg. Control
(Ctrl) samples were obtained from two geldings, Warmblood horses of 5 and 7 yr old. No
more control horses were available for the study, since they all were sound, it was not easy
to obtain consent from the owners to sample their joints. A complete lameness evaluation
and radiographic assessment were performed in all control horses in order to be included in
this study. None of them showed signs of front limb lameness and were negative to passive
and active flexion tests (30 sec). Additionally, none of them presented any radiographic
changes associated with joint pathology in the metacarpophalangeal joint.

Lameness evaluation

A clinical evaluation was performed on all horses included in this study, in order to find
evidence of lameness associated with the metacarpo-phalangeal joint of the front limbs.
Evaluation consisted on static observation, palpation and passive flexion response; dynamic
evaluation of walk and trot on a straight line and lunged on hard and soft surface. All included
horses demonstrated a 2 and 3/5 lameness (AAEP), with a positive flexion test (1 min).
Additionally, all horses were positive to low-4-point block (lateral and medial palmar nerves
and lateral and medial metacarpal nerves), using 2 and 1.5 ml respectively of 2 %
mepivacaine (Carbocaine, Zoetis Inc.) and further intra-articular block of the metacarpal-
phalangeal joint, using a volume of 6 ml of 2 % Mepivacaine (Carbocaine, Zoetis Inc.) as
previously described"”. Any horse negative to these blocks, was excluded from the study.

Synovial fluid collection

All synovial fluid samples were obtained from the metacarpal-phalangeal joint MCPJ joints
of lame horses, using an aseptic technique on the palmaro-lateral approach as previously
described and 5 d after the intraarticular (IA) block"”. Samples were obtained from healthy
horses and were used as controls (n=4).



Radiographic evaluation

All selected horses were radiographically evaluated from the MCPJ, using four standard
views (dorso-palmar, latero-medial, dorso-lateral palmaro-medial, and dorso-medial
palmaro-lateral) in order to assess the radiologic condition of all horses. Three different
grades of radiologic changes were determined associated with the clinical condition of the
horse (Table 1).

Table 1: Grade of severity and its relation on clinical and radiographic findings on horses
included in this study
Grade Radiographic and clinical findings

I Non to minor changes associated with joint pain and lameness: Irregularity
and loss of normal homogeneity of the sagittal ridge of MTCIII.

II Moderate changes associated with joint pain and lameness: Osselets
(osteophytes) on P1 and MTCIII.

I Severe changes associated with severe lameness and decrease of motion

range: suprachondilar or subchondral lysis, osteophytes and new bone
formation with periostic reaction and loss of articular space.
(Modified from: Verwilghen D, et al. 2009)"".

Protein concentration determination

The concentration of total protein from all synovial fluid samples was obtained by using the
BCA Protein Assay Kit, (Pierce BCA Protein Assay Kit cat. 23225), according with the
manufacturer’s instructions. For each sample the final concentration was 100 pug/50 uL for
the ELISA procedure.

IGF-1 concentration analysis

Determination of IGF-1 concentration in synovial fluid samples of control and osteoarthritic
horses was made with 50 pL using a commercial ELISA kit (Horse IGF1 ELISA kit,
#MBS017382, MyBio-Source®) following the manufacturer’s instructions.



Interleukin 6 (IL-6) concentration

A quantitative determination of IL-6 in synovial fluid of all samples was performed using a
commercial ELISA kit (Horse interleukin-6 ELISA kit, cat. #: CSB-E16634Hs), which is a
sandwich immunoassay technique, where the plates are coated with a specific horse IL-6
antibody, then, a specific biotin-conjugated antibody for IL-6 and then avidin conjugated
horseradish peroxidase (HRP) are added. Protocol is performed following manufacturer’s
instructions.

Tumoral necrosis factor alpha (TNFo) concentration

Determination of TNFa concentration in synovial fluid samples of control and osteoarthritic
horses was made with 100 ul using a commercial ELISA kit (Equine TNFa ELISA kit, cat
#: ESS0017 Invitrogen) following the manufacturer’s instructions.

Western Blot analysis

Equal amounts of protein (100 ug per lane), were subjected to a 16 % SDS-PAGE (90V for
30 min and 120 V for 3.5 h). Precision Plus Protein Dual Color Standards marker was used,
containing ten prestained recombinant proteins (10 to 250 kD), including eight blue-stained
bands and two pink reference bands (25 and 75 kD). After electrophoresis, gels were
transferred using a semi-dry transfer system (271mA for 15 min) to PVDF (0.45uM) (Bio-
Rad) membranes, which were blocked using 4% skim milk diluted in PBS (pH 7.4) and
incubated on a shaker at 37 °C, 120 rpm for 2 h. After blocking, membranes were washed 3x
(for 5 min each) using PBS containing 0.05% Tween-20. As a primary antibody, a goat
polyclonal anti-IGF-1 (1:1000) (Sta. Cruz #Sc-1422) was used, incubated on a shaker first at
37 °C, 120 rpm for 2 h, and left overnight at 4 °C; membranes were washed again as
previously described and as a secondary antibody, a polyclonal anti-goat IgG (1:5000)
(Millipore #AP180B) was used, and incubated on a shaker at 37 °C, 120 rpm for 2 h and a
final wash of the membranes was performed. Proteins were detected by using an enhanced
chemiluminescence method and visualized using a high-resolution Imaging System (Bio-Rad
ChemiDoc). Membranes were incubated to a 1:1 dilution of luminol and peroxidase (Merck
Millipore, Luminata # WBLUF0500), and exposed at various times, where the optimum time
of exposure was 35 seconds.



Results

A total of 45 horses were examined, from which only 11 horses (22 samples) were included
in this study, and 2 horses (4 samples) as controls. All horses varied from each other in
degrees of lameness and radiographic changes, and all responded positively to the digital
flexion test, low-4-point block and intraarticular (IA) block of the fetlock joint. Six joints
were scored as grade I, five joints were scored as grade II and 8 joints were grade III (Figure

).

Figure 1: Representative radiographs from horses scored with various grades Grade 1 (A)
Lateromedial view with a mild irregularity of the proximal-dorsal aspect of the sagittal ridge
(arrow); Grade 11 (B) Dorsolateral palmaromedial oblique view with a visible osteophyte on the
proximal dorso-medial aspect of P1 (arrow); and Grade III (C) Dorsopalmar view where a
subchondral bone cyst in the proximal aspect of first phalanx in the sagittal groove with areas of

bone sclerosis (arrow).




IGF-1 concentration

All horses with joint associated pain, lameness, and less radiographic changes, demonstrated
a significant increase of IGF-1 concentration (P<0.05) (Figure 2). All samples were repeated
by pairs and read three times in a 5, 10 and 15-min period with no difference between
measurements (data not shown) and the values of linear regression and standard curve were:
P<0.001; 1’=0.9931.

IL-6 and TNFa analysis

Concentrations of IL-6 between controls and lame horses, showed a significant difference as
well (P<0.01). TNFa concentrations between controls and lame horses showed even more
significant differences in terms of concentration (P<0.001), being higher on lame horses
with more severe changes in the affected joints (Grade III). A Pearson’s correlation analysis
was performed demonstrating a positive correlation between total protein and IGF-1
concentrations (r= 1), which was seen in grade I and II horses, whereas in grade III this
correlation is negatively or inversely proportional. In other words, the worse changes a joint
had (as seen in grade III horses), the less IGF-1 concentration in synovial fluid was observed.

Figure 2: A) IGF-1 determination between control (sound) and lame horses, demonstrating
a significant difference (P<0.05)*. B) Concentrations of IL-6 between controls and lame
horses, showed a significant difference as well (P<0.01)**. C) TNFa concentrations between
controls and lame horses showing significant differences in concentration (P<0.001)***.
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Western blot analysis

Horses with less radiographic changes demonstrated a higher IGF-1 concentration
concordantly with the ELISA results for IGF-1 (Grade I and II). Horses with more severe
radiographic changes and a chronic state of the pathologic condition (Grade III), were the
ones with the lowest IGF-1 concentrations in both ELISA and WB analysis. Interestingly,
with this analysis we were able to identify in all samples, two different bands, one of ~12
kDa which was seen only in control (normal) horses with no joint pathology, and another of
~7.5 kDa seen in all lame horses (Figure 3).

Figure 3: Representative photograph of Western blot analysis for IGF-1, demonstrating a
difference in molecular weight between synovial fluid samples indicating the existence of
two different isoforms present in normal joints and during an inflammatory process.
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1: Protein marker (marking 10 kDa); 2: Samples from a control horse and a horse with OA; 3:
Control horse; 4 & 5: Two different samples from horses with OA.



Discussion

Sport horses are exposed to excessive loads to their joints and soft tissue structures. The joint
that can udergo traumatic OA depends on the discipline in which the horse performs. There’s
evidence regarding interventions such as joint injections on acute phases of the disease that
can help modify its course and prevent further damage while the horse is still performing"?.
Impact loads due to exercise are responsible of damaging articular cartilage by first cracking
the surface, and depending on the force applied and the time it is being applied, the depth and
therfore the severity of the development of the disease (OA) are produced. Characterization
of mechanical consequences of impact injuries to articular cartilage has been proven to

develop damage, by continuously and directly stressing the joint structures".

When inflammation occurs, chondrocytes migrate to the lesion site in an attempt to
regenerate the defect by forming groups of cells or clusters with the ability to synthesize
ECM de novo. Since the cellular component (chondrocytes) of the articular cartilage is only
1-2 % of the whole tissue, they are unable to repair the damaged area, because their ability
to synthesize ECM is surpassed by the matrix metalloprotease (MMP) activity which
degrades the already damaged ECM aggravating the condition by increasing necrosis and
activating local inflammation by releasing intracellular components which act as damage
associated molecular patterns (DAMPs) and proinflammatory cytokines such as
prostaglandins (PGs), nitrous oxide (NO), interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), tumoral
necrosis factor alpha (TNFa) and substance P. Particularly, TNFa inhibits IGF-1 expression
by increasing ECM catabolism, and blocking AKT pathway via activating JNK pathway. If
the cartilage defect reaches subchondral bone, the cartilage repairs forming a low-quality

articular cartilage called fibrocartilage®*”.

Factors that contribute to the inflammation cascade other than citokines, include extracellular
vesicles, which play an important role on promoting joint inflammation and are also involved
on apoptosis and ECM degradation. These vesicles are exosomes, microvesicles and
apoptotic vesicles, which are all released to the articular cavity (into the synovial fluid), and
have intimate relation with cell-cell communication during the inflammatory process(7’8’l4).
The aim of this study was to compare IGF-1 concentration in synovial fluid from sound
(control) horses and horses with different degrees of lameness and joint pathology (OA) in
the MCPJ. We hypothesized that the more severe and chronic conditions of the joint, the
highest IGF-1 levels in synovial fluid would be found, because of the joint’s high demand
for repairing the defect was higher than in horses with mild changes. The rationale behind
our hypothesis was: to our knowledge, there is still no data available regarding IGF-1
concentrations and its correlation with a particular clinical condition in horses, so we
conducted a pilot study, where a total of 13 synovial fluid samples were collected from
different joints of different horses. All of these horses were high performance show jumpers
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with a positive flexion test from the sampled joints (no radiographic evaluation was
conducted on any of these horses). What we found was a significant increase of total protein,
with a positive correlation (Pearson’s correlation, P=0.0229) on IGF-1 levels in synovial
fluid when compared to control samples (synovial fluid obtained from sound horses). This
gave us sufficient information to hypothesize that horses with more severe clinical signs and
more chronic joint pathology would have higher IGF-1 levels when compared to control
horses.

Interestingly, with the results obtained, this hypothesis was refuted. We encountered that the
horses with more severe radiographic changes and thus, the more chronic inflammatory
conditions within the joint, were the ones that demonstrated a decrease on IGF-1
concentrations, very similar to what control horses had.

Similar results were seen on studies in which experimentally induced lesions on articular
cartilage in horses, make an acute peak of mRNA expression of igf-/, and at 4 weeks tend to
decrease. When IGF-1 decreases, TGF- predominates and it is responsible of new bone
formation and activation of quiescent lymphocytes to Th177.

Equine Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) has been widely studied, there are several studies
where its importance in cell proliferation, growth and survival, repair and extracellular matrix
production is well documented, although there are not enough studies regarding the different
isoforms and their functionality">. It is known that the mRNA undergoes post-transcriptional
modifications (alternate splicing) which generates different isoforms along with post-
translation modifications. IGF-1 propeptides are encoded by multiple alternately spliced
transcripts including C-terminal extension peptides called E-peptides, and N-terminal signal
peptides. When an immature protein has signal peptide, mature peptide and E peptide is
called pre-prolGF-1, and when the signal peptide is eliminated leaving only the mature
peptide and the E peptide, is called pro-IGF-1. These E-peptides control the bioavailabilty of
mature IGF-1, by binding to the ECM due to their highly positive charge, preventing its
systemic circulation and therefore, its local use. They also modulate mature IGF-1 re-entry

to the cell in a murine muscle cell-line'".

In humans, three different IGF-1 isoforms have been identified (IGF-1Ea, IGF-1Eb and IGF-
1Ec, also known as mecano-growth factor or MGF), and have been proposed to have various
functions in muscle repair''®.

Nixon, et al'” described the igfI gene consisting of 5 exons with 4 intron sequences, which
undergo both post-transcriptional and post-traslational modifications, where the translated
proteins resulting from alternate splicing of exon 4 form a smaller propeptide (105
aminoacids) transcript named Pre-prolGF-1A consisting of signal peptide (encoded by exons
1 and 2), mature peptide (encoded by exons 2 and 3), and a C-terminal E-peptide encoded by
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exons 3 and 5); and when exon 4 is not alternately spliced, a larger transcript is translated
forming Pre-prolGF1B (111 aminoacids)"'”. To our knowledge, this was the last research
paper published regarding post-transcriptional and post-traslational modifications and
alternate splicing of IGF-1 mRNA in horses. We conducted a bioinformatic analysis of igf7
gene undergoing different types of alternate splicing, which according to Le, et al"® are:
exon skipping, intron retention, mutually exclusive exons and alternative 5’ donor or 3’
acceptor sites. This analysis revealed that IGF-1 mRNA consisted of not 5, but 4 exons and
3 introns, which transcipts form 4 isoforms: variant 1 (exons 1-3), variant 2 (exons 2 and 3),
variant 3 (exons 1-3, a 93 pb intron retention, and exon 4) and variant 4 (exons 2-4)18),

The Western blot analysis demonstrated the presence of at least two different functional
isoforms of IGF-1, where the one seen in all normal horses is heavier (~12 kDa) than the one
seen in all horses with different degrees of OA (7.5 kDa). Probably the lighter one is the
mature form of IGF-1, although aminoacid sequencing techniques must be carried out in
order to confirm this statement. With this result, we presume that the expression of these two
different functional isoforms depends on inflammation.

This could lead to a new line of research which can focus on determine by advanced
sequencing techniques the exact isoforms of IGF-1 and to target overexpression of the
isoform which is not present when there is an inflammatory process of the joint, and its role
on repairing cartilage defects.

Articular cartilage does not regenerate by itself, since is the only connective tissue in
mammals that does not have either blood and lymphatic vessels, or nerves''”. Therefore, it
is virtually impossible to regenerate after an injury, so it is repaired via substitution with
fibrous tissue, which generates a low quality fibrous cartilage called fibrocartilage. There
have been several treatments to improve cartilage regeneration, in humans, osteochondral
allograft transplantation has proven to be effective in function improvement and overall
repair with graft survivorship of up to 80 % of the patients who had undergone previous
surgical treatment: Microfracture, cartilage debridement, forage, abrasion chondroplasty,
osteochondral and periosteal grafts, cartilage flap reattachment, among others''"??.

Local anestethics and steroids have been used widely by practitioners in the field, for
diagnostic and therapeutic reasons respectively. However, excessive use of these
components, have been proven to damage articular cartilage. Intraarticular injection using
local anesthetics and steroids have make a growing concern about inducing potential toxicity
to chondrocytes and synoviocytes. Sherman et al®", conducted an interesting comparisson
of lidocaine, bupivacaine, betamethasone acetate, methylprednisolone acetate, and
triamcinolone acetonide in a canine model. They found that in vitro, 1 and 0.5 % lidocaine,
0.2 and 0.25 % bupivacaine, betamethasone acetate and methylprednisolone acetate were
severely chondrotoxic and synoviotoxic when compared with 0.625 % bupivacaine and
triamcinolone".
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Conclusions and implications

For this reason, treatmentwise, the main goal is to have alternatives that could be used in the
field by clinicians, that can provide an alternative other than steroids that can also enhance
cartilage repair without the need of getting the horse under general anesthesia and still have
an effect that lead to horses having a long lasting sport career. This paper provides important
information that can serve as a base for further research regarding IGF-1 isoforms and their
role in cartilage repair.
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Abstract:

Insulin induces mitosis on equine chondrocytes in vitro and enhances production of type
IT collagen. Insulin, when administered intra-articularly, changes the composition of
synovial fluid, including the concentrations of glucose, insulin and glycemia levels. The
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concentration of insulin in the joint was measured by using high-performance liquid
chromatography (HPLC), which provided pharmacokinetic values. Six mixed breed
horses were administered three different doses of insulin into one antebrachiocarpal joint
(10, 15 and 20 IU) and isotonic saline was administered into the contralateral joint. The
blood glucose concentration significantly changed through time for all three doses
(P<0.0001). No significant differences in protein concentration and cell count in synovial
fluid were found between treated and control joints (P>0.05), no significant difference in
synovial glucose concentrations was found between treated and control joints (P>0.05).
Values obtained by HPLC analyzed with PkAnalyst program revealed that the
pharmacokinetic values were dose dependent, there was no significant difference in
concentration of blood glucose between the three different doses (P>0.05). ELISA for
IGF-1 (insulin-like growth factor 1) revealed a significant difference between treated and
control joints (P<0.001). Insulin used in this study proved to be innocuous to the equine
joint, no more than 20 IU for a 350-400 kg horse should be administered.

Key words: Insulin, Intraarticular, Horse, IGF-1, HPLC.
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Introduction

Different therapeutic options have been used to treat horses for synovitis. The aims of
intra-articular (IA) treatment to ameliorate signs of osteoarthritis are to decrease the
inflammatory mediators and biochemical processes of inflammation, relieve pain, avoid
destruction of the joint, and normalize function of the joint to allow the horse to resume
its normal activities. Corticosteroids, polysulphated glycosaminoglycans, antibiotics,
hyaluronic acid, DMSO (dimethylsulfoxide), and parasympathicolythic drugs, such as
atropine, have been used intra-articularly by clinicians for the purpose of reducing joint
pain and inflammation. Intra-articular administration of corticosteroids has fallen into
abuse because, when administered intra-articularly, corticosteroids offer a prompt
analgesia and remarkable improvement in the performance of the horse. A corticosteroid
can be detected in the joint fluid or synovium for at least 21 d after injection, and so, this
treatment, if unaccompanied by an appropriate period of rest and physiotherapy, can
result in damage to articular cartilage, fibrosis, and dystrophic calcification of soft tissues
of the joint, particularly the synovium. Synoviocytes become replaced by fibrous tissue,
resulting in impairment of production of the normal elements comprising synovial fluid,
resulting in suboptimal functioning of the joint!-).
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There is in vitro evidence that insulin, in concentrations up to 50 ng/mL, in cell cultures
(75 cm® monolayers) induces mitosis of chondrocytes and production of type II
collagen®.

The doses of insulin instilled intraarticularly in this study were adapted from the surface
of the cell culture plate to be applied in vivo. In addition, the total surface area of the
articular cartilage of the antebrachiocarpal joint of a recently euthanized adult
Warmblood gelding was measured to help determine the dose of insulin to be injected in
this particular joint (92.642 cm?), by using Rhinoceros 4.0® software (Data not shown).
Significant changes in synovial fluid composition of all measurable components or in
serum glucose concentrations were determined. As far as it is known, pharmacokinetic
studies of insulin instilled into the joints of human beings or animals have not been
conducted. There is in vivo evidence that intra-articular IGF-1 and 2 increase mitosis of
chondrocytes and production of type II collagen by chondrocytes®.

Anecdotally, 20 to 40 IU of insulin has been instilled into joints of 500 kg horses with
osteoarthritis without evidence of adverse effects. Whether or not these doses are
effective in stimulating mitosis of chondrocytes and production of type II collagen in vitro
is not known.

There are no commercial, purified products of IGF-1 that can be instilled intraarticularly
to treat horses for osteochondral defects. Though recombinant IGF-1, it is available only
for in vitro use.

Material and methods

Six mixed-breed horses (3 mares, 2 geldings and 1 stallion) with a mean age of 5.08 yr
old, and a mean weight of 361.11 kg, were used in this study. All were in a moderate to
good body condition®. The horses were divided randomly into Groups 1, 2, and 3, each
group being composed of two horses.

Each horse was confined to an individual stall (4x4m) during the study, all were fed 7-8
kg of oat hay three times daily, and water was provided ad [libitum. Lameness and
radiographic (MinXray® HFX 90V. Illinois, USA) evaluations of the carpal region were
performed for every horse. Each horse was evaluated for clinical signs of equine
metabolic syndrome (EMS), such as obesity (body condition >7/9), abnormal fat deposits
(cresty neck), preputial or mammary gland inflammation, and signs of laminitis, such as
diverging growth rings on the hoof capsules.

To ensure that no horse suffered from insulin resistance, each horse underwent an oral
sugar test”). To perform this test, horses were fasted for 12 h, after which the basal blood
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glucose concentration was measured. Corn syrup (Karo® made for ACH Foods Mexico,
S. De R. L. De C. V.) was then administered orally, using a 60 ml syringe, at a dose of
15 ml/100 kg (150 mg/kg). Blood glucose concentration was measured at 60, 75, and 90
min after oral administration of the corn syrup.

In order to determine the insulin concentration that is sufficient to induce mitosis in
articular cartilage chondrocytes, we considered the area of cell culture plates (75 cm?) in
which mitosis has been observed and then, extrapolated it to the whole joint surface™.
This was determined by measuring the surface area of the cartilage of the
antebrachiocarpal joint of a recently euthanized adult Warmblood gelding using
Rhinoceros 7.0 software.

In this study, doses of 10, 15, and 20 IU of recombinant insulin [Humalog Lispro® (100
Ul/ml), Eli Lilly and Company. Indianapolis, USA] were instilled into the
antebrachiocarpal joint. These three doses were calculated by considering the systemic
dose of insulin used to treat horses for hypoglycemia, and the concentration needed to
achieve mitosis in cell culture plates; also considering the normal synovial fluid volume
of the antebrachiocarpal joint®. Sterile 0.9 % saline solution was added to the insulin to
increase the volume injected to 1 ml.

The left antebrachiocarpal joint of each horse was treated with insulin, and at the same
time, the right antebrachiocarpal joint was injected with 0.9 % saline solution as control.
The volume injected in the control joint was identical to that injected into the treated joint
(i.e., 1 ml). Synoviocentesis was performed aseptically using a dorsal approach as
previously described®. All horses were walked in hand for 10 min twice daily, the day
of injection and for the entire duration of the study.

The concentration of glucose in blood, obtained from the jugular vein with a 25-ga needle,
was measured by using a portable glucometer (Accu-chek Performa®, Roche
Laboratories, USA). Blood was collected at 10 and 30 min and then hourly until 8 h, and
then, every 6 h until 74 h post intra-articular injection of the insulin and isotonic saline
solution. The concentration of glucose in at least 1 mL of synovial fluid collected from
the antebrachiocarpal joint at 2, 4, and 6 h post intra-articular injection of insulin was
determined by using the same glucometer.

Synovial fluid was assessed for its color, appearance viscosity, protein concentration,
quality of its mucin clot, and types of cells contained within it before intra-articular
injection of insulin and isotonic saline solution and at 2, 4, and 6 h post injection. These
samples were taken by using the naive pooled-data analysis'?). Insulin concentration in
the joint was determined by HPLC, on samples obtained at 30 min, 1, 2-, 4-, 6-, 8-, and
12-h post-injection. IGF-1 concentration in synovial fluid was determined by ELISA
(Horse IGF-1 ELISA kit, #MBS017382, MyBio-Source®) on samples obtained at 2, 4,
and 6 h post intra-articular injection of two different doses of insulin, 15 IU and 20 IU.
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All samplings for the different evaluations made this a cross-over study of one factor
(insulin) and three levels (dosages).

High-performance liquid chromatography (HPLC)

Synovial fluid, at least 1 mL, obtained from the antebrachiocarpal joints at 30 min, 1, 2,
3, 4, and 6 h post intra-articular injection of insulin and saline solution or saline solution
alone was examined using HPLC. Samples were stored in Eppendorf tubes and analyzed
by following the HPLC technique previously described!"). Using this technique, the
samples were deproteinized with acetonitrile:propanol (1:1); the mobile phase was with
water and acetonitrile (1:1) and 1% trifluoroacetic acid. A C18 (Sum 4.6 x 250 mm)
column was used, providing a recovery of 98 % of the elution volume, with a variation
coefficient of 5 %. The limit of detection of this analysis was 0.39 pg/mL, and the limit
of quantification was 0.39 pg/mL. The elution time was 20 min.

The serum concentrations of insulin vs time relationships were analyzed using
compartmental pharmacokinetics through the software from PKAnalyst (MicroMath.
Scientific Software, Salt Lake City, Utah, USA, 1995). With the results from the
PkAnalyst program, a chi square was made to establish if there was a significant
difference between the following measurements: half-life (K4£ nay), time of maximum
concentration (7cone max), and time of residence (residence_time), for the three different
dosages of insulin.

Results

Clinical evaluations before injection of insulin

None of the six horses used in this study had any clinical signs of equine metabolic
syndrome (EMS) or insulin resistance, such as hoof deformities or abnormal adipose
tissue deposits (Table 1).
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Table 1: Physical characteristics of all horses. Hoof deformities, cresty neck and
corporal condition were considered clinical signs of EMS.

Cresty

Corporal Height

Weight Sex*

neck scale! condition? (m) (kg)
Group 1
Horse 1 1/5 4/9 1.69 465 M
Horse 2 2/5 5/9 1.43 322.5 G
Group 2
Horse 3 2/5 6/9 1.43 323 G
Horse 4 2/5 6/9 1.46 351.2 M
Group 3
Horse 5 2/5 5/9 1.53 388.5 S
Horse 6 2/5 5/9 1.45 316.5 G
Average 1.83/5 5.1/9 1.49 361.11

ICarter RA, et al. 2009, Henneke DR, ef al. 1983.

S= Stallion; M= Mare; G= Gelding.

It was not observed signs of lameness in any horse during the evaluation, which was
performed with the horses trotting in a straight line on a hard surface and in a circle on

soft surface, no signs were observed off lameness after each carpus was flexed for 1 min.

No pathological abnormality was observed during radiographic evaluation of the carpi.

None of the six horses displayed any clinically evident reaction to intra-articular
instillation of insulin or isotonic saline solution (Table 2).

Table 2: Evaluation of circumference of the carpi of all 6 horses, 24-h post injection of
insulin (cm)

Basal joint Joint Basal joint Joint
Horse perimeter perimeter perimeter perimeter
Control Control Treated Treated

(24h) (24 h)

1 34.5 34.5 34.5 34.5

2 28.0 28.0 28.0 28.0

3 28.5 28.5 28.5 28.5

4 28.5 28.5 28.5 28.5

5 30.0 30.0 30.0 30.0

6 28.0 28.0 28.0 28.0

The synovial fluid was evaluated for changes in color, appearance, cellularity, and protein
concentration in both treated and control joints, with no visible changes between the
different samples!?).
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The oral sugar test revealed that none of the six horses had a concentration of glucose in
the blood greater than 115 mg/dL (Figure 1). The concentration of glucose in the blood
of all horses for all three doses, was significantly different (P<0.001) from the pre-
treatment concentration at 30 min and 1 h after intra-articular injection of insulin (Figure

2).

Figure 1: Oral sugar test results, showing glycemia concentration for all 6 horses
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Blood samples were taken at 60, 75 and 90 minutes after oral administration of corn syrup.

Figure 2: Average concentration of blood glucose of all 6 horses after each horse was
administered
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A) 10 IU black circles; B) 15 IU gray circles; C) 20 IU white circles of insulin into the antebrachiocarpal
joint.

A post hoc (Holm-Sidak, Tukey) test was used to determine if the difference was
significant for all three doses in all blood samples taken from the 1-h sample, because the
lowest blood concentration was seen at that sampling time in all three groups. The oral
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sugar test revealed that none of the six horses had a concentration of glucose in the blood
greater than 115 mg/dL(".

There was no significant association between the changes seen in the concentration of
blood glucose and the dose of insulin administered into the antebrachiocarpal joint, not
when compared between all three different doses, 10 vs 15 vs 20 IU (P= 0.372) and nor
when compared between different (paired) doses, 10 vs 15 IU (P=0.369) and 15 vs 20 IU
(P=0.318).

Synovial glucose

The concentration of glucose within the antebrachiocarpal joint dropped at 2 and 6 i’
post-injection after 15 IU of insulin was administered into that joint, whereas the
concentration of glucose within the antebrachiocarpal joint failed to drop at 2 and 6 h
after isotonic saline solution was administered into that joint (Figure 3).

Figure 3: Concentration of glucose in the synovial fluid harvested from joints treated
with 15 TU and 20 IU of insulin and joints treated with isotonic saline solution
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The concentration of glucose within the antebrachiocarpal joint dropped at 4 h’ post-
injection after 20 IU of insulin was administered into that joint, whereas the concentration
of glucose within the antebrachiocarpal joint failed to drop at 4 hours after isotonic saline
solution was administered into that joint (Figure 3).

The differences in concentration of glucose in the treated antebrachiocarpal joint did not
differ significantly from that in the control antebrachiocarpal joint, however, when the
dose of insulin injected into the treatment joint was 15 IU (P= 0.5945) or 20 IU (P=
0.235).
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High performance liquid chromatography (HPLC)

Insulin could not be detected in the synovial fluid in the treated joints at 8 and 12 h’ post-
injection. Insulin in synovial fluid obtained at 2 and 6 h post injection from the
antebrachiocarpal joint of all six horses treated with 15 IU of insulin and insulin in
synovial fluid obtained at 1 and 4 h post injection with 20 IU of insulin taken at 30 min,
showed a detection peak at 16 + 0.5 min (Figure 4).

Figure 4: Chromatogram of an absorbance peak of insulin at 16 min in every sample
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To establish a proper elimination curve, the synovial fluid sampling was set to obtain for 3 doses
of insulin (10, 15 and 20 IU) from 7 samples in a 6-hour period, with a timeline of 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, and

6 h.

Insulin concentration within the treated joint varied through time and was dose dependent

(Figure 5).

Figure 5: Concentrations of insulin in the synovial fluid of all horses, determined by
HPLC, after injecting 10, 15, or 20 IU of insulin into the antebrachiocarpal joint
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Pharmacokinetic analyses

The results obtained by HPLC were analyzed by using the program Micromath
PkAnalyst®, using the program option for model: #5 one compartment, and first order
kinetics.

This model provides the withdrawal, or absorption, constants, which in this case were the
same, and the relationship between volume/dose found in the different sampling of
concentration within the compartment (joint). It also provides the area under the curve
(AUC) the half-life of elimination (T'23), the time of maximum concentration (7cone Max),
and the residence time (Residence Time).

The mean values of the pharmacokinetic variables of the synovial fluid concentrations of
insulin from the three groups (10, 15, and 20 UI), were compared using a non-parametric
Kruskall-Wallis analysis, through the software package JMP (JMP Statistic Mode Visual
1989-1995 SAS Institute). As the data showed a non-normal distribution, individual
pharmacokinetic values were compared using Dunn tests, after a Kruskall-Wallis
analysis. The 10 IU group could not be compared pharmacokinetically since only had a
one point of concentration and immediately it was found below the quantifiable limits.
The group was considered statistically different from the other two groups. The
independent variable was time, and the dependent variable was insulin concentration. The
values were volume, dose, and the withdrawal constant K4z. The differences in these
variables between the 15 and 20 IU doses were slight (Table 3).

Table 3: Calculated kinetic values for the 15 and 20 IU dose of insulin

15 UI Insulin 20 UI Insulin
Variable Result Time Result Time
(min) (min)
Withdrawal half-life 0.199927931* 11.99 0.232681513* 13.8
(KAE nalf)
Maximum  concentration 0.288435035* 17.30 0.335688466* 19.8

time (Tconc Max)

5.15211030 NA** 7.37122310 NA**
Area under the curve

(AUC)

. . 0.576870070* 34.61 0.671376931* 40.2
Resident time

A chi square test revealed, however, that there was no significant difference between the
half-life of withdrawal or absorption (KAaE naif), the time of maximum concentration
(Tcone Max), and the residence time (Residence Time) for the 15 and 20 IU doses
(P=0.9851).
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Synovial fluid analyses for IGF-1 concentration

To determine if there was correlation between the synovial concentration of exogenous
insulin and synovial concentration IGF-1, it was measured IGF-1 concentration at 2, 4,
and 6 h post intra-articular injection of insulin. It was evaluated only the groups of horses
treated with 15 and 20 IU of insulin and observed significant differences between the
basal concentrations of IGF-1 at the different sampling times (P<0.001); the 10 IU group
was not considered for this analysis because the concentration parameters for this dose
were too low to be measured by HPLC (Figure 6).

Figure 6: IGF-1 concentration in synovial fluid of horses treated intra-articularly with
A) 15 IU and B) 20 IU of IGF-1 concentration in synovial fluid of horses treated
intraarticularly. C) Positive correlation of the 2 distinct groups, between IGF-1
concentration and time of synovial fluid sampling
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Filled circles represent horses treated intra-articularly with 20 IU and blank circles represent horses
treated intra-articularly with 15 IU of insulin. ¥*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Discussion

Previous clinical evaluation

A basic clinical evaluation suggested that none of the six horses displayed clinical signs
of Equine Metabolic Syndrome (EMS) or Insulin Resistance (IR), each had a body
condition score below that established to be a risk factor for these conditions, and none
had a cresty neck scale greater than 2 (a score greater 3 being a risk factor for EMS)(¢7-13),
An oral sugar test provided objective evidence that none of the horses had EMS or IR.
No horse used in this study had a concentration of glucose in the blood greater than 115
mg/dL, the maximum concentration of normality as previously described”.
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Clinical examination and the oral sugar test were both necessary to eliminate a metabolic
abnormality that could alter glucose metabolism and, therefore, alter the degree of
glycemia, caused by injecting insulin into a joint. The concentration of glucose in the
blood sugar may have been altered had the horse been insulin resistant. It was not
conducted more specific examinations for EMS or IR, such as determining the
concentration of cortisol and/or ACTH in the blood, the intravenous glucose tolerance
test, and the glucose insulin response test, and nor it did tested for pituitary pars
intermedia dysfunction (PPID), because the aim of this paper was to determine the
pharmacokinetic values of insulin instilled into the horse’s joint, its systemic and local
effects, such as the analysis of variations of IGF-1 concentration on synovial fluid. The
results obtained from the oral sugar test, along with the absence of clinical signs that could
suggest risk factors to IR or EMS, were considered, by the authors, to be sufficient to
include these horses in the study.

Lameness exam (clinical and radiographic)

Post treatment clinical exam

The circumference of the carpus at the level of the antebrachiocarpal joint did not differ
between the control and treated carpi, though this measurement was made with a
measuring tape scaled in centimeters rather than millimeters. Based on the failure to
detect a difference in circumference of treated and control carpi and failure of the horse
to become lame on the treated limb, it was concluded that insulin injected into the
antebrachiocarpal joints caused no clinical signs of inflammation.

Synovial analyses (Physical/Chemical)

Abnormal changes were seen in the synovial fluid obtained from treated and control
joints, but the synovial fluid of the treated joints did not differ in color, appearance,
protein concentration, and number of cells from that of the control joints. Changes seen
in the treatment and control joints included a reddish discoloration, which was attributed
to hemarthrosis caused by trauma to the synovium inflected during arthrocentesis'?.

The incidence of develop septic synovitis post intra-synovial injection is quite high
(34.1 %), however, if a proper aseptic technique is used, this is low. In a retrospective
study of 192 horses admitted for treatment for septic arthritis or tenosynovitis, 22 % of
infections were caused by synovial injection. In another retrospective study of 13 horses
treated for tarsocrural joint infection, infection of 9 occurred after arthrocentesis of that
joint. Because the concentration of protein in each treated joint was < 25 g/LL and because
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only a small number of inflammatory cells (no bacteria) were observed during cytological
examination of fluid harvested from the joint, it was concluded that instilling insulin to
the joint causes no adverse reaction!+!%19),

In general, horses with septic arthritis have a cell count from 30-90 or 100x10°/L, and a
protein concentration of more than 25 g/L, even until 60 g/L. The protein values are
associated with the pathologic condition that the joint goes by, it could be secondary to
trauma or infection, where the values could be from 20-40 and >40 g/L respectively!”.
None of the samples obtained in this study were near to the ones that are referred, which
is why there was no infection or adverse reaction to insulin injected intra-articularly.

Statistical analyses

The amount of insulin instilled into the antebrachiocarpal joint significantly affected the
concentration of blood glucose. For each of the three doses of insulin administered, the
concentration of blood glucose was lowest at 1 h. It was found no association between
the dose of insulin instilled into the joint and the concentration of glucose in the blood.
The concentration of glucose in the synovial fluid did not differ significantly between
treated and control joints when 15 or 20 IU of insulin was instilled into the treated joint.
A power study to determined how many samples of joint fluid showed that at least 30
samples would have to be tested to produce more reliable results.

High performance liquid chromatography (HPLC)

With an initial assay for the synovial fluid sampling by HPLC, it was not possible to
analyze these results with the pkAnalyst program, because the elimination curve of the
insulin instilled in the joint, could not be calculated, probably because the concentration
of insulin was less than that, that could be detected by the equipment. Consequently, we
had to modify the synovial fluid samplings to 30 min, 1 hour, 1.5, 2, 3, 4, and 6 h post
intra-articular injection of all three doses of insulin for all horses.

The pharmacokinetics for the 15- and 20-IU doses were linear, but it was unable to
establish a pharmacokinetic curve for the 10-IU dose, because the analytical technique
was not sensitive enough to detect the concentration of insulin in the synovial fluid at 1
h. The curves for the 15- and 20-IU doses appeared similar, but was found slight
differences in the pharmacokinetic values. For instance, for the 15-1U dose, the residence
time of insulin, the maximum concentration time, and the area under the curve were
slightly, but not significantly different from that of the 20-IU dose. For both doses (15
and 20-IU), the maximum concentration time was between 17-20 min, which correlates
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with the drop-in concentration of glucose in the blood seen at 30 min post intra-articular
injection.

Studies are needed to evaluate the direct effect of insulin on chondrocytes, because the
blood glucose concentration in treated joints did not differ significantly from that in the
control joints, suggesting that the insulin does bind to its receptor causing the
concentration of glucose in the synovial fluid to drop. Studies are needed to determine
when the synovial concentration of glucose returns to normal.

The time of action of the insulin in the joint or its pharmacokinetic effects could vary
from the ones observed in this study, if a similar study was performed using a larger
number of horses (e.g., n>30), but this study provides data for comparison for future
studies.

Based on the results of this study, it suggests that the horse should be observed for one
hour after injecting insulin intra-articularly, to ensure that drop in concentration of blood
glucose does not cause clinical signs of hypoglycemia.

The chromatograms obtained with HPLC were like the ones previously observed after
instilling insulin to a joint, observed an insulin peak at 15.8 min". In this study these
peaks were observed at 16 = 0.5 min. Because the residence time, half-life time, and
maximum concentration time were higher with the highest dose of insulin (20 IU), it
suggests using this dose when treating a horse for osteoarthritis by instilling insulin intra-
articularly, because at this dosage, the insulin’s effect in the joint was more durable than
were the lower doses.

Growth factors are a group of proteins, that play an important role in tissue repair by
enhancing cellular proliferation, survival, division, growth, and differentiation. IGF-1 is
the most important and powerful growth factor for cartilage repair'®.

Insulin and IGF-1 have a very similar structure; they share a homologous sequence, they
have a similar three-dimensional structure, and they have weakly overlapping biological
activity!”), IGF-1 folds into two thermodynamically stable disulfur isomers (via disulfur
bond swipe), whereas insulin folds into one unique stable tertiary structure. This is due
to post translation processing, that can achieve two different structures with the same
aminoacidic sequence. The disulfur bond swipe of IGF-1 allows the protein to change its
affinity for receptor bonding. It appears to be able to bond insulin and its own receptor!®).

It hypothesizes that insulin can alter this affinity and in some cases bond to the IGF-1
receptor, activating its signaling pathway, since this growth factor has autocrine,
paracrine and endocrine functions, it serves as its own positive feedback for activating
MAPK/AKT signaling pathways. Instilling insulin into a joint, as a treatment for
osteoarthritis of that joint, may be an option for horses suffering from osteoarthritis,
because IGF-1 is not available commercially for use in joints of horses!32%,
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Conclusions and implications

It was unable to detect any adverse local or systemic reaction to insulin instilled intra-
articularly. The residence time of the insulin within the antebrachiocarpal joint was
relatively short and proportional to the dose. None of the three doses used in this study
[i.e., a low dose (10 IU), a medium dose (15 IU), and a high dose (20 IU)], significantly
altered the concentration of glucose in the synovial fluid and blood. Intra-articular
administration of exogenous insulin enhanced IGF-1 expression in synovial fluid, and
this expression seemed to be dose and time dependent. Studies are needed to clarify the
mechanism by which this expression of IGF-1 is enhanced in the equine joint. As far as
it is known, there are no studies of insulin used intra-articularly in human or veterinary
medicine, therefore this is the first in vivo study. This is a descriptive study, and believe
it to be the first in vivo study demonstrating that insulin can be injected safely into a joint.
This study could be a base for other studies examining the efficacy of insulin in
ameliorating the clinical signs of osteoarthritis in horses.
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ABSTRACT The hepatitis C virus (HCV) is a major human pathogen. Genetically re-
lated viruses in animals suggest a zoonotic origin of HCV. The closest relative of HCV
is found in horses (termed equine hepacivirus [EqHV]). However, low EqHV genetic
diversity implies relatively recent acquisition of EqHV by horses, making a derivation
of HCV from EqHV unlikely. To unravel the EqHV evolutionary history within equid
sister species, we analyzed 829 donkeys and 53 mules sampled in nine European,
Asian, African, and American countries by molecular and serologic tools for EqHV in-
fection. Antibodies were found in 278 animals (31.5%), and viral RNA was found in 3
animals (0.3%), all of which were simultaneously seropositive. A low RNA prevalence
in spite of high seroprevalence suggests a predominance of acute infection, a possi-
ble difference from the mostly chronic hepacivirus infection pattern seen in horses
and humans. Limitation of transmission due to short courses of infection may ex-
plain the existence of entirely seronegative groups of animals. Donkey and horse
EqHV strains were paraphyletic and 97.5 to 98.2% identical in their translated
polyprotein sequences, making virus/host cospeciation unlikely. Evolutionary re-
constructions supported host switches of EqHV between horses and donkeys
without the involvement of adaptive evolution. Global admixture of donkey and
horse hepaciviruses was compatible with anthropogenic alterations of EqHV ecol-
ogy. In summary, our findings do not support EqHV as the origin of the signifi-
cantly more diversified HCV. Identification of a host system with predominantly
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acute hepacivirus infection may enable new insights into the chronic infection pat-
tern associated with HCV.

IMPORTANCE The evolutionary origins of the human hepatitis C virus (HCV) are un-
clear. The closest animal-associated relative of HCV occurs in horses (equine hepaci-
virus [EqHV]). The low EqHV genetic diversity implies a relatively recent acquisition
of EqHV by horses, limiting the time span for potential horse-to-human infections in
the past. Horses are genetically related to donkeys, and EqHV may have cospeciated
with these host species. Here, we investigated a large panel of donkeys from various
countries using serologic and molecular tools. We found EqHV to be globally wide-
spread in donkeys and identify potential differences in EqHV infection patterns, with
donkeys potentially showing enhanced EqHV clearance compared to horses. We pro-
vide strong evidence against EqHV cospeciation and for its capability to switch
hosts among equines. Differential hepacivirus infection patterns in horses and
donkeys may enable new insights into the chronic infection pattern associated
with HCV.

KEYWORDS equine hepacivirus, hepatitis C virus, donkey, evolution, pathogenesis

epatitis C virus (HCV) is a major human pathogen infecting approximately 140

million people worldwide (1). HCV belongs to the genus Hepacivirus that com-
prises seven geographically distinct genotypes which likely evolved over considerable
time spans (2-6). The evolutionary origins of HCV have remained obscure (6). Recent
studies identified numerous hepaciviruses (HVs) in bats, rodents, monkeys, and per-
idomestic animals (7, 8). Considering the absence of HCV-related viruses in higher
primates (9), as well as the existence of genetically diversified nonprimate HVs, mam-
mals other than primates may have shaped primordial HCV evolution (10). The lack of
cosegregation of HVs with mutually related animal hosts, as well as the detection of
potential recombination events between some HV lineages, suggest low barriers
against cross-host transmission (10-13). However, whether any of the animal species
known to carry HVs represents a direct reservoir for HCV is unclear (14).

The equine HV (EqHV; originally described as canine HV and subsequently as
nonprimate HV) (7, 8), constitutes the closest animal-associated relative of HCV among
the HVs known so far (7, 13). Sporadic infections of dogs (15-17) support a broad host
range of EqHV that may have enabled infection of humans with EqHV in the past.
Transmission may have been aided by close contact of humans and horses since the
domestication of horses about 5,500 years ago (18). However, the strikingly low genetic
variation of EqHV in horses suggests a rather short evolutionary history (6), with limited
opportunity for horse-human transition.

The genus Equus comprising all contemporary horses, donkeys, and zebras likely
originated about 4.5 million years ago (19). Detection of EQHV homologues in equine
sister species may aid elucidating the evolutionary history of this HV. The globally most
widespread equine beyond domestic horses (Equus ferus caballus, ca. 59 million heads)
is the domesticated donkey (E. asinus asinus, ca. 44 million heads, according to the Food
and Agriculture Organization of the United Nations [FAO], FAOSTAT 2014 database).
Donkeys have been tested for HV in limited numbers, such as 116 donkeys from the
United Kingdom (17, 20), 30 mules and 5 donkeys from Brazil (21), and 8 mules and 6
donkeys from China (22), as well as a commercially available donkey serum from the
United States (23), all with negative results. Here we investigated a considerably larger
panel of donkey sera from various countries using serologic and molecular tools. We
found EqHV to be globally widespread in donkeys and able to switch hosts among
equines.

RESULTS

Wide-reaching exposure of donkeys to EqHV. Donkey sera (n = 829) were
collected in five European countries (Germany, Spain, Italy, Bulgaria, and France), as
well as in Asia (Israel), Africa (Kenya), and Latin America (Costa Rica and Mexico),
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TABLE 2 Annual donkey sample characteristics for France, Germany and Italy

No. of animals/total no. of animals (%)

. Gender Age range in yrs

Sampling
Country period (yr) n Ab* (%) Jack Jenny Unknown 0-5 6-10 11-15 16-20 21-30 Unknown
France 1974 1 0(0) 0/1 (0) 0/1 (0)

1979 1 1(100.0) 1/1 (100.0) 1/1 (100.0)
Germany 2007 39 5(12.8) 0/9 (0) 5/30 (16.7) 0/7 (0) 4/13 (30.8)  0/5 (0) 0/3 (0) 0/2 (0) 1/9 (11.1)

2008 3 0(0 0/1 (0) 0/2 (0) 0/1 (0) 0/1 (0) 0/1 (0)

2015 14 1(7.0) 1/14 (7.1) 1/14 (7.1)
Italy 2004-2009 38 5(13.2) 0/13 (0) 4/13 (30.8) 1/12 (83) 1/15 (6.7) 3/12 (25.0) 0/7 (0) 1/4 (25.0)

2013 294 117 (39.8) 11/36 (30.6) 106/258 (41.1) 36/120 (30.0) 45/96 (46.9) 10/30 (33.3) 18/33 (54.5) 8/15 (53.3)

2015 18 18(100.0) 3/3 (100.0)  15/15 (100.0) 5/5 (100.0) 11/11 (100.0) 1/1 (100.0)  1/1 (100.0)

between 1974 and 2016 (Table 1). For three countries (France, Germany, and ltaly),
sampling was conducted in multiple years, and details of the annual sample charac-
teristics in these countries are displayed in Table 2. In addition, 53 mule sera were
sampled in Bulgaria in 2015. All 882 donkey and mule sera were analyzed for the
presence of antibodies against the viral NS3 domain by a luciferase immunoprecipita-
tion system (LIPS) (24, 25). Three sampling sites (Israel, Kenya, and Costa Rica) showed
no serologic evidence for EqHV infection, whereas all other countries yielded positive
test results (Fig. 1A). As shown in Table 1 and Fig. 1B, seroprevalence rates ranged
between 8.1 and 10.7% in Germany, Spain, and Mexico. Seroprevalence rates in Italy
and Bulgaria were significantly higher at 40.0 to 56.7% (corrected x> = 62.8 and 2 =
109.1 [P < 0.0001] for Italy and Bulgaria compared to all other countries, respectively).
Furthermore, within a specific country the seroprevalence rates varied between sam-
pling years and hinted at the occurrence of focal EQHV epidemics, e.g., leading to 100%
of EqHV-seropositive animals in Italy in 2015 (Table 2). However, the underlying factors
responsible for the variations in seroprevalence are unknown. LIPS signal intensities
from seropositive donkeys were comparable to those from seropositive horses, sug-
gesting validity of the assay used for testing (Fig. 1B). Female donkeys were significantly
more likely to be seropositive than male donkeys (35.0 versus 28.0%; corrected x2 = 4.1
[P = 0.044]; risk ratio, 1.25 [lower and upper bounds, 1.01 to 1.54]; Table 1). Seropreva-
lence increased significantly with animal age from 20.7% in young animals (0 to 5 years
of age) to 55.5% in older animals (25 to 30 years) (Fig. 1C).

Molecular detection of EqHV in donkeys. To allow sensitive molecular detection
of EqHV genetic variants in donkeys, all samples were tested using two different nested
reverse transcription-PCR (RT-PCR) assays. The first assay targeted specifically the EqHV
5’-untranslated region (5" UTR) commonly used for HV detection (26) and a second
assay targeted the NS3 domain that is more conserved among diverse HVs than the 5’
UTR (11). One donkey from France (sampled in 1979, age and gender unknown), one
donkey from Bulgaria (sampled in 2015, a 10-year-old male), and one mule from
Bulgaria (sampled in 2015, a 16-year-old female) tested positive for EQHV RNA using the
5'-UTR-based assay (0.3% of all 882 donkey and mule sera). No additional specimens
tested positive for HVs using the NS3-based assay, arguing against infection of donkeys
with diverse HVs beyond EqHV.

Comparison of EqHV infection patterns between equine species. Our data
enabled comparisons of EqHV infection patterns between donkeys and horses. First,
viral loads, which are a quantitative marker of virus replication, were similar between
equine host species infected with EqHV. Viral loads in the RNA-positive specimens from
this study ranged from 8.4 X 10° to 3.7 X 107 genome copies/ml of serum, as
determined by strain-specific real-time RT-PCR assays. These viral loads were similar to
viral loads observed in horses (20, 23, 25), suggesting similar infection intensities in
both equine species. Furthermore, the detection of viral RNA at comparable loads in the
French sera sampled in 1979 and Bulgarian sera sampled in 2015 implicated suitability
of the non-recently sampled specimens for viral RNA detection.
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FIG 1 EqHV infection patterns. (A) Anti-EqHV antibody (ab) detection depicted in pie charts (red = positive). Asterisks, origin of
the EqHV-RNA positive animals. (B) LIPS ratios of control sera form horses and donkeys; Bulgaria includes as well 53 sera from
mules. EQHV-RNA positive donkey and mule sera are indicated in red. All three positive sera form France originate from one animal;
no seroprevalence rate for this country is indicated due to the low sample size. Dotted line, cutoff (16,249.2 RLU). (C)
Seroprevalence rates in different age groups. (D) Aspartate aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (yGGT), and
glutamate dehydrogenase (GLDH) levels were determined in the sera of Bulgarian donkeys. Sera are shown according to their LIPS
status, and RNA-positive samples are given in orange and blue.

Viral clearance is typically delayed in HV infection, including infection with EqQHV in
horses (7). In our study, three serial individual specimens taken at different time points
over 2 weeks (May-June 1979) were available from the RNA-positive donkey sampled in
France. All three specimens, as well as both individual specimens from Bulgaria, tested
positive both for EqHV antibodies (indicated as red dots in Fig. 1B) and RNA, providing
evidence against immediate antibody-mediated EqHV clearance in donkeys. However,
the co-occurrence of viremia and antibodies as a sign of delayed clearance was
apparently much lower in donkeys at 1.1% (3 of 278 antibody-positive animals) than in
horses at 2 to 30% (17, 20, 24, 25, 27, 28).

Predominantly acute resolving infections were compatible with a generally lower
RNA detection rate in donkeys than in horses. Combining all available data from
previous studies on horses (17, 20-25, 27, 28), 148 of 2,172 horses tested positive for
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EqHV RNA (6.8% [range, 0.9 to 35.5%]) compared to only 3 of 1,047 donkeys or mules
when combining the data from this study with previous studies (17, 20-22) (0.3%;
corrected y2 = 65.9, P < 0.00001). The low number of RNA-positive donkeys could not
be explained by a putatively low exposure of donkeys to EqHV, since seroprevalence in
donkeys was high at 28.3% (278 of 982 donkeys combining this and the only previous
serological study [17]), although still significantly lower than in horses at 34.9% (469 of
1,343 horses from all previous studies performing serological analyses; corrected x? =
11.1, P < 0.0009). The EqHV seroprevalence increased with the age of donkeys, which
was comparable to a study on EqHV in German horses (25) but in contrast to another
study on EqHV in Japanese horses (28). Finally, female donkeys were more likely to be
seropositive for EQHV than male donkeys. A similar distribution was not observed for
horses in two previous studies, one showing no gender-associated differences and
another one showing a higher EqHV burden in male horses (25, 28).

Next, we investigated the clinical relevance of EqHV infection in donkeys by deter-
mination of aspartate aminotransferase (AST; reference value <536 U/liter), gamma-
glutamyl transferase (yGGT; <69 U/liter), and glutamate dehydrogenase (GLDH; <8.2
U/liter) levels in serum of all Bulgarian donkeys (n = 201) as markers of liver damage.
As depicted in Fig. 1D, liver enzymes concentrations were mainly within the reference
range (29) and were comparable between the seropositive and seronegative groups,
including the RNA-positive animals (indicated in color in Fig. 1D), which is in line with
the reported subclinical course of infection in horses.

Cross-species transmission of EqHV. The full viral polyprotein genes were deter-
mined for all donkey EqHV strains, including those from the three serial bleedings from
the French donkeys and those from the Bulgarian donkey and mule. The polyprotein
genes encompassed 8,832 nucleotides from the French donkey EqHV strain, as well as
8,835 and 8,841 nucleotides from the Bulgarian donkey and mule, respectively. Poly-
protein length and organization was identical in all cases to that observed before in
EqHV from horses with the presence of all typical domains in the order C-E1-E2-p7-
NS2-NS3-NS4A/NS4B-NS5A/NS5B. Maximum-likelihood (ML) phylogenetic reconstruc-
tions based on the complete polyprotein gene were highly robust, as suggested by
high bootstrap support for clusters based on 1,000 replicates. In these ML phylogenetic
reconstructions, the novel donkey HVs from France and Bulgaria formed two distinct
viral lineages that were not monophyletic. In addition, these donkey HV lineages were
interspersed between EqHV from horses and did not cluster in sister relationships to
EqHYV strains from horses (Fig. 2A). The close phylogenetic relationship between EqHV
strains from horses and from donkeys or mules was compatible, with a narrow genetic
distance of only 1.8 to 2.5% of the translated polyprotein genes of these strains. Of
note, even upon inclusion of the novel donkey viruses, the EqHV patristic distance was
only 6.2% on amino acid level in the translated polyprotein gene compared to 33.1%
within HCV (calculated using 189 genotype 1 to 7 reference sequences from the Los
Alamos National Laboratory [http://hcv.lanl.gov]). However, most of the previous stud-
ies on EqHV in horses characterized only short regions of the viral genome. Therefore,
we repeated ML reconstructions using different data sets aiming at inclusion of the
complete available EqHV genetic diversity without losing too much genetic informa-
tion. As expected, statistical support for grouping of basal and intermediate nodes was
low for the partial NS3 (helicase/protease) and NS5B (RNA-dependent RNA polymerase)
domains commonly analyzed in EqHV studies. However, these reconstructions resulted
in similar phylogenies, as shown for the complete polyprotein sequences with regard
to the phylogenetic relationships between EqHV strains from donkeys and horses (Fig.
2B to D).

To investigate whether potential cross-species transmission was associated with
molecular adaptation, we tested for differential selection among horse and donkey
EqHV lineages using codon substitution models that allow for various nonsynonymous/
synonymous substitution rate ratios (dN/dS) among branches (30). Branches leading to
the two common ancestors of donkey EqHV strains showed a lower dN/dS ratio (0.02)
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FIG 2 Phylogenetic relationships of EqHV, including the novel donkey hepaciviruses. (A) Maximume-likelihood (ML) phylogeny based on the nucleotide
sequences encoding for the complete EqHV polyprotein, including the newly described donkey EqHV strains (orange). Bootstrap values larger than 75% are
depicted as filled circles. Taxon designations indicate GenBank accession numbers, country and year of sampling. (B to D) ML phylogenies based on the
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compared to the dN/dS ratio among all other branches in the complete genome data
set (0.04), indicating no detectable episodic adaptive signal underlying the transmission
of EqHV strains from horses to donkeys. Identical results were obtained for the data set
encompassing the full NS3, for which a larger number of horse EqHV sequences were
available (Fig. 2B), with a dN/dS ratio of 0.0036 in branches leading to donkey EqHV
strains compared to 0.0128 among other branches. An analysis using BUSTED con-
firmed the absence of any signal of gene-wide episodic diversifying selection along the
branches leading to the two donkey clades. A FUBAR analysis to identify site-specific
selection only indicated two positively selected sites in the complete polyprotein
evolutionary history, which do not appear to be related to equine-to-donkey adapta-
tion because the donkey viruses do not share a particular amino acid residue on those
positions. In conclusion, the dN/dS ratios suggested that no host adaptation is needed
for the mutual infection of horses and donkeys with EqHV.

Intra- and interhost EqHV evolution. In order to determine EqHV intrahost
evolutionary patterns, the complete polyprotein gene sequences of the three serial
bleedings available from the French donkey were analyzed. Intrahost variability within
this viral gene spanning 8,832 nucleotides was 0.17% (15 substitutions) over 2 weeks
(between 23 May and 6 June 1979; Fig. 3A). Similar to HCV, most mutations and in
particular the majority of nonsynonymous mutations occurred in the antigenic E2
envelope protein (31), consistent with immune pressure influencing EqHV evolution in
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FIG 3 EgHV evolutionary patterns. (A) Analysis of EqQHV polyprotein sequences from three consecutive samples of one EqHV RNA-positive
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the infected animal. However, the majority of the observed mutations did not map to
the N-terminal hypervariable E2 region described for HCV (31) but accumulated in the
C-terminal region of the E2 gene. To investigate whether indeed EqHV generally differs
from HCV in the distribution of nonsynonymous mutations in the E2 gene, the
homologous domains of 12 EqHV strains infecting horses were analyzed. As shown in
Fig. 3B, EQHV strains infecting horses were similar to HCV in that 72 nonsynonymous
mutations accumulated in the N-terminal region of E2, compared to only 28 nonsyn-
onymous mutations in the C-terminal region. The different pattern observed in the
EqHV-infected donkey is thus likely due to the small data set available, but potential
differences of genomic variability among EqHV hosts cannot be excluded at this point.
Finally, reversion of two mutations was detected across the serial bleedings (in the viral
E2 and NS2 domains, Fig. 3A), which again is similar to intrahost evolution patterns
observed in HCV (32). The predicted similarities in EQHV and HCV evolutionary patterns
in combination with the low EqHV patristic distance suggested a limited time of EqHV
evolution in equines compared to HCV in humans.

However, viral evolution may be limited by noncoding constraints such as genome-
scale ordered RNA structures (GORS). Albeit the level of predicted mean folding energy
differences (MFEDs; a measure of GORS) across the polyprotein-coding region was
slightly higher in donkey EqHV strains than the mean MFEDs within horse EqHV strains,
the overall EQHV MFED patterns showed similarities between both equine species in
terms of the presence and the extent of predicted stem-loops (Fig. 3C). The overall
levels of MFEDs ranging up to 11.5% in our analyses were comparable to previous
analyses of EqHV (15, 24) and higher than the 8.5% described before for human HCV
(33), which may imply a stronger impact of GORS on EqHV than on HCV evolution (6).
However, it seems unlikely that GORS alone can account for the drastic differences
between EqHV and HCV genetic diversity.

Lack of temporal signal in EqQHV. The donkey HVs sequences from 1979 represent
the oldest EqHV strains described so far. In order to investigate whether these se-
quences could serve to calibrate the molecular clock of EqQHV evolution, root-to-tip
distances were analyzed as a function of sampling time. To further investigate whether
the temporal signal in EqHV was potentially influenced by evolutionary pressure,
root-to-tip distances were compared for complete polyprotein gene trees comprising
only nonsynonymous (NS) or synonymous (S) substitutions (Fig. 3D). The complete
polyprotein-based tree, as well as the trees with branch lengths reestimated in either
NS or S substitutions lacked a molecular clock signal, as visualized by plotting root-to-
tip divergence against year of sampling (Fig. 3E). Of note, a lack of temporal signal upon
inclusion of the 1979 donkey EqHV strains was consistent with the apical phylogenetic
position of two EqHV strains sampled from horses in 1997 and 1998 (20) (shown in cyan
in Fig. 2C and D). Unfortunately, only a partial NS3 sequence is available for the 1997
EqHV and only a partial NS5B sequence for the 1998 EqHV strain, preventing their
inclusion in our temporal analyses.

DISCUSSION

In this study, we describe wide-reaching infection of donkey populations with EqHV
and analyze two divergent donkey EqHV lineages from contemporary and noncontem-
porary samples.

If EqHV existed with donkeys for prolonged time spans, one could expect that
donkeys globally would show signs of infection. However, although infection with
EqHV was widespread and frequent according to our data, three populations in Kenya,
Israel, and Costa Rica were entirely seronegative. Although this may be linked to the
relatively smaller sample sizes (n = 15 to 44), some seropositive animals could be
expected in these populations given the 8.1 to 56.7% seroprevalence in other donkey
populations. The absence of EqHV infection in these three populations is consistent
with the absence of serological signs of EqHV infection in 100 English donkeys (17). The
most parsimonious explanation is that EqHV was neither present in the founders of
these populations, nor introduced subsequently. Alternative explanations include the
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extinction of EqHV in these populations together with their hosts. However, the
subclinical course of infection of EqQHV suggested by the high seroprevalence rates in
animals of all ages, the comparable biochemical profiles of seropositive and serone-
gatvie donkeys, and the limited clinical impact of EqHV on experimentally infected
horses (25) do not support the high health costs of EqQHV infection in donkeys.

Although the transmission routes of EqHV remain unclear, parenteral transmission is
the most likely route based on in vivo infection experiments and comparisons to HCV
(25, 34). Our data support frequent horizontal transmission in EqHV-infected popula-
tions, potentially aided by human interference, e.g. vaccination or transfusion by
veterinarians (28). The higher seroprevalence we found in female donkeys may be
compatible with a relevant occurrence of sexual transmission in EqHV. This would be
different from HCV, for which sexual transmission is very infrequent (35), and for which
detection rates and viral loads are much lower in semen than in blood (summarized in
reference 36). Hypothetically, the absence of higher EqQHV seroprevalence in female
horses than in male horses (25, 28) may be obscured by anthropogenic intervention.
Another factor aiding higher seroprevalence in female donkeys may be putatively
larger groups held together, compared to more solitary male donkeys. This hypothesis
would be consistent with recently described herd-specific EQHV strains from horses in
Germany, suggesting focal horizontal and vertical transmission (37). Experimental
infections, comparative testing of horse and donkey semen, and additional epidemio-
logical data from both equine species will be necessary to elucidate how EqHV and HCV
transmission modes may differ. Furthermore, the reason for the high variability of
RNA-positive EQHV infections in horses (17, 20, 24, 25, 27, 28) is not clear yet. The only
factors, which have been noticed so far are horse racing and attendance at equestrian
sports (21, 22, 25, 28).

The genetic relatedness of donkeys and horses likely facilitated the cross-species
transmission events suggested by our data (38). Hypothetically, the similarities in the
time of domestication of horses and donkeys 5,000 to 6,000 years ago (18, 39) would
have facilitated host shifts between the two equine species. However, the geograph-
ically most relevant area for the domestication of horses was likely the Eurasian steppe
(18), compared to northeastern Africa for donkeys (40), narrowing the time span of
frequent co-occurrence of these two species to more recent times. It would thus be
interesting to analyze ancient donkey species for evidence of ancestral EqHV strains,
including the wild African ass (E. africanus), which is an evolutionary old species that
likely contributed to the development of the widespread domestic donkey (41). How-
ever, only few individuals exist nowadays within this species classified as “critically
endangered” by the International Union for the Conservation of Nature.

Our phylogenetic analyses provide clear evidence against a potential coevolutionary
relationship between EqHV and different equine hosts, which diverged millions of years
ago (18, 19). The recent evolutionary history of EqQHV thus narrows the time window for
putative equine-to-human transmission in the past as an explanation for the origins of
HCV (10). Of note, absence of past EqHV infections of humans is consistent with
absence of signs of present EqHV infection in different human cohorts (17, 42, 43). A
short evolutionary association between equine hosts and EqHV is also consistent with
the highly diverse HV lineages found in the genetically related hosts belonging to the
order Artiodactyla (cattle). The perissodactylan and artiodactylan lineages clearly did
not cospeciate with their hosts (12), and whether both of them are the result of
independent cross-species HV transmission events or whether unique host associations
can be found for either the perissodactylan or the artiodactylan lineage remains to be
determined. Immediate experimental approaches include testing of related host spe-
cies, e.g., zebras for the Perissodactyla and livestock species like sheep or goats for the
Artiodactyla.

Lack of deep-branching monophyletic clusters of EqHV strains from different regions
compared to the existence of geographically distinct HCV genotypes (2) are compatible
with global virus admixture through human interference, i.e., transport of infected
animals or animal products over wide geographic distances. The observation of viral
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admixture in equids is paralleled by the occurrence of closely related HVs in cattle in
Ghana and Germany (12, 44). Probably, the distribution of cattle has undergone
anthropogenic change in an extent similar to that of equids. An unrestricted exchange
of EqHV strains among horses and donkeys suggested by our phylogenetic data is
consistent with the inability to calibrate a molecular clock using EqHV strains sampled
in 1979. Of note, our results do not exclude that a clock-like signal may have existed in
EqHV ancestors that evolved prior to the viruses analyzed in this study. Similarly, a
40-year interval may be generally insufficient to analyze the EqQHV molecular clock.
Interestingly, although investigations of the HCV molecular clock have met consider-
able difficulties (31), a recent study was able to reconcile phylogeny and sampling dates
of archived HCV strains from 1953 (45). An interval spanning several decades is thus not
generally unsuitable for HV molecular clock analyses. Although we cannot exclude the
existence of potentially more diverse EqHV lineages in donkeys, our large sample
reached almost half of that of the combined previous studies into horses and extended
all of the latter in geographic extent, suggesting the robustness of our evolutionary
reconstructions. Limitations of our study that can be circumvented in future prospec-
tive studies include inhomogeneous sampling across sites, lack of knowledge on
medical treatment and health status of donkeys, as well as their contact to horses.

Finally, EqHV infection patterns in horses and donkeys may differ in the potentially
higher ability of donkeys to clear EqHV infection. The first hints at possible explanations
originate from strikingly different EQHV RNA and antibody detection rates between
different horse breeds. More frequent EqHV infection may be linked to the frequency
of veterinary examinations, since valuable race horses and thoroughbreds seem to be
particularly often infected by EqHV (21, 25, 28). Alternatively, differences in immune
responses influencing viral clearance may occur between different horse breeds, al-
though a generally higher susceptibility to viral infections in thoroughbreds is not
supported by data on equine influenza (46). However, our data permit hypotheses on
differential immune control of EqHV by different equine species, since donkeys may
differ in their immune capacity from horses more than horse breeds from each other
(47). Again, alternative explanations that remain to be explored include less intense
veterinary handling of donkeys than in more valuable horse species. Beyond investi-
gations of EqHV ecology, our data suggest a unique opportunity to comparatively
investigate hepaciviral pathogenesis in a natural host. Here, infection courses can be
directly compared by experimentally infecting horses and donkeys with identical EqHV
strains, without the need to conduct highly restricted experimental infections of
chimpanzees with HCV lacking the simultaneous infection of the human counterpart
(48).

In conclusion, our study highlights the impact of evolutionarily guided investiga-
tions into viral ecology and offers new possibilities to elucidate factors involved in the
development of chronic HV infections.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection. Donkey sera were collected based on availability in France, Germany, Spain, Italy,
Bulgaria, Israel, Kenya, Mexico, and Costa Rica from 1974 to 2016. Animal sera were stored at —20 or
—80°C prior to analysis. In addition, 53 mule samples were collected in Bulgaria in 2015. Samples were
either collected as part of routine examinations (Germany, Italy, Costa Rica, and France) or under permits
issued by the responsible authorities. The permit numbers were as follows: Mexico, SICUAE FMVZ-UNAM
F. Garcia-Lacy 12042013; Kenya, IACUC 2015.8; Spain, BOJA55-20/2012; Israel, KSVM-VTH/5_2013; Italy,
protocol 45/2013/CEISA/COM; and Bulgaria, FVM 15/15. Host designations were assessed for all EqQHV
RNA-positive specimens from France from 1979 by characterization of the mitochondrial COI gene as
described before (49).

Luciferase immunoprecipitation system. All samples were analyzed for the presence of anti-NS3
antibodies by the previously described LIPS (24). Briefly, sera were diluted 1:10 in buffer A and incubated
for 1 h on a rotary shaker. Renilla-NS3 fusion proteins were expressed in Cos1 cells, and 107 relative light
units (RLU) were added per well to the diluted sera in a 96-well plate. After incubation for 1 h on a rotary
shaker, antibody-antigen complexes were immunoprecipitated by A/G beads and the RLU were deter-
mined. Each sample was measured in duplicate wells. The cutoff was calculated by the mean values of
wells containing only buffer A, the Renilla-NS3 fusion protein and A/G beads plus three standard
deviations as described previously (24). A positive control containing anti-EqHV antibody-positive horse
serum was included in each run.
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Detection of EqQHV RNA. For the detection of hepaciviral RNA a hemi-nested RT-PCR assay targeting
the 5" UTR was developed based on all available EQHV 5'-UTR sequences. The primer sequences were as
follows: HCV-F150, GSWSCYYCYAGGICCMCCCC; HCV-R371, CTCRTGIISYAIGGTCTACRAGRCC; and HCV-
R342, GGIGCICTCGCAAGCRYGCCYATCA (I = inosine, S = C/G,W = A/T,Y = C/T, M = A/C, and R = A/G).
The limits of detection were determined as the number in probit analyses conducted with SPSS V23 (IBM,
Ehningen, Germany) using eight replicates per RNA concentration as described previously (26). The 95%
lower limit of detection of the EqHV 5’-UTR assay was 5.7 X 102 RNA copies per reaction (range, 3.8 X
102 to 1.2 X 103), which was well below the commonly observed viral loads in EqHV-infected horses (25).
The HV NS3-based assay was described previously (11). Cross-tables were calculated using Epilnfo V7
(http://www.cdc.gov/epiinfo/index.html) and an online tool (http://quantpsy.org/chisg/chisg.htm). Se-
quencing of the complete EqHV polyprotein genes was performed by amplifying genome-spanning islets
with degenerate broadly reactive oligonucleotides as described previously (11). Viral loads were deter-
mined by strain-specific quantitative real-time RT-PCR (oligonucleotide sequences available upon re-
quest) with photometrically quantified in vitro cRNA transcripts used for calculation of the standard curve
as described previously (11).

In silico analyses. Statistical analyses were done using SPSS V23 (IBM). Sequences were aligned with
MAFFT (Geneious 6.1.8). Maximum-likelihood phylogenetic analyses were calculated in MEGA6 (50) and
RAXML (51) using a general time reversible model with a discrete gamma distribution and a proportion
of invariable sites and 1,000 bootstrap replicates. To estimate branch lengths in synonymous and
nonsynonymous substitutions per site, a codon substitution model was applied in HypHy (52) that allows
for branch-specific synonymous and nonsynonymous substitution rates (53). PAML (54) was used to fit
a codon substitution model that allowed for a different nonsynonymous/synonymous substitution rate
ratio (w) on the branches leading to the two donkey HV common ancestors compared to the w on the
remaining branches (30). In addition, we used BUSTED (55) to search for gene-wide evidence of episodic
positive selection along the branches leading to the donkey virus clades, and FUBAR (56) to identify
site-specific selection patterns, both implemented in HypHy. Root-to-tip divergence was plotted against
sampling time using TempEst (57). Mean folding energy differences were calculated using SSE V1.2 as
described previously (12).

Accession number(s). All polyprotein gene sequences generated in this study were submitted to
GenBank under accession numbers KT880191 to KT880193 and KX421286 to KX421287.
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Abstract

We report a 21-year-old Tennessee walking horse mare afflicted with a multicentric
T-cell lymphoma. A T-cell-rich, B-cell lymphoma had been removed from the mare’s
left upper eyelid 4 years earlier. The owner reported that the mare had a poor appetite,
difficulty swallowing and difficulty breathing while eating. Initial physical examination
revealed no abnormalities. Complete blood count and serum biochemical analyses
revealed lymphopenia, anaemia and elevated serum globulins. A mass arising from the
base of the tongue was found and determined to be a T-cell lymphoma by histologic
and immunohistochemical examination. The mare was anorexic during hospitalisation,
showed signs of kidney failure, suffered severe weight loss and was consequently
euthanased. During postmortem examination, a second mass, confirmed by immuno-
histochemical examination to be also a T-cell lymphoma, was found arising from the
abdominal surface of the diaphragm. Early diagnosis of T-cell lymphoma is difficult,
because affected horses display a wide variety of clinical signs.

Correspondence

Fernando Garcia-Lacy, National Autonomous
University of Mexico, College of Veterinary
Medicine (FMVZ-UNAM), Mexico City, Mexico.
Email: f_garcialacy@hotmail.com

BACKGROUND

A 2l-year-old, 463-kg Tennessee walking horse mare was
admitted to the University of Tennessee’s Veterinary Medi-
cal Center 1 week after it developed dysphagia and dyspnoea
while eating. A T-cell-rich, B-cell lymphoma had been excised
from the mare’s upper eyelid 4 years previously. All proce-
dures performed on this mare were performed according to
the University of Tennessee’s clinical ethical guidelines for the
use of animals in research and patients and with the consent
of the owner.

Physical exam

No abnormalities were observed during physical examina-
tion, but during examination of results of complete blood
count (CBC) and serum biochemical analyses, the mare was
found to be lymphopenic (1.24 X 10°/pl; reference range:
1.5-4.3 x 10%/ul) and anaemic (5.06 RBCs/ul; reference
range: 6.3-9.5 RBCs/pl) and to have elevated serum globulins
(5.2 g/dl; reference range: 2.5-4.6 g/dl) and mildly elevated
total serum proteins (7.8 g/dl; reference range: 5.7-7.5 g/dl)

(Table 1). A Coggins test, performed because the horse was
anaemic, was negative.

The epiglottis was found to be deviated dorsally and
rotated clockwise in a sagittal plane during endoscopic
examination of the nasopharynx and larynx, and only its
tip and right margin were visible (Figure 1). The epiglottis
and soft palate obstructed the rima glottidis. A subepiglottic
mass was observed during radiographic examination of the
head (Figure 2). A large mass on the base of the tongue was
identified during palpation of the epiglottis, performed with
the horse sedated and its mouth opened with a full-mouth
oral speculum, confirming endoscopic and radiographic
findings. A sample of the mass was harvested through a
ventral laryngotomy, with the horse anaesthetised and in
dorsal recumbency, for histologic identification. The horse
received phenylbutazone (2.2 mg/kg, orally, every 12 hours)
and trimethoprim-sulfa (30 mg/kg, orally, every 12 hours
before surgery and for 3 days after surgery).

The mare remained anorexic and developed haematuria,
the cause of which was thought to be cystitis or nephritis.
No tests, other than a CBC and serum biochemical analyses
were performed to determine if the horse was experiencing
renal failure. The results of serum biochemical analyses
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showed abnormally low aspartate aminotransferase (AST:
164 U/L; reference range: 172-359 U/L), high blood urea
nitrogen (BUN: 26 mg/dl; reference range: 14-24 mg/dl)
and high total bilirubin (2.7 mg/dl; reference range: 0.6-
1.8 mg/dl); but creatinine was normal (1 mg/dl; reference
range: 0.9-1.7 mg/dl). Urinalysis indicated that the patient had
haemoglobinuria and proteinuria, in addition to haematuria.
The specific gravity of the urine was high (1.045; reference
range: 1.012-1.035). Bloody fluid was seen exiting the left
ureter during cystoscopic examination. Administration of
trimethoprim-sulfa and phenylbutazone was suspended to
avoid further renal damage. No abnormalities were noted
during ultrasonographic examination of the kidneys.

The subepiglottic mass was a lymphoma composed of large
pleomorphic lymphocytes with a background population of
small lymphocytes (Figure 3). The mare had lost almost 100 kg
of bodyweight by the sixth day of hospitalisation and was
euthanased on the seventh day because of its deteriorating
condition and poor prognosis for survival.

Postmortem evaluation
Macroscopic and microscopic findings

Gross findings included ascites and pleural effusion. Copious
purulent exudate caused by dentoalveolar disease was within
the left paranasal sinuses. A large (4 X 5 X 9 cm) cavitated
mass was on the right side of the base of the tongue, causing
the epiglottis to become rotated clockwise in a sagittal plane
(Figure 4). A 3-cm diameter ulcer was on the left aryepiglottic
fold, apparently caused by contact between the fold and the
caudal edge of the soft palate.

A second mass (10 X 7 X 4 cm) was adhered to the
diaphragm at the craniodorsal aspect of the abdominal cav-
ity. Immunohistochemical examination of both masses using
polyclonal antibodies (CD3 for T lymphocytes and CD79 for
B lymphocytes) revealed each mass to be a T-cell lymphoma,
with a background of small B lymphocytes (Figure 5a—f). The
left kidney was found, during histological examination, to be
affected by acute tubular necrosis, which was likely exacer-
bated by anorexia and dehydration and was thought to be not
directly related to the lymphoma.

CASE PRESENTATION

A T-cell-rich, B-cell lymphoma had been excised from the
mare’s upper eyelid 4 years previously. Owner reported that
the mare had a poor appetite, difficulty swallowing and dif-
ficulty breathing while eating. Initial physical examination
revealed no abnormalities. The results of CBC and serum
biochemical analyses revealed lymphopenia, anaemia, and
elevated serum globulins.

INVESTIGATIONS

The epiglottis was found to be deviated dorsally and rotated
clockwise in a sagittal plane during endoscopic examination of
the nasopharynx and larynx, and only its tip and right margin
were visible. The epiglottis and soft palate obstructed the rima
glottidis. A subepiglottic mass was observed during radio-

LEARNING POINTS/TAKE-HOME MESSAGES

* Lymphoma has no predisposition for age, breed or
sex.
Early diagnosis is crucial for successful treatment

because most horses afflicted with lymphoma have
a poor-to-fair prognosis for survival.

The clinical signs of lymphoma vary and are
dictated by the location of the neoplasm.
Lymphoma can affect any organ.

graphic examination of the head. A large mass on the base
of the tongue was identified during palpation of the epiglot-
tis, performed with the horse sedated and its mouth opened
with a full-mouth oral speculum, confirming endoscopic and
radiographic findings. A sample of the mass was harvested
through a ventral laryngotomy, with the horse anaesthetised
and in dorsal recumbency, for histologic identification.

DIFFERENTIAL DIAGNOSIS

T-cell-rich, B-cell lymphoma regression on the mare’s
oropharynx. Laryngeal hemiplegia, abscess and/or foreign
body initially. Possible renal failure after the results of CBC
and serum biochemical analyses.

TREATMENT

The horse received phenylbutazone (2.2 mg/kg, orally, every
12 hours) and trimethoprim-sulfa (30 mg/kg, orally, every
12 hours) before surgery and for 3 days after surgery. The
mare developed haematuria, and the source of haemorrhage
was found during cystoscopic examination to be the left
kidney. Consequently, administration of phenylbutazone and
trimethoprim-sulfa was suspended to avoid further renal
damage.

TABLE 1 Initial complete blood count (CBC) and blood chemistry
showing macrocytic anaemia, lymphopenia and a mild elevation in total
serum proteins due to an elevation of globulin concentration

Reference
Analyte Result range Units
Red blood cells (RBC) 5.06 6.3-9.5 cells/pl
Haemoglobin (Hg) 9.7 10.2-16 g/dl
Mean corpuscular volume 55.5 42-54 fl
(MCV)
Mean corpuscular haemoglobin 34.7 351-37.5 g/dl

concentration (MCHC)

Total serum proteins 7.8 5.7-7.5 g/dl
Lymphocytes 1.24 1.5-4.3 x106/pl
Albumin 2.6 2.7-3.7 g/dl
Globulins 5.2 2.5-4.6 g/dl
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FIGURE 1 Initial endoscopic examination of the nasopharynx and
larynx showing elevation of the soft palate (SP) and elevation and clockwise
rotation of the epiglottis in a sagittal plane. The right margin of the epiglottis
(blue arrow) is seen caudal to the caudal margin of the soft palate. The rima
glottidis is hidden from view in this picture by the soft palate and the
elevated epiglottis. The yellow arrows point to the corniculate processes of
the arytenoid cartilage

FIGURE 2

Lateral radiograph of the skull, with the head and neck
extended. Arrows show a radiopaque mass containing radiolucent areas
beneath the epiglottis. Abbreviations: GP, guttural pouch; T, trachea

OUTCOME AND FOLLOW-UP

The mare remained anorexic and developed haematuria.
The results of CBC and serum biochemical analyses showed
abnormally low AST (164 U/L; reference range: 172-359 U/L),
high BUN (26 mg/dl; reference range: 14-24 mg/dl), high
total bilirubin (2.7 mg/dl; reference range: 0.6-1.8 mg/dl) and
normal creatinine (1.6 mg/dl; reference range: 0.9-1.7 mg/dl).
Urinalysis indicated that the patient had haemoglobinuria and
proteinuria. The specific gravity of the urine was high (1.045;
reference range: 1.012-1.035). Bloody fluid was seen exiting
the left ureter during cystoscopic examination. No abnormal-
ities were noted during ultrasonographic examination of the
kidneys.

The mare was administered phenylbutazone and
trimethoprim-sulfa before and after surgery, but when
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FIGURE 3

Photomicrograph of a surgically obtained biopsy of the
subepiglottic mass in which most of the lymphocytes have features of
malignancy, such as anisokaryosis, multiple nucleoli and frequent mitotic
figures (arrows). There is also a population of small lymphocytes in the
background (haematoxylin and eosin, 600x)

FIGURE 4 Dorsal view (postmortem) of a large multinodular, firm,
cavitated mass (black arrow) on the base of the tongue beneath the epiglottis
(white arrow); the corniculate processes of the arytenoid cartilages are
normal in appearance (yellow arrows)

the mare developed haematuria, administration of both drugs
was suspended. The cause of haematuria was thought to be
renal damage, but no tests were performed to confirm or
exclude the diagnosis of kidney failure. Such tests could have
included determination of fractional excretion of electrolytes,
serial determination of specific gravity of urine while the mare
received fluid therapy, and determination of the albumin-
creatinine ratio of the urine. Azotaemia was most likely
pre-renal because the serum concentration of creatinine was
normal during examination of the last biochemical analyses.
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FIGURE 5  Sections of the mass from the epiglottis (a—c: better preserved) and diaphragm (d-f: more autolysed). Haematoxylin and eosin-stained

sections (a and d) show that the majority of round cells have features of malignancy (black arrowhead), with a background of small lymphocytes (white
arrowhead). Immunohistochemistry for CD3 (b and e) and CD79 (c and f) show that the majority of the cells are T lymphocytes (black arrowhead) and that

the smaller background cells are B lymphocytes (black arrowhead)

Acute tubular necrosis was diagnosed during postmortem
examination.

The subepiglottic mass was found to be a lymphoma during
histologic examination of the tissue that was removed from
the mass. The mare had lost almost 100 kg of bodyweight by
the sixth day of hospitalisation and was euthanased on the
seventh day because of its deteriorating condition and poor
prognosis for survival.

DISCUSSION

Lymphoma, often also referred to as lymphosarcoma or malig-
nant lymphoma, is the most common type of haemolymphatic
neoplasm of the horse and is the neoplasm most likely to
metastasise.! The correct term for this neoplasm is lymphoma,
rather than lymphosarcoma, because this neoplasm has no
benign form.” Lymphoma can occur in horses of any age,
but horses between 5 and 10 years old are most commonly
affected.” It has been found in a fetus and in horses 25 years
old or older. Lymphoma has no sex or breed predilection.*
The incidence of lymphoma in horses remains unknown,
but the prevalence of lymphoma is 2%-5%.> Lymphoblastic
neoplasms of animals are among the most aggressive of all
neoplasms, and the survival time of affected animals ranges
from weeks to months after diagnosis.®

Lymphomas of human beings have been associated with
viral (herpesvirus and retrovirus) or bacterial infection
(e.g., Corynebacterium spp.), but lymphomas have not
been induced experimentally by infecting horses with these
pathogens.®® One case report described the presence of viral-
like lesions on an enlarged abdominal lymph node of a dead,
newborn foal affected with primary hepatic lymphoma,” and

another described the presence of EHV-5 on T-cell-rich,
B-cell lymphomas found in the submandibular lymph nodes
of a mare.®

Classification

The classification of lymphomas in humans is complex and
has been based on biological behaviour or morphologic,
immunophenotypic, molecular or clinical features.” Van den
Hoven and Franklen divided lymphoma found in horses
into five forms: multicentric (the form displayed by the
mare we report), cutaneous, mediastinal, gastrointestinal
and miscellaneous.!” Taintor and Schleis reported a similar
basic classification that included the following five types of
lymphoma: multicentric, cutaneous, mediastinal, alimentary
(intestinal) and solitary.!! Aburto provided a more complete
classification of lymphoma in animals (see Figure 6).1

Clinical signs

The clinical signs of lymphoma vary and are dictated by
the location of the neoplasm. The most common clinical
signs displayed by affected horses, irrespective of the loca-
tion of the lesion, are chronic weight loss, subcutaneous
oedema at the ventral aspect of the abdomen and regional
lymphadenomegaly.”®

Horses with the multicentric form of lymphoma have
lesions in various organs, such as the ovary, muscle, bladder
and spinal cord. Clinical signs displayed by affected horses
are related to the organ or organs in which the lymphoma
resides.*
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FIGURE 6

Horses affected with the gastrointestinal form of lym-
phoma often develop diarrhoea, frequently experience rapid
weight loss and display signs of colic. The results of car-
bohydrate absorption tests often show poor absorption
of glucose or xylose, suggesting that the mucosal surface
available for absorption of carbohydrates is reduced. The
small intestine, which is the most commonly affected part
of the gastrointestinal tract, develops villous atrophy and
extensive mucosal or transmural infiltration of the neoplasm,
resulting in weight loss and hypoproteinaemia.'> An enlarged

Veterinary classification of lymphoid proliferations (Aburto 2002)

spleen and abdominal masses can be palpated per rectum or
seen during transabdominal or transrectal ultrasonographic
examination of the abdomen. Neoplastic lymphocytes
are often found during cytologic evaluation of peritoneal
fluid."”

Cutaneous lymphoma appears in two forms: an epithe-
liotropic form, also known as mycosis fungoides, and a
non-epitheliotropic form. The epitheliotropic form is charac-
terised by infiltration of T cells into the epithelium, resulting
in multifocal exfoliative dermatitis, alopecia, cutaneous ulcers
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and scabs and varying degrees of pruritus. Horses with the
epitheliotropic form of cutaneous lymphoma have a poor
prognosis for survival. Non-epitheliotropic lymphomas are
generally T-cell rich, giant B-cell lymphomas, which are
also known as pseudolymphomas.'® Horses having a non-
epitheliotropic lymphoma usually have a good prognosis for
survival when treated appropriately.

Multiple subcutaneous nodular lesions are often seen with
the cutaneous form of lymphoma. These nodules grow
slowly, and occasionally, spontaneously reduce in size or even
disappear permanently.

Progesterone receptors were found on the surface of lym-
phocytes of metastatic, cutaneous T-cell-rich, B-cell lym-
phomas of a mare that had a granulosa-theca cell tumour on
an ovary.'® The mare’s cutaneous lesions diminished in size
when both ovaries were removed, suggesting that the rate of
growth of some cutaneous lymphomas may be hormonally
influenced.

The most common clinical signs of disease displayed by
horses with pharyngeal or laryngeal lymphoma are abnormal
nasal discharge, coughing while eating and dysphagia.'* The
most common clinical signs of disease displayed by horses
with ocular lymphoma are uveitis and the presence of a mass
on the palpebral conjunctiva or corneoscleral junction. A
retrobulbar lesion may cause the eye to protrude.

Laboratory findings

The most common haematological and biochemical abnor-
malities associated with the presence of a lymphoma are
changes associated with chronic inflammation, such as leuko-
cytosis with neutrophilia, regenerative anaemia and high
concentrations of albumin and fibrinogen in the serum. Some
affected horses develop leukaemia, with circulating imma-
ture lymphocytes comprising 30%-50% of the total white
blood cells."”"'® Affected horses, especially those with the gas-
trointestinal form of lymphoma, have a low concentration
of total protein in the serum and a low albumin-globulin
ratio. A slight elevation of hepatic enzymes may be seen if the
liver is affected.”” Para-neoplastic signs associated with lym-
phoma include hypercalcaemia, pseudohyperparathyroidism,
polyuria, polydipsia and multifocal eosinophilic epithe-
liotropic disease.””?! Many of the biochemical and haemato-
logical abnormalities observed in the patients in this report,
such as high BUN, haemoglobinuria and proteinuria, were
likely the result of co-morbidities, such as renal disease (acute
tubular necrosis). Chronic dental disease was a postmortem
examination finding and was unlikely to be responsible for
the clinical signs displayed by the mare while the mare was
hospitalised.

Horses having an immunodeficiency, such as selective
deficiency of immunoglobulin M (IgM), seen primarily in
Arabian horses and American quarter horses, may develop
lymphoma, in which case the immunodeficiency is said to be
a leukoproliferative, disease-associated immunodeficiency.”?
Horses with IgM deficiency may display one of two arrays
of clinical signs. Horses affected with one form of IgM defi-
ciency are 2-8 months old and develop severe pneumonia,
arthritis and enteritis, with or without septicaemia. Horses
with the other form are 2 and 5 years old and are more

prone to develop lymphoma. IgM deficiency is presumed to
be a secondary immunodeficiency. These horses often develop
external and/or internal lymphadenopathy.”?

Diagnosis

The diagnosis of lymphoma is based primarily on the his-
tologic examination of lesions. When a tumour is difficult
to biopsy, as in this case due to its anatomic position, ante-
mortem diagnosis is challenging. Diagnostic imaging of the
thorax and abdomen and cytological evaluation of pleu-
ral or peritoneal fluid may be helpful in the diagnosis of
lymphoma.'*?>?* Siegers et al. reported a Belgian mare suffer-
ing from lethargy, anorexia, ptyalism, weight loss and ventral
oedema caused by multicentric lymphoma. An accumulation
of pleural fluid and a large abdominal mass were found dur-
ing ultrasonographic examination of the thorax and abdomen,
and neoplastic cells were found during cytological examina-
tion of pleural fluid obtained by centesis.”* The mare that
we report here, however, displayed no clinical signs to justify
diagnostic imaging of the thorax and abdomen or cytologi-
cal examination of pleural or peritoneal fluid. The diagnosis
of lymphoma is confirmed at postmortem examination when
an antemortem biopsy for histologic or cytologic evaluation
cannot be obtained.”

A horse having a history of being treated successfully for
lymphoma, as did the mare of this report, should be examined
carefully for evidence of recrudescence of lymphoma.

Treatment

The most effective treatment of horses suffering from lym-
phoma is excision of lesions, but horses with lesions difficult
to access for excision can sometimes be successfully treated
medically. Treating this mare chemotherapeutically was not
possible due to financial constraints imposed by the owner
of the mare, but clinicians should be aware of the various
chemotherapeutic therapies and the outcome of horses that
have received these therapies.

A 12-year-old American quarter horse mare with T-
cell-rich, B-cell lymphomas, infiltrated with the EHV-5 virus
found in the submandibular lymph nodes, was treated by exci-
sion of the submandibular lymph nodes and administration
of chemotherapy.® The chemotherapeutic regimen consisted
of the following drugs: cyclophosphamide (200 mg/m?,
intravenous [IV]) administered twice, at a 21-day interval;
vincristine (0.5 mg/m?, IV) administered thrice, the first
two doses at a 7-day interval, and the third at 14 days after
the second dose; dexamethasone (0.04 mg/kg, orally, on
Day 1 and 0.02 mg/kg, orally, from Day 2 and until Day
30, when chemotherapy was discontinued). Although the
mass was in remission at the end of therapy and appeared
healthy, lymphoma was discovered 1 month after cessation of
chemotherapy during cytological examination of an aspirate
of the submandibular region. Seven months after that exam-
ination, when masses in the submandibular area were found
to have increased in size, antiviral therapy with acyclovir
(20 mg/kg, orally, every 8 hours) was initiated and adminis-
tered for 4 months. One month after treatment with acyclovir
was completed, no neoplastic cells were found during
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cytological examination of an aspirate of the submandibular
area, even though the size of the masses remained unchanged.
The mare was healthy and in foal 1 year later, although the
size of the submandibular lymph nodes remained unchanged.

A 4-year-old Oldenburg mare with solitary thoracic lym-
phoma was successfully treated by administering cytarabine
(170 mg/m?, intramuscular [IM]) twice, with a 14-day inter-
val between administrations, followed by administration
of cyclophosphamide (142 mg/m?, IV) twice, with a 14-day
interval between administrations, followed by administration
of prednisolone (86 mg/m?, orally, every 48 hours) for the
rest of the mare’s life.”® At the time of follow-up examination,
8 months after discharge, the mare had complete remission
of clinical signs of disease and had returned to its previous
athletic activity.

The authors of a retrospective evaluation of the clini-
cal outcome of 15 horses administered a five-, four-, three-,
two- or one-drug chemotherapeutic protocol for lymphoma
reported that five horses experienced complete remission of
clinical signs, nine had partial response and one achieved
stable disease.”’” The chemotherapeutic drugs administered
included doxorubicin (35-70 mg/m?, IV), vincristine (0.55-
0.7 mg/m?, 1V), L-asparaginase (10,000 U/m?, subcuta-
neously), cyclophosphamide (150-800 mg/m?, IV), cytosine
arabinoside (175-250 mg/mz, IV) and lomustine (65 mg/mz,
intragastrically). Intervals between administration of the
chemotherapeutic drugs were influenced by the drugs admin-
istered and ranged from 7 to 30 days. Twelve of the 15 horses
also received corticosteroids. All 12 patients received pred-
nisolone (0.5 mg/kg, orally, every 12-24 hours), and two
also received dexamethasone (0.05-0.1 mg/kg, IV or orally,
every 12 hours). The influence of corticosteroid treatment on
outcome could not be determined.

Another regimen used successfully to treat a horse for the
cutaneous form of lymphoma (type unspecified), with mul-
tifocal skin lesions, was administration of megoestrol acetate
(0.2 mg/kg, orally, once daily) for 8 days, coupled with excision
of one of two large lesions and a single intralesional injection
of betamethasone (20 mg) into the other large lesion.”® The
cutaneous masses were reduced in size and softened while the
horse received this treatment. The horse had no cutaneous
lesions when it returned to its previous level of work 6 weeks
after treatment. The horse was euthanased because it devel-
oped exercise-related epistaxis 4.5 months after treatment; the
cause of epistaxis was not investigated.”®

The most common side effects of chemotherapy used to
treat horses for neoplasia are anorexia, lethargy, colic, lamini-
tis, nephrotoxicity and thrombosis at the site of intravenous
administration, damage to bone marrow, immunosuppres-
sion and allergic reaction.’®?” Other, less common, adverse
side effects of chemotherapy include alopecia, lethargy,
oedema of the limbs and neurotoxicity. Luethy et al. found,
in a retrospective study, that four out of seven horses that
received doxorubicin for treatment of lymphoma devel-
oped adverse reactions, including tachycardia (>70 beats
per minute), fever (>38.6°C), increased plasma concen-
tration of cardiac troponin I (0.81 ng/ml; reference range:
0.00-0.07 ng/ml) and hypersensitivity reactions.”’ One
horse developed tachycardia (80 beats per minute) and
fever (39.3°C) 2 hours after being administered doxorubicin
and died 18 hours after administration from pulmonary
oedema.”’

Prognosis

Most horses afflicted with lymphoma have a poor-to-fair
prognosis for survival.”’ Outcome is largely dependent on
the location of the lesion and early detection of the disease.
Lymphoma often metastasises by the time the disease is recog-
nised, and most horses with lymphoma die within 6 months
of the onset of clinical signs."**’
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