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Resumen:

La insulina induce la mitosis en los condrocitos equinos in vitro y mejora la produccién
de colageno tipo Il. La insulina, cuando se administra via intraarticular, cambia la

391



Rev Mex Cienc Pecu 2022;13(2):391-407

composicion del liquido sinovial, incluyendo las concentraciones de glucosa, insulina y
los niveles de glucemia. La concentracion de insulina en la articulacion se mididé mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés), que
proporciond valores farmacocinéticos. A seis caballos de raza mixta se les administraron
tres dosis diferentes de insulina en una articulacion antebraquiocarpiana (10, 15y 20 Ul)
y se administro solucion salina isotonica en la articulacion contralateral. La concentracion
de glucosa en sangre cambid¢ significativamente a través del tiempo para las tres dosis
(P<0.0001). No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de proteinas
y el recuento celular en el liquido sinovial entre las articulaciones tratadas y de control
(P>0.05), no se encontrd diferencia significativa en las concentraciones de glucosa
sinovial entre las articulaciones tratadas y de control (P>0.05). Los valores obtenidos
mediante  HPLC se analizaron con PKAnalyst, esto revel6 que los valores
farmacocinéticos eran dependientes de las dosis, no hubo diferencia significativa en la
concentracion de glucosa en sangre entre las tres diferentes dosis (P>0.05). ELISA para
el IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina 1) revel6 una diferencia significativa
entre las articulaciones tratadas y de control (P<0.001). La insulina utilizada en este
estudio demostré ser inocua para la articulacion equina, no se deben administrar mas de
20 Ul para un caballo de 350-400 kg.
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Introduccion

Se han utilizado diferentes opciones terapéuticas para tratar la sinovitis en caballos. Los
objetivos del tratamiento intraarticular (IA) para mejorar los signos de osteoartritis son
disminuir los mediadores inflamatorios y los procesos bioguimicos de la inflamacién,
aliviar el dolor, evitar la destruccion de la articulacion y normalizar la funcion de la
articulacion para permitir que el caballo reanude sus actividades normales. Los médicos
han utilizado corticosteroides, glicosoaminoglicanos polisulfatados, antibioticos, acido
hialuronico, DMSO (dimetilsulféxido) y farmacos parasimpaticoliticos, como la atropina,
via intraarticular con el fin de reducir el dolor y la inflamacién articular. Se ha abusado
de la administracion intraarticular de corticosteroides porque, cuando se administran
intraarticularmente, los corticosteroides ofrecen una analgesia rapida y una mejora
notable en el rendimiento del caballo. Se puede detectar un corticosteroide en el liquido
articular o la membrana sinovial durante al menos 21 dias después de la inyeccién, y, por
tanto, este tratamiento, si no es acompafiado de un periodo adecuado de descanso y
fisioterapia, puede resultar en dafio al cartilago articular, fibrosis y calcificacion distrofica
de tejidos blandos de la articulacion, particularmente la membrana sinovial. Los
sinoviocitos son reemplazados por tejido fibroso, resultando en un deterioro de la
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produccién de los elementos normales que componen el liquido sinovial, resultando en
un funcionamiento suboptimo de la articulacion®2),

Existe evidencia in vitro de que la insulina, en concentraciones de hasta 50 ng/ml, en
cultivos celulares (monocapas de 75 cm?) induce mitosis de condrocitos y produccion de
colageno tipo 11, Las dosis de insulina instilada intraarticularmente en este estudio se
adaptaron de la superficie de la placa de cultivo celular para ser aplicadas in vivo. Ademas,
la superficie total del cartilago articular de la articulacién antebraquiocarpiana de un
caballo adulto castrado Warmblood recientemente sacrificado se midié para ayudar a
determinar la dosis de insulina a inyectar en esta articulacion en particular (92.642 cm?),
mediante el uso del software Rhinoceros 4.0® (datos no mostrados). Se determinaron
cambios significativos en la composicion del liquido sinovial de todos los componentes
medibles o en las concentraciones séricas de glucosa. Hasta donde se sabe, no se han
realizado estudios farmacocinéticos de insulina instilada en las articulaciones de seres
humanos o animales. Existe evidencia in vivo de que los IGF-1 y 2 intraarticulares
aumentan la mitosis de los condrocitos y la produccion de colageno tipo 1l por parte de
los condrocitos®.

Anecddticamente, se han instilado de 20 a 40 Ul de insulina en las articulaciones de
caballos de 500 kg con osteoartritis sin evidencia de efectos adversos. Se desconoce si
estas dosis son efectivas 0 no para estimular la mitosis de los condrocitos y la produccion
de colégeno tipo Il in vitro.

No hay productos comerciales purificados del IGF-1 que se puedan instilar via
intraarticular para tratar defectos osteocondrales en caballos. Aunque el IGF-1
recombinante esta disponible solo para uso in vitro.

Material y métodos

En este estudio se utilizaron seis caballos de raza mixta (3 yeguas, 2 machos castrados y
1 semental) con una edad media de 5.08 afios y un peso medio de 361.11 kg. Todos
estaban en una condicion corporal de moderada a buena®. Los caballos se dividieron
aleatoriamente en los Grupos 1, 2 y 3, cada grupo estaba integrado por dos caballos.

Cada caballo fue confinado a un establo individual (4x4 m) durante el estudio, todos
fueron alimentados con 7-8 kg de heno de avena tres veces al dia, y se proporciond agua
ad libitum. Se realizaron evaluaciones de cojera y radiograficas (MinXray® HFX 90V.
Illinois, EE. UU.) de la region carpiana para cada caballo. Cada caballo fue evaluado para
detectar signos clinicos de sindrome metabolico equino (SME), como obesidad
(condicion corporal >7/9), depositos de grasa anormales (cuello crestado), inflamacion
de la glandula prepucial o mamaria y signos de laminitis, como anillos de crecimiento
divergentes en las capsulas de los cascos.
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Para asegurar que ningun caballo sufriera resistencia a la insulina, cada caballo se sometid
a una prueba oral de aztcar(™. Para realizar esta prueba, los caballos se mantuvieron en
ayunas durante 12 h, después de lo cual se midio la concentracion basal de glucosa en
sangre. Luego, se administrd jarabe de maiz (Karo® hecho para ACH Foods México, S.
de R. L. de C. V.) por via oral, utilizando una jeringa de 60 ml, a una dosis de 15 ml/100
kg (150 mg/kg). La concentracion de glucosa en sangre se midio a los 60, 75 y 90 minutos
después de la administracion oral del jarabe de maiz.

Con el fin de determinar la concentracion de insulina que es suficiente para inducir
mitosis en los condrocitos del cartilago articular, se consideré el &rea de las placas de
cultivo celular (75 cm?) en la que se ha observado la mitosis y luego se extrapol a toda
la superficie articular®. Esto se determiné midiendo la superficie del cartilago de la
articulacién antebraquiocarpiana de un caballo adulto castrado Warmblood recientemente
sacrificado utilizando el software Rhinoceros 7.0.

En este estudio, se instilaron dosis de 10, 15y 20 Ul de insulina recombinante [Humalog
Lispro® (100 Ul/ml), Eli Lilly and Company. Indianapolis, EE. UU.] en la articulacién
antebraquiocarpiana. Estas tres dosis se calcularon considerando la dosis sistémica de
insulina utilizada para tratar la hipoglucemia en caballos y la concentracion necesaria para
lograr la mitosis en las placas de cultivo celular; considerando también el volumen normal
de liquido sinovial de la articulacion antebraquiocarpiana®. Se afiadio solucion salina
esteril al 0.9 % a la insulina para aumentar el volumen inyectado a 1 ml.

La articulacion antebraquiocarpiana izquierda de cada caballo se trat con insulina y, al
mismo tiempo, se inyectd solucion salina al 0.9 % en la articulacidn antebraquiocarpiana
derecha como control. EI volumen inyectado en la articulacion de control fue idéntico al
inyectado en la articulacion tratada (esto es, 1 ml). La sinoviocentesis se realizé de forma
aséptica utilizando un abordaje dorsal como se describié anteriormente®. Todos los
caballos caminaron de la mano durante 10 min dos veces al dia, el dia de la inyeccién y
durante toda la duracion del estudio.

La concentracion de glucosa en sangre, obtenida de la vena yugular con una aguja de
calibre 25, se midié mediante el uso de un glucometro portatil (Accu-chek Performa®,
Roche Laboratories, EE. UU.). La sangre se recolect6 a los 10 y 30 min y luego cada hora
hasta las 8 h, y después, cada 6 h hasta las 74 h después de la inyeccion intraarticular de
la insulina y la solucion salina isotonica (Figura 1). La concentracion de glucosa en al
menos 1 ml de liquido sinovial recolectado de la articulacion antebraquiocarpiana a las
2, 4y 6 h después de la inyeccion intraarticular de insulina se determiné utilizando el
mismo glucoémetro.

Se evalud el color del liquido sinovial, la viscosidad de su apariencia, la concentracién de
proteinas, la calidad de su coagulo de mucina y los tipos de células contenidas en él antes
de la inyeccion intraarticular de insulina y solucion salina isoténicay alas 2, 4y 6 h
después de la inyeccidn. Estas muestras se tomaron mediante el uso del analisis ingenuo
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de datos agrupados?. La concentracion de insulina en la articulacion se determin6
mediante HPLC, en muestras obtenidas a los 30 min, 1, 2, 4, 6, 8 y 12 h después de la
inyeccion. La concentracion del IGF-1 en el liquido sinovial se determind mediante
ELISA (Horse IGF1 ELISA kit, #MBS017382, MyBio-Source®) en muestras obtenidas
alas 2, 4 y 6 h después de la inyeccion intraarticular de dos dosis diferentes de insulina,
15 Ul y 20 UI. Todos los muestreos para las diferentes evaluaciones hicieron de este un
estudio cruzado de un factor (insulina) y tres niveles (dosis).

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El liquido sinovial, al menos 1 ml, obtenido de las articulaciones antebraquiocarpianas a
los 30 min, 1, 2, 3, 4 y 6 h después de la inyeccion intraarticular de insulina y solucion
salina o solucidn salina sola se examind utilizando HPLC. Las muestras se almacenaron
en tubos de Eppendorf y se analizaron siguiendo la técnica de HPLC previamente
descrita®®. Utilizando esta técnica, las muestras se desproteinizaron con
acetonitrilo:propanol (1:1); la fase movil fue con agua y acetonitrilo (1:1) y acido
trifluoroacético al 1%. Se utilizé una columna C18 (S5pum 4.6 x 250 mm) que proporciond
una recuperacion del 98 % del volumen de elucién, con un coeficiente de variacion del
5 %. El limite de deteccion de este analisis fue de 0.39 ug/ml, y el limite de cuantificacion
fue de 0.39 pg/ml. El tiempo de elucién fue de 20 min.

Las relaciones de las concentraciones séricas de insulina vs tiempo se analizaron
utilizando farmacocinética compartimental a través del software de PKAnalyst
(MicroMath. Scientific Software, Salt Lake City, Utah, EE. UU., 1995). Con los
resultados del programa PKAnalyst se realizé una ji cuadrada para establecer si habia una
diferencia significativa entre las siguientes mediciones: semivida (Kae nai), tiempo de
concentracion maxima (Tconc_Max) Y tiempo de residencia (residence_time), para las tres
diferentes dosis de insulina.

Resultados

Evaluaciones clinicas antes de la inyeccion de insulina
Ninguno de los seis caballos utilizados en este estudio present6 signos clinicos de

sindrome metabdlico equino (SME) o resistencia a la insulina, como deformidades de los
cascos 0 depositos anormales de tejido adiposo (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Caracteristicas fisicas de todos los caballos. Las deformidades de los cascos,
el cuello crestado y la condicion corporal se consideraron signos clinicos del SME.

Escala de Condicion  Altura(m) Peso (kg)  Sexo*
cuello corporal?
crestado?
Grupo 1
Caballo 1 1/5 4/9 1.69 465 Y
Caballo 2 2/5 5/9 1.43 322.5 C
Grupo 2
Caballo 3 2/5 6/9 1.43 323 C
Caballo 4 2/5 6/9 1.46 351.2 Y
Grupo 3
Caballo 5 2/5 5/9 1.53 388.5 S
Caballo 6 2/5 5/9 1.45 316.5 C
Promedio 1.83/5 5.1/9 1.49 361.11

ICarter RA, et al. 2009, Henneke DR, et al. 1983. S= Semental ; Y= yegua; C= Macho castrado.

No se observaron signos de cojera en ningln caballo durante la evaluacién, que se realizo6
con los caballos trotando en linea recta sobre una superficie dura y en circulo sobre una
superficie blanda. No se observaron signos de cojera después de flexionar cada carpo
durante 1 minuto. No se observé ninguna anomalia patoldgica durante la evaluacion
radiogréafica de los carpos. Ninguno de los seis caballos mostré una reaccion clinicamente
evidente a la instilacion intraarticular de insulina o solucién salina isotonica (Cuadro 2).

Cuadro 2: Evaluacion de la circunferencia de los carpos de los 6 caballos, 24 horas
después de la inyeccion de insulina (cm)

Perimetro de la Perimetro Perimetro de la Perimetro
articulacion de la articulacion basal de la
Caballo basal articulacion articulacion
Testigo Testigo Tratado Tratado

(24h) (24 h)

1 34.5 34.5 345 345
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

Se evaluaron los cambios en el color, apariencia, celularidad y concentracion de proteinas
en el liquido sinovial tanto en las articulaciones tratadas como en las de control, sin
cambios visibles entre las diferentes muestras™*?.

La prueba oral de azucar revel6 que ninguno de los seis caballos tenia una concentracién
de glucosa en la sangre superior a 115 mg/dl (Figura 1). La concentracién de glucosa en
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la sangre de todos los caballos para las tres dosis fue significativamente diferente
(P<0.001) de la concentracion previa al tratamiento a los 30 min y 1 h después de la
inyeccion intraarticular de insulina (Figura 2).

Figura 1: Resultados de la prueba oral de azlcar que muestran la concentracion de
glucemia para los 6 caballos
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Se tomaron muestras de sangre a los 60, 75 y 90 minutos después de la administracién oral de jarabe de
maiz.

Figura 2: Concentracion promedio de glucosa en sangre de los 6 caballos después de
que se administro a cada caballo
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A) Circulos negros 10 Ul; B) circulos grises 15 Ul; C) circulos blancos 20 Ul de insulina en la
articulacién antebraquiocarpiana.

Se utiliz6 una prueba post hoc (Holm-Sidak, Tukey) para determinar si la diferencia era
significativa para las tres dosis en todas las muestras de sangre tomadas de la muestra de
1 h, porque la concentracidn sanguinea mas baja se observé en ese momento de muestreo
en los tres grupos. La prueba oral de azUcar revel6 que ninguno de los seis caballos tenia
una concentracion de glucosa en la sangre superior a 115 mg/dI.
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No hubo asociacion significativa entre los cambios observados en la concentracién de
glucosa en sangre y la dosis de insulina administrada en la articulacion
antebraquiocarpiana, ni cuando se compararon entre las tres diferentes dosis, 10 vs 15 vs
20 Ul (P=0.372) y tampoco cuando se compararon entre diferentes dosis (pareadas), 10
vs 15 Ul (P=10.369) y 15 vs 20 Ul (P=0.318).

Glucosa sinovial

La concentracion de glucosa dentro de la articulacion antebraquiocarpiana disminuyo a
las 2 y 6 h después de la inyeccion luego de que se administraran 15 Ul de insulina en esa
articulacién, mientras que la concentracion de glucosa dentro de la articulacion
antebraquiocarpiana no disminuyé a las 2 y 6 h después de administrar solucion salina
isotonica en esa articulacion (Figura 3).

Figura 3: Concentracion de glucosa en el liquido sinovial recolectado de articulaciones
tratadas con 15 Ul y 20 Ul de insulina y articulaciones tratadas con solucion salina
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La concentracion de glucosa dentro de la articulacion antebraquiocarpiana disminuyo a
las 4 h después de la inyeccion luego de que se administraran 20 Ul de insulina en esa
articulacion, mientras que la concentracion de glucosa dentro de la articulacion
antebraquiocarpiana no disminuy6 a las 4 h después de administrar solucion salina
isotonica en esa articulacién (Figura 3). Sin embargo, las diferencias en la concentracién
de glucosa en la articulacion antebraquiocarpiana tratada no difirieron significativamente
de las de la articulacion antebraquiocarpiana de control cuando la dosis de insulina
inyectada en la articulacion de tratamiento fue de 15 Ul (P= 0.5945) o 20 Ul (P=0.235).

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

No se pudo detectar insulina en el liquido sinovial en las articulaciones tratadas a las 8 y
12 h después de la inyeccion. La insulina en el liquido sinovial obtenido alas 2y 6 h
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después de la inyeccion de la articulacion antebraquiocarpiana de los seis caballos
tratados con 15 Ul de insulina y la insulina en el liquido sinovial obtenido ala 1y 4 h
después de la inyeccion con 20 Ul de insulina tomado a los 30 min mostraron un pico de
deteccion a los 16 £ 0.5 min (Figura 4).

Figura 4: Cromatograma con picos de absorbancia de insulina a los 16 min en cada
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Para establecer una curva de eliminacién adecuada, el muestreo del liquido sinovial se configur6 para
obtener 3 dosis de insulina (10, 15y 20 Ul) de 7 muestras en un periodo de 6 horas, con una linea de

tiempode 0.5,1,1.5,2,3,4y6 h.

La concentracidn de insulina dentro de la articulacion tratada vario a través del tiempo y
fue dependiente de la dosis (Figura 5).

Figura 5: Concentraciones de insulina en el liquido sinovial de todos los caballos,
determinadas por HPLC, después de inyectar 10, 15 0 20 Ul de insulina en la
articulacion antebraquiocarpiana
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Analisis farmacocinéticos

Los resultados obtenidos mediante HPLC se analizaron usando el programa Micromath
PKAnalyst®, utilizando la opcion del programa para el modelo: #5 un compartimento, y
cinética de primer orden. Este modelo proporciona las constantes de retiro, o absorcion,
que en este caso fueron las mismas, y la relacion entre volumen/dosis encontrada en los
diferentes muestreos de concentracion dentro del compartimento (articulacion). También
proporciona el drea bajo la curva (ABC), la semivida de eliminacion (T'2f), el tiempo de
concentracion maxima (Tconc_max) Y €l tiempo de residencia (Residence_Time).

Los valores medios de las variables farmacocinéticas de las concentraciones de insulina
en el liquido sinovial de los tres grupos (10, 15 y 20 Ul) se compararon mediante un
andlisis no paramétrico de Kruskall-Wallis, a través del paquete informéatico JMP (JMP
Statistic Mode Visual 1989-1995 SAS Institute). Como los datos mostraron una
distribucion no normal, los valores farmacocinéticos individuales se compararon
utilizando pruebas de Dunn, después de un analisis de Kruskall-Wallis. EI grupo de 10
Ul no pudo compararse farmacocinéticamente ya que solo tenia un punto de
concentracion e inmediatamente se encontr6 por debajo de los limites cuantificables. El
grupo se considerd estadisticamente diferente de los otros dos grupos. La variable
independiente fue el tiempo y la variable dependiente fue la concentracion de insulina.
Los valores fueron volumen, dosis y la constante de retiro Kae. Las diferencias en estas
variables entre las dosis de 15y 20 Ul fueron ligeras (Cuadro 3).

Cuadro 3: Valores cinéticos calculados para las dosis de insulina de 15 y 20 Ul

15 Ul de Insulina 20 Ul de insulina
Variable Resultado Tiempo Resultado Tiempo
(min) (min)
0.199927931* 11.99 0.232681513* 13.8

Semivida de retiro
(KAE_harf)

Tiempo de concentracion 0.288435035*  17.30 0.335688466* 19.8
mélea (TConc_Max)

Area bajo la curva (ABC) 5.15211030 NA** 7.37122310 NA**

Tiempo de residencia 0.576870070*  34.61 0.671376931*  40.2

No obstante, una prueba de ji cuadrada revel6 que no hubo una diferencia significativa
entre la semivida de retiro o absorcion (Kae narr), €l tiempo de concentracion maxima
(Tconc_max) Y €l tiempo de residencia (Residence_Time) para las dosis de 15y 20 Ul (P=
0.9851).
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Analisis del liquido sinovial para la concentracion de IGF-1

Para determinar si habia correlacion entre la concentracion sinovial de insulina exégena
y la concentracion sinovial de IGF-1, se midio la concentracion de IGF-1alas2,4y6h
después de la inyeccion intraarticular de insulina. Unicamente se evaluaron los grupos de
caballos tratados con 15 y 20 Ul de insulina y se observaron diferencias significativas
entre las concentraciones basales de IGF-1 en los diferentes tiempos de muestreo
(P<0.001); el grupo de 10 Ul no se considero para este analisis porque los parametros de
concentracion para esta dosis fueron demasiado bajos para ser medidos mediante HPLC
(Figura 6).

Figura 6: Concentracion de IGF-1 en liquido sinovial de caballos tratados
intraarticularmente con A) 15 Ul y B) 20 Ul de concentracion de IGF-1 en el liquido
sinovial de caballos tratados intraarticularmente. C) Correlacion positiva de los 2
diferentes grupos, entre la concentracion de IGF-1y el tiempo de muestreo del liquido
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Los circulos llenos representan caballos tratados intraarticularmente con 20 Ul y los circulos en blanco
representan caballos tratados intraarticularmente con 15 Ul de insulina. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Discusién
Evaluacidn clinica previa

Una evaluacion clinica basica sugirié que ninguno de los seis caballos mostr6 signos
clinicos del sindrome metabdlico equino (SME) o resistencia a la insulina (RI), cada uno
tuvo un puntaje de condicion corporal por debajo de lo establecido como un factor de
riesgo para estas afecciones, y ninguno tenia una escala de cuello crestado mayor que 2
(siendo un puntaje mayor a 3 un factor de riesgo para SME)©713. Una prueba oral de
azUcar proporciond evidencia objetiva de que ninguno de los caballos tenia SME o RI.
Ningun caballo utilizado en este estudio tuvo una concentracion de glucosa en la sangre
superior a 115 mg/dl, la concentracion maxima de normalidad como se describid
anteriormente(”.
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El examen clinico y la prueba oral de azicar fueron ambos necesarios para eliminar una
anomalia metabolica que pudiera alterar el metabolismo de la glucosa y, por lo tanto,
alterar el grado de glucemia, causada por la inyeccion de insulina en una articulacion. La
concentracion de glucosa en el azlcar en la sangre pudo haber sido alterada si el caballo
hubiera sido resistente a la insulina. No se realizaron exdmenes mas especificos para SME
o RI1, como determinar la concentracion de cortisol y/o ACTH en la sangre, la prueba de
tolerancia a la glucosa intravenosa y la prueba de respuesta de insulina a la glucosa, y
tampoco se analiz6 la disfuncion de la parte intermedia de la pituitaria (DPIP), porque el
objetivo de este articulo fue determinar los valores farmacocinéticos de la insulina
instilada en la articulacion del caballo, sus efectos sistémicos y locales, como el analisis
de las variaciones de la concentracion de IGF-1 en el liquido sinovial. Los resultados
obtenidos de la prueba oral de azlcar, junto con la ausencia de signos clinicos que
pudieran sugerir factores de riesgo para Rl o SME, fueron considerados, por los autores,
como suficientes para incluir a estos caballos en el estudio.

Examen de cojera (clinico y radiografico)

Examen clinico posterior al tratamiento

La circunferencia del carpo al nivel de la articulacion antebraquiocarpiana no difirié entre
los carpos de control y los tratados, aunque esta medicion se realiz6 con una cinta métrica
escalada en centimetros en lugar de milimetros. Con base en la falla para detectar
diferencias en la circunferencia de los carpos tratados y de control y la falla del caballo
para quedar cojo en la extremidad tratada, se concluy6 que la insulina inyectada en las
articulaciones antebraguiocarpianas no causo signos clinicos de inflamacion.

Andlisis sinoviales (fisico/quimico)

Se observaron cambios anormales en el liquido sinovial obtenido de las articulaciones
tratadas y de control, pero el liquido sinovial de las articulaciones tratadas no difirio en
color, apariencia, concentracién de proteinas y nimero de células de las articulaciones de
control. Los cambios observados en las articulaciones de tratamiento y de control
incluyeron una decoloracion rojiza, que fue atribuida a la hemartrosis causada por un
traumatismo en la membrana sinovial inflexionada durante la artrocentesis*2.

La incidencia de desarrollar sinovitis séptica después de la inyeccion intrasinovial es
bastante alta (34.1 %), sin embargo, si se utiliza una técnica aséptica adecuada, esta es
baja. En un estudio retrospectivo de 192 caballos admitidos para el tratamiento de artritis
séptica o tenosinovitis, el 22 % de las infecciones fueron causadas por inyeccion sinovial.
En otro estudio retrospectivo de 13 caballos tratados por infeccion de la articulacion
tarsocrural, la infeccion de 9 ocurrié después de la artrocentesis de esa articulacion.
Debido a que la concentracion de proteina en cada articulacion tratada fue < 25 g/L y
debido a que sélo un pequefio numero de células inflamatorias no bacterianas se
observaron durante el examen citolégico del liquido extraido de la articulacion, se
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concluyd que la instilacion de insulina en la articulacion no causa ninguna reaccion
adversa141516),

En general, los caballos con artritis séptica tienen un recuento celular de 30-90 o
100x10°%L, y una concentracion de proteinas de mas de 25 g/L, incluso hasta 60 g/L. Los
valores proteicos estan asociados a la condicion patologica por la que pasa la articulacion,
podria ser secundaria a traumatismo o infeccion, donde los valores podrian ser de 20-40
y >40 g/L respectivamente™”. Ninguna de las muestras obtenidas en este estudio se
acerco a las que se refieren, por lo que no hubo infeccién o reaccion adversa a la insulina
inyectada via intraarticular.

Analisis estadisticos

La cantidad de insulina instilada en la articulacién antebraquiocarpiana afecto
significativamente la concentracion de glucosa en sangre. Para cada una de las tres dosis
de insulina administradas, la concentracion de glucosa en sangre fue méas bajaa 1 h. No
se encontré asociacion entre la dosis de insulina instilada en la articulacion y la
concentracion de glucosa en la sangre. La concentracion de glucosa en el liquido sinovial
no difirié significativamente entre las articulaciones tratadas y de control cuando se
instilaron 15 o 20 Ul de insulina en la articulacion tratada. Un estudio de potencia para
determinar cuantas muestras de liquido articular mostr6 que al menos 30 muestras
tendrian que ser analizadas para producir resultados mas confiables.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Con un ensayo inicial para el muestreo del liquido sinovial mediante HPLC, no fue
posible analizar estos resultados con el programa PKAnalyst, porque no se pudo calcular
la curva de eliminacion de la insulina instilada en la articulacion, probablemente porque
la concentracion de insulina era menor a la que podia ser detectada por el equipo. En
consecuencia, se tuvo que modificar los muestreos del liquido sinovial a 30 min, 1 hora,
1.5, 2, 3, 4 y 6 h después de la inyeccion intraarticular de las tres dosis de insulina para
todos los caballos.

La farmacocinética para las dosis de 15 y 20 Ul fue lineal, pero no se logro establecer una
curva farmacocinética para la dosis de 10 Ul, porque la técnica analitica no fue lo
suficientemente sensible para detectar la concentracion de insulina en el liquido sinovial
a 1 h. Las curvas para las dosis de 15 y 20 Ul parecian similares, pero se encontraron
ligeras diferencias en los valores farmacocinéticos. Por ejemplo, para la dosis de 15 Ul,
el tiempo de residencia de la insulina, el tiempo de concentracion maximay el area bajo
la curva fueron ligeramente, pero no significativamente diferentes de los de la dosis de
20 Ul. Para ambas dosis (15 y 20 Ul), el tiempo de concentracién méxima fue de entre
17-20 min, lo que se correlaciona con la disminucion de la concentracion de glucosa en
la sangre observada a los 30 min después de la inyeccidn intraarticular.
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Se necesitan estudios para evaluar el efecto directo de la insulina en los condrocitos,
porque la concentracion de glucosa en sangre en las articulaciones tratadas no difirio
significativamente de la de las articulaciones de control, lo que sugiere que la insulina si
se une a su receptor causando que la concentracion de glucosa en el liquido sinovial
disminuya. Se necesitan estudios para determinar cuando la concentracion sinovial de
glucosa vuelve a la normalidad.

El tiempo de accion de la insulina en la articulacion o sus efectos farmacocinéticos
podrian variar de los observados en este estudio si se realizara un estudio similar
utilizando un mayor nimero de caballos (por ejemplo, n>30), pero el presente estudio
proporciona datos para la comparacion para futuros estudios.

Con base en los resultados de este estudio, se sugiere que el caballo debe ser observado
durante una hora después de inyectar insulina via intraarticular, para garantizar que la
disminucion de la concentracion de glucosa en sangre no cause signos clinicos de
hipoglucemia.

Los cromatogramas obtenidos con HPLC fueron similares a los observados previamente
después de instilar insulina en una articulacion, se observo un pico de insulina a los 15.8
min®D, En este estudio estos picos se observaron a los 16 + 0.5 min. Debido a que el
tiempo de residencia, el tiempo de semivida y el tiempo de concentracion maxima fueron
mayores con la dosis mas alta de insulina (20 Ul), se sugiere usar esta dosis cuando se
trata la osteoartritis en un caballo instilando insulina intraarticularmente, porque a esta
dosis, el efecto de la insulina en la articulacion fue méas duradero que las dosis mas bajas.

Los factores de crecimiento son un grupo de proteinas que desempefian un papel
importante en la reparacion de tejidos al mejorar la proliferacion, la supervivencia, la
division, el crecimiento y la diferenciacion celular. EI IGF-1 es el factor de crecimiento
mas importante y poderoso para la reparacion del cartilago®).

La insulina y el IGF-1 tienen una estructura muy similar; comparten una secuencia
homologa, tienen una estructura tridimensional similar y tienen una actividad biol6gica
débilmente superpuesta®®. El IGF-1 se pliega en dos isomeros de disulfuro
termodinamicamente estables (via deslizamiento de los enlaces de disulfuro), mientras
que la insulina se pliega en una estructura terciaria estable Unica. Esto se debe al
procesamiento posterior a la traduccion que puede lograr dos estructuras diferentes con
la misma secuencia de aminoéacidos. El deslizamiento de los enlaces de disulfuro del IGF-
1 permite que la proteina cambie su afinidad por la union del receptor. Parece ser capaz
de unir la insulina y su propio receptor®®,

Eso plantea la hipdtesis de que la insulina puede alterar esta afinidad y en algunos casos
unirse al receptor del IGF-1, activando su via de sefializacion, ya que este factor de
crecimiento tiene funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas, sirve como su propia
retroalimentacion positiva para activar las vias de sefializacion MAPK/AKT. La
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instilacion de insulina en una articulacion, como tratamiento para la osteoartritis de esa
articulacién, puede ser una opcidn para los caballos que sufren de osteoartritis, porque el
IGF-1 no esta disponible comercialmente para uso en articulaciones de caballos829),

Conclusiones e implicaciones

No fue posible detectar ninguna reaccién adversa local o sistémica a la insulina instilada
intraarticularmente. El tiempo de residencia de la insulina dentro de la articulacién
antebraquiocarpiana fue relativamente corto y proporcional a la dosis. Ninguna de las tres
dosis utilizadas en este estudio [estas son, una dosis baja (10 Ul), una dosis media (15
Ul) y una dosis alta (20 Ul)] alter6 significativamente la concentracion de glucosa en el
liquido sinovial y la sangre. La administracion intraarticular de insulina exdgena mejord
la expresion de IGF-1 en el liquido sinovial, y esta expresion parecio depender de la dosis
y el tiempo. Se necesitan estudios para aclarar el mecanismo por el cual esta expresion de
IGF-1 se mejora en la articulacion equina. Hasta donde se sabe, no existen estudios de
insulina utilizada intraarticularmente en medicina humana o veterinaria, por lo que este
es el primer estudio in vivo. Este es un estudio descriptivo, y se cree que es el primer
estudio in vivo que demuestra que la insulina se puede inyectar de forma segura en una
articulacioén. Este estudio podria ser la base para otros estudios que examinen la eficacia
de la insulina para mejorar los signos clinicos de la osteoartritis en caballos.
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