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ABSTRACT

Osteoatrosis (OA) is a chronic degenerative illness of synovial articulations of wide
movement. Although has been proposed the fact that the stress associated to exercise can
predispose the development of OA, date in literature are inconsistent. In this work was used an
animal model to study the impact of different levels of mechanical stress correlated to exercise
and its osteoartritic potential. According to the experimental results, it has been observed that
free access of exercise induces an increment of cell and acellular components of the femoro-
tibial articular cartilage. Based on the above, it can be stated that manipulation of chronicity
and the intensity of exercise could help to evaluate the impact either beneficial or noxious of

exercise on the articulations extremities in vivo.
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RESUMEN

La osteoatrosis es un padecimiento crénico degenerativo de las articulaciones sinoviales de
amplio movimiento. Aunque se ha propuesto que el estrés relacionado con el ejercicio puede
predisponer su desarrollo, los datos en la literatura son inconsistentes. En este trabajo de tesis
se trabajé con un modelo animal para estudiar el impacto de los distintos niveles de estrés
mecdnico asociado al ejercicio y su potencial osteoartritico. De acuerdo a los resultados
experimentales, se ha podido observar que el ejercicio de acceso libre induce un incremento de
los componentes celulares y acelulares del cartilago articular femoro-tibial. Estos resultados
nos permiten suponer que la manipulacion de la cronicidad y la intensidad del ejercicio nos
permitirdn evaluar el impacto benéfico o nocivo del ejercicio sobre las articulaciones de las

extremidades in vivo en futuros estudios.
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GLOSARIO

Polimero compuesto por unidades diméricas repetidas de
acido glucurénico y N-acetil-glucosamina. Suele tener un peso
molecular extremadamente grande (hasta dos millones de
daltones) y forma un centro de los agregados de
proteoglicanos presentes en la matriz extracelular.

Es una molécula organica con un grupo amino (-NH2) y un
grupo carboxilico (-COOH; é&cido). Los aminodcidos mas
frecuentes y de mayor interés son aquellos que forman parte
de las proteinas.

Un tejido que es aneural es un tejido no suministrado por los
nervios. Sin una inervacion.

Enfermedad de las articulaciones articulares debido a un
desequilibrio en la homeostasis de la matriz extracelular. Que
implica la degradacién del cartilago y la pérdida de la funcién
articular normal.

No existe suministro de sangre por los vasos sanguineos.

Tejido conectivo con una matriz extracelular rica en coldgeno
tipo II y proteoglicanos, especialmente condroitin sulfato. El
cartilago es mas flexible y comprensible que el hueso y a
menudo sirve como un esqueleto en etapas tempranas del
desarrollo, siendo mineralizado a medida que el vertebrado
crece. El cartilago es producido por los condrocitos que
quedan rodeados por la matriz que ellos mismos secretan.

También conocidas como células madre, es un tipo especial de
células indiferenciadas que tienen la capacidad de dividirse
indefinidamente sin perder sus propiedades y llegar a producir
células especializadas.

(Del griego chondros que significa cartilago y kytos significa
célula), son células que se forman a partir de condroblasto y
forman parte del tejido cartilaginoso. Especificamente es un
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Colé4geno

Fagocitosis

Fibrin6geno

Glucosaminoglicanos

Histologia

Matriz extracelular

Osteoartritis

Proteoglicanos

condroblasto inmerso en su laguna de Matriz Extracelular. Se
encuentran en el cartilago, producen y mantienen la matriz
cartilaginosa, la cual consiste principalmente de coldgeno,
proteoglicanos y glucoproteinas.

Principal elemento de la estructura de la matriz extracelular.
Posee una composicién en aminodcidos: muy rica en glicina,
prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina. Su estructura es
inusual: una triple hélice de polipéptidos.

Proceso mediante el cual ciertos tipos de células destruyen los
microorganismos.

Factores de la coagulacion que se consumen durante la
formacion de la fibrina y, por tanto, estan ausentes del suero.

Polisacarido formado por unidades repetidas de disacaridos en
los que un azicar es la N-acetilgalactosamina o la N-
acetilglucosamina. Habitualmente la unidad de disacarido
contiene un grupo de carboxilo, y a menudo uno o varios
sulfatos, por lo que la mayor parte de los glucosaminoglicanos
tiene una densidad elevada de cargas negativas. Los
glucosaminoglicanos frecuentemente se combinan con una
proteina para formar proteoglicanos y son un componente
importante de la matriz extracelular de vertebrados.

(Del griego histds que significa "tejido" y -logia significa
tratado, estudio, ciencia) es la ciencia que estudia todo lo
referente a los tejidos orgénicos: su estructura microscopica,
su desarrollo y sus funciones.

Cualquier material producido por las células y secretado al
material circundante, pero normalemnte se aplica este término
a la porcién no celular de los tejidos animales. La matriz
extracelular del tejido conectivo es particularmtene importan y
las propiedades de esta matriz determina las propiedades del
tejido. En términos generales existen tres componentes
principales: elementos fibrosos (particularmente coldgeno,
elastina o reticulina), proteinas de unién (como fibronectina,
laminina), 'y moléculas de relleno (generalmente
glucosaminoglicanos). La matriz puede ser minerizada para
reistir la compresion (como en el hueso) o rica en fibras
resistentes a la tension.

La osteoartritis es una enfermedad de las articulaciones o
coyunturas que afecta principalmente al cartilago.
Molécula grande que contiene un gran numero de
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glicosaminoglicanos a una molécula proteica central.

Capitulo1 INTRODUCCION

El cartilago articular es repetidamente sometido a impacto de alta fuerza durante el dia, en
particular la superficie del cartilago articular de rodilla puede ser afectada por diferentes

motivos de desgaste, y esto puede dar lugar principalmente a la aparicion de osteoartritis.

En la literatura se pueden encontrar algunos estudios relativos a la osteoartritis, en los cuales
se realizan estudios in vivo usando un modelo animal que les permite saber mds sobre este
padecimiento [1, 2, 3 y 4]. El método mds usado en dichos estudios es induciendo lesiones
quirurgicas, por razones obvias el dafno en la articulaciéon no se lleva a cabo por este método
quirurgico. Sin embargo, el estrés mecanico como es el caso del ejercicio intenso puede causar
un dafio en la articulaciéon. En nuestro caso, se decidi6 usar animales roedores para ocasionar
dafios en las articulaciones con un menor tiempo y costo en comparaciéon con animales de

dimensiones mayores.

A pesar de la importancia que tiene la actividad fisica para el mantenimiento del cartilago
articular, algunos tipos de movimiento repetitivos pueden acelerar la degeneracién de la

articulacién [5].

En este trabajo se evalia el impacto del ejercicio en el desarrollo de la osteoartritis en el
cartilago articular de la rodilla en ratones CDI1. Dichos animales fueron agrupados en dos
condiciones, un grupo control y un grupo experimental, este ultimo tuvo acceso voluntario a

una rueda de ejercicio.
Se cuantificaron los condrocitos por métodos histoldgicos, los cuales muestran mayor

proliferacién en el grupo de los ejercitados, asi como aumento en la sintesis de proteoglicanos,

coldgeno y proteinas.
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Se sabe que el cartilago articular tiene la capacidad de regenerarse y conservar la funcién
mecdnica, la cual determina la organizacién y la distribucién de las fibras de coldgeno,

proteoglicanos y mantiene el agua intersticial, en condiciones de ejercicio.

1.1. Planteamiento del problema

La Osteoartrosis Articular (OA) es un problema de salud frecuente. Los factores de riesgo de
la misma se desconocen con certeza. Una de sus causas puede ser el resultado de un dafio
traumadtico asociado al sobre uso de las articulaciones. Por ello, en este trabajo, evaluamos el

impacto del ejercicio sobre el cartilago articular de rodilla en ratones.

1.2. Justificacion

La osteoartritis es la enfermedad reumdtica mds frecuente a nivel mundial y una de las
principales causas de dolor articular y discapacidad de la poblaciéon adulta. Aunque es dificil
determinar su incidencia y prevalencia, se estima que mas del 80% de los pacientes mayores
de 60 afios presentan alteraciones radiologicas compatibles con OA en al menos una
articulaciéon. En México se ha encontrado que la prevalencia de artrosis es de 2.3% en
poblacién adulta. De hecho, el Instituto Mexicano de Seguro Social (IMSS), considera a la OA
como uno de los diez principales motivos de consulta al Médico Familiar [6]. Es por ello que
el estudio de las causas y mecanismos de la OA tiene gran significado no sélo en el contexto

de su etiologia, sino para el desarrollo de estrategias de prevencion y rehabilitacion.
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1.3. Objetivos y aportaciones esperadas

1.3.1. Objetivo general

Evaluar los efectos del ejercicio frecuente sobre la citoarquitectura del cartilago articular en la

rodilla de raton.

1.3.2. Objetivos especificos

e Evaluar los efectos sobre el peso y consumo de alimento de un régimen de ejercicio de
libre acceso en ratones.

e Evaluar los posibles cambios en el nimero de células del cartilago articular femoro-
tibial en ratones sujetos a un régimen de ejercicio de libre acceso.

e Evaluar cualitativamente los posibles cambios en la composicién de la matriz del
cartilago articular femoro-tibial en ratones sujetos a un régimen de ejercicio de libre

aCCeso.

1.4. Hipotesis

El ejercicio frecuente conducird a cambios en la estructura interna del cartilago articular

femoro-tibial del raton.
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1.5. Antecedentes

Si bien la causa de la osteoartritis (OA) se desconoce con certeza, en la actualidad se considera
que la misma tiene un origen multifactorial en el que se involucran multiples factores y
mecanismos etiopatogénicos (ver Figura 1). Asi, estudios recientes han documentado que
deficiencias y/o desequilibrios nutricionales conducen a trastornos metabdlicos que
promueven el desarrollo de OA, debido a sus efectos nocivos sobre el propio cartilago
articular, la dieta de carbohidratos y la deficiencia de vitamina causa dafno metabdlico de
cartilago como son las vitaminas E, B2, y C, demostrando un efecto inhibidor sobre la OA.
Por lo tanto, parece razonable sugerir una dieta bien equilibrada, baja en carbohidratos y
grasas junto con suplementos nutricionales, vitaminas y minerales esenciales, lo cual
beneficiard a los individuos susceptibles a enfermedades degenerativas articulares [7]. La
obesidad se reconoce como un importante factor de riesgo para la OA de caderas y rodillas, ya
que el exceso de peso puede conducir a la sobrecarga y degradacion del cartilago articular [8].
Se ha comprobado que en personas obesas, la pérdida de peso puede reducir notablemente el
riesgo de padecerla. Otro factor de riesgo es el desequilibrio hormonal, la reduccion de las
concentraciones séricas de estrégenos asociadas incrementa la frecuencia de la OA en mujeres
después de los 50 afios de edad. Aunque el mecanismo que subyace a este fendmeno es poco
claro, la osteoporosis asociada a la caida de los niveles séricos de estrégenos en mujeres

menopausicas o post-menopausicas se asume predispone el desarrollo de la misma [9].

Ejercicio

Desequiliorio hormonal l Factores mecénicos

OSTEOARTRITIS

S

Mal nutricion

Obesidad
Edad

Figura 1. Factores de riesgo para el desarrollo de osteoartritis
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La edad, también es un factor de riesgo para el desarrollo de OA. Se ha mostrado que después
de los 30 afios de edad se deteriora la capacidad del cartilago para sintetizar las
macromoléculas que constituyen a su matriz, asi como los factores de crecimiento que

mantienen a sus poblaciones celulares saludables [10].

Estudios experimentales previos han mostrado que el exceso del uso de una articulacién puede
provocar también el desarrollo de osteoartritis. Jong et al. en 2011 [5] trabajaron con ratas
Wistar para observar el efecto del ejercicio en las articulaciones de la rodilla. Durante los
experimentos contaron con dos grupos: un grupo control el cual no se ejercitd y el grupo
ejercitado. Estos animales se sometieron a la siguiente condicién: se disefid una rueda de
gjercitacion con motor y se ejercitaron con una frecuencia de 5 dias a la semana, con una
velocidad de 1.5 km/hr. El anélisis que usaron fue histologia e histoquimica donde después de

10 semanas, revel6 que la ejercitacion acelera el desarrollo de la osteoartritis.

Asi mismo, un estudio realizado por Julkunen et al. en 2010 [11] fue llevado a cabo con
hamsteres y se agruparon en un grupo control, el cual llevo una vida sedentaria, y un grupo de
ejercitacion, el cual se ejercité por medio de una rueda de ejercicio. Se consider6 la edad y el
tiempo de ejercitaciéon (hamsteres de 3, 12 y 15 meses de edad se ejercitaron durante 1 a 3
meses; hamsteres de 6 meses de edad se ejercitaron durante 6 meses). Se realizaron pruebas de
histologia donde los resultados revelaron que a los 15 meses de edad los dafios que se
ocasionaron por el ejercicio fueron irreversibles, concluyendo que a una edad avanzada las
propiedades del cartilago articular ya no son las mismas y puede llegar a ocasionar dafios en el

cartilago articular.

Finalmente, el estrés mecdnico articular, también ha sido sefialado como un factor de riesgo
determinante en el desarrollo de la OA [5, 11]. Este factor, sin embargo, estimula la
produccion de matriz extracelular y el recambio de las poblaciones celulares cartilaginosas en
diversos modelos animales. Dada esta discrepancia, se hace necesario el evaluar el papel del
estrés mecdnico, especialmente de aquel asociado con regimenes de ejercicio, sobre el
desarrollo de patologias osteoarticulares con la finalidad de conocer su verdadero impacto y
generar recomendaciones médicas en funcion del biotipo de los individuos. En nuestros

tiempos es comun que se recomiende a personas de distintos biotipos realizar ejercicios sin
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considerar el dafio que esto podria causar, bajo la premisa de que el ejercicio ayudard a
mejorar el bienestar del individuo. Por esta razén, en este trabajo evaluamos los efectos de la
ejercitacion de “alto impacto” sobre la histologia del cartilago femoral de la articulacion tibio-
femoral en ratones CDI1, a través de cuantificar el nimero de células del linaje cartilaginoso y

evaluar cualitativamente la distribucion de las macromoléculas de la matriz extracelular.
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Capitulo2 MARCO TEORICO

2.1. Estructura general del cartilago hialino articular

El tejido cartilaginoso constituye, en su conjunto, una clase de tejido conjuntivo especializado.
Aunque existen tres subtipos denominados fibroso, eldstico y hialino, es este dltimo del cual
estd constituido el cartilago articular. En términos generales, el cartilago hialino articular se
conforma por cuatro zonas superpuestas referidas como superficial, de transicién, radial y
osteo-condral (Figura 2). La composicion citologica de la matriz extracelular difiere entre las
zonas [12]. De esta forma, la zona superficial presenta una membrana fibrosa conocida como
pericondrio. Por debajo de ésta se encuentran las células troncales que restituyen las
poblaciones celulares condrociticas; es por ello que la ldmina superficial muestra una escasa
actividad metabolica celular. La matriz extracelular tiene pocos proteoglicanos y una elevada
concentracion de fibras de coldgeno organizadas en haces que corren paralelos a la superficie.

Esta zona soporta las fuerzas de cizallamiento asociados al movimiento articular.

La ldmina intermedia o de transicion muestra una elevada actividad metabdlica relacionada
tanto con la multiplicacion de numerosos condroblastos, como con la abundante produccién de
los componentes fibrosos (coldgena) y amorfo (proteoglicanos) de la matriz extracelular por
parte de estas células. En la matriz extracelular, el coldgeno se dispone de forma oblicua a la

superficie. La zona intermedia soporta y amortigua la fuerza de compresion.

La zona radial posee una poblacién de condrocitos hipertroficos organizadas en columnas.
Aunque la actividad celular metabdlica general y sintética en particular disminuye
significativamente, la matriz extracelular es rica en proteoglicanos y fibras de coldgeno
depositadas también radialmente. Como en el caso de la zona intermedia, la zona radial

también soporta fuerzas de compresion.
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Finalmente, el componente celular de la zona osteo-condral es escaso. La matriz cartilaginosa
es substituida por una dsea, rica en hidroxiapatita, en la que las fibras de coldgeno superan al
componente amorfo. La zona osteo-condral es la capa de anclaje del cartilago al hueso que

permite soportar fuerzas de cizallamiento.

Figura 2. Representacion esquematica de las zonas del cartilago articular [12]

El tejido articular estd compuesto principalmente por los siguientes elementos que se

describen a continuacion:

. Cartilago
. Liquido sinovial
o Membrana sinovial

A continuacion se describen cada uno de estos elementos del tejido articular.

2.2. Cartilago articular

El cartilago es un componente muy especial de nuestro organismo, con caracteristicas unicas
que le permiten cumplir una variedad de funciones. Existen distintos tipos de cartilagos, el que

la mayoria tenemos mds presente es el que se encuentra en los extremos de los huesos, donde
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estos se articulan, por ello este cartilago es llamado cartilago articular. El cartilago articular
sano permite la movilidad fluida de nuestras articulaciones sin dolor y con una friccion
minima entre los huesos. El cartilago articular estd formado por los siguientes componentes
(figura 3):

a) Condrocitos

b) Matriz extracelular.

Figura 3. Estructura del cartilago articular [12]

2.2.1. Condrocitos

Los Condrocitos son las células del cartilago y se encuentran en una proporcion del 5 - 10%.
Los condrocitos reciben sus nutrientes y oxigeno del liquido sinovial mediante difusiéon a
través de la membrana del cartilago [13]. Los condrocitos producen coldgeno, proteoglicanos
y algunas enzimas para el metabolismo del cartilago. Se sitdan en unas lagunas dentro de la
matriz extracelular, a las que se adaptan. Producen la matriz extracelular adyacente, pero
también son capaces de despolimerizarla y eliminarla para ensanchar sus lagunas. La funcién
celular viene determinada por cambios sufridos en la propia matriz extracelular, variaciones de

la presion en la membrana celular, la edad y determinados factores de crecimiento [12, 14].
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2.2.2. Matriz extracelular

Es una red de fibrillas fuertes de coldgeno que le dan estructura al cartilago, en donde estin
inmersas las moléculas de proteoglicanos. La matriz extracelular le confiere sus propiedades
mecdnicas Unicas al cartilago, siendo la mds destacada su capacidad de absorcién y
distribucién de las cargas a las que es sometido durante nuestras actividades diarias (figura 4).

La alteracion en esta matriz es el inicio de muchas de las lesiones del cartilago articular.

Matrix
Proteins

Proteoglycan o
ollagen
A g

N

A
s ¥

MATRIX

Figura 4. Matriz extracelular [14]

Composicion de la matriz extracelular [12, 14]:

a) Agua (65-80%). Permite la deformacion del cartilago en respuesta al estrés, fluyendo
hacia dentro y fuera del mismo. El agua no estd distribuida homogéneamente a lo largo de
todo el cartilago (65% estd en la zona profunda y el 80% se encuentra en la superficie). El

agua es muy importante para la nutricién del cartilago y para la lubricacion articular.

b) Colageno (10-20%). Existen varios tipos de coldgeno, principalmente se puede
mencionar los siguientes:

Tipo I: su localizacion es en hueso, piel, tendones, etc.

Tipo II: su localizacién es en cartilago articular, en nicleos pulposos del disco intervertebral.
En el cartilago articular se tiene mayoritariamente del tipo II (90-95%), lo que le confiere al

cartilago una gran resistencia a la tencién. Estd formado principalmente por los aminoécidos
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glicina, hidroxiprolina y prolina. En el cartilago encontramos en menor proporcion coldgeno

del tipo V, VI, IX, X, y XI.

c) Proteoglicanos (10-15%). Son macromoléculas complejas (proteinas polisacéridas)
responsables de la resistencia a la compresion del cartilago. Los proteoglicanos son
producidos por los condrocitos y son secretados dentro de la matriz extracelular. Los
proteoglicanos se unen al dcido hialurénico formando agregados de proteoglicanos (ver figura
5). Tienen una vida media de 3 meses, presentan una gran capacidad para retener agua (regula

la hidratacién de la matriz) y son los responsables de la estructura porosa del cartilago.

Figura 5. Agregados de proteoglicanos [12]

2.2.3. Mecanismo de accion del acido hialuronico

El 4cido hialurénico presenta las siguientes acciones sobre la mecdnica articular [15]:

o Regulacion del contenido de agua.

. Estimulacion de la agregacion de proteoglicanos.

o Aumento de la resistencia a la friccion.

. Recuperacion de las propiedades de visco-elasticidad del liquido sinovial.

2.3. Liquido sinovial
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El liquido sinovial deriva del griego syn (con) y del latin ovum (huevo), sugiriendo que el
liguido sinovial se asemeja a la clara de huevo, con frecuencia es llamado “liquido articular”.
El liquido sinovial es un liquido viscoso presente en los espacios articulares. El liquido
sinovial es un ultrafiltrado (dializado) del plasma de la sangre que se adiciona al fluido
producido por la membrana sinovial. Llena la cavidad articular y actia como lubricante,
manteniendo al minimo la friccién entre los huesos durante el movimiento o mientras se

soportan pesos. El liquido sinovial provee de nutrientes al cartilago mediante difusion.

El liquido sinovial estd compuesto por el acido hialurénico, lubricina (una glicoproteina
lubricante), proteinasa, colagenasa y prostaglandinas. Su composicion electrolitica es la que
corresponde a un trasudado del plasma sanguineo. Contiene proteoglicanos elaborados por las
células de la membrana sinovial. Su concentracion proteinica alcanza aproximadamente el 1%,

con un indice de albumina de 4 y no contiene fibrindgeno [16].

2.4. Membrana sinovial

La membrana sinovial permite el intercambio de nutrientes entre la sangre y el liquido
sinovial. La membrana sinovial estd compuesta por un tejido conectivo vascularizado. En la
membrana sinovial existen principalmente dos tipos de células: Células de tipo A que se
encargan de la fagocitosis y las células de tipo B (células tipo fibroblastos) las cuales producen
el liquido sinovial [12]. La membrana sinovial cubre el interior de la capsula articular, no
cubre al cartilago. Su funcion es producir liquido sinovial y la secrecién de 4cido hialurénico

para evitar la erosion y el desgaste del cartilago [17].

2.5. Osteoartritis

La osteoartritis (OA) es una enfermedad que afecta a las articulaciones sinoviales de amplio

movimiento y que se caracteriza por la degeneracién progresiva de los componentes de las
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mismas incluyendo a los huesos, meniscos, membrana sinovial, ligamentos, cdpsula sinovial y
los musculos correspondientes [18]. Esta enfermedad es la mds comin de las artropatias
siendo su signo mds temprano la condritis inflamatoria [19]. Si bien el componente
inflamatorio es esencial para la progresion del padecimiento, se considera que el
establecimiento de la enfermedad refleja un proceso de degeneracion intrinseco del cartilago
articular adquirido de manera secundaria a alteraciones bioquimicas y metabdlicas previas. En
la figura 6 se muestra la cabeza del fémur de un ratén exponiendo la cubierta del cartilago
articular. En la figura 6A se muestra un cartilago articular sano y en la figura 6B se muestra un

cartilago articular con dafio sobre la superficie relacionado con la osteoartritis.

Figura 6. Fotografia de un cartilago articular de raton. En A) se muestra un cartilago articular sin dafio y
en B) se muestra un cartilago con osteoartritis con daiio sobre la superficie articular.
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Capitulo3 ASPECTOS BIOETICOS

3.1. Introduccion

Principios de bioética empleados en el presente trabajo: NORMA OFICIAL MEXICANA
NOM-062-Z00-1999, ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA PRODUCCION,
CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO [20].

Es funciéon de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion, fomentar la produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio mediante
la aplicacion de técnicas tendientes a garantizar la produccion, proteger la salud y favorecer el

buen uso de los animales de laboratorio.

En la actualidad, la falta de planeaciéon en la producciéon de animales de laboratorio, la
carencia de criterios uniformes relacionados con las actividades encaminadas al cuidado,
manejo y utilizacién de animales con fines de investigacidn cientifica, desarrollo tecnoldgico e
innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza, han provocado que el cuidado, el trato y la
aplicacion de técnicas experimentales practicadas en estos animales, sea ejercida en forma

inadecuada, representando graves dafos en el bienestar de los mismos.

Para lograr resultados confiables en la investigacion cientifica, la docencia biomédica y el
control de calidad, asi como utilizar el menor nimero de animales posible, es necesario contar

con animales de laboratorio en condiciones dptimas.

Cuando se utilizan para fines experimentales procedimientos cuestionables, inaceptables o
contrarios a los principios de ética, éstos pueden causar graves dafios en el bienestar de los

animales.

En virtud de lo anterior y como consecuencia del proceso de globalizacién en el que México

se encuentra inmerso, es necesario establecer criterios uniformes que permitan regular

Maestria en Ciencias en Ingenieria Mecanica FIM




UMSNH

eficientemente la operacion de las actividades relacionadas con la produccién, cuidado,
manejo y uso de los animales de laboratorio, a fin de favorecer el bienestar de éstos,

protegiendo al mismo tiempo su salud.

En diciembre de 1999, se publicé en el Diario Oficial de la Federacion el Proyecto de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, titulado “Técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio”, iniciando con ello el trdmite a que se refiere la
Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién. En junio de 2001, se publicaron las respuestas

a los comentarios recibidos con relacién a dicho proyecto.

Para la correcta aplicacion de esta Norma se deben consultar las siguientes normas oficiales
mexicanas:

NOM-033-Z00-1995, “Sacrificio humanitario de los animales domésticos y silvestres”.
NOM-046-Z00-1995, “Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica”.
NOM-051-Z0O0-1995, “Trato humanitario en la movilizacion de animales”.
NOM-087-ECOL-1995, “Requisitos para la separacién, envasado, almacenamiento,
recoleccidn, transporte, tratamiento y disposicion final de los residuos peligrosos bioldgico-

infecciosos que se generan en establecimientos que presten atenciéon médica”.

3.2. Disposiciones generales

Todo bioterio independientemente de su tipo, tienen que designar como personas encargadas

del cumplimiento de las normas a:

a) Un Médico Veterinario responsable que estard adscrito de tiempo completo o tiempo

parcial dependiendo del tamaio y las necesidades del bioterio.

b) Un responsable administrativo que serd el director o la persona que éste designe para estos

fines.
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La institucion debe asegurar los servicios médicos veterinarios a cualquier hora del dia y de la

semana para garantizar la salud y bienestar de los animales.

Se debe contar ademds con un Comité Interno para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Cuando una institucién se encuentre en la categoria B (uso en investigacion
cientifica, desarrollo tecnolégico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza) o bien en
la clasificacion C (mixtos), debe conformar un Comité Interno para el Cuidado y Uso de los

Animales de Laboratorio de caracter institucional.

La funcién del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio es la de
asegurar la existencia de un mecanismo institucional encargado de revisar que el cuidado y
uso de los animales de laboratorio con propdsitos de investigacion, pruebas y/o ensefianza, sea

de manera apropiada y humanitaria.

Es una obligaciéon de la institucion donde se realiza investigacion cientifica, desarrollo
tecnoldgico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza, con animales de laboratorio,
asegurar que el personal profesional, técnico y estudiantil, esté capacitado para realizar los

procedimientos con animales de laboratorio.

3.3. Cuidado y uso de animales de laboratorio

Entre los animales que comprende la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, se

encuentran roedores como: rata, raton, cobayo, himster y jerbo.

A continuacién se mencionan las condiciones que deben cumplirse para el cuidado de los

roedores para su uso en laboratorio:

I.  Confinamiento o encierro primario.

El equipo para alojar a los animales debe estar disefiado para facilitar el bienestar del animal,
satisfacer las necesidades de la investigacion y reducir o eliminar las variables experimentales.

Por lo anterior, el equipo para confinar al animal o encierro primario debe:
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a) Proporcionar el espacio adecuado que permita movimientos y adopciones de las posturas

normales de la especie.
b) Ser adecuado en ventilacién y conforme a las necesidades bioldgicas de la especie.
¢) Resistente al lavado y desinfeccién frecuente.

En el caso particular de los roedores, éstos deben mantenerse en algin tipo de jaulas o cajas
que posean pisos y paredes continuas s6lidas y con tapa removible de reja o perforadas.

El disefio del confinamiento debe facilitar la limpieza y saneamiento rutinario y también las
faenas de cambio, llenado y suministro de agua y alimento, asi como permitir la observacion

de los animales.

II.  Salud animal.

Los roedores deben estar libres de enfermedades zoondticas y pardsitos externos, a menos que

el procedimiento experimental aprobado por el Comité indique lo contrario.

III.  Alimentacién y provision de agua.

El alimento debe proporcionarse a libre acceso o en forma restringida dependiendo de las
necesidades de la cepa y de los procedimientos experimentales. El alimento debe ser palatable,
de una féormula nutricional constante y certificado en cuanto a su composicion. El agua debe

ser potable y suministrarse a libre acceso durante toda la vida del animal.

IV. Cama.

Los roedores alojados en cajas con piso sélido deben tener el material de cama suficiente que
garantice la absorcion de su orina, excremento y desperdicio de agua, favorecer su aislamiento

térmico y construccién de nido.
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V. Eutanasia

Se deben describir los procedimientos empleados para inducir de manera humanitaria la
muerte de los animales (eutanasia) empleados en la investigacion cientifica, desarrollo
tecnoldgico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza, con el propdsito de eliminar o

disminuir al minimo el dolor y el estrés previo y durante el procedimiento.

Se puede suministrar diferentes tipos de anestésicos durante el procedimiento de la eutanasia

en los animales de laboratorio, los mds utilizados son del tipo:

a) Farmacos no inhalables.

La administracién intravenosa de fairmacos que causan la muerte es el método mds rapido y
confiable de llevar a cabo la eutanasia. El personal debe poseer la habilidad para realizarlo y el
animal debe estar inmovilizado. Es el método més recomendable siempre y cuando no cause
miedo o estrés al animal. S6lo se permite la inyeccion intracardiaca en animales bajo sedacion
profunda, anestesiados, o comatosos. No se permite la administraciéon intramuscular,
subcutdnea, intratordcica, intrapulmonar, intrarenal, intraesplénica, intratecal o cualquier otra

inyeccion no intravascular de los agentes eutandsicos.

b) Derivados del 4cido barbittrico.

Todos los barbitiricos son recomendados para la eutanasia, ya que inducen inconsciencia con
sOlo el dolor minimo o transitorio de la venipuntura. Los mds deseables son los mds potentes,
de mads larga accidn, estables en solucidn y baratos, tales como el pentobarbital sédico y el
secobarbital. La velocidad de accion de los barbituricos depende de la dosis, la concentracion,
velocidad y via de administracién, las cuales deben combinarse para inducir la eutanasia
suavemente y con minima incomodidad para el animal. La dosis de pentobarbital sédico
administrado por via intravenosa es de 90 a 210 mg/kg, para la mayoria de las especies; ratas y
ratones requieren una dosis mayor (120 a 210 mg/kg). La dosis de secobarbital sddico es de 88

mg/kg.
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3.4. Criterios cumplidos en el presente trabajo

Los experimentos con animales en el presente trabajo fueron desarrolladas siguiendo las
normas oficiales, pudiéndose sefalar los siguientes criterios considerandos:

. El animal que se eligi6 es el adecuado para los experimentos que se llevaron a cabo,
debido que la vida media del roedor (en este caso ratén) es mucho mds corta y el costo en
relacion a su alimentacion es econdmica.

. El espacio en donde estuvieron viviendo fue en jaulas de policarbonato con
dimensiones de 26 x 76 cm. Cada jaula se desinfectaba y se hacia un previo cambio de cama,
con la finalidad de que cada raton se mantuviera en condiciones Optimas para su estudio de
investigacion.

) El alimento fue libre de aditivos, drogas, hormonas, antibidticos, pesticidas y
contaminantes. El alimento estaba en buenas condiciones y fuera de caducidad. La cantidad de
alimento consumido fue una variable de control.

. El agua fue siempre ab libitum, se utilizaron bebederos con agua purificada para evitar
la adquisicion de parasitosis.

. Los animales se observaron dia con dia para descartar que no se encontraran enfermos

y observar su actividad diaria.

. Los animales no fueron sometidos a algtin tipo de estrés.

. Los animales con los que se trabaj6 estuvieron en buenas condiciones de salud.

. Contaron con un especialista veterinario para resolver todo tipo de duda.

. Para la eutanasia se utilizaron barbituricos.

. Los procedimientos a los que los ratones fueron sometidos se aprobaron por el Comité

de Etica para el Manejo de Animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM

(numero de folio de proyecto 080).
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Capitulo4 MATERIALES Y METODOS

En el presente capitulo se presenta el modelo animal utilizado para los estudios sobre el efecto
del ejercicio. También se presenta la metodologia seguida en donde se describe las diferentes
técnicas de tincion histolégica que se usaron para identificar las diversas macromoléculas

presentes en el cartilago articular de cada muestra obtenida.

4.1. Modelo animal

El modelo animal utilizado en la investigacién fue ratébn macho adulto de la cepa CDI
adquiridos del Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, y fueron

trasladados al Bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la UMSNH.

4.2. Metodologia

Los animales fueron colocados en cajas individuales con agua ad libitum, sin embargo el
alimento se restringi6 en periodos de 12 horas al dia, con ciclo naturales de luz-obscuridad.
Los ratones se agruparon bajo dos condiciones: el primero fue un grupo control de tamaio de
muestra (con una n=3) mantenido en condiciones normales de bioterio; el segundo grupo de
ratones denominados intensivo (con una n=6) tuvo acceso libre a una rueda de ejercitacion
(ver figura 7) por 65 dias.la observacion de la actividad de los ratones se realizo veces al dia a
lo largo del periodo de estudio. Durante este periodo se registré el consumo de alimento y el
peso corporal del raton. Se pesaba diariamente el alimento al momento de colocar y al
retirarlo, la diferencia obtenida del peso del alimento fue registrada como el consumo diario de

por ratén. El peso corporal del raton se registraba 1 vez a la semana.
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Figura 7. La fotografia ilustra la rueda de ejercicio con un ratén en su interior ejercitandose

Inicialmente se contaba con 20 ratones, los cuales se hospedaron en el bioterio de la UMSNH
y se habian agrupado en 3 grupos: a) un grupo control, en donde el ratén llevaba una vida
sedentaria, b) un grupo de ejercicio moderado, en dicho grupo se habian agrupado en par de
ratones en una sola jaula compartiendo una rueda de ejercitacién, ¢) un grupo de ejercicio
intensivo, en dicho grupo se contaba con un ratén por caja y una sola rueda de ejercitacion
para su uso voluntario. A medida que el experimento se fue desarrollando, se tuvo que
descartar el segundo grupo de los que realizaban ejercicio moderado ya que entre los ratones
que compartian la misma jaula se disputaban el uso de la rueda de ejercicio, llegando incluso a
morir alguno de ellos durante la pelea. Por lo anterior, los resultados que se presentan en esta

tesis se redujeron a sélo dos grupos de experimentacion.

4.2.1. Tinciones histoquimicas

Con el objetivo de evaluar cualitativamente posible cambios en la estructura interna del
cartilago articular en los ratones que tuvieron acceso a la rueda de ejercicio, se tomaron
muestras de cartilago tanto a los ratones del grupo control y del grupo ejercitado y se

sometieron a los siguientes estudios que se describen a continuacion.

Con el objeto de evaluar cualitativamente posibles cambios en la composiciéon de la matriz
extracelular asociados con el ejercicio, se realizaron cortes histoldgicos del cartilago articular
y fueron tefiidos con técnicas histolégicas especiales para destacar diferentes tipos de
glicosaminoglicanos y coldgeno. La descripcion de cada técnica se resumen en la tabla 1 y los

protocolos de las tinciones se presentan en la seccidon de los anexos. Para ello, cumplido el
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periodo de entrenamiento, los ratones de ambos grupos fueron sacrificados mediante una
sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sédico (45mg/Kg de peso corporal) y rdpidamente
decapitados. Se realizd una incisién vertical abdominal, se observd la cantidad relativa de
grasa intervisceral. Posteriormente, se extrajeron los cartilagos articulares femoro-tibiales, uno
de los cuales se colocd en una soluciéon amortiguada de paraformaldehido (4%) y el otro fue
congelado en hielo seco. Las muestras fijadas en paraformaldehido fueron incluidas en
parafina, cortadas coronalmente (Sum de grosor) y tefiidas con diversas tinciones
histoquimicas. Las preparaciones fueron observadas bajo un microscopio de campo claro

(Leica), el cual estd equipado con un sistema fotografico digital.
4.2.2. Cuantificacion de los condrocitos

Con el objeto de evaluar la actividad proliferativa del cartilago articular femoro-tibial en
respuesta o no al ejercicio, se estimo la densidad de condroblastos y condrocitos en los ratones
control y en aquellos ejercitados. Para ello, se dibujaron los perfiles de los cartilagos
articulares observados (2.5X) en 3 cortes tefiidos con Hematoxilina y Eosina por animal, con
ayuda de una cdmara lucida. Estos perfiles fueron escaneados, digitalizados y sus dareas
medidas con el programa Image (NIH). Posteriormente se contd el nimero de condroblastos y
condrocitos en 15 campos (100X) por corte seleccionados al azar. Finalmente se multiplico el
promedio del 4rea cartilaginosa por el promedio de células por campo estimadas para los dos
grupos de animales, obteniéndose asi el total de células por unidad de drea por grupo. Aunque
este método probablemente sobreestima el nimero de células al asumir una distribucién
homogénea, el mismo criterio fue utilizado para todas las muestras procurando evaluar la

misma drea total de cartilago.
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Tabla 1. Tinciones histoquimicas utilizadas para el estudio cualitativo de los
componentes del cartilago en ratones control y en aquellos expuestos a ejercitacion.

Tincién Mecanismo de accion Tincion en el cartilago

Hematoxilina-basico colorea .
Acido: el nucleo de la
estructuras acidas de color
Hematoxilina- célula.
morado.
Eosina (HE). Basica: el citoplasma de la
Eosina-acido colorea estructuras
célula
basicas de color rosa.

Acido: proteoglicanos

sulfatados, condroblastos y
Se comporta como colorantes
matriz inmadura.
Azul de ortocromaticos basicos (color
Baésica: cuando hay
toluidina. azul) o metacromaticos acidos
estructuras ricas de
(color violeta-roja).
aminodacidos se tornan de

un color rojo.

El 4cido peryddico (HIO3) lleva
Carbohidratos forman

Acido una oxidacion hasta formar un
estructuras de glucdgeno,

peryddico- aldehido y reacciona con el .
glicoproteinas,

Schiff (PAS). reactivo de Schiff hasta dar una ) )

. . glucosaminoglicanos,
coloracion rojo de magenta ] )

mucopolisacaridos.

caracteristico.

El 4cido fosfomolibdico su tincién | Béasico: Colageno color

es selectiva para coldgeno y se azul o verde.
Tricrémico de
unira a colorantes acidos. El azul | Para diferenciar a los
Masson.
de molibdeno lleva métodos condrocitos

tricromicos o tincion acido-base. | Citoplasma con color rojo.

Colorante para proteinas, a pH 3
_ las particulas de oro estdn Acido: Proteinas de color
Oro coloidal. . '
cargadas negativamente y se unen | rojo obscuro.

especificamente a proteinas.
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Capitulo 5 RESULTADOS

A continuacidn se presentan en las Tablas 5.1 y 5.2, los resultados obtenidos para el consumo
de alimento diario a lo largo del estudio realizado, con N = 65 dias de estudio, un grupo
control con n; = 3 ratones y un grupo Ejercitado con n, = 6 ratones sometidos a ejercicio.

Tabla 2. Datos del consumo de alimento diario por ratén en cada uno de los grupos de

estudio.

No. dia del GRUPO CONTROL GRUPO EJERCITADO

experimento | Cl1 C2 C3 11 12 I3 14 I5 I6
1 3.7 4.95 4.95 2.9 3.7 7.7 7.6 7.6 4.9
2 53 7.85 7.85 3.8 4.2 7.6 7.2 7.2 55
3 6.1 7 7 3 5.6 8.5 8.3 8.3 7.2
4 7.6 9.3 9.3 5.7 7.2 8.4 8.8 8.8 8
5 8.1 8.5 8.5 7.1 8.1 7.5 9.4 94 8.2
6 24 12 12 7 7.5 9.5 9.3 9.3 8.3
7 8.9 8.5 8.5 8.1 9.4 11.1 9.5 9.5 8.9
8 7.5 7.6 7.6 8.9 7.4 8.4 7.5 7.5 7
9 7.1 6 6 7.7 7.3 7.8 7 7 6.7
10 6.8 6.4 6.4 8.2 6.2 9.3 6.8 6.8 6.7
11 6.2 54 54 7.2 8.5 6.6 5.9 5.9 6.7
12 5.8 5.65 5.65 6.6 6.7 5.6 10.2 10.2 6.5
13 6.1 5.75 5.75 8.2 6.6 7.6 6 6 6.5
14 6.2 59 59 8.8 7.9 6.6 6.4 6.4 6.6
15 5.7 4.75 4.75 59 5.7 4.8 5.5 55 5
16 5.2 5.15 5.15 6 7.7 4.9 6.3 6.3 4.8
17 6.2 5.35 5.35 7.3 7.2 5 7 7 5.7
18 4.6 4.15 4.15 5.2 6.8 5.8 6.2 6.2 4.7
19 5.6 5.25 5.25 4.7 6.2 4.8 5.7 5.7 5.2
20 54 4.95 4.95 6.2 6.3 53 6 6 4.8
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21 5.2 4.8 4.8 6.1 5.3 4.2 4.9 4.9 5.1
22 6 5.65 5.65 6.3 7.4 5.2 5.2 5.1 5.1
23 7 5.7 5.7 8.5 8.4 4.7 4.4 4.6 6.6
24 6 5.55 5.55 8.2 10.6 4.7 6.1 3.3 4

25 6.3 5.7 5.7 7.8 7.7 54 4.4 5 55
26 5.6 5.35 5.35 6.5 52 4.5 5.2 4.6 5.1
27 5.8 5 5 4.9 5.3 3.6 4.7 4.5 6

28 6.1 6 6 6.7 6.9 6 5.2 4.4 52
29 7.2 6.15 6.15 8 7.4 6.3 6.5 53 6

30 6.9 6.15 6.15 7.4 7.2 5.8 7.6 6.8 6.5
31 5.9 4.95 4.95 7.8 7 6 7.2 4.3 5.6
32 3.9 4.25 4.25 5.6 7 54 4.7 4.3 4.4
33 6.2 5.8 5.8 8.6 6.8 6.2 7.1 5.8 5.6
34 4.6 5.05 5.05 6.9 6.4 5 5.5 5.1 5.5
35 5.9 5.85 5.85 6.7 7.3 4.7 7.4 55 5

36 5.6 6.25 6.25 7 6.1 5.6 4.6 4.9 5.2
37 5.6 6.25 6.25 7 6.1 5.6 4.6 4.9 4.9
38 7.1 5.3 5.3 8.6 7 5.1 6.9 5 4.5
39 5.6 4.95 4.95 8.4 6.3 5.2 6.3 5.1 5

40 5 4.75 4.75 8.2 7.1 54 6.2 4.4 4.9
41 4.8 4.15 4.15 6 54 4.7 4.4 4.4 5.1
42 5 5.25 5.25 7.4 6.6 54 7.2 4.2 5.1
43 6.3 6.15 6.15 10.4 7.5 6.2 6.8 6.5 4.7
44 4.9 54 54 6.6 6.5 5.8 5 5.3 5.1
45 4.4 5.5 5.5 5.7 5.5 6.2 6.1 53 5.8
46 6.4 6.05 6.05 7.7 7.1 5.6 59 5.8 4.8
47 4.7 5.2 5.2 8.2 6.1 3.6 6.6 4 5

48 6.1 5.5 5.5 7.5 6.8 5.5 5 4.8 5.8
49 5.2 54 54 8.8 7.7 54 6 5.8 54
50 5.2 54 54 1.5 6.2 5.6 4.6 5.6 5
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51 54 52 52 6.7 6 5.7 6.4 4.2 6.3
52 5.7 5.05 5.05 7.3 5.7 4.7 5.7 54 55
53 4.7 5.65 5.65 6.4 4.9 3.6 5.7 4.5 4.1
54 5.7 5.05 5.05 7.4 7.1 6 59 5 5.6
55 52 6 6 6.6 7 5.8 5.2 4.6 6.2
56 5.7 4.75 4.75 8.6 6.9 5.1 54 5.1 5.8
57 39 5.1 5.1 9.3 53 5 5.7 5.1 5.6
58 53 4.75 4.75 8 5.8 6.5 8.5 4.6 55
59 6.6 5.85 5.85 6.3 7.1 6.2 6.1 54 59
60 5.8 5.7 5.7 7.6 6.4 6.3 6.3 4.8 6.4
61 1.5 5.5 5.5 9.5 6.9 6 8.8 6.1 1.3
62 5.6 5.75 5.75 1.4 6.7 6 5.8 55 6.4
63 6.7 5.5 5.5 6.9 6.4 6.2 6.7 53 6.3
64 5.8 5.2 5.2 6.9 6.2 4.1 6.1 5.2 5

65 5.3 4.9 4.9 8 7.7 5.5 7.1 5.7 5.2

Tabla 3. Datos de las medias que se obtuvieron semanalmente en el consumo de alimento

diario de cada raton.

11 5.37 7.94 591 6.99 1.29 151 1.84 121 7.86 63.93 6.99
12 6.53 1.3 6.46 7.36 7.01 6.37 6.74 6.26 6.37 60.33 6.68
13 8.61 141 497 34.10 5.63 529 547 521 6.03 82.73 6.48
14 8.60 .1 5.% 5.03 6.57 5.74 591 5.56 6.84 5731 6.23
15 8.60 .1 5.% 4.50 530 4.70 5.36 491 5.26 51.69 5.52
16 1.21 6.67 5.04 5.36 551 5.00 5.23 5.50 6.20 51.79 5.67
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Tabla 4. Datos de los pesos corporales de cada ratén registrados semanalmente.

11 423 385 40.6 4 4.1 4.8 49.6 299.9 471.73
12 2.3 385 40.6 ) 2.1 4.8 49.6 299.9 47.73
13 46.8 44 418 44 415 422 44.6 304.9 4871
14 4.7 34 40.6 422 39.3 431 35.4 2713 44.04
15 37.6 39.2 35.3 39.1 36.6 38.2 41.1 267.1 42.65
16 37.6 39.2 353 39.1 36.6 382 41.1 267.1 42.65

Las gréficas correspondientes a las tablas 3 y 4 se muestran a continuacion.

50 Peso promedio de los ratones —— C1
49
48] —C2
a7 —C3
46
.g 45 — 1
o 444 |2
£ 43 3
©
o 42
S oa — 14
g 1 —15
g 39
6 384 — 16

T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Semanas

Figura 8.Muestra la grafica del peso promedio de los ratones

Consumo promedio de alimento diario 7 g;
—— C3|
—I1
12
13
— 14
—I5
— 16

Gramos de alimento
e

Semanas

Figura 9. Muestra la grafica del consumo de alimento diario.
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5.1. Consumo de alimento, peso corporal y grasa

intervisceral

Si bien los ratones ejercitados tendieron a consumir mds alimento a lo largo de las nueve
semanas de entrenamiento (Figura 8A), las diferencias entre los grupos fueron no
significativas. Con respecto al peso corporal, no se encontraron diferencias entre los ratones
control y los ejercitados (Figura 8B). No obstante estos resultados, la evaluacién macroscopica
de grasa abdominal inter-visceral document6 que los animales control tuvieron un incremento

de este pardmetro en comparacion con los animales ejercitados (Figura 8C).

B

801 80-
= 60 = 601
3 5
o
£ 40- £ 40
Q )
£ E
< 20' E 20_
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 semana 7 8 9 semana
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c Hl Intensivo

501

o=l =meFermle s TH
5 301
2
@ 204
o

10+

0 - - - - - -

1 2 3 4 5 6 7 semana

Figura 10. Los animales ejercitados tendieron a consumir mas alimento, mantuvieron su peso y mostraron
mejor grasa inter-visceral. A. Grafica que muestra el consumo semanal de alimento de ratones controles y
ejercitados en un periodo de 9 semanas (ANOVA: F y p; Tukey: p). B. grafica que muestra el peso
corporal de ratones control y ejercitados en un periodo de 9 semanas (ANOVA: F y p; Tukey: p). C y D.

fotografias que ilustran la grasa inter-visceral (flechas) observada en ratones control y ejercitados,
respectivamente.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Mecanica FIM



UMSNH

5.2. Densidad de condrocito en el cartilago articular

Cualitativamente, a la inspeccién visual, la cantidad de condroblastos y condrocitos
increment6 en los cartilagos articulares femoro-tibiales provenientes de los ratones ejercitados
(Figura 9A). La estimacion de la densidad celular confirmé esta apreciacion pues los
cartilagos articulares de ratones ejercitados mostraron un nimero significativamente mayor de
células condrales (Figura 9B) y de nidos condrociticos (Figura 9C) por unidad de 4rea que

aquellos obtenidos de los ratones control.

Figura 11. La densidad de células condrales en el cartilago articular femoro-tibial incrementa en respuesta
al ejercicio. A. Cortes histologicos coronales del cartilago articular femoro-tibial que documentan el
incremento de la cantidad de condroblastos y condrocitos en los ratones ejercitados. B. Graficas que
muestran la densidad de células condrales (t de Student: t=3.863;***p<0.0001) o de nidos condrociticos (t
de Student: t = 2.615; **p<0.005), respectivamente, en cartilagos articulares femoro-tibiales obtenidos de
ratones control y ejercitados. C. El area total analizada para cada grupo de ratones fue esencialmente la
misma.

En la figura numero 10 se muestra la tincion de Hematoxilina Eosina, esta tincién fue la que se
uso de referencia para la densidad de células condrales en el cartilago articular, se puede
observar que en la figura A corresponde a un cartilago articular de un ratoén control mientras
que en la figura B corresponde a un raton ejercitado. La cantidad de macromoléculas que se
muestran en la histologia de ratén control es mayor con respecto al ejercitado se mostro

haciendo un conteo de condrocitos y nidos por campo con ayuda de un microscopio.
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Figura 12.Se ilustra la morfologia del cartilago articular de un tincién con Hematoxilina Eosina en donde
la figura A es del grupo control y la figura B es del grupo ejercitado.

5.3. Evaluacion cualitativa de la matriz extracelular
condral

Una vez que los ratones fueron sacrificados, uno de los cartilagos articulares de cada ratén se
conservaron en formaldehido en donde se guardaron hasta su estudio histologico. Con el
objetivo de observar posibles cambios en la matriz extracelular del cartilago articular que
estuvieran relacionados con el ejercicio, se realizaron cortes histoldgicos con un grosor de 50
micras, los cuales fueron tefiidos con diferentes técnicas de tincién histolégicas. Se eligieron
diferentes tinciones con la finalidad de hacer una busqueda de las principales macromoléculas
que estan presentes en el cartilago articular, las cuales fueron:
A) Tincién con Hematoxilina-Eosina, la cual se usa para la busqueda de células
permitiendo resaltar su nicleo de color rosa.
B) Tincién con azul de toluidina, su principal objetivo es marcar los proteoglicanos los
cuales se tifien de color azul permitiendo observar pequefias redes y resaltando su

estructura.
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C) Tincién con dacido peryddico — Schiff (PAS), su principal objetivo es tefiir los
carbohidratos de color rojo resaltando su presencia en el cartilago articular, por
ejemplo se encuentran moléculas de glucoproteinas, glucosaminoglicanos, glucégeno,
etc.

D) Tincién con tricrémica de Masson, su principal objetivo es la busqueda de coldgeno y
se tifien de color azul resaltado las redes de colageno.

E) Tincién con oro coloidal, su principal objetivo es la bisqueda de proteinas y se tifien

de color rojo obscuro.

De acuerdo a lo anterior, la inspeccion cualitativa de la matriz extracelular condral con azul de
toluidina revelé cambios significativos en la calidad de la matriz (Figuras 10A y B). Si bien, la
cualidad tintorial no se modifica, el hecho de que haya tonalidades azules perilacunares mas
intensas en los cartilagos provenientes de los ratones ejercitados sugiere un incremento en la
sintesis de proteoglicanos basicos. Por otra parte, se observé una diferencia en la “textura” del
cartilago en los ratones control, la cual fue homogénea y de apariencia semejante al cristal
pulido o esmerilado, en constraste con los del grupo ejercitado que mostraron un incremento
en el componente fibrilar organizado tanto oblicua como radialmente en los estratos
intermedios y radiales del cartilago. Lo anterior muestra evidencia de un aumento en la
sintesis y depdsito de coldgeno. En el estrato radial, la matriz que rodea algunos nidos
condrociticos muestra una tonalidad purpura sélo en el caso de los ratones ejercitados, lo que
sugiere que éstos secretan proteoglicanos 4cidos.

En concordancia con los resultados anteriores, los cortes del cartilago articular fémoro-tibial
tefiiddos con PAS también sugieren un incremento en la produccion de glicoproteinas de matriz
por parte del componente celular condral; la intensidad de la tincién es mayor y la apariencia
de la matriz es mds granulada en los cartilagos de los ratones ejercitados en comparacién con
los del grupo control (Figuras 10C y D). La tincion de la matriz condral con el colorante
Tricromico de Masson revela depdsitos de material granular en la region perilacunar de los
condroblastos en la ldmina intermedia, indicando un proceso activo de sintesis de coldgeno
(Figuras 10E y F). Finalmente, la coloracién oro coloidal permitié identificar la presencia de

proteinas en la matriz extracelular (Figuras 10G y H).
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Control Ejercitados

A B
Azul de toluidina
(Proteoglicanos)

C D
Acido peryodico-Schiff
(Carbohidratos)

E F
Tricromica de Masson
(Colagena)

G H
Oro coloidal
(Proteinas)

Figura 13. La sintesis y deposicion de proteoglicanos, glicoproteinas y colageno en la matriz del cartilago
articular femoro-tibial parece incrementarse en respuesta al ejercicio. A y B. La imagen muestran cortes
coronales del cartilago articular teiiidos con Azul de Toluidina (A y B), PAS (C y D), Tricrémico de
Masson (E y F) y Oro Coloidal (G y H) en ratones control (A, C, E, y G) y ejercitados (B, D, F, y H). El
inserto en F ilustra la deposicion de matriz 6sea (tefiida de rojo) en los extremos del cartilago articular
sujeto a estrés mecanico relacionado con el ejercicio.

5.4. Estadistica de los datos experimentales

Las diferencias entre grupos relativas al consumo de alimento y peso corporal fueron

evaluadas mediante pruebas de t-student, sobre dos medias, pruebas de andlisis de varianza de
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una via y seguida de la prueba post hoc de Tukey. Las diferencias grupales relativas a la
densidad de los condrocitos fueron evaluadas utilizando una prueba de t-student. En ambos

casos el ajuste del nivel de significancia fue a un valor de p<0.05 [21].

5.4.1. Analisis estadistico de dos medias con t-student

Para el andlisis inferencial entre dos medias se considero:
e [Laprueba de t student.
e Seestim6 el valor de la media y varianza en cada uno de los grupos de estudio.
Se sabe que para dos muestras aleatorias independientes de tamafios nl y n2, respectivamente,

. . ) . 20 3 . .
provenientes de dos poblaciones con medias ;4 y y, y varianzasg;'y o, la variable aleatoria

correspondiente es:

X = X)) — (e — 1)

2 2
O O
_1 4 2

n, n,

zZ

Tal que tiene una distribucion normal estdndar. Si consideramos que o, =0, =0, s entonces

el estadistico anterior se reduce a:

_ ()?1 _)?2)_(/"1 — /)
1 1
o [—+—
non,

zZ

Los dos estadisticos anteriores sirven como base para el desarrollo de los procedimientos de
prueba sobre dos medias.

La hipétesis bilateral sobre dos medias en general pueden escribirse como:
H, oy — p, # d,
H, = p, # d,

Con una region critica de las dos colas.
Para el caso de observaciones pareadas en donde no hay interaccién entre los tratamientos y

las unidades experimentales, el valor de estadistico de prueba corresponde a:
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(5 —X,)—d,
s,\J1/n +1/n,

Para el caso de varianza desconocidas, donde:

=

2 _ 8 (m =D +s;(n, = 1)
n+n,—2

o)
=

La hipétesis bilateral no se rechaza cuando:
{0 +n,—2<t<t,,,n+n,—?2

DATOS RELACIONADOS CON LOS GRUPOS ESTUDIADOS

De acuerdo al experimento realizado para comparar la cantidad de comida consumida
diariamente entre un grupo de ratones control y un grupo de ratones ejercitados, en donde se
espera obtener menor consumo de alimento en el grupo de los controles con respecto a los
ejercitados, mostrando una diferencia de 1 gramo, con un nivel de significancia de 0.05. Los
estudios se realizaron para conocer los cambios que ocurren en la matriz extracelular del

cartilago articular en rodilla de raton. Para ello se plantearon las siguientes hipétesis:

Ho: pe - pe<1

Hitpe-pe>1

Donde p. y u. representan las medias poblacionales de los grupos controles y grupos
ejercitados respectivamente.

Para comprobar las hipétesis anteriores, se tuvo una muestra n;=3 para el grupo control y una
muestra n,=6 para el grupo de los ratones ejercitados. El tiempo de duracién del experimento
fue de 65 dias. Para cada uno de los ratones se obtuvieron los siguientes promedios de

alimento diario durante el periodo de estudio:
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GRUPO CONTROL GRUPO EJERCITADO

Cl C2 C3 I1 12 I3 14 I5 16

5.78 5.75 5.75 7.11 6.71 5.91 6.37 5.73 5.73

A partir de la tabla anterior se obtuvieron los siguientes promedios, donde Xx; = grupo control
y X, = grupo ejercitado:

X7 =5.76 gramos

X, =6.26 gramos

Y sus respectivas desviaciones estandar:

S1=0.02 gramos

S,=0.57 gramos

A partir de los resultados anteriores, se calculd el siguiente estadistico de prueba para la

diferencia de medias poblacionales:

f= ()_Cz _E)_do
sle/n1 +1/n,
Donde:
f:sﬂm—n+gmf4)

n+n,—2
De acuerdo a los datos se obtiene que:

» _ 0.0004)(2) +(0325)(5)
- 3+6-2

s, =23 =0.48

=0.23

_(626-570-1 05 _
(0.48)\/1/3+1/6  (0.48)(0.707)

Vv =N1+n,-2
Con v =7 grados de libertad.
& =0.05 de un nivel de significancia

La region critica se encuentra en: t > 1.895
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Conclusion.
A partir de los resultados obtenidos se concluye que la diferencia entre el consumo diario en

ambos grupos es de 1 gramo o menos con un nivel de significancia del 0.05.

PESO CORPORAL

Se llevé a cabo un experimento para comparar el peso corporal por semana en grupos de
ratones controles con grupo de ratones ejercitados, en donde se espera obtener mayor peso
corporal en el grupo controles con respecto a los ejercitados, mostrando una diferencia de 2
gramos, con un nivel de significancia de 0.05. Los estudios se realizaron para conocer los
cambios que ocurren en la matriz extracelular del cartilago articular en rodilla de ratén. Para
ello se plantearon las siguientes hipdtesis:

Ho: e - UeS 2

Hitpe-pe>2

Donde p. y pe representan las medias poblacionales de los grupos controles y grupos
ejercitados respectivamente.

Para comprobar las hipétesis anteriores, se tuvo una muestra n;=3 para el grupo control y una
muestra ny=6 para el grupo de los ratones ejercitados. El tiempo de duracion del experimento
fue de 65 dias. Para cada uno de los ratones se obtuvieron los siguientes promedios en su peso

corporal durante el periodo de estudio:

GRUPO CONTROL GRUPO EJERCITADO

Cl C2 C3 I1 12 I3 14 I5 16

42.21 41.63 39.6 42.84 42.84 43.56 39.61 38.16 38.16

A partir de la tabla anterior se obtuvieron los siguientes promedios donde Xx; = grupo control
y X5 = grupo ejercitado:

x; =41.15 gramos

x, =40.86 gramos

Y las siguientes desviaciones estandar:

Si=1.37 gramos

S,=2.50 gramos
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A partir de los resultados anteriores, se calculd el siguiente estadistico de prueba para la
diferencia de medias poblacionales:

(%, — %) —d,

[ =
s, \J1/n +1/n,

Donde:

o st (m =D +s,(n, = 1)

n+n,—2
§ = (1.88)(2) +(6.25)(5) _ 5.00
3+6-2
s, =~5.00 =2.236
,_(41.15-4086)-2 171 B

- 2.2361/3+1/6 - (2.236)(0.707) -

Con v =7 grados de libertad y

& =0.05 de nivel de significancia

La region criticase encuentra en de t > 1.895

Conclusion: A partir de los resultados obtenidos se concluye que existe una diferencia de 2
gramos o menos entre el peso corporal de los ratones del grupo control y los del grupo

ejercitado, con un nivel de significancia del 0.05.

5.4.2. Analisis de varianza

El andlisis de Varianza (ANONA) es un procedimiento muy comun utilizado para trabajar con
pruebas de hipoétesis para de medias poblacionales. El andlisis de varianza es una coleccion de
modelos estadisticos y sus procedimientos asociados, en el cual la varianza estd particionada
en ciertos componentes debidos a diferentes variables explicativas.

En este caso se hard la comparacién de tratamientos con un control, es decir se hard un andlisis

con un solo factor y diferentes niveles (k).
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Tabla 5. Tabla de ANOVA para un solo factor

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados calculada

variacion cuadrados libertad medios

Tratamiento SSA K-1 2 SSA S2

i 1

Error SSE N-K k-1 —

o SSE §
N—k
Total SST N-1

A continuacion se presentan las formulas involucradas para el andlisis de Varianza para

tamanos desiguales de muestra:

I.  Suma total de cuadrados (SST).

II.  Suma de cuadrados en tratamiento (SSA).

LT T
SSA=) L=
; n. N

.  Suma de cuadrados del error (SSE).
SSE = SST — SSA
1. CONSUMO DE ALIMENTO DIARIO.
H,: pe=pe

H;: al menos una de las medias no son iguales.

oa=0.05
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Tabla 6. Consumo de alimento diario (gramos)

GRUPOS DE ESTUDIO
Grupo control Grupo ejercitado
5.78 7.11
5.75 6.71
5.75 5.91
6.37
5.73
5.73 T..
Total (T;) 17.28 37.56 54.84
Media 5.76 6.26 6.01
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Calculada
variacion cuadrados libertad medios f
Tratamientos 0.5 1 0.5 2.158
SSA
Error SSE 1.622 7 0.2317
Total SST 2.122 8

De los totales por tratamiento se obtienen que:

Célculos: Ty =17.28, T, =37.56 y T.. = 54.84

Aplicando las formulas se obtiene que:

SST = (5.78)> + (5.75)* + (5.75)* + (7.11)* + ... + (5.73)* - (54.84)*/9 = 336.2804 — 334.1584
=2.122

SSA =(17.28)*/3 + (37.56)*/6 — (54.84)*/9 = 99.5328 + 235.1256 — 334.1584 = 0.5

SSE =2.122 -0.5=1.622

Para un nivel de significancia de 0.05 con v ;=k-1=1y v,=N-k=7 grados de libertad, se obtiene

una Region critica de: £>5.59
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Conclusion: se acepta Hy, es decir los valores promedios en el consumo de alimento diaria de

los grupos controles y ejercitados no presentan una diferencia significativa con un o =0.05.

2. PESO PROMEDIDO DE LOS RATONES.

H,: uc=pe
H;: al menos una de las medias no son iguales.
o =0.05

Tabla 7.tabla de peso promedio por ratéon (gramos)

GRUPOS DE ESTUDIO
Grupo control Grupo ejercitado
42.21 42.84
41.63 42.84
39.60 43.56
39.61
38.16
38.16 T..
Total (T;) 123.44 245.17 368.61
Media 41.15 40.86 41.005
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Calculada
variacion cuadrados libertad medios f
Tratamientos 0.1624 1 0.1624 0.032
SSA
Error SSE 35.0298 7 5.0043
Total SST 35.1922 8

De los tratamientos se obtiene que:

Célculos: T =123.44 T, =245.17y T.. =368.61

Aplicando las férmulas se obtiene que:
SST = (42.21)* + (41.63)* + (39.6)> + (42.84)* +
15097.0369 = 35.1922
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SSA = (123.44)%/3 + (245.17)/6 — (368.61)*/9 = 5079.1445 +10018.0548 — 15097.0369 =
0.1624

SSE =35.1922 - 0.1624 = 35.0298

Para un nivel de significancia de 0.05 con v =1 y v =7 grados de libertad, se obtiene una regién

critica de £>5.59

Conclusion: se acepta Hy, es decir los valores promedio en el peso de los ratones de los

gramos control y ejercitados no presentan una diferencia significativa con una a= 0.05

5.4.3. Prueba de Tukey

Es un método estdndar para realiza comparaciones pareadas permitiendo la formacién de
intervalos de confianza del 100(1 - a) % simultdneos para todas las comparaciones pareadas.
El método se basa en la distribucién de rango estudentizado. q (o, K, v) con k y v grados de

libertad e implica encontrar una diferencia significativa entre las medias iy j (i ¥j) si (yi — yj)

excede el valor de q (a, K, v)s\/1/n

1 CONSUMO DE ALIMENTO DIARIO

Para el caso de la cantidad de alimento promedio que es consumido diariamente por cada uno

de los ratones en los 2 grupos se obtuvo:

GRUPO CONTROL GRUPO EJERCITADO
Cl C2 C3 1l 2 I3 14 15 16
5.78 5.75 5.75 7.11 6.71 5.91 6.37 5.73 5.73
y, =5.76 3, =6.26

De la tabla de la ANOVA se obtuvo una varianza de s°=0.2317 con k=2 y v =7 grados de

libertad

Por lo tanto, para a=0.05 se obtiene un valor de la distribucién de:
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q(0.05,2,7)=3.34
Entonces todas las diferencias absolutas se deben de comparar con:

Vi _ (334)V0.2317
n 3

qlo, K, v]s =0.9282

En donde se tom¢ el tamafio de muestra menor. Comparando en la diferencia de medias entre

los 2 grupos de estudio:
¥, =% =05

Conclusion. Se observa que las dos medias no muestran una diferencia significativa utilizando

el procedimiento Tukey con una 0=0.05

2 PESO PROMEDIO DE LOS RATONES

Para el caso de la cantidad de alimento promedio es consumido diariamente por cada uno de

los ratones en los dos grupos se obtuvo:

GRUPO CONTROL GRUPO EJERCITADO
Cl1 C2 C3 11 2 3 14 15 16
4221 | 41.63 306 | 42.84 | 42.84 | 4356 | 39.61 | 38.16 | 38.16
y, =41.14 y, =40.86

De la tabla de la ANOVA se obtuvo una varianza de s=5.0043 con k=2 y v =7 grados de
libertad

Por lo tanto, para a=0.05 se obtiene un valor de la distribucién de:

q(0.05,2,7)=3.34
Entonces todas las diferencias absolutas se deben de comparar con:

ﬂ _ (3.34)v/5.0043
n 3

glo, K, v]s = 4.314

En donde se tom¢ el tamafio de muestra menor. Comparando en la diferencia de medias entre

los 2 grupos de estudio:
Y, =% =05

Conclusion. Se observa que las dos medias no muestran una diferencia significativa utilizando

el procedimiento Tukey con una 0=0.05
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Capitulo 6 CONCLUSIONES

6.1. Discusion general

La osteoartritis es un padecimiento crénico degenerativo que afecta, entre otros componentes
articulares, al cartilago articular. Si bien su etiologia se considera multifactorial, en fechas
recientes se ha puesto énfasis en la posibilidad de que el estrés mecanico pudiese condicionar
el desarrollo de la patologia. Aunque existen trabajos tanto in vitro como in vivo que apoyan
este concepto [5, 13], otros resultados indican que el estrés mecénico favorece el recambio y la
remodelacion del cartilago articular [14]. Las diferencias en el disefio de los experimentos
(e.g., in vivo versus in vitro) y en el grado de estrés al que se somete el tejido (e.g., ejercicio
intenso forzado) son elementos, entre otros, que podrian explicar las discrepancias entre los
estudios. Es por ello que en el presente trabajo se probo el ratébn como modelo animal tal que
permitiera evaluar de manera practica los efectos del estrés mecdnico relacionado con el
ejercicio. En este trabajo de tesis se aport6 evidencia que indica que el ejercicio a libre acceso
durante nueve semanas conduce a un incremento de los elementos celulares y de los
constituyentes acelulares del cartilago articular fémoro-tibial. Aunque no se mostré de manera
concluyente, las observaciones cualitativas y cuantitativas aqui reportadas sugieren en
conjunto que el incremento en el componente celular responde a aumentos en la proliferacién
de condroblastos, mientras que aquellos de los componentes acelulares reflejan el aumento en
la sintesis de proteoglicanos y coldgeno por parte de los condroblastos y condrocitos. Estos
resultados son absolutamente compatibles con los reportados por Ting Kuo [22]. Asi, el
ejercicio practicado voluntariamente por nueve semanas promueve la remodelacion del
cartilago articular femoro-tibial en el ratén. Sin embargo, en base a los resultados obtenidos no
se puede concluir de manera definitiva que el sostenimiento del ejercicio conduce a una
degeneracion articular.

Una de las posibles limitaciones de nuestro estudio es el hecho de que el régimen de ejercicio
fue auto-impuesto de manera voluntaria. Esta situacion podria generar dudas de la eficacia del

disefio. Sin embargo, los hechos de que los ratones ejercitados tendieran a consumir mas
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alimento, mantuvieran su peso, tuviesen menor cantidad de grasa inter-visceral y que
presentaran cartilagos articulares hipertréficos, apoya la efectividad del protocolo.

En la actualidad, es comun el que los médicos aconsejen a pacientes que sufren de alteraciones
metabdlicas (e.g., diabetes mellitus), de sobrepeso y/o endocrinoldgicos la realizacién de
rutinas de ejercitacion de distinta demanda, sin considerar la posibilidad de que dichos estados
morbidos podrian de por si haber ya afectado a las articulaciones. Modelos como el propuesto
en esta tesis, permitirian en un futuro inmediato evaluar los efectos que distintas rutinas
forzadas o de libre acceso con diferentes demandas fisicas pudiesen tener sobre la
morfofisiologia articular, ya que en ratones se observan distintos fenotipos patoldgicos
equivalentes a los observados en la poblaciéon humana. En este contexto el presente trabajo

abre toda una linea de investigacion en modelos animales con potencial trasnacional.

6.2. Conclusiones del trabajo de tesis

Como conclusiones derivadas del presente trabajo de tesis, se pueden citar los siguientes:

. El ejercicio a libre acceso durante nueve semanas condujo a un incremento de los
elementos celulares y de los constituyentes acelulares del cartilago articular fémoro-tibial.

. El incremento de los componentes celulares responde a un aumento en la proliferacion
de condroblastos.

. Se observo un incremento de la proliferacion de los proteoglicanos y coldgeno.

. El ejercicio voluntario que se practic por nueve semanas promovid la remodelacion
del cartilago articular en el raton.

. No se obtuvieron resultados conclusivos respecto al consumo diario y al peso del raton

en ejercitacion durante el periodo de estudio.
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6.3. Perspectivas a futuro

Para trabajos a futuros podrian considerarse los siguientes aspectos:

. Prolongar el periodo de ejercitacion para evaluar el potencial osteoartrogénico del
mismo.
. Trabajar con animales obesos en un periodo de ejercitacion para evaluar el potencial

osteoartogénico del mismo.

. Trabajar con animales diabéticos.

. Realizar el estudio con diferentes periodos de ejercitacion para valorar los diferentes
niveles de estrés mecanico en relacion al ejercicio.

. Adaptar un aparato de ejercitacion que cuantifique la duracién del ejercicio.
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ANEXOS

Protocolos de las técnicas de tincién histoldgicas.

I. Tincion con Hematoxilina-Eosina

1. Lavar la laminilla con PBS tres veces durante 10 minutos.

2. Bafiar en paraformaldehido durante 10 minutos.

3. Lavar 3 veces con PBS de forma rédpida.

4. Hacer la tincion de nucleos con Hematoxilina durante 10 minutos.

5. Hacer el viraje de azul con agua (de la llave) durante 2 minutos.

6. Pasar rapidamente por alcohol-4cido durantel segundo.

7. Hacer el viraje a color café y eliminar el exceso de tincién de nicleos y enjuagar con
agua bidestilada durante 40 segundos.

8. Pasar por carbonato de litio para restablecer la tonalidad azul de los nucleos por 10
segundos.

9. Enjuagar con agua bidestilada.

10.  Pasar por etanol al 70 % durante 1 minuto.

11.  Hacer la tincion de citoplasma con Eosina durante 25 segundos a 1 minuto.
12.  Deshidratar la laminilla con etanol al: 50%
70%
96%
100%

II. Tincién con azul de toluidina
Lavar la laminilla con PBS tres veces durante 10 minutos.
Bafiar en Paraformaldehido durante 10 minutos.
Lavar 3 veces con PBS de forma rédpida.

Teiiir con solucién de azul de toluidina por 10 — 20 minutos.

AN

Enjuagar con agua destilada.
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Montar en glicerina.
Pasar por etanol al 95% durante un minuto.
Pasar por etanol al 100% durante un minuto.

Aclarar con xileno.

II. Tincién con Acido Peryodico Schiff (PAS)

Para preparar el Reactivo de Schiff con los siguientes compuestos.

1 gr. Fucsina basica

200ml. Agua destilada

2 gr. Metabisulfito de sodio o potasio
10ml. IN Acido clorhidrico

0.5-1 gr. Carb6n activo

Posteriormente se sigui6 el siguiente Protocolo de PAS:

1.

2
3
4
5
6.
7
8
9

10.
11.
12.

Lavar la laminilla con PBS tres veces durante 10 minutos.

Banar en paraformaldehido durante 10 minutos

. Lavar 3 veces con PBS.

Banar en 4cido peryodico al 0.5% por 15 minutos.
Lavado en agua corriente por 5 minutos.

Lavado en agua destilada.

. Teiiir con el reactivo de Schiff por 10 a 15 minutos (lo da el tejido cuando esté rosado)
. Lavar en agua (de la llave) por 5 minutos.

. Lavar en agua destilada.

Tefiir en Hematoxilina de 3 a 5 minutos.
Lavar en agua corriente durante 5 minutos.
Deshidratar la laminilla con etanol al: 50%
70%
96%
100%
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IV. Tincion con Tricromica de Masson

Lavar la laminilla con PBS tres veces durante 10 minutos.

Baiiar en paraformaldehido durante10 minutos

Lavar 3 veces con PBS.

Teiir con Hematoxilina férrica durante 10 minutos.

Lavar en agua corriente durante 10 minutos.

Lavar en agua destilada.

Teiiir con la solucidn de escarlata-fucsina dcida durante 2-5 minutos.

Lavar en agua destilada.

X 2w Wb o=

Tratar con la solucion de dcido fosfomolibdico-fosfotingstico durante 10-15 minutos si
se va a colorear con la solucién de azul de anilina, o en la soluciéon acuosa de acido

fosfotungstico al 5% durante 15 minutos si se desea tefiir con verde luz.

10.  Teiir con solucién de azul de anilina 15 minutos o con solucién de verde luz 5
minutos.
11.  Lavar en agua destilada.
12. Diferenciar en la solucion de acido acético al 1% durante 3-5 minutos.
13.  Deshidratar la laminilla con etanol al: 50%

70%

96%
100%
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EFECTO DEL EJERCICIO SOBRE LA CONFORMACION
INTERNA DEL CARTILAGO ARTICULAR DE RODILLA
EN RATON COMO MODELO ANIMAL

ABISAG MARIN ESPINOZA?, LAURA A. IBARRA BRACAMONTES?, GABRIEL GUTIERREZ OSPINA®,
3FACULTAD DE INGENIERIA MECANICA UMSNH, PINSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS UNAM

RESUMEN

La osteoatrosis es un padecimiento crénico
degenerativo de las articulaciones sinoviales de
amplio movimiento. Aunque se ha propuesto que el
estrés relacionado con el ejercicio puede
predisponer su desarrollo. En este trabajo
instrumentamos un modelo animal de distintos
niveles de estrés mecanico asociado al ejercicio y su
potencial osteoartritico.

Fotografia de un cartilago articular de un ratén. A) un cartilago
articular sin dafio sobre la superficie articular. B) un cartilago
articular con dafio en la membrana superficial.

INTRODUCCION.
El cartilago articular es repetidamente sometido a
altos impactos durante el dia, la superficie del
cartilago articular se puede ver afectada por
desgaste, y con ello comenzar la patologia de la
osteoartritis.

En este trabajo se evalué el impacto del
ejercicio en el desarrollo de la osteoartritis en el
cartilago articular de la rodilla en ratones CD1.
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Estructura del cartilago

La fotografia ilustra la
rueda de ejercicio con
un ratén en
movimiento.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Los ratones machos se agruparon en dos
condiciones. El primero fue un grupo control
(n=3). El segundo grupo ejercitado (n=6) tuvo
acceso libre a una rueda de ejercitacién por 65
dias; el registro de actividad fue realizado
visualmente dos veces al dia a lo largo del periodo.
Durante éste tiempo se determiné el consumo de
alimentoy el peso corporal.

En 1B de la UNAM se realizaron estudios
histol6gicos que se muestran a continuacion.

La morfologia del
cartilago articular se
ilustra en las
siguientes histologias
A) grupo control y B)
grupo ejercitado.

. Pericondrio
Matriz extracelular
- Condrocitos
Condroblastos
Nidos

idsneg

Pt

.

%

CONCLUSIONES

El ejercicio a libre acceso durante 65 dias conduce
a un incremento de los elementos celulares y los
constituyentes  acelulares y promueve la
remodelacion del cartilago articular de un ratén.

- Union cartilago/hueso

Lagunade condrocitos
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