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1. Introduccién
1.1. Generalidades del efecto del ejercicio sobre los tejidos muculoesqueléticos

Recientemente hay un gran interés en la relacidon que existe entre el ejercicio y la
salud. Varios estudios han demostrado que el incremento en la actividad fisica
disminuye el riesgo de enfermedades cardiovasculares, mejora la presion
sanguinea, ayuda en la reduccién de peso, mejora el estado de &nimo, y aumenta

el bienestar emocional (Hunter et al., 2009)

El ejercicio ya es una actividad popular en muchos paises, sobre todo en la parte
occidental del mundo por lo que ha llegado a ser parte de un estilo de vida
moderna. En contraste, un porcentaje menor de la poblacion tiene la percepcion
de que el ejercicio es potencialmente peligroso para las articulaciones, en
particular sobre las extremidades inferiores (Hunter et al., 2009). Millones de
personas en varios paises regularmente practican actividades fisicas
recreacionales o competitivas, por tal motivo muchos médicos han postulado que
estas actividades podrian tener consecuencias adversas a largo plazo sobre las

articulaciones (Gahunia et al., 2012)

Las articulaciones son parte del sistema esquelético y estdn compuestas de tejido
conectivo especializado el cual, actia de forma sinérgica para tratar con eficacia y
eficiencia las cargas mecanicas encontradas a lo largo de toda la vida. Cuando
realizamos tareas como ponernos de pie, caminar o correr, la rodilla

principalmente soporta fuerzas de magnitudes muy altas (Wu et al., 1996).

Varios estudios han mencionado el efecto del ejercicio sobre los huesos,
musculos, tendones, y el cartilago donde se ha demostrado que facilita ciclos
catabdlicos y anabdlicos dentro de estos tejidos, manteniendo asi una correcta
homeostasis. Sin embargo, un drastico incremento o disminucion en la intensidad
de las actividades fisicas resulta en un desequilibrio homeostatico. También,
lesiones debidas a ejercicios extremos o inapropiados pueden afectar no solo el
hueso, masculos, ligamentos o tendones, sino también al cartilago articular, y todo

esto causa inflamacién, dolor, y rigidez a la articulacién. Todo esto conduce a
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padecer osteoartritis (OA), que se caracteriza por excesiva degradacion y eventual

pérdida del cartilago articular (Gahunia et al., 2012)
1.2 ¢ Qué es la osteoartritis?

La OA es una enfermedad cronico degenerativa de las articulaciones (Bay-Jensen
et al., 2010), que lleva a discapacidad fisica, perjudicando la calidad de vida de la
poblacion adulta, con mayor impacto en paises industrializados (Madry et al.,
2012) Los sitios frecuentemente afectados son las manos, rodillas, pies, cadera y
columna vertebral (Goldring et al., 2007).

La OA se caracteriza principalmente por la degradacion y pérdida del cartilago
articular, sin embargo, también hay cambios hipertroficos en el hueso con
formacion de osteofitos, remodelacion del hueso subcondral, inflamacion de la
membrana sinovial e hipertrofia de la capsula articular (Fig. 1) (Mahajan et al.,
2005). Estos cambios son diagnosticados en estados avanzados de la
enfermedad. El principal problema en la OA es que la enfermedad en la mayoria
de los casos es detectada hasta que las alteraciones en la articulacion son
demasiado pronunciadas, con dolor y cambios radiograficamente detectables. Las
muestras de cartilago articular son dificiles de obtener debido a que usualmente
en la enfermedad en etapas tempranas todavia no hay sintomas clinicos. Por esta
razon existe un gran numero de modelos animales para estudiar estados

tempranos de la degradacion de cartilago articular en la OA (Lorenz et al., 2006).

Todavia no se conoce completamente la etiologia de esta enfermedad pero
parece ser el resultado de un complejo sistema de interacciones mecanicas,
biolégicas, bioguimicas, moleculares y enzimaticas que llevan a la destruccion del
cartilago articular. (Martel-Pelletier et al., 2008). Desafortunadamente, el cartilago
articular tiene una capacidad limitada de regeneracion, esta regeneracion se
establece como una reaccion a la pérdida de las fibras de colageno asi como otros
componentes de la matriz extracelular. Las capacidad mecanica se reduce

considerablemente en comparacion a una articulacion normal (Lorenz et al., 2006)



1.3 Biologia, estructura y organizacion del cartilago articular

El cartilago articular es un tejido conectivo altamente especializado, avascular,
aneural y alinfatico (Heijink et al., 2012), que proporciona una superficie de apoyo
para evitar o tener poca friccion, mientras que también absorbe y transmite la
compresion, tension y fuerza de impacto a través de la articulacion diartrodial. Las
propiedades biomecanicas del cartilago articular estan garantizadas por la
particular organizacion de la matriz extracelular (MEC), encargada de dar
resistencia a la traccidén y tensién. Estas cargas mecanicas son distribuidas a
través de la MEC, donde son disipadas y transmitidas posteriormente a los
condrocitos (Madry et al., 2012).

Hueso Subcondral
:
Ligamentos '
: ¢ Femur Remodelamiento de
; huesoy esclerosis
Cartilago
Membrana

sinovial

Degradacion de
cartilago
\\N“ Dario a los meniscos

l
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f 1’ Inflamaciénenla
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Fig. 1 Caracteristicas patogénicas de la osteoartritis. Esquema de la
articulacion de la rodilla saludable (lado izquierdo) y cambios producidos por la
osteoartritis (lado derecho) (Hunter et al., 2006).



Los principales constituyentes de la MEC del cartilago son el colageno y
proteoglicanos. El colageno tipo Il es el principal componente molecular en el
cartilago articular normal pero colagenos lll, VI, IX, X, XI, XllI, y XIV contribuyen en
pequefias cantidades a mantener la matriz extracelular (Umlauf et al., 2010). Los
proteoglicanos estan presentes en mayor cantidad y forman complejos
macromoleculares con el acido hialurénico llamado agrecano. La “unidad de
agrecano” comprende una proteina nucleo la cual establece varias interacciones
con cadenas laterales de diferentes glucosaminoglucanos (GAG). Varias unidades
de agrecanos son después ensambladas en forma radial y conectadas a
moléculas de &cido hialurénico a través de la unién con proteinas. Se establece
que el acido hialurénico tiene una conexion funcional con el condrocito via el
receptor CD44 (Madry et al., 2012). Otros proteoglicanos presentes en el cartilago
incluyen a los sindecanos y glipicanos, la decorina, biglicano, fibromodulina,
lumicano, epificano, y perlecano (Umlauf et al., 2010). El cartilago esta dividido en
cuatro zonas con diferentes funciones: la superficial, la media o transicional, la
profunda o radial, y las zonas del cartilago calcificadas (Fig. 2). No hay un limite
bien definido entre las tres primeras zonas (Martel-Pelletier et al., 2008; Umlauf et
al., 2010).

La zona superficial, la mas delgada de las cuatro, consiste de finas fibras
colagenas con orientacion tangencial, bajo contenido de proteoglicanos, y los
condrocitos estan alargados y alineados paralelamente a la superficie. Esta zona
esta en contacto con el fluido sinovial, y es responsable de la mayoria de las
propiedades de tensién que permiten al cartilago resistir la fuerza de compresién y

tensién impuesta por el movimiento de la articulacion.

La zona media representa el 40-60% del total del cartilago. Esta formado por
proteoglicanos y fibras coldgenas gruesas organizadas en haces radiales o capas.

Los condrocitos en esta zona son de baja densidad y tienen una forma redonda.

En la zona profunda, los condrocitos tienen la misma forma que en la zona media

y estan alineados perpendicularmente a la superficie articular, pero en baja



densidad. Esta zona contiene fibras colagenas largas en una disposicion radial,

también contiene una gran cantidad de agrecanos.

El cartilago calcificado esta dividido en otras zonas por la zona de marea, y se
separa fisica y mecanicamente del cartilago hialino y hueso subcondral. Su
principal funcion parece ser el anclar el cartilago al hueso por medio de las fibras
de colageno de la zona radial que penetran dentro del cartilago calcificado. En
esta zona la poblacion celular es muy escasa y los condrocitos son hipertroficos
(Martel-Pelletier et al., 2008; Goldring et al., 2009).

Cartilago articular

Zona de marea

| Zona calcificada
e Linea de cemento
I— Hueso subcondral

Hueso calcificado

Fig. 2 Esquema de la estructura del cartilago articular normal y el hueso subcondral. La
figura muestra una vision de la estructura interna del cartilago articular y las zonas que sirven
de anclaje al hueso subcondral (Madry et al., 2012).

El condrocito es el unico tipo celular presente en el cartilago articular, representa
menos del 5% del volumen del tejido (Madry et al., 2012), tiene baja actividad
metabdlica, sobrevive bajo condiciones relativas de hipoxia y en ausencia de

suministros vasculares. Esta célula, es responsable de remodelar y mantener la
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estructura y funcion de la matriz del cartilago; y posee poca capacidad
regenerativa (Goldring et al.,, 2007). Los condrocitos reaccionan a cambios
estructurales del ambiente de la MEC produciendo citocinas catabolicas y factores
anabdlicos, que actian sobre los condrocitos y células de tejidos adyacentes. Los
condrocitos tienen receptores para componentes de la MEC, muchos de los cuales
responden a estimulacion mecanica. Entre estos receptores se incluyen varias
integrinas, que sirven como receptores para fibronectina y fragmentos de colagena
tipo Il. La activacibn de estos receptores puede estimular la produccién de
enzimas degradadoras de la MEC, citocinas inflamatorias y quimiocinas, sin
embargo, no se ha establecido si estos eventos inician o retroalimentan la

degradacion de la matriz (Goldring et al., 2011).
1.4 Epidemiologia

La OA esta reconocida como la enfermedad articular y el segundo problema
reumatolégico mas coman en todo el mundo (Mody et al., 2012). La OA se espera
que sea la cuarta causa de discapacidad mundial para el aflo 2020 (Woolf et al.,
2003).

Un estudio en el 2005 en Estados Unidos estim6 que la OA es una de las cinco
causas principales de discapacidad en adultos. En el 2006 se contabiliz6 que
alrededor de 40 millones de europeos sufren de OA y aproximadamente el 25%
son adultos con discapacidad. Con estos datos la proyeccion es que para el afio
2030, 20% de las personas adultas desarrollaran OA en el oeste de Europa y
norte de América (Mobasheri, 2011).

Varios estudios han demostrado que en la poblacion entre 60 a 64 afios la OA se
desarrolla en un 23% en la rodilla derecha de hombres contra 16.3% en la
izquierda, mientras que su distribucion parece ser equilibrada en mujeres donde el
24.2% ocurre en la rodilla derecha; y 24.2% en la rodilla izquierda(Michael et al.,
2010).

Por otro lado la prevalencia de OA de rodilla se ha estimado en 18 a 25% en

varones de Europa del este, en 24 a 40% en mujeres en edades de 60 a 79 afos
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en Paises Bajos y en 28 a 34% en adultos de Espafia. En México, en una
encuesta nacional de salud hecha en el 2005, se estim6 que el 26% de la
poblacion presenta algun sintoma de afeccion reumatica; en general, la rodilla es
la articulacién inferior mas afectada (16%) y su prevalencia aumenta hasta 35% en
la octava década de vida (Morales et al., 2007).

1.5 Patogénesis de la OA

La OA es resultado de una falla para mantener la homeostasis entre la sintesis y
la degradacion de los componentes de la MEC (Heijink et al., 2012), la cual puede
tener diferentes etiologias, pero con cambios biolégicos, morfolégicos y
caracteristicas clinicas similares (Madry et al., 2012). Los cambios patoldgicos
vistos en articulaciones con OA incluyen la degradacion del cartilago articular,
remodelacion del hueso subcondral, formacion de osteofitos, grados variables de
inflamacion de la membrana sinovial, degeneracion de los ligamentos e hipertrofia

en la capsula articular (Loeser et al., 2012).

El proceso patofisiologico de la OA puede es dividido en tres estados: Al principio,
la MEC se degrada a nivel molecular. El liquido tisular aumenta y la cantidad de
moléculas de matriz, particularmente el agrecano disminuyen. La estructura de la
red de colageno se dafa, esto lleva a reducir la dureza del cartilago. En el
segundo estado, los condrocitos intentan compensar el dafio con un aumento en
la actividad metabdlica. Se forman agregados celulares rodeados de moléculas de
matriz recién sintetizadas. Esta condicion puede permanecer por varios afios. En
el tercer estado, los condrocitos no son capaces de mantener (Umlauf et al., 2010)
la actividad de reparacion y como consecuencia hay una pérdida completa de
cartilago. El hueso subcondral reacciona con desprendimiento de fibras y
formacion de quistes. Una caracteristica consistente de la OA es la formacion de
osteofitos y nddulos osteocondrales con lo que la OA se distingue de otras artritis.
La funcion exacta de los osteofitos es desconocida, pero puede contribuir a la

estabilizacion de las articulaciones afectadas por la OA (Lorenz et al., 2006).



Se demostré que durante la patogénesis de la OA los condrocitos responden a
estimulos adversos promoviendo la degradacion de la matriz y regulando
negativamente los procesos de reparacion. Como consecuencia los condrocitos
sufren cambios fenotipicos dramaticos, a los que se les ha denominado
“transdiferenciacion” (Kouri et al., 2006). Este fendmeno esta relacionado con los
cambios celulares como la ruptura del citoesqueleto, el incremento del reticulo
endoplasmico rugoso y el aparato de Golgi, asi como el aumento de actividades

bioguimicas y moleculares de los condrocitos (Kouri et al., 2002)

El fallo en el mantenimiento de la homeostasis entre la sintesis y degradacién de
los condrocitos provoca la pérdida de fibras de colageno y proteoglicanos de la
MEC (Lorenz et al., 2006). Como primer mecanismo compensatorio, en la
articulacion aumenta la sintesis de moléculas de matriz y la proliferan los
condrocitos en las capas mas profundas del cartilago, este mecanismo es capaz
de mantener la integridad del cartilago articular por varios afios, ya que los
condrocitos de la zona superficial son incapaces de compensar la pérdida de
moléculas de MEC. Sin embargo, si continla el dafio mecéanico repetido en la
articulacion se induce la degradacion del tejido articular, debido al aumento en la
expresion y activacion de enzimas degradativas y esta situacion termina por

superar la reparacién (Umlauf et al., 2010; Heijink et al., 2012).

Aunque persiste el debate acerca de si el proceso de la enfermedad se origina en
el cartilago articular, la membrana sinovial o el hueso subcondral, muchos
investigadores coinciden en que el desarrollo de la OA ocurre en los condrocitos
en la mayoria de los pacientes diagnosticados. Debido a que los condrocitos son
blancos de mecanismos inflamatorios promovidos por la inflamacion de la
membrana sinovial, los condrocitos osteoartriticos presentan un aumento en la
expresion de citocinas (IL-1B8, TNFa y quimiocinas), que activan varias vias de
sefalizacion inflamatorias, asi como la activacion de genes blanco que promueven

el catabolismo (Madry et al., 2012)



1.6 El papel de las citocinas en la OA

Muchas citocinas anti-inflamatorias como por ejemplo la IL-4, IL-10 e IL-13 y
factores de crecimiento como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el
factor de crecimiento transformante-beta (TGF-) producidos por los condrocitos,
estan involucrados en la homeostasis del cartilago articular. Estas moléculas
promueven cambios en el metabolismo y fenotipo de los condrocitos, llevando a

alteraciones de la estructura de la matriz del cartilago (Umlauf et al., 2010).

En la actualidad se sabe que la inflamacion participa en la progresion de la OA
aun en estados tempranos de la enfermedad. La liberacion de factores
inflamatorios como citocinas proinflamatorias estan involucradas en el
desequilibrio metabdlico, aumentando el catabolismo de la articulacién en la OA.
La interleucina-1beta (IL-18), factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa) e IL-6 parecen
ser las principales citocinas que participan en la patofisiologia de la OA, aunque
también hay otras citocinas que participan en el proceso degenerativo del cartilago
(IL-8, IL-15, IL-17, IL-18, IL-21, factor inhibidor de leucemia (LIF) y quimiocinas)
(Kapoor et al., 2011).

Las citocinas IL-1B y TNF-a son importantes en la progresion de la OA, por ser
mediadores predominantes de la inflamacion. Sin embargo, la IL-1p3 parece estar
asociada con la destruccion del cartilago ya que por si sola puede inducir
metaloproteinasas (MMP’s), agrecanasas, 0xido nitrico sintasa inducible (iNOS),
ciclooxigenasa 2 (COX-2), y reduce la sintesis del inhibidor tisular de
metaloproteinasas (TIMP) (Umlauf et al., 2010; Kapoor et al., 2011). Aunque IL-18
es aceptada como una citocina proinflamatoria, la delecién del gen Il1b acelera el
desarrollo de la OA en el modelo de raton, sugiriendo una compleja funcion de
esta citocina en mantener la homeostasis del cartilago articular (Kapoor et al.,
2011).

Las citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 son de interés en la OA por su potente actividad
anti-inflamatoria, ademas por el hecho de que estas citocinas estan presentes en

altos niveles en el fluido sinovial de pacientes con OA (Malemud, 2004).
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Principalmente la IL-10 ha demostrado tener un efecto inhibidor sobre la IL-13 y
TNF-a en estudios in vitro e in vivo, protegiendo a los condrocitos. También inhibe
algunos procesos catabolicos e inflamatorios en pacientes con OA (John et al.,
2007; Helmark et al., 2010; Lems et al., 2010).

Ademas de esas citocinas, los factores de crecimiento tienen un papel importante
en la regulacion de la homeostasis. Se ha demostrado que factores anabdlicos
aumentan su expresion en la OA incluyendo el TGF-B, el FGF, y la proteina
morfogénica de hueso (BMP) que inducen la produccién de moléculas de matriz, y
también tienen impacto sobre las funciones biolégicas de las citocinas y otras
moléculas presentes en el tejido articular (Malemud, 2004; Martel-Pelletier et al.,
2008; Umlauf et al., 2010). Sin embargo TGF-B ha mostrado ser un factor de
crecimiento multifuncional que puede regular la proliferacion celular, promover la
sintesis de moléculas de la MEC principalmente proteoglicanos e inhibir la
diferenciacion hipertréfica de los condrocitos; también TGF-3 puede contrarrestar
los efectos de la IL-1B y algunas enzimas proteoliticas (Fig. 3) (Martel-Pelletier et
al., 2008; van der Kraan et al., 2009).

1.6.1. Interleucina-lbeta

La interleucina-1beta (IL-1B) es producida como un precursor inactivo de 31 kDa
(pro-IL-1B) el cual es activado por un corte proteolitico para generar su forma
activa de 17 kDa; la enzima responsable de este proceso es la caspasa-1, también
llamada enzima convertidora de IL-18 (ICE) (Malemud, 2004; Daheshia et al.,
2008).

La IL-1B activa a las células a través de su receptor especifico en la superficie
celular conocido como receptor de IL-1 tipo 1 (IL-1RI). La expresion de este
receptor incrementa en condrocitos humanos durante la OA. En la membrana
superficial de los condrocitos esta presente otro receptor llamado receptor de IL-1
tipo 2 (IL-1RII), este receptor es un receptor sefiuelo debido a su incapacidad para

transmitir sefiales (Daheshia et al., 2008; Kapoor et al., 2011).
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En la patologia de la OA, la IL-18 estimula la sobreexpresion de genes que
codifican para enzimas proteoliticas, y estimula la liberacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS), principalmente oOxido nitrico (NO) y anién superoxido que
genera peréxido de hidrogeno, peroxinitrito y radicales hidroxilos, que contribuyen
a la destruccion del cartilago. Ademés la IL-1B inhibe la expresion de enzimas
antioxidantes, incluyendo a la superoxido dismutasa, catalasa y glutation

peroxidasa.

Liquido
sinovial

Figura 3 Liberacion de citocinas del cartilago articular hacia el fluido sinovial por un estimulo
mecanico. La IL-18 y TNF-a son liberadas por los condrocitos, provocando la sintesis de
metaloproteinasas (MMPs). Simultdneamente, son liberados IL-10 y TGF- para poder
contrarrestar el dafio al cartilago (Souich, 2007).
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Los efectos catabdlicos y proinflamatorios de IL-13 son a través de la activacion de
varias vias de sefalizacion incluyendo las de la cinasa N-terminal c-Jun y la
proteina cinasa activada por mitégenos p38 y mas importante, el factor nuclear kB
(NFkB). El factor nuclear NFKB media la expresion de varios genes inflamatorios
como los que codifican para iINOS, COX-2 y quimiocinas, y también contribuye a la
induccion de MMP-1, MMP-9, MMP-13 y ADAMTS-4 (Kapoor et al., 2011).

Concentraciones minimas de IL-1B, en su forma activa, se han encontrado en el
liquido sinovial. La IL-1B no se ha detectado en plasma de pacientes con OA aun
con niveles altos de IL-18 en liquido sinovial (Lotz, 2010), sugiriendo que IL-13
probablemente actla localmente y altera el metabolismo de los condrocitos en la
OA (Malemud, 2004).

1.6.2 Interleucina 10

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria con propiedades inmunoreguladoras y
liberada principalmente por las células del sistema inmune. Alguna células del
tejido conectivo producen la IL-10 incluyendo a los condrocitos (Schulze-Tanzil et
al., 2009). Varios estudios revelan un efecto inhibidor de IL-10 sobre la sintesis de
diversas citocinas proinflamatorias en articulaciones inflamadas. Los condrocitos
producen IL-10 constitutivamente y también producen el receptor para IL-10 (IL-
10R) (Muller et al., 2008), el cual es un tetrAmero hecho de dos cadenas de IL-
10R1 y dos de IL-10R2 (lannone et al., 2001).

Al comparar la expresiéon de IL-10 y el receptor de IL-10 en condrocitos normales,
OA y fetales, observando que la expresion del mRNA de IL-10 la mas alta fue en
condrocitos OA (Muller et al., 2008).

La IL-10 tiene una amplia gama de actividades condroprotectoras. Estimula la
sintesis de colagena tipo Il y la expresion de proteoglicanos, inhibe la actividad de
MMPs, citocinas proinflamatorias y la produccion de éxido nitrico ademas protege

a los condrocitos de la muerte via apoptosis (Lotz, 2010).
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El mecanismo por el cual la IL-10 inhibe la sintesis de citocinas aun no se han
definido. Algunos estudios sugieren que IL-10 inhibe la sintesis a través del
bloqueo de NF-kB para la transcripcién de genes. Otros reportes sugieren que el
efecto de IL-10 es principalmente post-transcripcional. Todas estas observaciones
pueden ser correctas, ya que los efectos inhibitorios de IL-10 son a mudltiples

niveles (Brennan, 1999).
1.6.3 Factor de crecimiento transformante-beta

El factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) es un factor de crecimiento
involucrado en numerosos procesos biolégicos como proliferacion, diferenciacion,

desarrollo embrionario, carcinogénesis e inflamacién (van der Kraan et al., 2009).

En células animales, hay tres isotipos de TGF-B, llamados 31, B2 y 3. Todas las
isoformas muestran una homologia de 84-92% (Blaney Davidson et al., 2007). El
cartilago articular normalmente contiene TGF-f3 almacenado en una forma latente
y posee muy poco en su forma activa. En cartilago OA los niveles de TGF- estan
incrementados comparados con un control normal (Roman-Blas et al., 2007). Para
activar a los condrocitos TGF- sefaliza a través de dos receptores, TGF-3-RI
(ALK5) y TGF-B-RII. ElI TGF-B se une al receptor tipo Il, recluta y fosforila al tipo | 'y
subsecuentemente activa a Smad2 o Smad3 por fosforilacion (Blaney Davidson et
al., 2005; Roman-Blas et al., 2007). El TGF-B regula la expresion de proteinas de
la MEC, incluyendo fibras de colagena y fibronectina. EI TGF-B reprime la
degradacion de la MEC, por inhibicion de la expresion de MMP’s y serina
proteasas, asi como también por aumento en la expresion de inhibidores de
proteasas como el inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMPSs) y el inhibidor del
activador del plasminégeno (PAIs) (Javelaud et al., 2004). El TGF-B es capaz
también de contrarresta los efectos de IL-1B y TNF-a y otros genes inhibiendo la
expresion de receptores de citocinas y enzimas proteoliticas. (Blaney Davidson et
al., 2007; Martel-Pelletier et al., 2008).

Sin embargo, el efecto protector de TGF-B sobre el tejido articular parece ser
dependiente de la edad (Martel-Pelletier et al., 2008).
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1.7 Efecto de la actividad fisica sobre la articulacion.

El ejercicio articular no solo incrementa el flujo sanguineo para varios tejidos
conectivos de la articulacion, sino que también mantiene las articulaciones
lubricadas. Actividades diarias de baja a moderada intensidad facilitan los ciclos
de catabolismo y anabolismo dentro de estos tejidos, manteniendo la degradacion
y reparacién en balance (Gahunia et al., 2012)

El ejercicio de alto impacto, como entrenamientos de resistencia y correr largas
distancias, puede causar estrés a los huesos de las extremidades. En respuesta a
este estrés, los osteoblastos construyen nuevo hueso, especificamente en los
sitios de estimulo, resultando en una mayor densidad 6sea que es capaz de

resistir el impacto repetitivo.

De los tejidos esqueléticos, el musculo responde con mayor rapidez al ejercicio.
Los musculos usados en un ejercicio en particular son reconstruidos sintetizando
mas proteinas de musculo e incrementando su tamafo. El ejercicio constante de
los muasculos es necesario para mantener el incremento de tamafo. Sin la
adecuada estimulacion, los musculos experimentaran una acelerada actividad

catabdlica resultando en una atrofia muscular.

La integridad de los tendones y los ligamentos es critico para la funcion del
sistema esquelético, porque éstos unen a los muasculos con el hueso y a los
huesos entre si, facilitando el movimiento coordinado y transmitiendo la fuerza a
través de las articulaciones. Cuando se exponen a ejercicio regular, los ligamentos

se hacen fuertes y son mas resistentes a las lesiones.

El cartilago articular es un tejido conectivo especializado altamente hidratado con
la capacidad de soportar las fuerzas de impacto. El ejercicio regular facilita la
difusibn de nutrientes a través del cartilago, y el ejercicio moderado
probablemente mejore la composicién molecular del cartilago. En contraste, poco
ejercicio o la inmovilizacion eventualmente comprometera la lubricacion del
cartilago, aunque esto puede ser revertido con actividad fisica (Gahunia et al.,
2012).
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Varios estudios han mostrado el efecto del ejercicio sobre los huesos, musculos,
tendones, ligamentos, membrana sinovial, y cartilago articular como método
terapéutico en pacientes con OA (Hunter et al., 2009), modulando principalmente
el evento inflamatorio, disminuyendo sintomas como dolor, hinchazén vy rigidez
articular (Bosomworth, 2009; Goldring et al., 2011)

Todos los factores relacionados a los beneficios y riesgos del ejercicio deben de
ser considerados. La primera consideracion con respecto al ejercicio es saber si el
uso repetitivo del cartilago articular como evento primario promueve un cambio

degenerativo. Si ese fuera el caso, el ejercicio llevaria a la progresion de la OA.

Hablando particularmente de una rodilla normal, el misculo absorbe la mayoria de
la fuerza ejercida sobre la articulacion, el resto de la fuerza se redistribuye habia el
hueso, en tanto que el cartilago articular no participa. Una mala distribucién de
fuerza sobre el cartilago puede ser causada por eventos que modifiquen la
mecanica de la articulacion como en una lesion, un mal alineamiento de los
huesos, meniscectomia o debilidad muscular, y cualquiera de ellos eventualmente
conduce a dafo al cartilago y al proceso que conduce a la OA (Bosomworth,
2009).
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2. Justificacién

Hay muchos factores que todavia se desconocen en torno al ejercicio en la
aparicion de lesiones, debido a la dificultad para obtener muestras de cartilago en
personas gque practican continuamente actividades fisicas. Es necesario evaluar el
efecto del ejercicio de alto impacto en un modelo experimental, para relacionar los
beneficios y riesgos que puede tener sobre el cartilago articular, asi como también
estudiar el comportamiento de citocinas como la IL-13, IL-10 y el factor de
crecimiento TGF-B implicados en procesos de sintesis y degradacion de

componentes de matriz extracelular, bajo este estimulo.
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3. Hipotesis

La IL-1B8, IL-10 y TGF-f son mediadores importantes en el proceso de
homeostasis del cartilago articular, pero el ejercicio de alto impacto cambiara el
nivel de expresion de estas citocinas en este tejido.
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4. Objetivo General

Analizar si el ejercicio de alto impacto afecta la expresion de citocinas pro- y anti-
inflamatorias en cartilago articular de rata normal y/o con lesién en la membrana

sinovial.
4.1. Objetivos particulares

e Determinar la integridad del cartilago articular de rata bajo el efecto del
ejercicio de alto impacto y en la lesién a la membrana sinovial

e Evaluar los cambios en la expresion de IL-1 B, IL-10 y TGF-B en cartilago
articular normal de rata con y sin ejercicio.

e Evaluar cambios en la expresion de IL-1 B, IL-10 y TGF-B en cartilago

articular de rata con lesién a la membrana sinovial con y sin ejercicio.
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5. Metodologia

Rata Wistar 130-150g &

Normal Cirugia
Ejercicio
Sin ejercicio . 3, 6y 10 dias » Sin ejercicio
Sacrificio

Obtencion del
cartilago articular

!

Paraformaldehido 4% por 2h

Sacarosa 10% por o .
Criocortes | 12h 4°C Tincion con Safranina-O

L

Inmunofluorescencia
indirecta

Macrofagos IL-18 IL-10 TGF-B

Analisis estadistico < | | |

Figura 4 Esquema general de trabajo para el estudio histopatolégico y de
inmunofluorescencia en el cartilago articular de rata. Los procedimientos particulares se
describen a continuacion.
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5.1. Animales

Se utilizaron machos de la especie Rattus norvegicus de la cepa Wistar, de 130-
150g obtenidos de la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de
Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV. Los animales fueron albergados en jaulas
con libre acceso a comida y agua, se mantuvieron en ciclos de 12h de luz y 12h de
oscuridad. Todos los procedimientos de cuidado y uso de los animales siguieron la
norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999 y fueron aprobados por parte del

comité institucional CICUAL.
5.2. Grupos experimentales

Las ratas fueron distribuidas en 4 grupos experimentales (n=3), para cada dia (3, 6
y 10), los cuales se formaron de la siguiente manera: grupo 1: ratas normales sin
procedimiento quirdrgico, grupo 2: ratas con cirugia, los grupos 1 y 2 no hicieron
ejercicio; grupo 3: ratas con cirugia, grupo 4: ratas normales sin procedimiento
quirdrgico, estuvieron sujetos al protocolo de ejercicio de alto impacto durante 3, 6
y 10 dias (Lozoya et al., 2000).

5.3. Lesiéon a la membrana sinovial

La técnica consistié en introducirse a la articulaciéon de la rodilla por la parte
interna de la pata derecha, realizando un pequefio corte de 2-3 cm. de la piel. Para
ello fue indispensable anestesiar a los animales con una combinacién de Xilazina
0.02 mL (Anesket® Vet) y Ketamina 0.09 mL (Procin®) por cada 140 g de peso, y
se administrd por via intraperitoneal. Después se esterilizo la zona y se cerré con
2 0 3 puntos de sutura. A las ratas que se les practicé este procedimiento se les

considero lesionadas.
5.4. Ejercicio de alto impacto

Posterior a la cirugia, a las ratas se les dieron dos dias de reposo y a partir del
tercer dia tanto los animales sometidos a la lesion como las ratas sin cirugia se
sometieron a ejercicio de alto impacto. El ejercicio consistid; en desplazamientos

de forma lateral con un angulo de 45° durante 2 min dentro de una caja de cartén
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de 60x34x32 cm, hacer saltar a las ratas durante 2 min tomando a las ratas y
dejandolas caer a una altura de 30 cm, generar pequefios saltos de las ratas al
colocarlas dentro de la caja, bajar y subir la caja de manera continua durante 1
min, el proceso se repite durante 15 min, durante los dias de induccion (3, 6 y 10)
(Lozoya et al., 2000)

5.5. Obtencion de las muestras de cartilago de rata

Transcurrido el tiempo de induccion, las ratas fueron eutanizadas en los dias 3, 6 y
10 dias en una cdmara de CO2, posteriormente a los animales se lavaron de la
zona pélvica a las patas trasera con cloro al 10% y se desinfectaron con benzal y
se extrajo el céondilo femoral derecho para ser fijado por 2 horas a temperatura
ambiente en paraformaldehido al 4% en PBS, pH 7.2. Después la muestra fue
lavada con PBS pH 7.2 y se incubo en sacarosa al 10% en PBS pH 7.2 por 12
horas a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron colocadas en gel (tissue freezing
medium-Leica Microsystems) e inmediatamente congeladas a -20°C, hasta el

momento de ser cortadas
5.6. Cortes en el criostato

A los céndilos congelados se les realizaron criocortes (Criostato Leica CM1100,
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) de 4 a 6um, los cuales se montaron en
portaobjetos gelatinizados al 0.5% con sulfato de potasio cromico al 0.05%, los
cortes se mantuvieron a -20°C hasta antes de realizarse la tincion con safranina-O

o la inmunofluorescencia.
5.7. Tincién con Safranina-O

Para la tincion con safranina O, los cortes fueron hidratados por 5 minutos en PBS
pH 7.2 y lavados en agua corriente por 2 minutos, en un vaso Coplin. Una vez
completada la hidratacion, se procedio a tefiir con verde rapido (fast green) al
0.01% por 10 minutos, se lavd con &cido acético de 10 a 15 segundos y
posteriormente se incub6 el tejido en el colorante safranina O al 0.1% por 40

minutos. El tejido se deshidraté con alcoholes (50, 70 95 y 100%) por 30 segundos
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y por ultimo se aclaré con xileno por 1 minuto. Las muestras se montaron con

resina para su observacion al microscopio de campo claro.
5.8. Inmunofluorescencia indirecta

Los cortes fueron hidratados durante 10 minutos en PBS pH 7.2, y se
permeabilizaron con Tween 20 al 0.2% en PBS (PBS-T) por 10 minutos a
temperatura ambiente. Después fueron preincubados con 0.2% de albumina sérica
bovina (BSA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron 2 veces con
PBS-T durante 10 minutos. Para detectar las proteinas, las muestras se incubaron
toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios: anti-IL-1p policlonal
de raton anti-rata; anti-TGF-B1 policlonal de conejo anti-rata; anti-IL-10 policlonal
de cabra anti-rata (Santa Cruz Biotechnology Inc.), en una dilucion 1:200; los
anticuerpos fueron detectados con un anti-IgG de conejo o con un anticuerpo anti-
IgG de cabra o raton acoplado a FITC (1:750, Jackson Immunoresearch, Inc.)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Macréfagos activados con LPS se

utilizaron como control positivo.
5.9. Contra-tincién

Posterior a la incubacion con los anticuerpos se agregd 50 pL de ioduro de
propidio (Sigma-Aldrich) a una dilucion 1:3000 en PBS-T durante 1min en las
muestras. Posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS durante 5 min cada
vez, se retird el exceso de PBS y los cortes se montaron con un medio de montaje
especifico para fluorescencia (VectaShield®, Vector Laboratories), se colocaron
cubreobjetos (24 X 50 mm) (Corning®, Corning Incorporated) posteriormente se
realizé el sellado del cubreobjetos con barniz transparente sobre los bordes del

cubreobjetos. Las preparaciones se guardaron a 4 °C protegidas de la luz.

5.10. Controles positivos para la inmunofluorescencia

Macroéfagos peritoneales de rata se utilizaron como control positivo para IL-13 e IL-
10y TGF-B.
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5.11. Obtencion y cultivo de macrofagos peritoneales

En condiciones de esterilidad se sacrificO una rata por dislocacion cervical y
rapidamente se colocd el animal en una tabla de diseccion donde se sujeto, la
zona abdominal se enjuagd con alcohol, y la piel se corté desde la parte baja
abdominal hasta la altura del corazon para descubrir el peritoneo. Con una jeringa
de 10 ml se inyect6 PBS 1X pH 7.2 estéril a 37°C en la cavidad peritoneal, se le
dio unos ligeros golpes para facilitar la obtencion de las células con la solucion, se
introdujo la jeringa con el bisel hacia abajo para recuperar la mayor cantidad de
solucion inyectada, teniendo cuidado de no perforar ningan érgano por lo que con
la aguja se debe estirar la piel del peritoneo hacia arriba. A continuacién se
centrifugd a 1500 rpm durante 5 min, y las células se resuspendieron en medio de
cultivo DMEM pH 7.2, suplementado con SFB al 10%, L-glutamina al 1% vy
antibiotico/antimicoético al 1%, después se colocaron sobre cubreobjetos estériles
(Corning®, Corning Incorporated de 22 X 22 mm), se incubaron a 37°C a una
atmosfera de 5% de COz, aproximadamente 4 h para permitir que los macrofagos
se adhirieran a la superficie. Después se quitd el medio de cultivo lavando dos
veces con PBS estéril se procedid a incubar con el lipopolisacéarido (LPS) durante
1 h, se volvi6 a lavar dos veces con PBS estéril, se elimin6 el exceso, las células
se fijaron con paraformaldehido 4% pH 7.2 durante 20 min, se eliminé el fijador
lavando con PBS estéril, se decanté el exceso de PBS y los cubreobjetos con

macrofagos de guardaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Los cubreobjetos con macréfagos se utilizaron como controles positivos para IL-
18, IL-10 y TGF-B.

5.12. Microscopia confocal

El andlisis de las laminillas se realizé con un microscopio laser confocal Carl-Zeiss
LMS 700 con el programa ZEN 2011 para PC, utilizando el objetivo Plan NueFLuar
43X de inmersion. Los filtros de excitacion utilizados, fueron FITC 490 nm y para

ioduro de propidio 493 nm.
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5.13. Andlisis estadistico

El analisis estadistico para la IL-1B, IL-10 y TGF-B se tomé como resultado la
intensidad de pixeles sobre la imagen grabada obtenidos de los cortes de cartilago
para cada proteina, cada experimento se realizé por triplicado para cada grupo de
ratas normales y con lesion a la membrana sinovial con y sin ejercicio de 3, 6 y 10
dias. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism 5.0.
Los datos muestran la media + desviacion estandar p<0.05 (*), p<0.01 (**) y
p<0.001 (***). Para comparar la media entre los grupos experimentales se utilizé la

prueba ANOVA dos vias, modificaciones de Bonferroni.
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6. Resultados

6.1 Estudio macroscopico e histoldgico del cartilago articular femoral de la rodilla

en ratas normales y con cirugia

Para observar si el ejercicio tenia algun efecto sobre el cartilago articular de las
ratas, se realizé primero un analisis macroscopico en los diferentes grupos de
estudio: grupo normal (NS) (como control del ejercicio y la cirugia), grupo normal
con ejercicio (NE), el grupo con lesion a la membrana sinovial sin ejercicio (SS) y

el grupo con lesion a la membrana sinovial con ejercicio (SE).

El andlisis inici6 observando de manera general el aspecto de la superficie del
cartilago articular femoral de la pata derecha de las ratas (Fig. 5), utilizando un
microscopio estereoscopico, en los diferentes dias de estudio (3, 6 y 10); el grupo
normal sin ejercicio sirvi6 como referencia para comparar con los demas grupos.
La superficie de los céndilos femorales presentd un aspecto normal en todos los

grupos de estudio; con una superficie lisa y sin dafio aparente al cartilago.

Para tener un mejor idea del estado del cartilago articular, se procedio a realizar
criocortes al céndilo femoral medial en plano sagital con un grosor de 6 a 8 micras,
y se tifieron con safranina O. El objetivo de la tincién fue observar la presencia de
proteoglicanos. Las laminillas tefiidas con safranina-O se montaron en un
microscopio Optico con un objetivo de 40X para analizar la integridad y la
presencia de los proteoglicanos, en los diferentes dias de estudio (3, 6 y 10) de
todos los grupos. Para fines del trabajo el cartilago articular se dividié en tres
zonas: zona superficial (ZS) la cual se ubica proxima al espacio articular (Fig. 5a,
asterisco) formada por condrocitos alargados, la zona media situada debajo de la
zona superficial (ZM) la cual esta formada de condrocitos redondos que pueden
estar en hileras y por ultimo la zona profunda (ZP) que se encuentra préxima al

hueso, en este caso los condrocitos son redondos e hipertroficos.

En los cortes histoldgicos realizados para los grupos NS, NE, SS y SE (Fig. 6), se
observo el aspecto normal del cartilago articular y las tres zonas de estudio. En

ninguno de los grupos se observaron cambios en la estructura del cartilago,
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tampoco hubo pérdida de proteoglicanos, ni formacion de agregados celulares de

condrocitos.

3 dias 6 dias 10 dias

NS

NE

SE

i k

Figura 5 Apariencia macroscopica del condilo femoral de rata de los diferentes grupos de
estudio. Se observd la superficie del condilo femoral de rata en los grupos de estudio (NS, NE, SS
y SE) con un microscopio estereoscopico a un aumento de 12.5X. La barra en las imagenes
representa 2 mm. NS= grupo normal sin ejercicio, NE= grupo normal con ejercicio, SS= grupo con
lesion en la membrana sinovial y SE= grupo con lesién en la membrana sinovial més ejercicio.
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Figura 6 Histologia del cartilago articular de rata tefiido con safranina-O. Se observa la
presencia en color rojo de proteoglicanos, también la morfologia del cartilago articular de los
diferentes grupos (NS, NE, SS y SE), en un aumento de 40X, en cada una de ellas se observa la
zona superficial (ZS), zona media (ZM) y zona profunda (ZP). La barra en las imagenes representa
50 um. NS= grupo normal sin ejercicio, NE= grupo normal con ejercicio, SS= grupo con lesion en la
membrana sinovial y SE= grupo con lesion en la membrana sinovial méas ejercicio
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6.2 Deteccion de las interleucinas 1-, 10 y el factor de crecimiento transformante-

B en condrocitos de cartilago de rata

Para determinar la expresion de IL-1B, IL-10 y TGF-B en el cartilago de los
diferentes grupos de ratas en estudio, se llevo a cabo inmunofluorescencia
indirecta donde se utiliz6 un microscopio laser Carl-Zeiss. El cartilago se analiz6
mediante fluorescencia para observar la expresion y distribucion de las citocinas y

el factor de crecimiento durante los dias de estudio.
6.2.1 Expresién de IL-1B en cartilago articular de rata

Para la deteccion de IL-1B se utilizaron macréfagos intraperitoneales de rata como

control positivo, cultivados en cubreobjetos (Fig. 7).

IL-18 Nucleo Merge

Macrofagos

Figura 7 Expresion de la IL-1B8 en macréfagos peritoneales. Se observé la expresion de la IL-13
(FITC-verde) en macréfagos (a) y la contratincion del ndcleo (rojo) con ioduro de propidio (b),
fusion de las imagenes a y b (c). Microscopia confocal, la barra en las imagenes representa 10 um.

28



En el grupo NS se observé una ligera expresion de IL-1B (Fig. 8a, b, ¢) marcada
de color verde ubicada principalmente en la ZS (flechas) del cartilago articular de
rata, durante los dias de estudio (3, 6 y 10), en comparacion con el grupo NE (Fig.
8d, e, f), donde hubo un incremento en la expresion de esta molécula desde los
primeros dias en la zona ZS (flechas).

El resultado del grupo SS (Fig. 89, h, i) no mostré un incremento en la marca para
IL-1B8 y fue muy parecido al grupo NS. Sin embargo, en el grupo de ratas con SE
(Figura 8j, k, 1), la presencia de esta citocina fue similar al grupo NE con respecto
al incremento en la expresion desde los primeros dias, pero la distribucion de la
marca para esta molécula fue mayor en el décimo dia del experimento,

localizandose en la zona profunda (flecha hacia abajo) (Fig. 8 I).

La evaluacion estadistica de la intensidad de coloracién en pixeles mostré que el
marcaje para la IL-13 en el grupo NE hubo diferencias significativas a los 3, 6 y 10
dias en comparacién con el grupo NS (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Por otro lado, el
grupo SS mostré una expresion similar de la IL-1p a la observada en el grupo NS,
sin diferencias significativas en ninguno de los dias de estudio. Por ultimo el grupo
SE mostr6 una diferencia altamente significativa durante los tres dias del
experimento para IL-13 respecto al grupo NS (p<0.001); ademas, en la
comparacion entre los grupos NE y SE se encontraron diferencias significativas
hasta el sexto dia del experimento (p<0.01). También se comparé el grupo SS y
SE en los diferentes dias de estudio, el resultado obtenido reveld diferencias en
los tres dias de estudio (p<0.001) (Figura 9).
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Figura 8 Expresion de IL-1B en los grupos de ratas normales (NS, NE) y con lesion a la
membrana sinovial (SS, SE), en los diferentes dias de estudio (3, 6 y 10). La expresién de la
IL-1B (color verde) se observa principalmente en la zona superficial (flechas) del cartilago articular
de rata en los grupos de estudio (a-l), la contratinciéon de los nucleos (color rojo) se realizd con
ioduro propidio. La barra en todas las imagenes corresponde a 50 pm. NS= grupo normal sin
ejercicio, NE= grupo normal con ejercicio, SS= grupo con lesién en la membrana sinovial y SE=
grupo con lesion en la membrana sinovial con ejericicio. Dias de estudio (3D, 6D y 10D).
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Figura 9. Analisis estadistico de la molécula IL-1B en el cartilago de rata de los diferentes
grupos de estudio. El andlisis estadistico indica que existen diferencias significativas de la
expresion de IL-183 en los grupos normal NE con respecto al grupo normal NS, el mismo analisis
también indica que las diferencias entre el grupo con SE con respecto al grupo NS son altamente
significativas. NS= grupo normal sin ejercicio, NE= grupo normal con ejercicio, SS= grupo con
lesion en la membrana sinovial y SE= grupo con lesién en la membrana sinovial con ejercicio. Dias
de estudio (3D, 6D y 10D).

6.2.2 Expresion de IL-10 en cartilago articular de rata

Como control positivo de la expresion de IL-10 se utilizaron macrofagos

intraperitoneales de rata, cultivados en cubreobjetos (Fig.10)

La expresion de la IL-10 en el cartilago articular de rata del grupo NS se observo
de manera muy tenue pero constante en los condrocitos de la zona superficial del
cartilago durante todos los dias de estudio (flechas) (Fig. 11a, b, c). En el grupo
NE (Fig. 11d, e, f) en todos los tiempos analizados se observaron células positivas
para esta citocina en mayor cantidad en la zona superficial del cartilago.
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IL-10 Nucleo Merge

Macrofagos

b

Figura 10 Expresién de la IL-10 en macrofagos peritoneales. Se observa la expresion de la IL-
10 (FITC-verde) en macrofagos (a) y la contratincion del ndcleo (rojo) con ioduro de propidio (b),
fusion de las imagenes a y b (¢c). Microscopia confocal, la barra en las imagenes representa 10
pm.

El marcaje para la IL-10 en el grupo SS, mostroé presencia en la zona superficial
muy similar al grupo NS (Fig. 11g, h, i), en tanto al grupo SE (Fig. 11j, k, 1) el
marcaje para la IL-10 mostré gran cantidad de células positivas en la zona

superficial.

La evaluacion estadistica mostré que la expresion para la IL-10 en el grupo NE
hubo diferencias significativas a los 6 y 10 dias en comparacion con el grupo NS
(p<0.05, p<0.01). Por otro lado, el grupo SS mostrd una expresion similar de la IL-
10 en la observada en el grupo NS, pero al décimo dia incremento la expresion de
esta citocina por lo que en el andlisis estadistico mostrd diferencias (p<0.05). Por
altimo el grupo SE mostro diferencia significativa durante a los 6 y 10 dias del
experimento para IL-10 respecto al grupo NS (p<0.05). También comparamos

entre si los grupos SS y SE, no hubo diferencias (Figura 12)
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Figura 11 Expresion de IL-10 en los grupos de ratas normales y con lesién en la membrana
sinoval en los diferentes dias de estudio. La expresién de la IL-10 (color verde) se observa
principalmente en la zona superficial (flechas), en los grupos NE y SE a los 10 dias se observa en
las tres zonas (flechas) del cartilago articular de rata, la contratincién de los nacleos (color rojo) se
realizé con ioduro propidio. La barra en todas las imagenes corresponde a 50 um. NS= grupo
normal sin ejercicio, NE= grupo normal con ejercicio, SS= grupo con lesién en la membrana
sinovial y SE= grupo con lesién en la membrana sinovial con ejercicio. Dias de estudio (3D, 6D y
10D)
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Figura 12. Analisis estadistico de la expresion de la IL-10 de los diferentes grupos de
estudio. El andlisis estadistico indica que existen diferencias significativas de la expresion de IL-10
en el grupo NE con respecto al grupo NS a partir del dia 6 (6D), por otro lado el mismo andlisis
indica diferencias entre el grupo SE y el grupo NS desde el dia 6 hasta el Ultimo dia de estudio.
NS= grupo normal sin ejercicio, NE= grupo normal con ejercicio, SS= grupo con lesién en la
membrana sinovial y SE= grupo con lesion en la membrana sinovial con ejercicio. Dias de estudio
(3D, 6Dy 10D)

6.2.3 Expresion de TGF-3 en cartilago articular de rata

Como control positivo para la deteccién de TGF-B cultivados en cubreobjetos se

utilizaron macrofagos intraperitoneales de rata (Fig. 13).

El factor de crecimiento transformante-beta se observd mediante
inmunofluorescencia indirecta en el cartilago articular de la rata. EI grupo normal
sin ejercicio mostrd una expresion ligera sobre la ZS (flechas) (Fig. 14a, b, c) que
parece ser constante durante los dias de estudio (3, 6 y 10). En cambio el grupo
normal con ejercicio (Fig. 14d, e, f) tuvo un gran aumento en la marca para el
factor de crecimiento desde el dia 3 con respecto al grupo control, la presencia fue
enla ZSyenlaZM (flechas), para el dia 10 el TGF-B estuvo localizado en las tres

zonas del cartilago articular (flechas) (Fig.14f).
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El grupo con lesion a la membrana sinovial sin ejercicio mostré6 una expresion
similar en lo observado en el grupo control en los dias de estudio. La presencia del
factor de crecimiento fue en la zona superficial del cartilago (color verde) (Fig. 14q,
h, i). Por el contrario en el grupo con lesién en la membrana sinovial con ejercicio,
la expresion del TGF-B (color verde) fue en las tres zonas del cartilago articular
(ZS, ZM y ZP) (Fig.13j, k, I) (flechas) mostrando una mayor expresion a los 10 dias

con ejercicio (Fig.14 I).

TGF-B Nucleo Merge

Macro6fagos

a b c

Figura 13. Presencia de TGF-B en macréfagos. Se observa la expresion de TGF-B (color verde)
(fig.12a), contratincion del nacleo (color rojo) (fig.12b) se realizd con ioduro de propidio (IP), fusion
de las imagenes a y b (c). Microscopia confocal, la barra en las imagenes representa 10 um.

La evaluacion estadistica de la expresion para el TGF-f mostré que en el marcaje
en el grupo NE hubo diferencias significativas en los tres dias de estudio en
comparacioén con el grupo NS (p<0.01, p<0.001). Por otro lado, el grupo SS mostré
una expresion similar de la TGF-B a la observada en el grupo NS, no hubo
diferencias significativas en ninguno de los dias de estudio. También se compar6
el grupo SE que mostré una diferencia altamente significativa durante los tres dias
del experimento para IL-1B respecto al grupo NS (p<0.01, p<0.001). Por ultimo se
hizo la comparacion para los grupos con lesion (SS y SE), el resultado revelo

diferencia en los tres dias de estudio (p<0.05, p<0.001) (Fig.15)
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Figura 14 Expresion de TGF-B en cartilago articular de rata. Se observan células positivas de
color verde (flechas) los nucleos de las células (color rojo) contra tefiidas con iodiro de propidio
(IP). La barra en todos los paneles corresponde a 50 pm. NS= grupo normal sin ejercicio, NE=
grupo normal con ejercicio, SS= grupo con lesién en la membrana sinovial y SE= grupo con lesion
en la membrana sinovial con ejercicio. Dias de estudio (3D, 6D y 10D)
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Figura 15. Andlisis estadistico de la molécula TGF-B de los diferentes grupos de estudio. El
analisis estadistico indica que existen diferencias significativas de la expresion de TGF-1B en los
grupos NE con respecto al grupo NS, el mismo analisis también indica que las diferencias entre el
grupo con SE con respecto al grupo NS son altamente significativas. NS= grupo normal sin
ejercicio, NE= grupo normal con ejercicio, SS= grupo con lesién en la membrana sinovial y SE=
grupo con lesion en la membrana sinovial con ejercicio. Dias de estudio (3D, 6D y 10D).
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7. Discusion

El ejercicio ligero a moderado se sabe que protege al cartilago articular,
incrementando la cantidad de proteoglicanos también reduce la actividad de
citocinas inflamatorias (Helmark et al., 2012). Este efecto es explorado en el
tratamiento y prevencion de la Osteoartritis. La pregunta que todavia permanece
sin responder es respecto al ejercicio de alto impacto y sus consecuencias para el

cartilago (Franciozi et al., 2013).

El cartilago articular es un tejido altamente especializado que se mantiene bajo
condiciones herméticas reguladas, presenta un bajo volumen de condrocitos, su
anico componente celular, en una cantidad menor al 5% del volumen total del
tejido. El cartilago articular cubre la parte final de los huesos para disminuir la
friccion producida por fuerzas mecanicas. Estas cargas mecanicas son absorbidas
por la matriz extracelular (MEC) del cartilago, donde subsecuentemente es
disipada y transmitida a los condrocitos. Las propiedades bioguimicas del cartilago
articular son garantizadas por la particular organizacion de la MEC, representada
principalmente por colagenas y proteoglicanos a cargo de resistir las fuerzas de
tensién (Madry et al., 2012).

En el presente trabajo se observd que la actividad fisica de alto impacto a corto
plazo no tuvo efecto sobre la integridad de la superficie del condilo femoral normal
del modelo animal (Fig. 5d, e, f), tampoco se encontré6 una disminucion de
proteoglicanos en el cartilago articular sano de la rata durante los dias de estudio
(Fig.6d, e, f). Por otro lado, también se trabajé con ratas sometidas a lesion en la
membrana sinovial. Con el objetivo de saber si la lesion a este tejido puede influir

en la integridad del cartilago articular.

Por mucho tiempo se asumié que la participacion de la membrana sinovial en la
osteoartritis era consecuencia de un evento secundario de la enfermedad porque
el proceso inflamatorio presente en este tejido durante la patologia no era
considerado un evento inflamatorio clasico, debido a la ausencia de neutréfilos

(Goldring et al., 2007). Sin embargo hoy en dia se sabe que la inflamacién sinovial
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es un factor importante que contribuye a la desrregulacién de la funciones de los
condrocitos, favoreciendo un desequilibrio entre las actividades catabdlicas y
anabdlicas en la remodelacién de la matriz del cartilago. La sinovitis también
involucra infiltrado de linfocitos T y B asi como una sobreexpresion de mediadores
pro-inflamatorios (Loeser, 2006)

En el presente trabajo no se encontraron cambios macroscoépicos en el condilo
femoral (Fig. 5g, h, i, j, k, I) en los dos grupos de ratas con lesion en la membrana
sinovial (con y sin ejercicio), cuando se compararon con el grupo de ratas
normales (Fig.5 a, b, c). En los cortes histoldgicos tefiidos con safranina-O
tampoco se observé disminucién de proteoglicanos (Fig. 6g, h, i, j, k, I) cuando las
imagenes fueron comparadas con el grupo normal sin ejercicio (Fig. 6a, b, c),
sugiriendo que el ejercicio y la lesién a la membrana sinovial no promuevan un

gran efecto sobre el cartilago articular a corto plazo en el modelo de estudio.

La participacion de citocinas y factores de crecimiento en la homeostasis del
cartilago articular adulto es importante debido a la capacidad de estimular la
produccion de componentes de la matriz y salvaguardar el equilibrio metabdlico
(Madry et al., 2012). Sin embargo durante la progresion de la osteoartritis, el
fenotipo catabdlico es mantenido principalmente por citocinas pro-inflamatorias,
destacando la IL-1B. La IL-1 es la citocina mejor estudiada en el desarrollo de la
osteoartritis. Esta presente en el liquido sinovial de las articulaciones
osteoartriticas y se expresa en la membrana sinovial y los condrocitos. La IL-13
incrementa los niveles de metaloproteinasas y reduce la sintesis de proteinas de

matriz extracelular en condrocitos (Mueller et al., 2011).

En este trabajo se observd la expresion de la IL-1B principalmente en los
condrocitos de la zona superficial del cartilago articular de rata. Los resultados
obtenidos mostraron un incremento de esta citocina en los grupos de ratas donde
fueron sometidos a ejercicio de alto impacto (Fig. 8d, e, f, j, k, ). También se
analizé la expresion basal para la IL-18 en un grupo de ratas normales (Fig. 8a, b,
c), este grupo fue utilizado como control para los demas grupos. Por ultimo el

grupo de ratas que solo fue sometido a la lesiéon de la membrana sinovial mostro
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una expresion similar al grupo control (Fig. 8g, h, i). Los resultados obtenidos
indicaron que un dafio en la membrana sinovial no influye en la expresion de la IL-
1B en el cartilago del modelo y dias de estudio. Sin embargo el ejercicio de alto

impacto demostro ser un factor para estimular la expresion de esta citocina.

Hasta el momento se desconoce la funcion de la IL-13 en el cartilago articular
normal, pero se sabe que esta citocina puede ser regulada por un inhibidor natural
gue compite por el receptor de IL-1 tipo | nombrado como antagonista del receptor
de IL-1 (IL-1Ra) con el fin de impedir que la IL-1B se una al receptor y transmita
sefales al interior de los condrocitos. (Martel-Pelletier et al., 2008). También existe
en la membrana superficial de los condrocitos un receptor que actia como
sefiuelo nombrado como receptor de IL-1 tipo Il (IL-1RIl), debido a que una vez
que la IL-1B se une este receptor no hay activacién de sefiales al interior de la

célula.

La IL-10 se ha reconocido como una potente citocina antiinflamatoria importante
en la homeostasis del cartilago articular. La IL-10 suprime la produccion de
citocinas pro-.inflamatorias (IL-18, TNF-a e IL-6). Elevadas concentraciones de

esta citocina se han encontrado en el cartilago osteoartritico (Muller et al., 2008)

Continuando con nuestro trabajo, también se analizé la expresion de la IL-10 en el
cartilago articular de rata, los resultados de la inmunofluorescencia mostraron una
distribucién de esta citocina en la zona superficial del cartilago articular (Fig. 11)
pero en el grupo normal con ejercicio asi como en el grupo con lesion en la
membrana sinovial con ejercicio a los diez dias del experimento, la distribucién de
la IL-10 fue en las tres zonas del cartilago (Fig.11f, I). Los datos obtenidos en el
analisis estadistico indicaron que hasta el sexto dia empez6 a incrementar esta
citocina en los grupos con ejercicio de alto impacto (NE, SE). También hubo en
aumento de esta citocina en el grupo con lesion en la membrana sinovial (SS) en
el dia 10 del experimento revelando diferencias en comparacién con el grupo
normal (NS) (Fig. 12). El aumento de esta citocina podria deberse al ejercicio de
alto impacto, debido al estrés generado en el cartilago del modelo experimental.
Se sabe que la IL-10 puede bloquear las funciones de citocinas pro-inflamatorias
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al estimular la produccién de inhibidores naturales para este tipo de citocinas.
También la IL-10 ha demostrado inducir la sintesis de colageno tipo Il en cartilago
(Muller et al., 2008). Por estas funciones la IL-10 se ha denominado de tipo
protector. Sin embargo esta citocina tiene una vida media relativamente corta, de
ahi que no se conozca el mecanismo que la IL-10 utiliza para llevar a cabo su
funcién (Schulze-Tanzil et al., 2009)

El factor de crecimiento transformante-beta ha demostrado tener un papel
importante en la homeostasis del cartilago, regulando la proliferacion celular, la
diferenciacion, asi como también el control sobre la sintesis y degradacion de
componentes de matriz extracelular (Finnson et al., 2012)

Por ello se analizd6 la expresion de TGF-B como parte del trabajo planteado.
Similar a lo que sucedi6 en las citocinas anteriores la presencia de TGF-$ en el
grupo normal sin ejercicio (NS) fue solo en la zona superficial del cartilago articular
en los dias de estudio (3, 6 y 10) (Fig. 14a, b, c), la marca presente en este grupo
fue tomada como expresion basal para poder comparar el grupo normal con
ejercicio de alto impacto. El resultado obtenido mostré que en el grupo normal con
ejercicio hubo un incremento de células positivas para el TGF-B desde el tercer
dia, la presencia de esta proteina fue en la zona superficial y en la zona media del
cartilago en el modelo experimental (Fig.14d, €) y en el dia 10 del experimento el
factor de crecimiento se expreso en las tres zonas del cartilago (zona superficial,
media y profunda) (Fig. 14f) .El grupo que se le indujo la lesién en la membrana
sinovial (Fig. 14q, h, i) sirvi6 para comparar al grupo con el mismo procedimiento
de la lesibn mas el estimulo del ejercicio. Similar a lo observado en los grupos
normales, el incremento de TGF-B fue en el grupo que recibié el estimulo del
ejercicio, con presencia en dos zonas del cartilago (zona superficial y zona media)
(Fig. 14j, k, 1).

Los datos estadisticos obtenidos revelaron una mayor expresion de TGF- en los
grupos que fueron sometidos a ejercicio de alto impacto (NE y SE). También al
comparar el grupo normal y el grupo con lesién en la membrana (NS vs SS), no

hubo diferencias entre estos grupos. Como ultimo dato al comparar los grupos que
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recibieron ejercicio (NE vs SE) se demostr6 que no hubo diferencias para estos

grupos (Fig. 15).

Los resultados obtenidos durante el presente trabajo demostraron que el ejercicio
de alto impacto estimula la expresion de la IL-13, IL-10 y TGF-B en el modelo
experimental a tiempos cortos. Sin embargo la IL-10 fue la citocina que aumento
en el grupo que fue sometido a la lesion en la membrana sinovial sin ejercicio,
creemos que es debido a su efecto anti-inflamatorio, y la lesion esta generando un
proceso inflamatorio, el cual creemos esta activando de moléculas de tipo

inflamatorio.
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Conclusiones

No se encontraron cambios estructurales en el condilo femoral ni perdida
aparente de proteoglicanos en el cartilago articular de la rata, con el efecto

del ejercicio de alto impacto y con la lesion en la membrana sinovial.

El incremento en la expresion de la IL-1B3, IL-10 y TGF- se observo en los
grupos que fueron sometidos a ejercicio de alto impacto.

La expresion de la IL-18 y TGF-B no se vio afectado en los grupos con
lesion a la membrana sinovial, a excepcion de la IL-10 que aumento
conforme pasaron los dias en el grupo con lesion en la membrana sinovial

sin ejercicio.
La lesién en la membrana sinovial parece no influir en la integridad del

cartilago articular si no existe un dafo fisico mayor como una lesion en los

meniscos 0 un una ruptura de ligamentos.
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Perspectivas

Aumentar los dias de entrenamiento para observar el comportamiento de
las citocinas asi como saber si hay cambios estructurales en el cartilago
articular de la rata.

Analizar la expresion de los inhibidores naturales de la IL-1B en un cartilago
articular normal bajo el efecto del ejercicio de alto impacto a corto y largo

plazo.
Evaluar el contenido de fibras de colagena contenidas en la matriz
extracelular del cartilago articular con el estimulo del ejercicio de alto

impacto.

Determinar el papel de la IL-18 en la homeostasis del cartilago articular.
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11.Anexo

Solucion de buffer fosfato salino (PBS) 1X

Reactivo Cantidad
NacCl 8.0¢g
Na2HPO4 monobasico 144 ¢
KCI 0.22¢g
K2HPOa dibasico 0.24¢g
Agua bidestilada y desionizada 1000 ml
Ajustar el pH entre 7.2-7.4

Paraformaldehido 4% en PBS

Reactivo Cantidad
Paraformaldehido 49

PBS 1X 100 ml
pH 7.2-7.4, mantener almacenado a 4°C.

Tween 20 al 0.2% en PBS

Reactivo Cantidad
Tween 20 200 pl
PBS 1X 100 ml
Solucién de bloqueo

Reactivo Cantidad
Albumina sérica bovina 0.2g
PBS-Tween 20 al 0.2% 100 ml
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