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RESUMEN

La osteoartritis (OA), es una enfermedad articular croénico-degenerativa, que se caracteriza
por la degradacion del cartilago articular. Debido a su frecuencia y discapacidad en diversas
especies, es una enfermedad con un gran reto para la medicina. Esta patologia altamente
compleja exhibe tanto, el compromiso de diversos tejidos de la articulacion, como la
interaccion entre estos y diversos factores externos. Por tal motivo, la OA es fuente de una
gran cantidad de estudios en la investigacion cientifica mundial. Asi la importancia del
oxigeno (O2) en las células del cartilago comienza a dilucidarse no obstante la caracteristica
avascular del cartilago articular.

Diversos estudios han mostrado que la deficiencia de O; en las articulaciones puede estar
involucrado dentro del curso de la enfermedad en la progresion de la OA. Asi que el
restablecimiento de los niveles de Oz en el cartilago OA pueda modular los cambios
histopatologicos asociados a la progresion de la OA. La oxigenacion hiperbarica (OHB)
puede ser util debido al incremento notable en el aporte de Oz que se consigue en diferentes
tejidos incluyendo las articulaciones. Ademdas hay evidencias que la OHB estimula la
formacion de los componentes del cartilago, asi como la proteccion al dafio oxidativo y la
prevencion de la muerte de los condrocitos. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue
evaluar los efectos de la OHB en el cartilago articular de un modelo de OA experimental de
fase avanzada en ratas Wistar, mediante la observacion macroscopica y pruebas de
histologia, inmunohistoquimica y de TUNEL. Los modelos biologicos fueron sometidos a
la cirugia de meniscectomia parcial del menisco medial y la transeccion del ligamento
colateral medial de la pata posterior derecha. Después de dos dias de recuperacion
quirurgica, los animales se sometieron a ejercicio de alto impacto diariamente por 20 dias.
Una vez terminado el periodo de ejercicio diario se procedid al tratamiento de oxigenacioén
dentro de una camara hiperbdarica durante los mismos 20 dias de induccion de la OA. Un
dia después de terminar el protocolo de ejercicio y tratamiento se realizo la eutanasia de
cada grupo y se obtuvieron los fémures derechos para ser fijados, procesados y seccionados
en cortes histologicos para la observacion y la evaluacion del cartilago. Los resultados de la
observacidon macroscopica y la histologia evidenciaron menor dafio, asi como una mejoria
en la integridad estructural de la matriz y en las caracteristicas celulares en el cartilago OA
de los individuos tratados con OHB, respecto al grupo OA sin tratamiento. Sin embargo, en
los resultados por inmunohistoquimica el tratamiento no demostro tener efecto sobre la
expresion de los mediadores catabdlicos MMP-13, iNOS y de muerte celular (caspasa 3
activa). De forma diferente, el tratamiento con OHB demostr6 una reduccion en el
porcentaje de condrocitos muertos analizadas por la prueba de TUNEL. En conclusion, el
tratamiento con OHB puede modificar el proceso osteoartritico inducido en los modelos de
rata Wistar al conservar los componentes de la matriz y preservar a los condrocitos. Por lo
tanto, se sugiere que la respiracion de una alta concentracion de oxigeno dentro de la
camara hiperbarica es una modalidad terapéutica segura y con potencial para el tratamiento
de la OA.
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INTRODUCCION
1 Anatomia de la articulacion
1.1 Generalidades

Una articulacion es la union entre dos huesos, que conforme a su estructura y funcion
pueden clasificarse en tres tipos: 1) articulaciones fibrosas (sinartrosis) como las suturas de
la cabeza e internasales del craneo; 2) articulaciones cartilaginosas, (anfiartrosis) como la
sinfisis pélvica y las articulaciones entre vertebras y 3) articulaciones sinoviales
(diartrosis) (Duke, 2011; Getty, 1982), que abordaremos con mayor detalle para los
propositos del presenta trabajo (Figura 1).

Las articulaciones sinoviales son capaces de moverse libremente y representan la mayor
parte de las articulaciones del sistema locomotor, tales como: dedos, codos, tobillos,
rodillas y caderas (Duke, 2011; Welsch, 2013). Su funcién es servir de union entre dos
huesos vinculados en forma discontinua por un espacio articular, lo que brinda amplitud
para una mayor movilidad y resistencia a los impactos de gran intensidad, pero al mismo
tiempo permite a los huesos “girar” libremente con un minimo de resistencia (Duke, 2011;
Welsch, 2013). El movimiento de una articulacion esta controlado y limitado por la accion

de los musculos y de dos tipos de estructuras pasivas, los ligamentos y los tendones (Duke,
2011).

A continuacién, en el siguiente esquema se muestran los componentes generales de la
articulacion sinovial.

Cartilago articular hialino.
Rodete fibrocartilaginoso
Periostio.

Fibrosa de la capsula sinovial.
Membrana sinovial.

Receso sinovial.

Menisco.

Cavidad articular
Vellosidades.

Vasos y nervios sinoviales

W RNAN R WD =
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e

Figura 1. Esquema de una articulacion sinovial.
Tomado de (Laborda, 2005).




1.2 Capsula articular

La cépsula articular estd compuesta por dos estratos o capas: el estrato fibroso y el estrato
sinovial. El estrato fibroso, que estd compuesto por fibras de coldgeno, se encuentra
adosado a la cara externa de la capsula y es continuo con el pericondrio y el periostio lo que
le proporciona estabilidad articular. El grosor de esta capa esta determinado exclusivamente
por las exigencias mecanicas (Koning & Liebich, 2004; Duke, 2011). En la parte interna se
encuentra el estrato sinovial o membrana sinovial que es rica en células, vasos sanguineos y
nervios. Su apariencia es de color blanco amarillento, y presenta vellosidades o pliegues
sinoviales (Fig. 2) que tapizan la cavidad articular. Estas estructuras varian en nimero,
tamafio, forma y distribucion dentro de una misma articulacion (Myers & Christine, 1983;
Koning & Liebich, 2004).

Figura 2. Observacion macroscopica de las vellosidades sinoviales en la cavidad articular con
liquido sinovial, imagen izquierda (preparado por Margit Teufel, Viena). Velllosidades
sinoviales en la cavidad articular con los vasos inyectados, imagen derecha (preparado por F.
Teufel, Viena). Tomado de (Koning & Liebich, 2004).

La membrana sinovial estd disefiada para el suministro sanguineo a la articulacion y es un
medio que permite el intercambio de liquidos, macromoléculas y solutos. También
contribuye con la composicion del liquido sinovial con la sintesis del dcido hialurénico, que
es producido por los sinoviocitos de tipo fibroblastico (Myers & Christine, 1983; Hardy et
al., 1998; Kenneth, 2007; Welsch, 2013).



El liquido sinovial o sinovia es un dializado del plasma que es secretado hacia a la cavidad
articular por el estrato sinovial (Fig. 3). Este medio tiene una consistencia viscosa y tiene
un pH alcalino (K6ning & Liebich, 2004; Welsch, 2013; Getty, 1982). Estd compuesto por
lubricina, acido hialurénico, azicares, electrolitos, enzimas, albimina y mucina. Debido a
su contenido, el liquido sinovial es importante para la lubricacion y provision de nutrientes
al cartilago (Koning & Liebich, 2004; Duke, 2011).

\ :
= Vénula

Sinoviocitos B A \
| " ‘\.\ Capilares

J
Conducto linfitico

Figura 3. Flujo del liquido sinovial.
Tomado de (Laborda, 2005).

Un factor importante que favorece la nutricion, la oxigenacion y la lubricacion es el
movimiento (Fig. 4) (Fermor, 2007; Joaquin, et al., 2017). Esto es debido, a la difusion
durante la carga articular, que permite la distribucion de los distintos elementos del liquido
sinovial, por medio del transporte intracondral, que es mediado por el flujo de agua y el
contenido de proteoglicanos de la matriz extracelular del cartilago (Forriol, 2002; Koning
& Liebich, 2004; Sophia et al., 2009).
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Figura 4. Esquemas de los diferentes tipos de
lubricacion articular. Tomada de (Brinker, 2000).

1.3 Circulacion articular

Varios tejidos articulares disponen de un suministro vascular abundante que responde al
ejercicio y a los estados patologicos. Estos comprenden la capsula articular, la membrana
sinovial, los ligamentos y el hueso subcondral, con la excepcion del cartilago articular que
es avascular. El flujo sanguineo en las articulaciones sinoviales estd formado por pequenas
ramificaciones de las arterias epifisiarias ubicadas en la unidon del periostio con la
membrana sinovial, lo cual forma un circulo arterial. Las ramificaciones mas amplias
penetran en el hueso, mientras que las mas pequefias permanecen en la periferia del
cartilago articular, dando forma a la circulacion pericondral. La irrigacion sanguinea Osea
subcondral es provista por las arterias epifisiarias, que se desplazan en la epifisis en
paralelo al cartilago articular, y envian asi las ramificaciones perpendiculares que terminan
en asas capilares ubicadas en la zona profunda del cartilago calcificado (Kenneth, 2007).

La irrigacion vascular de la membrana sinovial esta compuesta por capilares esparcidos en
areas de elevada tension mecanica. La mayor densidad capilar de la membrana sinovial se
ubica a 25um de la superficie articular y es mas profusa en el tejido areolar y adiposo. La
eficiencia del intercambio de nutrientes, oxigeno y subproductos metabodlicos entre los
capilares de la membrana y la cavidad articular depende de la densidad y la profundidad
capilar y de la irrigacion sanguinea (Levick, 1990; Bertone, 1998). Debido a esto, la
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integridad de estas formaciones son importantes en el mantenimiento del liquido sinovial y
el aporte optimo de oxigeno en el cartilago (Saari et al., 1989; Brighton et al., 1974; Clark
etal., 1991; Lane et al., 1977).

Los factores que pueden afectar gravemente al torrente sanguineo sinovial comprenden: la
presion intraarticular, la temperatura localizada, los reflejos, el tono vasomotor y la
liberacion local de mediadores vasoactivos (Kenneth, 2007).

1.4 Articulaciones y componentes de la rodilla

Las tres articulaciones que conforman la rodilla permiten realizar amplios movimientos de
flexion y extension (Fig. 5). Las articulaciones femorotibial y femororrotuliana presentan
comunicacion en sus cavidades articulares y se caracterizan por su funcién como troclea
sinovial, mientras que la articulacion tibioperonea proximal es sinovial plana y no tiene
comunicacion con las otras cavidades (Laborda, 2005).

Articulacion

femororrotuliana

Rétula J

'. Fabela

Articulacion
tibioperonea
b proximal

Articulacion gy
femorotibial

Figura 5. Articulaciones de la rodilla.
Tomado de (Laborda, 2005).



La capsula articular mencionada anteriormente es similar en todas las articulaciones
sinoviales, en la rodilla esta estructura se divide en tres compartimentos comunicados entre
si, por lo que cualquier accion sobre uno repercute en los otros; estos compartimentos son:
femororrotuliano, femorotibial derecho y femorotibial izquierdo (Laborda, 2005). Otras
estructuras que también forman parte de las rodillas se mencionan a continuacion.

Ligamentos. Los ligamentos son fuertes bandas o membranas, normalmente compuestas de
tejido fibroso blanco que unen los huesos entre si. Son plegables pero practicamente
inelasticos y sirven también para la conexion de la capsula con las demads estructuras de la
articulacion (Getty, 1982; Duke, 2011).

Sobre la rodilla se hallan los siguientes ligamentos (Fig.6):

1. Tendon del musculo cuadriceps femoral.
2. Ligamento rotuliano, que se fija en el
surco de la tuberosidad de la tibia.

3. Ligamentos femororrotulianos que
vinculan la rétula con las fabelas lateral y
medial.

4. Tenddn del musculo popliteo

5. Ligamentos colaterales laterales 'y
colaterales mediales, que unen al fémur y
a la tibia.

6. Ligamento tibioperoneo proximal, una la
cabeza del peroné lateralmente con la
tibia.

7. Ligamento cruzado craneal (anterior), une
la superficie interna del condilo lateral del
fémur con la parte craneal de la eminencia
intercondilar de la tibia.

8. Ligamento cruzado caudal (posterior), une
la superficie interna del condilo medial del
fémur con la parte caudal de la eminencia
intercondilar de la tibia.

Figura 6. Ligamentos de la articulacion
de la rodilla. Tomado de (Laborda,
2005).



Musculos. Los musculos que rodean la rodilla y que aportan estabilidad y permiten el
movimiento, son los siguientes: biceps femoral, semitendinoso, semimembranoso,
cuddriceps femoral abductor semimembranoso, gastrocnemio y popliteo (Getty, 1982).

Meniscos. Los meniscos son piezas de fibrocartilago en forma de media luna que se sitian
entre el fémur y la tibia. Cada rodilla tiene dos meniscos, uno medial y otro lateral que
contribuyen con la adaptacion y la estabilizacion de las superficies no coincidentes entre los
condilos femorales y mesetas tibiales, estos también amortiguan las fuerzas de compresion
que actian en los extremos de los huesos (Laborda, 2005; Koning & Liebich, 2004; Duke,
2011; Getty, 1982).

2. Cartilago articular hialino
2.1 Estructura y funcion

El cartilago (lat. Cartilago; gr. chondros) es una forma especializada de tejido conjuntivo
que deriva de las células madre mesenquimales durante el desarrollo embrionario
(Ziskoven et al., 2011). El cartilago articular que recubre los extremos de los huesos,
proporciona amortiguacion para el contacto entre dos superficies Oseas (Laborda, 2005;
Duke, 2011). Este tejido, que es avascular, aneural y alinfatico, estd constituido por los
condrocitos y una matriz extracelular (MEC). De acuerdo a su histologia la presencia y tipo
de fibras de la matriz, el cartilago articular es de tipo hialino (gr. Ayalos, vidrio), donde la
MEC se observa casi homogénea al microscopio Optico sin que se observe la red fibrilar.
Este efecto Optico es debido a que el indice de refraccion de las fibras de colageno es
similar al de la MEC en las que se encuentran inmersas (Estrada & Uribe, 2002). El
cartilago hialino tiene un aspecto vidrioso azulado y es el mas abundante en la nariz,
traquea, bronquios, costillas y articulaciones (Geneser, 2014; Estrada & Uribe, 2002).

El grosor del cartilago articular puede ser diferente en funcion de la tension (fuerza que
actia sobre una superficie) y de la especie animal; sin embargo, a pesar de estas
diferencias, la densidad celular y la MEC del cartilago estdn constituidos por los mismos
elementos, presentan la misma organizacion y realizan las mismas funciones (Athanasiou
et al., 1991; Buckwalter et al., 2005).

Debido a sus propiedades elasticas, el cartilago articular posee la capacidad para distribuir
las cargas mecénicas en la articulacion, ya que brinda una gran resistencia frente a las
fuerzas de compresion y de cizalla generadas durante el movimiento, disminuyendo de esta
forma, los picos de estrés mecanico sufridos por el hueso subcondral (Mow &
Rosemwasser, 1988; Basser et al., 1998). Asi mismo, su estructura de superficie lisa y
deslizante, en conjunto con el liquido sinovial, forman una interface de baja friccion y



elevada resistencia a la compresion (Huber et al., 2000; Grossin et al., 2006; Landinez et
al., 2010).

2.2 Composicion del cartilago hialino

En el cartilago articular hialino se distinguen 4 estratos o capas (Fig.7) debido a la
arquitectura de las fibras de colageno y a la organizacion y forma de las células (Welsch,
2013; Koning & Liebich, 2004; Geneser, 2014).

Estrato I, zona superficial o de fibras tangenciales. Las fibras de coldgeno se encuentran
estrechamente entrelazadas y transcurren paralelas a la superficie, lo que refuerza la
estabilidad del cartilago articular. Los condrocitos dentro de esta zona son en general
pequeiios, fusiformes y estan orientados en forma paralela a la superficie.

Estrato II, zona media o de transicion. Aqui las fibras de colageno se cruzan y los
condrocitos con frecuencia son grandes, redondeados y aparecen aislados o se encuentran
en parejas.

Estrato III, zona radial o profunda. Las fibrillas de coldgeno se orientan en sentido casi
perpendicular a la superficie, estdn distribuidas en forma mas laxa y son mas gruesas que
las de la superficie. Los condrocitos de este estrato grueso forman grupos principalmente
alargados que se encuentran orientados con las fibrillas de coldgeno radiales. Aqui los
condrocitos contienen mucho glucogeno, tienen un Reticulo Endoplasmico rugoso
abundante y un Aparato de Golgi grande y activo.

Estrato IV, zona de cartilago mineralizado. Se ubica sobre el hueso subcondral y posee
relativamente pocos condrocitos hipertroficos. La placa 6sea subcondral contribuye a las
funciones dinamicas en la transmision de cargas de la articulacion, protegiendo al cartilago
como amortiguador en los esfuerzos axiales, promueve el aporte metabolico de las capas
cartilaginosas mas profundas e impide que el cartilago se separe del hueso.
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Figura. 7. Microarquitectura del cartilago articular. Esquema representativo de la
zonas del cartilago, imagen izquierda modificada de:(Lopez et al., 2004). Imagen
histologica tefiida con H&E del cartilago, linea de calcificacion o tidemark o marca de
marea caracteristica del cartilago articular que separa la zona calcificada de la no
calcificada (flecha negra), imagen derecha, modificada de: (Link, 2011).

2.3 Componente celular

El tnico tipo celular presente en el cartilago es el condrocito, quien es el responsable de la
sintesis y degradacion de los diferentes componentes de la MEC (Fig. 8) (Muir, 1995;
Archer & Francis, 2003). Estos se encuentran aislados en pequefios espacios o lagunas (lat.
lacuna, cavidad) de la MEC (Geneser, 2014). Su tamafo es alrededor de 5 a 15 um de
diametro (Errington et al., 1997), con un Reticulo Endoplasmico y un aparato de Golgi
prominentes y un sistema bien desarrollado de granulos secretorios, lo cual es indicativo de
su elevada actividad biosintética (Goldring, 2006).



COLAGENO TIPO Il

S, LT NS

CONDROCITO
(COMPONENTE CELULAR)

AGREGADO DE PROTEOGLICANCS (COMPOMENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR)

Figura 8. Los condrocitos sintetizan el colageno y los proteoglicanos. Ambos interactiian
conformando la MEC del cartilago, capaz de retener grandes cantidades de agua. Imagen
adaptada de: (Buckwalter & Martin, 1995).

2.4 Componente extracelular

La MEC es el componente no celular que proporciona estructura o andamiaje fisico para las
células y por lo tanto contribuye a las propiedades bioquimicas y biomecanicas requeridas
para la homeostasis y la resistencia a las fuerzas de tension del tejido (Frantz et al., 2010;
Gartner, 1997).

En el cartilago hialino la MEC se subdivide en dos regiones: la matriz territorial ubicada
alrededor de cada laguna, y la matriz interterritorial (Fig.9). La primera, es una region
amplia de 50 um, que contiene escaso colageno y abundante condroitin sulfato. Mientras
que la matriz interterritorial, es mas rica en colageno tipo II, pero contiene menos
proteoglicanos (Gartner, 1997).

Otra region menos descrita es la matriz pericelular o capsula pericelular, la cual es una
region pequefia de la matriz, de 1 a 3 um de espesor, ubicada inmediatamente alrededor de
las lagunas. Se compone de una red fina de fibras de colageno embebidas en una estructura
similar a la membrana basal de los epitelios. Estas fibras pueden representar algunos
colagenos menores como el tipo VI y IX que se muestran en el cartilago hialino; algunas
investigaciones sugieren que la matriz pericelular puede proteger a los condrocitos contra la
tension mecanica (Gartner, 1997; Liu et al., 2018).
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Figura 9. Organizacion regional de la MEC en funcién de la proximidad
a los condrocitos. Imagen adaptada de: (Buckwalter & Martin, 1995).

La MEC esta compuesta principalmente liquido tisular, que representan el 60-80 % del
peso total, la cual decrece ligeramente su concentracion desde la zona superficial hacia la
zona profunda. Las macromoléculas estructurales que se encuentran en la MEC como el
colageno, proteoglicanos y otras proteinas representan el 20-40% del peso total
(Buckwalter & Mankin, 1997; Vega et al., 2002).

El principal proteoglicano en la MEC es el agrecano, que estd compuesto a su vez por
centros proteicos que se enlazan covalentemente a moléculas de glucosaminoglucanos
(GAG) principalmente condroitin-4-sulfato, condroitin-6-sulfato, queratan sulfato y
heparan sulfato. El agrecano también se une no covalentemente por una proteina de enlace
(link protein) con el acido hialurénico, lo que forma grandes agregados de hasta 100-200
moléculas de agrecano que llegan a medir de 3 a 4 um (Fig. 10) (Geneser, 2014; Gartner,
1997). La presencia de los grupos aniénicos carboxilo y sulfato en los GAG confiere a la
MEC una composicion idnica y osmotica diferencial con una alta densidad de cargas
negativas que atraen cationes (principalmente Na®, Ky Ca?") y repelen aniones (ClI,
HCO»), por lo que la concentracion de cationes libres en el cartilago es alta y la de aniones
es baja (Fig. 11) (Trujillo 2005; Sanchez, 2008). De este modo, los proteoglicanos atraen
agua y mantienen la hidratacion de la MEC y de los condrocitos en el cartilago articular
(Gartner, 1997; Yue et al., 2014).
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Figura 10. Representacion esquematica de la organizacién molecular en
la matriz del cartilago Tomado de: (Junqueira & Carneiro, 2003).

cr

Figura 11. Representacion esquematica del microambiente del condrocito
articular en la matriz extracelular. Tomado de: (Sanchez, 2008).
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Otros componentes de la MEC son las proteinas adhesivas, que desempefian un papel en la
interaccion entre los condrocitos y la MEC, por ejemplo, la ancorina II y la condronectina
que fijan los condrocitos al coldgeno tipo II, y las integrinas que unen a estas células a la
fibronectina y colagenos tipos Il y VI (Geneser, 2014; Loeser, 2014).

2.5 Histofisiologia

La capacidad del cartilago para soportar o amortiguar la fuerza mecanica durante la carga
articular, dependen de: la integridad de la red de colageno, el mantenimiento de la
concentracion de proteoglicanos y del efecto Donnan; en donde estos atraen agua para
expandir asi la red de coldgeno y conferir la elasticidad y resistencia al cartilago (Trujillo,
2005; Mow & Rosemwasser, 1988). Asi, la deformacion del cartilago sometido a la accion
de las cargas ocurre de manera gradual a medida que el contenido de agua se desplaza hacia
la superficie articular. Después que cesa la fuerza, el agua vuelve a su localizacion inicial,
atraidas por la fuerte carga negativa de los proteoglicanos, por lo que se restablece la
estructura del cartilago y se disipan las fuerzas mecénicas (Fig. 12) (Buckwalter & Mankin,
1997).

Condrocitos
2)

*M Proteoglicanos +H Colageno
H,0 H,0

Figura 12. Comportamiento de una unidad del cartilago articular en reposo (1)
y en un momento de carga (2) Imagen modificada de: (Trujillo, 2005).

2.6 Oxigenacion en el cartilago articular

Para conservar la funcion y la composicion del cartilago articular, se produce un recambio
lento pero constante de sus componentes, cuya tasa depende de la edad, la carga mecénica y
el entorno articular (Morris & Treadwell, 1994; Smith et al., 1996, Sah et al., 1996;
Buckwalter, 1995). Parte de los materiales necesarios para este proceso son provistos por el
liquido sinovial y se difunden a través de la fase acuosa o liquido tisular de la MEC del
cartilago (Levick, 1984; De Andrés, 2007; Geneser, 2014). También el aporte de O, puede
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ser suministrado por el hueso subcondral, ya que hay evidencia de que es una importante
fuente de nutrientes para el cartilago inmaduro (Levick, 1995).

Hasta la fecha, la caracteristica avascular del cartilago articular, hace pasar por
desapercibido las funciones y las necesidades del O, de los condrocitos. Aunque son
cé¢lulas muy bien adaptadas a la hipoxia, los condrocitos requieren O» para realizar su
funcion principal que es mantener la composicion de la MEC. Asi, un estudio con
condrocitos cultivados en perlas de alginato mantenidos bajo una condicién andxica con
una presion parcial de oxigeno de <0.1% (pOz), mostré una reduccion en la actividad
metabolica y en consecuencia en la produccion de la MEC (Grimshaw & Mason, 2000).

En el microambiente del cartilago los niveles de O, son bajos al lado de otros tejidos en
relacion a la pO,. Asi en la sangre arterial es de 13.2%, en el rifion 9.5%, en el intestino
7.6% mientras que en cartilago es del 5%. Ademas, el cartilago es relativamente grueso, por
lo que el O, y los nutrientes deben difundirse en distancias de hasta 2-3 mm, lo que es
importante ya que la distancia de difusion de O, para el soporte del metabolismo aerdbico,
es de solo unos 200 pum. Asi, la tensiéon de O, disminuye con la distancia de la superficie
articular y el gradiente depende del equilibrio entre la velocidad de transporte de este gas a
través del cartilago y la tasa de consumo celular (Carreau et al., 2011; Zhou et al., 2004).
Las estimaciones sitiian la pO, media alrededor del 5%, con niveles ligeramente superiores
(alrededor del 6%) en la superficie e inferiores (2-3%) en la zona profunda del cartilago
articular (Fig. 13) (Falchuk et al., 1970; Lund, 1970; Silver, 1975; Urban, 1994; Najafipour
& Ferrell, 1995; Zhou et al., 2004).
(a); (b)J

Liquido sinovial = s - . ’

Zona superficial

Zona media 29, 39, 4-5%

Zona profunda —

1-2% 2% W
Cartilago calcificado——  °

8. ¢ ! t
Hueso subcondral/P‘:‘“:‘“ ‘,'/:?‘ 0, 0,
&
Figura 13. Estructura del cartilago articular y la aportacién de oxigeno por otros tejidos. Los
niveles de O, estimados dentro de la MEC son demostrados por tres escenarios: (a) provision
de O, desde el fluido sinovial, (b) O, suplementado mayormente desde el fluido sinovial
(90%) con una pequefia contribucion del hueso subcondral (10%), (c¢) suplemento del O, en
cantidades iguales desde el fluido sinovial y el hueso subcondral. Modificado de; (Zhou et

al., 2004).
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El consumo de O, por los condrocitos articulares representa el 2-5% comparado al
consumo por las células renales o hepaticas (Lee & Urban, 1997). Este consumo también se
correlaciona con la presencia de escasas mitocondrias que s6lo ocupan el 1-2% del
volumen intracelular (Brighton et al., 1984), en comparacion con el 15-20% en otras células
(por ejemplo, el higado). Por lo tanto, los condrocitos producen ATP principalmente a
través de la glucdlisis (Marcus, 1973; Otte, 1991), y con menor contribucion la generacion
de energia dependiente del O, por fosforilacion oxidativa (Schneider et al., 2007). Sin
embargo, de forma independiente a la fosforilacion oxidativa, la tasa de glucolisis depende
de al menos un flujo minimo de O, a través del transporte de electrones mitocondrial, por
lo que este acoplamiento es necesario para la activacion o estabilizacion de enzimas
glucoliticas y por ende para la produccion de energia (ATP). Asi, la inhibicion del
transporte de electrones reduce la proporcion de los productos de la glucdlisis como el
ATP, el piruvato y el NADH (Martin et al., 2012). Esto concuerda con la inhibicion de la
captacion de glucosa y la produccion de lactato reportada en los explantes de cartilago de
varias especies mantenidos bajo <1% O, (Efecto Pasteur negativo) y que es revertido al
proporcionar oxidantes exdgenos como el mismo O; (Lee & Urban, 1997; Lee & Urban,
2002).

Es un dilema comprender los efectos de la tension O, en la biologia del cartilago, puesto
que el 1-5% de O, correspondientes a un nivel normal o “normoéxico” son referidos como
“hipoxicos”, por lo tanto, la reduccion hacia tensiones mas bajas es requerida para someter
a los condrocitos a verdaderos niveles hipoxicos (Fermor et al., 2007; Gibson et al., 2008).

2.7 Adaptacion a la baja tension de oxigeno

Las adaptacion de los condrocitos en la supervivencia del entorno “hipoxico” esta mediado
por los factores de transcripcion inducibles por hipoxia (HIF-1 y HIF-2) que regulan
distintos procesos homeostaticos. El factor HIF es un heterodimero, de dos subunidades,
HIF-1oo. que en condiciones normoéxicas se degrada, pero bajo hipoxia se acumula y se
asocia con la subunidad B para translocarse en el nucleo y regular la expresion de genes
para el transporte de glucosa, la generacion de energia anaerdbica y la sintesis de la MEC
en los condrocitos (Wang & Semenza, 1993; Pfander & Gelse, 2007). Asi en relacion con
la tension de Oz, la acumulacion y activacion de HIF-1 es mas activa en los condrocitos de
las zonas media y profunda, lo que sugiere un fenotipo especifico de estas células adaptado
a la hipoxia que correlaciona con la densidad mitocondrial reducida en las zonas profundas
en comparacion con las zonas superiores del cartilago articular (Brucker et al., 2005;
Stockwell, 1991). También importante, es el factor HIF-2a que esta involucrado en la
expresion de genes para la sintesis de los componentes de la MEC como el coldgeno tipo I,
IX, XI y agrecano de forma dependiente del gen SOX9 (Lafont et al., 2008).
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2.8 Importancia de la tension de oxigeno en el condrocito articular

Aunque los requerimientos de Oz en el cartilago articular parezcan minimos, estos son
necesarios para el correcto funcionamiento de los condrocitos. Tal como se ha dilucidado
en varios estudios sobre el sistema de transporte de membrana, el metabolismo energético
y la actividad biosintética.

La disociacion de la composicion intracelular y extracelular es de gran importancia, ya que
la MEC del cartilago es hiperosmoética y acida (pH 6.9), lo que la vuelve un entorno hostil
para los condrocitos (Fig. 14) (Stockwell, 1991b; Urban, 1994; Wilkins et al., 2000). Sin
embargo, los condrocitos poseen sistemas de transporte de membrana modulados por la
tension O2 que minimizan y disocian los cambios en la composicion celular frente al
entorno. El sistema NHE (del inglés “sodium—hydrogen exchanger’”) mantiene el pH
intracelular (7.1) bajo una tension de 5% O» expulsando un H' en intercambio con un
Na" en la membrana externa, utilizando el gradiente que favorece la entrada del segundo
ion. Las tensiones mas bajas (2.5% y 1% de O,) reducen la extrusion de acido por lo que
las células se acidifican significativamente y su capacidad de recuperacion ante la carga de
acido se ve interferida (Gibson et al., 2000; Gibson et al., 2008; Milner et al., 2006;
Sanchez, 2008).

97 Solutos HCO, Ca
3507 neutros CF
300 -
HCO, K
[Solutos] mM 050 3
Cl-
200 -
150
Na+
100 K
50
4 nNe

Dentro Fuera

Figura. 14 Comparacion de la composicion idnica intracelular (dentro) y de la matriz
extracelular (fuera) aproximada de los condrocitos articulares. Modificado de (Gibson, et al.,
2008).

La actividad del sistema NHE a largo plazo, aumentaria la concentracion intracelular iénica
de Na" de forma secundaria a la salida de H", provocando la alteracion en el transporte de
agua y la homeostasis del sodio. Esto se ha reportado en la artrosis avanzada, donde se
presenta una disminucion del contenido acuoso de la MEC del cartilago, asi como la
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disminucion en la concentracion extracelular de Na', mientras que la concentracion
intracelular se encuentra aumentada (Urban & Bayliss, 1989).

Cuando la via principal de produccion de ATP queda desbordada bajo una condicion de
estrés, la demanda de energia incrementa y los condrocitos utilizan la via oxidativa
mitocondrial que puede generar mas de un cuarto de la produccion total de ATP. Esto se ha
hecho evidente en una condicion de estrés nutricional de condrocitos cultivados en medio
suplementado con galactosa, en donde regulan positivamente las vias metabolica
mitocondrial en un intento de mantener el equilibrio energético, lo que proporciona
flexibilidad metabodlica y supervivencia celular (De Andrés, 2007; Lee & Urban, 1997;
Lane et al., 2015). Ademaés la fosforilacion oxidativa es 18 veces mas eficiente en la
generacion de ATP que la glucolisis, por lo que esta via puede ser importante en los
condrocitos de la zona superficial y media que tienen mayor densidad mitocondrial y un
entorno con mayor O, comparado al que se encuentran los condrocitos de la zona
profunda (Oegema et al., 1986; Brookes et al., 1999; Murphy et al., 1999; Stockwell,
1991).

La produccion disminuida de ATP asociada a una condicién hipoxica para el cartilago
puede alterar la sintesis de algunos elementos de la MEC, tal como se demostro6 en cartilago
cultivado en 1% de O en el que se disminuy6 la sintesis de proteoglicanos, coldgeno y
acido hialuronico comparados con el cultivo al 5% de O, (Fermor et al., 2004; Hashimoto
et al., 2006; Fermor et al., 2007). Ademas, la sintesis de la MEC en 5% O, se correlaciond
con el mantenimiento de las propiedades del cartilago, como su viscoelasticidad y la
permeabilidad, que influyen en la capacidad de los solutos para difundir en el cartilago
articular (Fermor et al., 2007).

3. Osteoartritis (OA)

La osteoartritis u osteoartrosis, es una artropatia de tipo cronico-degenerativo-inflamatorio
multifactorial de progresion lenta, que afecta a las articulaciones sinoviales y cartilaginosas
de distintas especies como los humanos, perros, caballos, etc. Esta enfermedad esta
caracterizada principalmente por la pérdida gradual de cartilago articular (Houlton, 2010;
Mortellaro, 2010).

3.1 Fisiopatologia

La degeneracion del cartilago articular es clave en la patogénesis de la OA; sin embargo, el
desarrollo de esta patologia afecta a toda la estructura articular, incluyendo el hueso
subcondral, el tejido sinovial, la capsula articular, la membrana sinovial y los tejidos
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blandos periarticulares (Sociedad Espanola de Reumatologia, 2010). La arquitectura del
cartilago y la composicion bioquimica estd estrictamente regulada por los condrocitos en
respuesta a cambios en su entorno quimico y mecanico (Buckwalter et al., 2005). Pero en la
pérdida del equilibrio entre la actividad catabdlica y anabolica, los condrocito activan la
produccion de varias proteinas de respuesta inflamatoria, como interleucina-1p (IL-1p),
interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral-o (TNF-a), y enzimas que degradan la
MEC, especialmente las metaloproteinasas de la matriz (MMP) y las agrecanasas
(ADAMTY) (Fig. 15) (Glyn et al., 2015).
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Figura 15. Cambios estructurales y vias de sefializacion en el desarrollo de la osteoartritis.
Modificado de (Glyn et al., 2015). ADAMTS = Desintegrina y Metaloproteinasa con
Motivos de tipo Trombospondina. IL = Interleucina. MMP = Metaloproteinasa de la
matriz. TNF = Factor de Necrosis Tumoral. IFN = Interferon. IGF = Factor de
Crecimiento similar a la Insulina. TGF = Factor de Crecimiento Transformante. VEGF =
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular.

En los condrocitos y los sinoviocitos, tanto la IL-1B y el TNFa inducen la produccion de
otras moléculas como IL-6, IL-8, MMP, 6xido nitrico, prostaglandina E2. Estos mediadores
biologicos pueden tener impacto en las células de otros tejidos, perpetuando su produccion
y contribuyendo en la degradacion, la apoptosis y la alteracion de las vias metabolicas
necesarias para la reparacion de la MEC dafada, asi como la disminucion de la expresion
del inhibidor de metaloproteinasas (TIMP) (Fernandez et al, 2002; Frisbie, 2012; Botha et
al., 2008; Carmona & Prades, 2009).

Las MMP son enzimas que pertenecen a un grupo de endopeptidasas que dependen de
metales como zinc, calcio, magnesio o cobalto para su activaciéon y que pueden ser
secretadas por sinoviocitos y condrocitos. En el cartilago OA actlian diversas de estas
enzimas (Tabla 1) en la degradacion de la MEC (Carmona & Prades, 2009; Caron, 2011;
Frisbie, 2012; Cruz et al., 2014). Sin embargo, debido a la alta proporcion del colageno tipo

18



IT en el cartilago, la MMP-13 tiene un papel destacado por el dafio a este componente
desde la fase temprana de la OA (Mcllwraith, 2004; Xu et al., 2010). A su vez los
proteoglicanos de la MEC, son degradados principalmente por las agrecanasas ADAMTS 4
y 5 (Troeberg & Nagase, 2012; Sociedad Espafiola de Reumatologia, 2010). Como
consecuencia también se ven afectadas la concentracion extracelular tanto de Na* y de
agua por un aumento en la fase inicial y posteriormente una disminucion en la fase
avanzada de la OA (Trujillo et al., 2001, Trujillo, 2005).

Subfamilia enzimatica MMP Substratos

Colagenasa 1 MMP-1 Colagenos I, II, III, VII, X, gelatina;
agrecano; entactina; proteinas de uniéon

Colagenasa 2 MMP-8 Colégenos 1, I1, III; agrecano; proteinas
de union
Colagenasa 3 MMP-13 Coléagenos I, II, III
Estromelisina 1 MMP-3 Colagenos 111, 1V, IX, X; agrecano;

fibronectina, laminina; elastina;
perlecano; gelatinas

Gelatinasa MMP-2 Coléagenos I, IV, V, VII, X, XI;
gelatinas; elastina; fibronectina;
laminina
Gelatinasa MMP-9 Colagenos 1V, V, XIV; gelatinas;

elastina; entactina; vitronectina

Tabla 1. Metaloproteinasas (MMP) relacionadas en la
degradacion de los componentes de la MEC en el cartilago OA.

La pérdida de los componentes del cartilago comienza en las capas mas superficiales, pero
a medida que avanza la OA, la capa profunda también es dafiada (Fig. 16); por lo que
finalmente las propiedades viscoelasticas del cartilago son afectadas y adquieren un soporte
ineficiente de la carga normal (Brinker et al., 2016; Caron, 2011). Otro factor importante
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en la destruccion del cartilago articular, ademéas de los mediadores biologicos, es el factor
mecanico (Sociedad Espafiola de Reumatologia, 2010). Puesto que los condrocitos son
mecanosensibles y transforman las cargas mecanicas en sefiales bioquimicas para modular
la expresion de genes, la sintesis de proteinas, la composicion de la matriz y el desempefio
biomecanico del cartilago (Ruhlen & Marberry, 2014; de Crombrugghe et al., 2001; Jutila
et al., 2014; Garima et al., 2007). Por lo tanto, las cargas mecanicas pueden controlar el
mantenimiento o degradacion de la MEC (Fig.17), en funcién de la magnitud y el tipo de
carga que se imponga (de Crombrugghe et al., 2001).

El estrés mecanico mediante la descarga y la sobrecarga mecénica, el desuso y el uso
excesivo respectivamente de las articulaciones, inducen la actividad catabolica de las
proteasas y el aumento la tasa de la apoptosis celular (Leong et al., 2010; Messier et al.,
2013; Ambrosio et al, 2011; Koike et al., 2015; D'Lima et al., 2001; Huang et al., 2017).
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Figura 16. El ciclo de la degeneracion progresiva del cartilago
durante la progresion de la OA. Modificado de (Brinker et al., 2016)
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Figura 17. Mecanotransduccion del condrocito. Imagen
modificado de (Shieh & Athanasiou, 2003).

El estrés oxidativo, que también tiene un impacto en el desarrollo de la OA, es definido
como una situaciéon de desequilibrio con un aumento de especies reactivas de oxigeno
(ROS) o una disminucion de antioxidantes. (Konigsberg, 2008). Dentro de las especies
reactivas que ejercen un efecto deletéreo en los condrocitos, el 6xido nitrico (NO) es el mas
documentado (Del Carlo & Loeser, 2006; Goodwin et al., 2010; Cao et al., 2013;
Brouillette et al., 2014; Loeser, 2009; Blanco et al., 2000).

E1 NO o mondxido de nitrégeno es un radical gaseoso, 14bil, inodoro e incoloro de una vida
media entre 0.09 - >2 segundos y que al ser una molécula pequefia y neutra, su difusion es
libre a través de las membranas celulares. Su sintesis se realiza a partir del aminoacido L-
arginina, con la ayuda de la enzima oOxido nitrico sintetasa (NOS) (Fig. 18a) que es
estimulada por diferentes citocinas proinflamatorias (IL-1p, TNFa, IL-17 e IL-18) en el
cartilago OA (Diaz et al., 2009; Thomas et al., 2001; Fermor et al., 2007; Amin et al.,
1995; Abramson et al., 2001).

La NOS existe en tres isoformas, la endotelial NOS3 (eNOS) y la neuronal NOS1 (nNOS),
que son constitutivas (cNOS) y la isoforma inducible NOS2 (iNOS) que se expresa en
respuesta a diferentes estimulos (Diaz et al., 2009). La presencia de esta ultima se ha
demostrado en los condrocitos y en general su expresion se considera una condicidén
patologica celular ya que puede producir NO durante un tiempo mas prolongado (Blanco et
al., 2000; Subbotina, 2006).

21



(@  Arginina+0: —o=—==" Citrulina + NO
NOS 1 (nNOS)

NQS Il (iNOS) Oxido nitrico
NOS il (eNOS)
() NO + Oy —mMm ONOO-
Oxido nitrico Anién Peroxinitrito
superoxido

(c) 20, + 2H* —— MO, + O,
Superoxido Dismutasa Peréxido de
(SoD) hidrégeno
(d) 2H,0, — .+  2H0 + O,
Peréxido de Catalasa
hidrégeno

Figura 18. Bioquimica del 6xido nitrico. (a) El 6xido nitrico se forma mediante la
conversion de arginina en citrulina. (b) El 6xido nitrico es un gas altamente reactivo que
puede interactuar con aniones superoxido para formar peroxinitrito. (c) Los aniones
superdxido se dismutan a peroxido de hidrogeno por superoxido dismutasa, que estd
presente en el cartilago articular. (d) El peroxido de hidrégeno se metaboliza en agua y
oxigeno por accion de una catalasa. Imagen modificada de (Fermor et al., 2007).

El NO puede extender su vida y rango de efectos en condiciones de menor oxigenacion
como a través de la formacion de peroxinitrito (ONOQO") (Fig. 18b), el cual se ha sugerido
como responsable de acciones patologicas del NO como la nitrosilacion del colageno u
otras proteinas en los condrocitos OA y la muerte celular (Blanco et al., 2000; Takehara et
al., 1995; Heyman et al., 1999; Inoue et al., 1999; Fermor et al., 2007; Deberg et al., 2005;
Hwang & Kim, 2015; Del Carlo & Loeser, 2002; Kuhn et al., 2004; Whiteman et al., 2004).
Cuando un sistema antioxidante normal (Fig. lc y d) es alterado, como la regulacion
negativa de la superdxido dismutasa mitocondrial (SOD2), vuelve susceptible a los
condrocitos y en especial a las mitocondrias al dafio oxidativo en el cartilago OA
(Gavriilidis et al., 2013; Aigner et al., 2006; Ruiz et al., 2009; Scott et al., 2010).

La mayoria de los efectos del NO pueden derivar del dafio oxidativo a la mitocondria (Fig.
19), ya que son los principales blancos de las ROS, ya que el NO conduce a la disfuncion
de la cadena respiratoria, por el deterioro de la funcion del transporte de electrones y la
supresion de la fosforilacion oxidativa (Balaban et al., 2005; Lopez et al., 2013; Johnson et
al., 2000; Maneiro et al., 2003; Fermor et al., 2007). Estos cambios en la mitocondria, junto
con el dano a su ADN, también comprometen la viabilidad celular ya que contribuyen al
efecto proapoptdtico del NO (Boyd & Cadenas, 2002; Moncada & Erusalimsky, 2002;
Abramson et al., 2001; Elmore, 2007; Fermor et al., 2007; Kim et al., 2010; Yui et al.,
2016).
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Figura 19. Dafio oxidativo en el condrocito ocasionado por el NO y ROS.
Imagen modificada de: (Ziskoven et al., 2011).

Como consecuencia de la disfuncion mitocondrial, una disminucion de la reserva
bioenergética mitocondrial puede contribuir a un desequilibrio de la sintesis de la matriz y
la degradacion del cartilago (Johnson et al., 2004), por lo que la sintesis alterada de ATP
mitocondrial es un factor en la patogénesis de la OA (Terkeltaub et al., 2002).

3.2 Muerte celular

En el cartilago OA los condrocitos presentan al menos dos tipos de muerte celular
programada; la apoptosis y la condroptosis (Kouri & Lavalle, 2006; Hayami et al., 2004;
Li et al., 2013). La apoptosis es un proceso activo, bajo un control molecular, que depende
de energia y que implica la activacion de un grupo de cistein proteasas llamadas "caspasas"
y una cascada de eventos para desmantelar de forma ordenada las estructuras celulares, sin
generar respuesta inflamatoria (Nagata, 1997; Elmore, 2007).

Las caspasas son centrales en la apoptosis ya que son tanto iniciadoras (caspasa 8 y 9)
como ejecutoras (caspasa 3) del proceso. Hay dos vias comunmente descriptas por las
cuales las caspasas pueden ser activadas. Estas son la via intrinseca (o mitocondrial) que
involucra una serie diversa de estimulos (entre ellos las citocinas, la hipoxia, y el estrés
oxidativo) que provocan cambios en la membrana mitocondrial interna mitocondrial y la
liberacion de proteinas pro-apoptéticas con la consecuente activacion de caspasa 9; y la via
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extrinseca (o del receptor de muerte) que implica interacciones mediadas por receptores
transmembrana con activaciéon de la caspasa 8. Ambas vias terminan en una fase de
ejecucion, donde las caspasas iniciadoras activan a la caspasa 3 ejecutora (forma activa)
que conduce a la fragmentacion del ADN, la condensacion de cromatina, la degradacion de
proteinas nucleares y del citoesquelético, que en ultima instancia causan cambios bioquimicos
y morfologicos en las células apoptéticas (Elmore, 2007).

Por otro lado, la “Condroptosis”, es un proceso en el que se conjuntan la apoptosis y la
autofagia, debido a esto, dentro de una misma célula se pueden presentar los marcadores
especificos para cada tipo de muerte celular como la caspasa 3 y la LC3Il o LC3-
fosfatidiletanolamina que es una proteina citosolica asociada a microtubulos que se recluta
en las membranas autofagosomicas (Roach et al., 2004; Almonte et al., 2010; Tanida et al.,
2008).

La muerte de los condrocitos en la condroptosis consiste en la autodestruccion mediada por

tres fendmenos (Roach et al., 2004; Pérez et al., 2005):

v El aumento del Reticulo Endoplasmatico y aparato Golgi crean compartimentos para la
digestion de componentes citoplasmicos y organelos.

v" La formacion de multiples vacuolas autofagicas.

v La extrusion de material celular en el espacio de las lagunas, dejando restos y restos
vesiculares, distintos de los cuerpos apoptoéticos formados durante la apoptosis.

3.3 Cambios histologicos en el cartilago OA

En el cartilago con OA es evidente la formacion de clusters o clones que son grupos de mas
de 20 condrocitos de morfologia redonda ubicados dentro de una laguna grande (Fig. 20)
muy cerca a las fisuras y hendiduras de la capa superior del cartilago (Schumacher et al.,
2002). A pesar de que representan un sello caracteristico en el cartilago OA en la mayoria
de los especimenes analizados, su biologia y su papel son poco conocidos (Mankin &
Lippiello, 1970; Poole et al., 1991; Kouri et al., 1998; Lee et al., 2000; Lotz et al., 2010;
Kouri et al., 1996; Goyal et al., 2006). En la OA de fase temprana, los clusters se han
asociado con un aumento en la proliferacion de los condrocitos y la sintesis de proteinas de
la MEC o de proteinasas y citocinas. En la fase avanzada con la muerte celular, el nimero
de condrocitos se reduce y el nimero de lagunas vacias aumenta en el cartilago (Blanco et
al., 1998; Hashimoto et al., 1998; Horton et al., 1998; Kim et al., 2000).

Debido a los procesos catabolicos, el cartilago pierde su aspecto liso y se torna irregular
mostrando fibrilacién de la superficie (Fig.21), perdida de su grosor y fisuras u erosiones

24



que incluso llegan hasta la pérdida total del cartilago en la fase avanzada de la OA, por lo
que el hueso subcondral queda expuesto (Caron, 2011; Geneser, 2014; Chevalier, 2009).

Figura 20. Cluster en el Cartilago articular OA de un hombre de 75 afios tefiido con
safranina O. Objetivos de 10x (izquierda) y 40x (derecha). Tomado de (Lotz, et al., 2010).
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Figura 21. Fibrilacion de la superficie con lagunas vacias en el cartilago articular OA del plato
tibial tefiido con Safranina-O. Magnificacion x100. Modificado de (Boileau et al., 2009).

La progresion de la OA se divide en una fase inicial o temprana caracterizada por la
formacion de clusters, cambios en el fenotipo de los condrocitos y la actividad de sintesis
incrementada con motivo de reparacion. Y la fase avanzada o degradacion del cartilago, en
la cual hay condrocitos apoptdticos y en diferenciacion hacia fibrocondrocitos que
sintetizan una MEC cicatrizal o fibrocartilago (Fig. 22) (Chevalier, 2009).
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Figura 22. Evolucion del fenotipo celular, proceso de sintesis y funcion del cartilago
durante la progresion de la osteoartritis. Imagen tomada de (Chevalier, 2009).

3.4 OA en Medicina Veterinaria

La OA puede clasificarse en primaria o secundaria dependiendo de las causas de su origen.
La OA primaria es producida en animales que han realizado actividad fisica en exceso y
que el desgaste del cartilago se asocia con el envejecimiento, la edad promedio de los
perros con OA primaria es de 11 afios y en su mayoria estan afectados bilateralmente
(Telley & Smith, 1998; Brinker et al., 2016). Sin embargo, se ha sefialado la existencia de
cartilago envejecido sin cambios de tipo OA (Mankin, 1974). No obstante, los diversos
cambios sistémicos ocurren con el envejecimiento como: la pérdida de masa muscular,
aumento de la masa grasa, un estado inflamatorio de bajo grado, disminucién de la
produccion de hormonas promotoras del crecimiento, disminucién de la masa Osea y
aumento de microtraumas (Loeser, 2012; Loeser, 2013).

La OA de tipo secundario, se produce como secuela post-traumatica (rotura de ligamentos o
dafio en los meniscos) o desordenes articulares en los miembros anteriores y posteriores;
de tipo congénito (displasia de cadera, luxaciones y subluxaciones del hombro y de la
rotula), del desarrollo (inestabilidad, desviacion angular) (Mortellaro, 2010).

En general, las razas medianas y grandes presentan una mayor incidencia de OA respecto a
las razas pequefias, ya que se ven mas afectadas por las enfermedades ortopédicas primarias
como la displasia de cadera (Tabla 2) (Mortellaro, 2010).
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Trastorno Razas susceptibles Referencia

Rotura del Rottweiler, Labrador Retriever (Duval et al., 1999)
ligamento cruzado Labrador Retriever, Pastor Aleman,
craneal Golden Retriever (Whitehair et al., 1993)
Luxaciones de la Chihuahua, Pomerania, Caniche, (Cairo, 2005)
rotula Pequinés, Yorkshire Terrier y Pug

Chow-Chow, Pastor Aleman Gran (Mele, 2007)

Danés, San Bernardo, Lebrel Irlandés

Tabla 2. Susceptibilidad racial en la OA secundaria de rodilla en dos trastornos implicados.
Tomado de (Mele, 2007).

Ademas de la raza, otros factores que influyen en la OA son:

v’ Sexo: algunos trastornos primarios que desencadenan en OA son mas prevalentes en
machos, tales como; la fragmentacion del proceso coronoides en el codo, que tiene una
proporcion 3:1 de los machos con respecto a las hembras.

v Obesidad: el exceso de peso o sobrecarga en las articulaciones es un factor que
contribuye a los problemas de movilidad y progresion de la OA.

v' Dieta: la sobrealimentacion de los cachorros en crecimiento provoca un crecimiento
mas rapido, lo que aumenta a la vez la longitud del hueso y el peso corporal
(Hedhammar et al., 1974).

3.5 Signos de la OA

A continuaciéon se enumeran algunos sintomas que se observan en los individuos que
padecen OA.

Claudicacion. Se manifiesta de forma intermitente, es de aparicion repentina o progresiva,
con empeoramiento después de periodos de inactividad (temprano por la mafana), o
mejoria con un corto ejercicio y reagudizacion después de una intensa actividad
(Mortellaro, 2010).

Dolor. Ocurre con el uso de la articulacion y con el descanso puede aliviarse, pero en casos
avanzados, el dolor puede ocurrir con la minima actividad o incluso estar presente durante
el descanso (Brinker et al., 2016). Asi que las posturas antidlgicas (posicion que adopta el
enfermo con el fin de evitar el dolor) son frecuentes para aliviar el dolor articular, la rigidez
de la marcha, la tendencia al dectbito y la intolerancia al ejercicio (Mortellaro, 2010).
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El dolor puede estar asociado con los siguientes cambios:
e Incremento de la sensibilizacién normal del periostio por los osteofitos marginales.
e Presion sobre la exposicion del hueso subcondral.
e Microfractura de la placa subcondral y trabecular 6seas.
e Pellizco o abrasion de las vellosidades sinoviales.
e Sinovitis.
e Inflamacion y engrosamiento de la capsula articular.

Rigidez. Se atribuye principalmente a los tejidos periarticulares con: edema, hipertrofia,
adherencias, formacion de tejido de cicatrizaciéon en musculos, ligamentos o tendones y
formacion de osteofitos (Brinker et al., 2016).

Crepitacion. Es el sonido o vibracion detectada con el movimiento de la articulacion. Por lo
general es asociada con la superficie articular irregular resultado de la perdida de cartilago
(Brinker et al., 2016).

3.6 Tratamiento de la OA

El tratamiento convencional de la OA se puede dividir en farmacolédgico, no farmacologico
y quirdrgico que tienen como objetivos: aliviar el dolor, reducir la inflamacién, mejorar las
limitaciones funcionales, retrasar la progresion de la enfermedad y mejorar la calidad de
vida. El tratamiento farmacologico se subdivide en farmacos modificadores de sintomas,
como: los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), analgésicos topicos, opioides,
infiltraciones con corticoides. Y los farmacos modificadores de la estructura o
condroprotectores, como: el sulfato de glucosamina, el condroitin sulfato, la diacereina y el
acido hialurénico, que requieren de mayores estudios para la confirmacion de sus efectos;
En el tratamiento no farmacologico destacan: la educacion sobre la enfermedad, medidas de
descarga articular (ortesis), el control de peso, el control de ejercicio moderado y la
fisioterapia (hidroterapia, termoterapia); El tratamiento quirurgico esta indicado en la OA
con dolor intenso nocturno o en reposo y dificultad importante para la marcha. Las técnicas
quirargicas empleadas incluyen: lavado y desbridamiento artroscopico, osteotomias
(modificacion de la posicion o morfologia &sea), artroplastia (sustitucion de la
articulacion), artrodesis (fijacion articular) e injertos autdlogos de cartilago (Sociedad
Espafola de Reumatologia, 2010; Hermann et al., 2018; Houlton, 2010).

Debido a que no hay ninglin tratamiento con evidencia solida que modifique el curso de la
OA, nuevos farmacos o terapias son estudiados. En este sentido, se plantea con este trabajo
el uso de la oxigenacion hiperbarica para el tratamiento de dicha patologia.
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4. Oxigenacion hiperbarica (OHB)

4.1 Antecedentes historicos

Aunque las aplicaciones basadas en la tecnologia hiperbarica son de reciente desarrollo, el
uso de aire comprimido o hiperbarico tiene raices muy antiguas que preceden al
descubrimiento del Oz. En 1662 el fisico inglés Henshaw, utiliz6 en el tratamiento de
diversas enfermedades cronicas una camara denominada “domicilio”, la cual funcionaba
como una camara hiperbarica e hipobarica (Simpson, 1857). Esta terapia conocida como
“bafios de aire comprimido” en Europa, fue utilizada por el médico francés Junod en
pacientes con enfermedades pulmonares, donde la respiracion de aire en estos equipos, que
podian presurizar su interior obtenian el aumento presion parcial de oxigeno (pO2), lo cual
resultod ser beneficioso pero el principio no era entendido (Subbotina, 2006).

En Inglaterra el O2 se empled por primera vez en la medicina por Thomas Beddoes
(Beddoes & Watt, 1794). Por otro lado, el primer articulo sobre uso del aire hiperbarico
fue escrito por el cirujano francés Fontaine en 1879, donde describid6 mas de 20
procedimientos realizados en un quiréfano que podia presurizarse (Fontaine, 1879).

Una de las cdmaras hiperbaricas mas reconocidas fue la de Orville Cunningham profesor de
anestesia en la Universidad de Kansas (Cunningham, 1927). Su camara “Hospital de bola
de acero” podia presurizarse hasta a 3 atmosferas absolutas (ATA), que fue utilizada para el
tratamiento de la influenza, la artritis, el glaucoma, la anemia perniciosa, la diabetes, la
sifilis y ciertos tipos de cancer (Sellers, 1965; Subbotina, 2006).

La Medicina Hiperbarica cientifica comienza con Paul Bert, como padre de la fisiologia de
la presion y John Scott Haldane, como padre de la teoria de la descompresion moderna.
Ambos contribuyeron a la integraciéon del conocimiento de la enfermedad por
descompresion de los buzos para su tratamiento con OHB (Bert, 1878; Boicot 1908). Los
estudios del mal de montafia o las complicaciones en los buceadores, llevaron a Bert a la
conclusién de que la presion tiene un efecto quimico al cambiar la proporcion del Oz en la
sangre, debido a que la presion baja resulta en privacion de O, mientras que la presion alta
produce intoxicacion por Oz. Asi, demostrd que el Oz puede ser toxico sobre el sistema
nervioso central, este efecto es reconocido ahora como “efecto Paul Bert” (Subbotina,
2006). En 1930, las marinas de guerra y distintas universidades iniciaron los estudios con
OHB para valorar su utilidad en enfermedades relacionadas con el buceo, como la embolia
gaseosa arterial y la enfermedad por descompresion. Y en 1940, se amplia la investigacion
sobre la toxicidad del O para establecer sus limites de seguridad, aspectos médicos y
fisioldgicos como gas comprimido (Martin, 2010).

Durante los afios 30’s el médico brasilefio, Alvaro Osorio de Almeida, contribuye con el
riesgo de toxicidad de la OHB, para el tratamiento del cancer, dada la capacidad de
suministrar grandes cantidades de O> en la cdmara hiperbarica y la sensibilidad de las
células malignas a altas dosis de O, concluyendo que los efectos en combinacion de la
OHB vy la radioterapia son mayores (Almeida, 1934; Almeida, 1935; Almeida, 1938).
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En 1960, el cirujano cardiovascular Ite Boerema, profesor en la Universidad de
Amsterdam, considerado como “padre de la medicina hiperbarica moderna”, descubri6 que
se podian disolver volumenes significativos de O en el plasma bajo presion. En su
publicacién “vida sin sangre”, reporta como en cerdos sometidos a un intercambio de
sangre por plasma o rthemacrodex con un nivel de Hemoglobina practicamente de cero, se
mantuvieron sin mostrar efectos adversos aparentes al respirar Oz a una presion de 3ATA,
viviendo por 45 minutos (Boerema et al., 1960; Subbotina, 2006). Boerema y colegas
realizaban cirugias cardiacas en bebés y adultos en una sala de operaciones hiperbarica para
incrementar la tolerancia del paro cardiaco (Boerema et al., 1962).

En 1976, se fundo el organismo regulador Hyperbaric Oxygen Committee, dependiente de
la Undersea and Hyperbaric Medical Society, la cual revisa las nuevas investigaciones y
aplicaciones clinicas para emitir recomendaciones sobre los trastornos susceptibles de ser
manejados con OHB, ya sea como tratamiento primario o adjunto. Y en 1988 se fundo el
organismo internacional regulador de la OHB, la International Society of Hyperbaric
Medicine (Martin, 2010).

Actualmente diversos paises se han desarrollado en la OHB, entre estos: Estados Unidos,
México, Cuba, Panamad, Brasil, Chile, Pert, Argentina, Espafia, Portugal, Suiza, Alemania,
Italia, Francia e Inglaterra, Japon, China y Rusia (Martin, 2010).

4.2 Concepto de OHB

La OHB es un método de tratamiento de la Medicina Ortodoxa clasificada como de
Ambientes Especiales en el cual un individuo se somete a presiones superiores (1.5 a 2.8
ATA) a la atmosférica a nivel del mar (I ATA) y el paciente respira oxigeno al 100%
dentro de un recipiente hermético denominado Cémara Hiperbarica (Fig. 23). Dicho
recipiente estd especialmente disefiado con diversos accesorios de control y proteccion para
soportar elevadas presiones ambientales y mantener los niveles de oxigeno, con fines
médicos o de investigacion (Castellanos, 2017; Kindwall & Whelan, 1995).
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Figura 23. Ejemplos de equipos de camara hiperbarica para uso veterinaria en distintas
especies. Imagen izquierda tomada de: http://www.horseandman.com/medical/hbot-
hyperbaric-oxygen-treatment-for-equines-heard-of-it/07/14/2010/. Imagen derecha tomada de:
http://saintfrancisanimalhospital.org/vet-services/hyperbaric-oxygen-therapy/

4.3 Generalidades

La presion es la suma de todas las fuerzas que actiian uniformemente sobre la superficie de
un objeto. El cuerpo humano estd sometido a la presion atmosférica que equivale a 1 ATA
a nivel del mar o 760 mm Hg (Subbotina, 2006).

Existen dos efectos principales de la OHB y se muestran a continuacion, que pueden
explicarse a partir de las leyes que regulan el comportamiento de los gases y las
consecuencias bioquimicas y fisioldgicas de la hiperoxia (Torres et al., 2015).

El efecto mecénico volumétrico: el efecto inicial de la presurizacion del individuo eleva la
presion hidrostatica que aumenta la presion parcial de los gases y causa una reduccion en el
volumen de espacios llenos de gas de todas las cavidades organicas (vejiga urinaria, tracto
digestivo, organo de la audicidén, senos paranasales) siguiendo la ley de Boyle. La
reduccion del volumen de gas tiene una relevancia directa para tratar afecciones patologicas
en las que hay burbujas de gas en el cuerpo, como la embolia gaseosa arterial y la
enfermedad de descompresion (Desola, 1998; Thom, 2011).

El efecto mecanico solumétrico (medicion de la solubilidad): en condiciones normales de
respiracion, es decir bajo 21% O, a una presion de 1 ATA, la hemoglobina (Hb) es la via
principal de captacion de O, para su distribucion en los tejidos y en segundo lugar es el
plasma que solo capta y transporta una cantidad pequefia de O, debido a su baja
solubilidad (Cunningham & Klein, 2009). Sin embrago, la respiraciéon en un ambiente
hiperbarico incrementa la solubilidad del O, segun la ley fisica de los gases de Henry que
dice: a una temperatura constante, un gas en contacto con un liquido sobre el cual no ejerce
accion quimica, es disuelto en este liquido en cantidades proporcionales a su presion parcial
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(Subbotina, 2006), por lo que el aumento del volumen de O, disuelto y transportado por el
plasma en mas de 22 veces (Arteaga et al., 2011). Bajo tratamiento con OHB a2y 3 ATA,
el O, disuelto en el plasma es de 3.8 y 6.8%, respectivamente y la presion arterial de
oxigeno (Pa0O,) es de 1400 y 2200 mm Hg (Fig. 24) (Drobnic y Turmo, 2010).

Efecto de la presidn sobre la solunilidad del O, en la sangre

1 1.5 2 2.5 3
ATA ATA ATA ATA ATA

O disuelto en plasma

%Vol de Qy en sangre

1000 1400
Pal: en mmEHg

Figura 24. Incremento del porcentaje de solubilidad del O, en el plasma sanguineo por efecto
del incremento de la pO; en el ambiente hiperbarico. Tomado de (Tarun & Shweta, 2012).

4.4 Efectos terapéuticos

Son varios los efectos estudiados de la OHB ademés de los que superan su accion
antihipoxica, como los que se muestran enseguida (Subbotina, 2006):

Revierte el estado hipoxico, recupera la produccion de energia por la célula.

Influye sobre la contraccion — dilatacion de los vasos sanguineos.

Reduce el edema.

Aumenta la tolerancia de la isquemia por el cerebro, disminuye la presion
endocraneana.

Reduce la frecuencia cardiaca en un 10-15%.

Aumenta la diuresis.

Produce un efecto hipoglucemiante.

Controla la infeccion inhibiendo las bacterias anaerobias.

Interfiere con el progreso de algunas enfermedades microbianas (mionecrosis
clostridial) suprimiendo la produccién de toxinas por gérmenes.

Acelera la fagocitosis.

Potencia la accion de algunos antibidticos.
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e Modifica la farmacocinética y farmacodindmica de algunos medicamentos:
diuréticos, betabloqueantes e hipoglucemiantes, etc.

e Desbloquea la hemoglobina, mioglobina y citocromo oxidasa, inactivadas por
monodxido de carbono.

e Modifica la respuesta inmune del organismo.

e Modifica el efecto de los factores de crecimiento y citocinas mediante la regulacion
de sus niveles o de los receptores celulares para estas sustancias.

e Aumenta la produccion de colageno.

e Promueve la proliferacion celular.

e Estimula la neoangiogénesis.

e Modula la produccion de 6xido nitrico.

e Aumenta la captacion de ROS reduciendo la lesion por isquemia-reperfusion.

e Aumenta la actividad del sistema antioxidante del organismo.

e Inhibe la adhesion de los neutréfilos a los vasos sanguineos en diferentes patologias,
y manifiesta una disminucion de las lesiones posteriores.

e Aumenta la sensibilidad a radio y quimioterapia de las células cancerigenas.

e Moviliza a las células madre (progenitoras) de la médula dsea.

Los hallazgos recientes apuntan a las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno como la
base de los efectos de la OHB sobre la sefalizacion, pero sus consecuencias clinicas en
cualquier situacion terapéutica dependera de la dosis, el tejido y el tiempo especifico de
tratamiento (Sugi et al., 2015). Algunos de los procesos involucrados a estas son la
movilizacion de células madre (Thom et al., 2006; Yu et al., 2006; Liu & Velazquez, 2008),
la biogénesis mitocondrial (Gutsaeva et al., 2006), y el preacondicionamiento en la
tolerancia hipoxica (Peng et al., 2008; Li et al., 2008; Yogaratnam et al., 2006).

4.5 La OHB en la Ortopedia

La terapia con OHB en la ortopedia y reumatologia (Barilaro et al, 2017), se ha empleado
desde hace tiempo y es reconocido su uso en los procesos hipoxicos secundarios a la
radioterapia (osteonecrosis), las infecciones (ostiomielitis refractaria) o los trastornos
vasculares (sindrome de Legg-Calvé-Perthes, vasculitis primaria o secundaria). Asi
también, en la curacién de heridas, la isquemia traumatica, la falta de consolidacion o no
unién de las fracturas, injertos comprometidos y las infecciones graves de tejidos blandos,
que representan un dificil manejo y que requieren un tratamiento multidisciplinario (Leach
et al., 1998; Morales et al., 2003; Tarun & Shweta, 2012; Barilaro et al, 2017).
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4.6 La OHB en la investigacion de los problemas del cartilago

Distintos efectos de la OHB sobre el cartilago dafnado se han reconocido gracias a varios
estudios. Los resultados de estos sugieren que este tratamiento puede ser efectivo para
disminuir las caracteristicas patologicas del cartilago articular. Como ejemplo podemos
mencionar, el restablecimiento de la tension de Oz en el cartilago articular en un modelo de
conejo con defecto osteocondral en donde la OHB increment6 la pO> de 11 mm Hg a 25
mmHg valores cercanos al rango basal (24.9-71.9 mmHg) en la articulacion (Yuan et al.,
2004; Ferrell & Najafipour, 1992). Otros efectos de la OHB en el mismo modelo de lesion
osteocondral son: la disminucion de los niveles séricos de queratan sulfato (indicativo de
menor degradacion) una mejor intensidad en la tincién con Safranina-O (proteoglicanos), la
mejoria en la puntuacion de distintas escalas de evaluacion histologica (Sistema estandar de
Salter, Escala de la Sociedad Internacional de la Reparacion del Cartilago, Escala
modificada para los defectos del cartilago) (Yuan et al., 2004; Yuan et al., 2009; Chen et
al., 2010; Ueng et al., 2013). También de forma interesante se encontré que la OHB
estimula el incremento de la proteina de choque térmico 70 (HSP70) la cual suprime la
expresion de iNOS y la muerte celular por apoptosis (Yuan et al., 2004; Ueng et al., 2013).
La HSP70 ademas se ha involucrado en el control de la sintesis de los proteoglicanos y el
metabolismo del cartilago (Chen et al., 2001; Korhonen et al., 1999). Esto se resalta con el
mejor mantenimiento de los proteoglicanos en el cartilago de ratas tratadas con OHB (Yuan
et al., 2004; Yuan et al., 2009; Chen et al., 2010; Ueng et al 2013).

La exposicion a OHB de cultivos de condrocitos de conejo, inducidos con la citocina
catabolica IL-1, aumento la expresion de HSP70 a la vez que disminuyo6 la expresion de la
INOS vy la caspasa 3 (Ueng et al., 2013). Mientras que en condrocitos humanos obtenidos
de pacientes con OA avanzada la OHB disminuy6 la produccion de la MMP-3, e
incrementd la produccion del inhibidor de la metaloproteinasa tisular 1 (TIMP-1); ademas,
disminuyo la expresion de iNOS, e incremento la expresion del agrecan y el colageno tipo
I (Yuan et al., 2014).

En modelos de rata con artritis inducida por la inyeccion intraarticular del adyuvante
completo de Freud (CFA) se demostr6 que la OHB mejord la evaluacion del dolor en la
rodilla a la vez que disminuyd los cambios anormales en la evaluacion histologica y redujo
la expresion de MMP-2 y MMP-9 en el liquido sinovial (Koo et al., 2013).

De forma complementaria, se ha utilizado la OHB en la ingenieria tisular y se ha observado
en los constructos de cartilago una mejora de la sintesis de glucosaminoglucanos, como en
la expresion de agrecano; mientras que una condicion de aire hiperbarico mejoro la
produccion de coldgeno de tipo II (Cherng et al., 2012). Posteriormente en modelos de
defecto articular en conejos, las piezas de ingenieria de tejidos tratadas en condiciones
hiperbdricas reiteran la mejora de su calidad, observada mediante pruebas de histoquimica
y pruebas funcionales (Dai et al., 2015).
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5. MARCO TEORICO

Los avances en la investigacion cientifica y la aplicacion de sus resultados en la clinica,
aportan al médico los conocimientos y la disponibilidad de nuevas terapias o tecnologias.
En la tltima década, la investigacion ha considerado a la OHB en el tratamiento de algunas
patologias articulares. La mayor parte de la evidencia de sus efectos benéficos se han
obtenido de estudios realizados en modelos de lesion osteocondral y modelos con artritis
reumatoide. En vista de sus hallazgos y més alla del restablecimiento del aporte de oxigeno
en la articulacion, es clara la mejoria en el proceso de reparacion, la regulacion de la
expresion y actividad de los mediadores catabolicos y la prevencion de la muerte celular
programada, asi como el alivio del dolor. Por lo tanto, es factible que la OHB sea un
método efectivo para tratar a pacientes con OA (Nagatomo et al., 2010; Koo et al., 2013;
Koo et al., 2014; Yuan et al., 2004; Yuan et al., 2009; Chen et al 2010; Ueng et al., 2013;
Yuan et al., 2014).

En consideracion a la falta de estudios en modelos apropiados para el mejor reconocimiento
de los efectos de la OHB en la OA, en el presente trabajo se empled un modelo de OA
experimental en rata que ha sido ampliamente utilizado por el laboratorio de Patologia
Osteoarticular del Departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular del
CINVESTAV-IPN (Abbud & Kouri, 2000; Rojas et al., 2015) ya que presenta las
caracteristicas histologicas, celulares y moleculares similares a las OA humana.
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6. OBJETIVOS
General:

Analizar los efectos de la terapia de oxigeno hiperbarico en la integridad del
cartilago articular durante la fase avanzada en la osteoartritis experimental en un
modelo de rata Wistar.

Especificos:

En ratas control y con OA inducida, se determinara el efecto del tratamiento con
OHB sobre:

1. Las caracteristicas macroscopicas del cartilago articular

2. Integracion y estado de los componentes celular y de la matriz extracelular
3. Expresion de los mediadores catabdlicos MMP-13 e iNOS.

4. La muerte celular programada por el analisis de sefial de caspasa 3 y TUNEL
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7. HIPOTESIS

Si el tratamiento con OHB modula el catabolismo del cartilago en patologias articulares
entonces su aplicacion en paralelo a la induccion de la OA disminuird los cambios
macroscopicos ¢ histopatologicos caracteristicos de la fase avanzada de la enfermedad.
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8. MATERIALES Y METODOS

e

R

]

Figura 25. Esquema general de trabajo para el estudio del efecto la oxigenacion
hiperbarica (OHB) en el tratamiento de la osteoartritis experimental en un modelo de rata.
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8.1 Animales y grupos de trabajo

Se utilizaron un total de 20 ratas macho de la especie Rattus norvegicus cepa Wistar, de
130-150 g de peso y con buen estado de salud. Los animales fueron proporcionados por la
Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
CINVESTAV-IPN. Las ratas se mantuvieron en el bioterio desde su recepcion, cirugia y
reposo quirtrgico con alimento estandar para roedores y agua ad libitum, bajo condiciones
de temperatura, humedad y ciclos de luz-oscuridad controlados. El protocolo fue revisado y
aprobado por el comité interno para el cuidado y uso de los animales de laboratorio
(CICUAL-CINVESTAV-IPN) que sigue los lineamientos de la norma oficial mexicana
NOM-062-Z0O0-1999. Después del reposo quirurgico las ratas fueron trasladadas al
laboratorio de terapia hiperbarica y se colocaron en un espacio habilitado especificamente
para su mantenimiento y tratamiento, en donde se respetaron condiciones de temperatura,
ciclos de luz y oscuridad, alimentacion y agua. Las ratas se asignaron en 4 grupos
experimentales con una n=5 cada uno y se formaron de la siguiente manera: Grupo 1: Sham
o control de cirugia sin tratamiento; Grupo 2: Sham con tratamiento de OHB; Grupo 3: OA
sin tratamiento; Grupo 4: OA con tratamiento de OHB.

8.1.1 Induccion de la OA

Las ratas Wistar, fueron anestesiadas por via intraperitoneal con una solucion de 0.09 ml de
Clorhidrato de Ketamina (Procin®) y 0.02 ml de Clorhidrato de Xilazina (Anesket® Vet)
por cada 140g de peso. Una vez anestesiadas, se posiciono el animal en decubito dorsal y se
realizd la tricotomia del area de la rodilla en la pata posterior derecha, asi como el
embrocado de la misma con soluciéon Benzal. Antes de incidir, la rodilla se sostuvo en
flexion para no dafiar el cartilago y delimitar el sitio, por la ubicacion de las siguientes
referencias anatomicas: condilo medial, espacio articular y la meseta tibial a través de la
palpacion y observacion. Posteriormente, bajo condiciones de asepsia, se realizd una
incision antero medial en la region medial de la rodilla, paralela al eje longitudinal
(parapatelar). Se disecaron los tejidos blandos como masa muscular y cépsula articular
hasta exponer e identificar el ligamento colateral medial, el cual se secciond
perpendicularmente al eje longitudinal de la extremidad. Posteriormente, el menisco fue
separado cuidadosamente del condilo medial y la meseta tibial con una hoja de bisturi. Una
vez separado se ensartd la punta roma de la aguja curva de una sutura quirirgica hasta
atravesar el menisco y se tir6 suavemente de su lugar hacia arriba, para sostenerse
mediante una pinza de Halsted curva y asi poder seccionarlo con una hoja de bisturi
numero 12, (Fig. 26). Finalmente se aplic6 un toque con solucion de Benzal en la cavidad
articular y se procedié a suturar la piel mediante un patron discontinuo con 2 o 3 puntos
simples con sutura de seda negra nimero 4-0. Después de la cirugia las ratas se
mantuvieron durante un periodo de recuperacion de 48 horas dentro de sus cajas para racks
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ventilados en el bioterio en donde se movian libremente. Las ratas sometidas a este proceso
fueron consideras con OA inducida (Abbud & Kouri, 2000).

Figura 26. Menisco interno extraido en la meniscectomia parcial en el modelo de OA
en rata(A). Perdida de la congruencia articular entre el condilo femoral interno y el plato
tibial (B).

8.1.2 Estrés mecdnico postraumdtico

Después de la recuperacion quirurgica, todos los animales se sometieron a ejercicio de alto
impacto, que comprendio tres series de movimientos que se realizaron diariamente dentro
de una caja de plastico con una duracion aproximada de 15-20 minutos, durante 20 dias.
Para el primer ejercicio se realizaron deslizamientos laterales de izquierda a derecha
durante 2 minutos, enseguida se realizaron saltos pequefios durante 1 minuto, y por tltimo
10 saltos largos para cada animal para los cuales se sujetaron las ratas y se dejaron caer
dentro de la caja desde una altura de 30 cm (Abbud & Kouri, 2000).

8.1.3 Control cirugia o modelo Sham

La cirugia Sham se define como el procedimiento que se lleva a cabo como un control y
que es similar a la cirugia normal, pero omite un elemento clave del procedimiento objeto
de la investigacion. Para nuestro modelo Sham, se omiti6 la extraccion del menisco y la
escision del ligamento colateral, solo se realizo la capsulotomia medial de la rodilla derecha
hasta visualizar el menisco, después se colocod un toque de solucion de Benzal en la cavidad
articular y se procedio al cierre de la herida con una sutura. De igual modo que los grupos
OA inducidos, los individuos Sham se mantuvieron bajo 48 horas de reposo quirurgico y
posteriormente se sometieron al mismo régimen de ejercicios.
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8.2 Administracion de la OHB

Después del ejercicio, todos los animales fueron colocados en una caja de acrilico con
divisiones para cada individuo, que se acomodo en el interior de una cdmara hiperbarica
especialmente disenada para este experimento (Fig. 27 y 28). Las caracteristicas de este
equipo se describen en el Anexo L.

Las condiciones en el régimen de respiracion fueron distintas para los grupos tratados con
OHB respecto a los grupos control. En los grupos tratados se presurizod con O, hasta llegar
a una concentracion de 98% O, y una presion de 2.5 ATA generadas en el interior de la
camara hiperbarica, mismas que son determinantes en la dosificacion del O>. Mientras que
los grupos control con el fin de simular la condicion de estrés (presurizacion y tiempo en la
camara) se sometieron a un tratamiento simulado en la cdmara hiperbarica, que consistid
en la respiracion de 21% O, en el aire pero a una presion atmosférica de 1 ATA (Tabla 3).

Figura 27. Vista externa de la cdmara hiperbarica empleada para este presente trabajo.

B

Figura 28. Vista del interior de la camara hiperbarica, donde se muestra la
colocacion individual de las ratas en una caja de acrilico (A). Observacion de la
rata a través de una de las mirillas durante el tratamiento con OHB (B).
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Régimen de Régimen de

tratamiento con tratamiento
OHB simulado

Total de exposiciones 20 sesiones 20 sesiones
Frecuencia Isesion/dia l1sesion/dia
Tiempo de 20 min 5 min
presurizacion:
Tiempo de 60 min 60 min
isopresion:
Tiempo de 20 min 5 min
descompresion
Saturacion de 97-98% O, 20-21% O,
oxigeno
Presion absoluta 2.5 ATA 1 ATA

Tabla 3. Régimen de respiracion en el tratamiento de oxigenacion
hiperbarica para los grupos experimentales Sham y OA inducidos.

8.3 Eutanasia

Todos los animales fueron sacrificados al siguiente dia del término del periodo de 20 dias
de tratamiento/ejercicio mediante la administracion por via intraperitoneal de 0.8ml de
pentobarbital sodico (Pentobarbital®) siguiendo el protocolo establecido y en acuerdo a la
norma NOM-062-Z00-1999.

8.4 Toma del cartilago articular

En seguida del sacrificio se extrajo la articulacion completa de la rodilla para facilitar la
manipulacion, y obtener la pieza de cartilago articular sobre el condilo femoral medial. Para
esto, se dislocd la cadera con un movimiento de abertura, posteriormente se expuso la
articulacion al realizar un corte Gnico con una tijera sobre la piel de la rodilla con la
articulacion flexionada. Después con unas tijeras pequefias se retird la mayor cantidad de
tejido muscular circundante de la rodilla. Una vez observado las diéfisis del fémur y la tibia
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se realizo un corte transverso con unas tijeras, para poder extraer la articulacion completa,
enseguida se retird la rétula recorriendo el bisturi sobre la superficie anterior del fémur
hasta incidir sobre la capsula articular. Una vez expuesta la cavidad articular se tomaron las
precauciones para no dafar la superficie del cartilago con el bisturi. Para evitar la
deshidratacion, la articulacion se sumergié continuamente en solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS, Phospathe Buffered Saline) (Anexo II). Se continu6 con la transeccion de
los ligamentos (colateral lateral, cruzado anterior, cruzado posterior) para separar por
completo la tibia del fémur. Finalmente, las piezas obtenidas se mantuvieron en un tubo
Falcon de 50ml con solucion preparada de paraformaldehido al 4% (Anexo III) (Fig. 29)
dentro de un recipiente con hielo para mantener una temperatura cercana a los 4°C. Las
muestras fijadas se trasladaron al laboratorio para la toma de fotografias macroscopicas y
su procesamiento.

Figura 29. Muestras recuperadas de fémur de rata embebidas en paraformaldehido.

8.4.1 Andlisis macroscépico

Para la observacion y comparacion de los cambios macroscopicos entre el cartilago sano y
el cartilago OA con y sin tratamiento de OHB, se tomaron imdgenes de la superficie
articular de las muestras obtenidas mediante un microscopio estereoscopico (Leica EZ4D).

8.4.2 Andlisis de imdgenes

Mediante el  programa  informatico de  andlisis  digital = “image @ J,
https://imagej.nih.gov/ij/download.html, recomendado por el ambito de las ciencias de la
salud (Sanchez, 2014), se obtuvieron valores cuantitativos al medir el area del céndilo
medial y la extension de la lesion en el cartilago para cada individuo. Previamente el
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programa se calibrd con la barra de una escala con la distancia conocida para cambiar los
pixeles generados, por medidas de longitud para cada imagen generada.

8.5 Histotecnia o preparacion de tejidos para microscopia optica

A continuacion se describen los fundamentos y la secuencia de los procesos técnicos que se
siguieron para la preparacion histologica del cartilago articular a partir de las muestras de
los fémures colectados, mismos que se utilizaron para la observacién microscopica y el
analisis histopatologico.

8.5.1 Fijacion

La fijacion es un procedimiento cuya finalidad es mantener el tejido en su estado natural,
evitar su desintegracion o su autolisis post mortem, manteniendo la integridad del tejido,

ademds de endurecer el material y asi conseguir una mejor capacidad de corte (Welsch,
2013; Montalvo, 2010).

Las articulaciones obtenidas se fijaron en una solucion de paraformaldehido al 4% en PBS
(Fig. 29) durante una noche (12h) a 4°C. Transcurrido el periodo de fijacion, las muestras
se lavaron tres veces con PBS con agitacion durante 10 minutos a 4°C.

8.5.2 Descalcificacion

Posteriormente las muestras se descalcificaron, con una solucion quelante de EDTA 0.5M
pH 7.4 (Anexo IV) durante 2 dias en agitacion continua a 4°C en una camara fria. Al
término del proceso de descalcificacion, sobre una caja Petri con solucion PBS se realiz6
un corte con una navaja para eliminar el exceso de hueso subcondral y mantener el
cartilago del condilo medial (Fig. 30).

Figura 30. Separacion del cartilago del resto del hueso.
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8.5.3 Crioproteccion

Para evitar la formacion de cristales de hielo durante el congelamiento que dafien la
morfologia celular, los condilos se crio protegieron al incubarse por una noche a 4°C en
una solucion de sacarosa al 10% en PBS (Anexo V).
(http://www.abcam.com/webinars/introduction-to-immunohistochemistry-webinar).

8.5.4 Inclusion en medio de congelamiento

El propdsito de la inclusion de un tejido mediante la infiltracion con sustancias ‘“de
inclusion” es que el tejido fijado obtenga cierta dureza para que al cortarlo se produzcan
secciones o laminas delgadas y transparentes.

Para realizar la inclusion en el medio de congelamiento (Tissue Freezing Medium® de la
marca Leica), los condilos son colocados sobre un corcho (1x1 cm aprox.) orientados de
acuerdo al plano de corte al mismo tiempo que la muestra es cubierta completamente con
medio de congelacion. Todo esto se realizo dentro de una caja de unicel que contenia hielo
seco para facilitar la congelacion de las muestras (Fig. 31).

Figura 31. Muestra de cartilago incluida en medio para criocortes.

8.5.5 Criocortes

Para la toma de secciones histologicas de cartilago se emple6 el método de criocortes, ya
que se evita la extraccion del agua (deshidratacion), que se asocia con la retraccion del
tejido. Asi, muchos componentes moleculares de los tejidos se mantienen en su
configuracion natural y luego pueden demostrarse con métodos histoquimicos (Welsch,
2013).

A partir de las muestras incluidas y congeladas se obtuvieron criocortes de 8§ um de grosor,
en un criostato (Leica CM1100) mantenido a una temperatura de -21°C. Los cortes
obtenidos se adhirieron en portaobjetos gelatinizados (Anexo VI) (Fig.32), y se
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almacenaron en un congelador para su conservacion hasta su posterior analisis
histopatologico.

Figura 32. Toma de cortes de una muestra de cartilago en el criostato.

8.6 Estudio histopatologico

Por tinciones histoldgicas se estudiaron las caracteristicas celulares (tipo, densidad,
disposicion y localizacion celular) y estructurales (organizacion de los componentes de la
MEC) del cartilago. Por inmunohistoquimica se detectaron algunos mediadores bioldgicos
involucrados en el proceso catabdlico en la OA.

8.6.1 Métodos de tincion

El procedimiento de tincidon permite que los diversos elementos celulares y tisulares capten
los colores con afinidad variable lo que facilita la observacion de tejidos al microscopio
para el reconocimiento de las células y otras estructuras (Montalvo, 2010).

Tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E)

La técnica de tincién con H&E es utilizada de rutina en el estudio microscopico de las
células y tejidos (Montalvo, 2010; Welsch, 2013). La Hematoxilina es un colorante basico
que reacciona con los grupos anidnicos de los componentes de los tejidos, como los grupos
fosfato ionizados (PO3-) de la heterocromatina, nucléolos, acidos nucleicos y la MEC del
cartilago. La Eosina debido a su caracter acido reacciona con los grupos cationicos de los
componentes del tejido, por medio de enlaces electroestaticos como son los grupos amino
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ionizados (NH4+) del citoplasma, filamentos citoplasmaticos y fibras extracelulares. La
apreciacion de los nucleos mediante la hematoxilina es de una coloracion azul, azul
morado, violeta, mientras que el citoplasma y el material extracelular con la eosina
presentan diversos grados de color rosado (Montalvo, 2010).

El procedimiento completo en los pasos del tren de tincidn, asi como de sus tiempos en los
distintos pases se describen al final de este trabajo (Anexo VII).

Tincion con Safranina-O-verde rapido

La safranina O es un colorante cargado positivamente (cation) por lo que es capaz de
combinarse con elementos celulares de cargas negativas. Este colorante también se ha
convertido en una guia basica en la identificacion de procesos degenerativos como la OA,
debido a que la safranina O se une por cargas a los grupos carboxilo y a los grupos sulfato
(ambos con carga negativa) de los glucosaminoglucanos, los cuales abundan en la MEC del
cartilago articular (Aguirre, 2012).

De igual forma el procedimiento completo se describen al final de este trabajo (Anexo
VIII).

8.6.2 Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica que permite la deteccion y localizacion de proteinas
celulares. En el presente trabajo ésta técnica se empled de forma indirecta con el sistema de
complejo avidina-biotina (ABC) para la deteccion de las siguientes proteinas sobre los
tejidos de cartilago mediante anticuerpos especificos: la metaloproteinasa de la matriz 13
(MMP-13) a través del anticuerpo anti-MMP-13 (200png/ml, dilucion 1:80, Santa Cruz
Biotechnology), la enzima 6xido nitrico sintetasa en su isoforma inducible (iNOS) con anti-
iNOs (0.052 mg/ml, diluciéon 1:60, abcam) y por ultimo, el marcador de muerte celular
caspasa 3 en su forma ejecutora o activa mediante la anti-caspasa-3 (0.2 mg/ml, dilucion
1:60, Merck).

El método de deteccion ABC, se fundamenta en la gran afinidad de la avidina por la
biotina, unida covalentemente al anticuerpo secundario (hasta 150 moléculas de biotina por
anticuerpo). Asi, al anticuerpo primario ligado a su antigeno se le une el anticuerpo
secundario biotinilado, y a éste se le une la avidina marcada con una trazador enzimatico,
como la peroxidasa de rabano, que al llevar a cabo su actividad enzimadtica con el sustrato
H>0: y el cromo6geno 3,3 .diaminobencidina (DAB) genera un precipitado visible de color
marro6n (Blanco et al., 2007).

Los pasos del procedimiento de inmunohistoquimica indirecta se describen en el Anexo IX.
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Analisis de imagen para inmunohistoquimica

A través de una camara digital acoplada al microscopio Optico (Leica DMLS), se
capturaron 3 imagenes de la zona central del cartilago para cada muestra de los distintos
grupos experimentales. Cada imagen digital fue almacenada en formato TIFF para
mantener la resolucion. La iméagenes fueron procesadas con el programa image J, para
separar digitalmente los tres canales de la imagen. En el canal verde se obtuvo la mejor
relacion senal/ruido de la sefial positiva del inmunomarcaje para los mediadores catabdlicos
MMP-13, iNOS y caspasa 3 activa en el cartilago articular de los distintos grupos
experimentales. Con el ajuste del umbral de los pixeles a medir se obtuvo el valor de
densidad integrada, los pixeles se dividieron por el area total de la imagen para obtener los
valores en unidades arbitrarias de la expresion relativa de la proteina.

8.6.3 Prueba de TUNEL

TUNEL (en inglés: transferase-mediated dUTP nick endlabeling) es un método utilizado
para la deteccion de muerte celular al marcar, en células individuales, el ADN degradado.
Una enzima deoxiuridina trifosfato (transferasa terminal) adiciona nucledtidos marcados
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) a los extremos 3° del ADN. La senal fluorescente
es detectada en un microscopio de epifluorescencia utilizando los filtros para FITC (488-
650 nm) y DAPI (370-600 nm). Los nucleos de los condrocitos se observaron en azul
mientras que los nlicleos TUNEL positivos se observaron en color verde (Alfaro et al,
2000; Gavrieli et al., 1992).

Analisis de imagen TUNEL

Con una cadmara digital AxioCam MRm acoplada al microscopio de epifluorescencia (Zeiss
Axio Scope Al), se capturaron 3 imagenes de la zona central del cartilago de uno de los
cuatro animales para cada grupo OA. Las imdgenes se almacenaron en formato TIFF y se
procesaron con la funcion de conteo de particulas del programa image J para la obtencion
del porcentaje de muerte celular.

Microfotografia Confocal

Para detallar los hallazgos de muerte celular, se capturaron imagenes de las muestras
representativas de los grupos OA procesadas para TUNEL en un microscopio confocal
(Zeiss LSM 700), el cual permiti6 el incremento del contraste y la obtencion de imagenes
tridimensionales de alta precision mediante la separacion de las sefiales de fluorescencia
por excitacion laser selectiva.
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8.7 Analisis estadistico

El anélisis estadistico de los datos se realizd con el software Prism v6.01 (GraphPad
Software, Inc. 2012).

Con las mediciones obtenidas del andlisis de imagen del area de los condilos y la extension
de la lesion de los grupos OA, se evaluaron las diferencias entre las medias y se aplico una
prueba t para las medias de dos muestras emparejadas. En todos los casos, valores de
p<0.01 se consideraron estadisticamente significativos. Se construyeron graficos de
columnas y barras de error, basados en la media y la variabilidad de los datos.

Con los datos obtenidos del andlisis de imagen a partir de la inmunohistoquimica para los
marcadores MMP-13, iNOS y caspasa 3activa se construyeron matrices considerando todos
los grupos. Debido al tamafio pequefio de la muestra, los datos se sometieron a un analisis
de varianza con procedimientos estadisticos no paramétricos, por la prueba de Kruskal-
Wallis. Para las comparaciones multiples entre los grupos Sham y OA con y sin tratamiento
se utilizaron pruebas de Dunn’s. Nuevamente la obtenciéon de valores p<0.01 se
consideraron estadisticamente significativos, mientras que los datos se graficaron en cajas y
bigotes estandar para mostrar los valores minimos y maximos.

Para la estimacion del porcentaje de muerte celular en la prueba de TUNEL de los grupos
OA, se confeccionaron matrices con el nimero total de condrocitos contados en DAPI
(100%) y el numero de condrocitos TUNEL positivos contados en FITC, de los cuales se
calculd el porcentaje de muerte celular mediante regla de tres (condrocitos TUNEL
positivos x100 / condrocitos totales) y se obtuvo el valor promedio de cada grupo OA y los
valores de error por la desviacion estandar.
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9. RESULTADOS
Analisis macroscopico

Al observar macroscopicamente los condilos mediales, fue evidente que la cirugia Sham no
tuvd efecto en la estructura del cartilago articular, ya que mostrd una superficie lisa e
intacta, con el brillo y coloracion caracteristica de un tejido sano (Fig. 33 A). El tratamiento
con OHB no afect6 la estructura del cartilago articular de las ratas con cirugia Sham ya que
no presento6 diferencias cuando se compar6 con el grupo no tratado (Fig. 33 B).

En los grupos con OA inducida, fue claro el dafio al cartilago articular ya que se observaron
las caracteristicas macroscopicas tipicas de la OA avanzada, ya descritas para este modelo
de estudio (Abbud & Kouri, 2000; Castillo et al., 2012). En los grupos OA el cartilago
mostrd una apariencia fisica alterada con una superficie irregular, opaca y rugosa con un
engrosamiento hacia los margenes. (Fig. 33 C). Comparado al grupo OA no tratado, el
grupo OA que recibid tratamiento con OHB, mostrd una ligera mejoria en la apariencia
fisica macroscopica y una lesion mas focalizada (Fig. 33 D).

Sin tratamiento Tratamiento con oxigeno hiperbarico

SHAM 20 dias

OA 20 dias

Figura 33. Apariencia macroscopica general del cartilago articular de los condilos femorales
mediales de rata en los distintos grupos. Magnificacion 12.5x; Barra de escala: 2 mm.

50



Para determinar si el tratamiento con OHB modifica la hipertrofia de los condilos con OA,
se midi6 el area total de estos (Anexo XI). Los valores promedio del area de los condilos
para ambos grupos no revelaron ningin cambio estadisticamente significativo (Grafica 1).

Area del condilo medial (cm?)

13

11

OA sin TX OA Tx OHB

Grafica 1. Medidas del area de cartilago del condilo medial en el modelo OA
inducido con y sin tratamiento. Los datos se expresaron como media + DE de cinco
ratas de cada grupo; no hay una diferencia estadisticamente significativa en la prueba
de t pareada (P= 0.988).Tx=tratamiento, OHB=oxigenacion hiperbarica.
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De la misma forma se obtuvieron las medidas de la extension de la lesion, para evaluar si el
tratamiento modifico su dimension en la progresion de la OA (Anexo XI). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, pero si se observd una tendencia
hacia la disminucién de la extension de la lesion para el grupo OA tratado con OHB,
cuando se compard con el drea de los grupos OA no tratados (2.54 mm? vs 3.29 mm?
respectivamente) (Grafica 2).

Extension de lesion (cm?)

OAsin Tx OA Tx

Grafica 2. Medidas del area de la lesion del cartilago de los grupos OA con y
sin tratamiento (OHB). Los datos se expresaron como media + DE de cinco ratas
de cada grupo; no hay una diferencia estadisticamente significativa en la prueba
t pareada (P=0.453).
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Anadlisis histopatoldgico

Comparado al cartilago articular de las ratas Sham no tratadas, no se observo ningin
cambio en la celularidad del tejido al recibir el tratamiento de OHB. Asi, en ambos grupos
la estructura de este tejido se mostrd integra con una superficie continua e intacta; ademas,
la morfologia, organizacion y densidad de los condrocitos no se modificd, lo que indica que
ni la cirugia Sham ni el tratamiento con OHB afectan la integridad del cartilago articular
(Fig. 34 A y B). Sin embargo, y comparado a los grupos Sham, la meniscectomia parcial y
la diseccion del ligamento colateral medial generaron cambios en el cartilago articular
caracteristicos de la OA avanzada, ya descritos para este modelo animal. Se observé una
superficie del cartilago discontinua y lesionada (fibrilacion y erosion), junto con una
pérdida de los condrocitos de morfologia fusiforme de la zona superficial, y una
desorganizacion celular en las zonas media y profunda del cartilago (Fig. 34 C). Aunque no
se observan en la figura, también se detectaron los agrupamientos (clusters) de condrocitos
que son una caracteristica histologica tipica del cartilago OA. Interesantemente, el
tratamiento con OHB en las ratas con OA permitié6 una mejoria apreciable ya que se
observo menor dafio de la superficie del cartilago asi como una mayor preservacion de los
condrocitos en esta misma zona en comparacion con el cartilago sin tratamiento (Fig.34 D).

Sin Tratamiento Tratamiento con oxigeno hiperbarico

B

SHAM 20 dias

OA 20dias

Figura 34. Tincion H&E en muestras de cartilago articular sano y OA inducido
de rata para la observacion del efecto del tratamiento con OHB en el componente
celular. Magnificacion 40x: Barra de escala: 50 um.
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Para evaluar si el tratamiento con OHB modifica el contenido de proteoglicanos de la MEC
del cartilago articular, realizamos tinciones con Safranina-O-verde rapido. Las muestras del
cartilago articular de las ratas Sham con y sin tratamiento OHB mostraron una coloracion
roja-naranja intensa que indic6 un contenido normal de proteoglicanos en todo el grosor del
tejido, por lo que ni la cirugia Sham ni el tratamiento con OA afectd el contenido de
proteoglicanos del cartilago (Fig. 35 A y B). Por el contrario, en el cartilago del grupo OA
sin tratamiento, fue evidente una pérdida en la coloracion roja-naranja en la superficie del
tejido, que indica la degradacion de los proteoglicanos, caracteristico de la OA (Fig. 35 C).
Sin embargo, en el cartilago OA de ratas tratadas con OHB, la degradacién de los
proteoglicanos fue mucho menor ya que se observé la coloracion roja-naranja en todo el
tejido (Fig. 35 D). Estos resultados sugieren que el tratamiento con OHB disminuy6 la
degradacion de los proteoglicanos o bien aumento su biosintesis.

Sin Tratamiento Tratamiento con oxigeno hiperbarico

SHAM 20 dias

OA 20dias

Figura 35. Tincioén Safranina-O-verde rapido de cartilago de rata para la observacion
del efecto de la OHB en la conservacion del componente proteoglicano de la MEC.
Magnificacion 40x; Barra de escala: 50 um.
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Analisis de elementos catabolicos
Metaloproteinasa de la matriz 13 (MMP-13)

Para evaluar el efecto de la OHB sobre la expresion de una de las enzimas que degradan la
MEC del cartilago articular realizamos ensayos de inmunohistoquimica para detectar
MMP-13. En el cartilago articular de las ratas Sham con y sin tratamiento se observo una
marca positiva distribuida sobre los condrocitos de todo el grosor del tejido (Fig. 36 A y B),
esta respuesta en la expresion de MMP-13 se mantuvo con la misma distribucion en los
grupos OA atin bajo tratamiento con OHB (Fig. 36 C y D). El andlisis de los pixeles de la
sefal obtenida muestran que no hay diferencias en la expresion relativa entre ambos grupos
Sham (Fig. 36 E). Un estudio previo ha mostrado que el ejercicio de alto impacto induce la
expresion de mediadores catabolicos (Rojas et al., 2015) sin afectar la integridad del
cartilago articular. Por lo que la sobrexpresion de MMP-13 detectada en el cartilago Sham
puede estar asociada con el ejercicio. Sorprendentemente en el cartilago articular de los
grupos OA con y sin tratamiento OHB, se encontré una disminucién en la expresion de
MMP-13. Esta disminucién fue solo significativa entre los grupos Sham no tratados y OA
no tratados pero no entre los grupos Sham OHB y OA OHB (Fig. 36 C y E). Esta
disminuciéon en la expresion en los grupos OA puede estar asociada a la pérdida de la
celularidad del tejido.

Los valores de la densidad integrada para la sefial inmunohistoquimica utilizados para la
graficacion del analisis estadistico se encuentran en el Anexo XII.
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Metaloproteinasade la Matriz 13

SHAM 20 dias

OA 20dias

Sin tratamiento Tratamiento con oxigeno hiperbarico

2.5x10° - . E

2.0x10° -

1.5x10°

1.0x10°

MMP-13 (UA)

Expresion relativa

5.0x10° 4

Figura 36. Marca inmunohistoquimica especifica para MMP-13 en el cartilago articular
de rata para la determinacion de su expresion en respuesta al tratamiento de OHB.
Magnificacion 40x; Barra de escala: 50pum. Representacion grafica de la marca positiva
para la MMP-13 en el analisis de imagenes. Valor estadisticamente significativo *(p
<0.05).
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Oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS)

Para evaluar el efecto de la OHB sobre la expresion de iNOS, que es mediador importante
de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), realizamos experimentos de
inmunohistoquimica. En el cartilago articular de las ratas Sham con y sin tratamiento de
OHB se observo sefial positiva a lo largo de lo zona superficial y zona media, que
disminuy6 en la zona profunda del cartilago (Fig. 37 A, B). Inesperadamente en el cartilago
OA la expresion de iNOS fue casi ausente en todo el tejido (Fig. 37 C, D), y solo se detecto
ocasionalmente en algunas muestras de estos grupos (Fig. 37 E, F). En el andlisis de los
pixeles de la sefial obtenida, en el cartilago de ratas Sham no se observaron cambios en la
expresion relativa de la iNOS bajo el tratamiento de OHB. Comparado a los grupos Sham
la expresion relativa de iNOS en los grupos OA con y sin tratamiento fue menor (Fig. 37
E). Diferentes estudios han demostrado que la sobrecarga mecanica cronica induce una alta
produccion de NO (Brandt, 2003; Smith et al., 2004), esto sugiere indirectamente que el
ejercicio de alto impacto induce la expresion de iNOS. Sin embargo, en el cartilago de los
grupos OA con y sin tratamiento esta respuesta fue suprimida, por lo tanto no se pudo
detectar un efecto de la OHB en la expresion de iNOS (Fig. 37 E).

Los valores de la densidad integrada para la sefial inmunohistoquimica utilizados para la
graficacion del andlisis estadistico se encuentran en el Anexo XII.
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Oxido Nitrico Sintetasa inducible

Sin tratamiento Tratamiento con oxigeno hiperbarico

OA 20dias SHAM 20 dias

OA 20dias
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Figura 37. Marca inmunohistoquimica especifica para iNOS en el cartilago articular de
rata para la determinacién de su expresion en respuesta al tratamiento de OHB.
Magnificacion 40x; Barra de escala: 50um. Representacion grafica de los resultados
obtenidos de la marca positiva para iNOS en el analisis de imagen.
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Caspasa 3 activa

Para determinar el efecto del tratamiento OHB en la muerte celular de los condrocitos del
cartilago articular, evaluamos por inmunohistoquimica la expresion de la forma activa de la
caspasa 3. Inesperadamente, en el cartilago articular de las ratas Sham con y sin tratamiento
de OHB se detectd la forma activa de la caspasa 3 en los condrocitos de las zonas
superficial y media (Fig. 38 A y B). Sin embargo en los grupos OA con y sin tratamiento
OHB no se detecto la presencia de la forma activa de la caspasa 3 (Fig. 38 C, D), aunque
ocasionalmente se observé su expresion (Fig. 38 E, F). El andlisis de los pixeles de la sefial
especifica para la forma activa de la caspasa 3 corrobor6d nuestras observaciones en las
imagenes ya que su presencia fue mayor para los grupos Sham respecto a los grupos OA.
No se observaron diferencias entre los grupos tratados y no tratados con OHB (Figura 38
Q). La disminucion en la presencia de la caspasa 3 en los grupos OA pudiera ser un reflejo
de la pérdida de su celularidad en el cartilago articular.

Los valores de la densidad integrada para la sefial inmunohistoquimica utilizados para la
graficacion del analisis estadistico se encuentran en el Anexo XII.
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Caspasa 3 activa

Sin tratamiento Tratamiento con oxigeno hiperbarico

SHAM 20 dias

OA 20dias

OA 20dias
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Figura 38. Marca inmunohistoquimica especifica para caspasa 3 activa en el cartilago articular
de rata para la determinacion de los efectos del tratamiento con OHB en la muerte celular.
Magnificacion 40x; Barra de escala: 50um. Representacion grafica de la presencia positiva para
caspasa 3 activa en el analisis de imagenes. Valor estadisticamente significativo *(p <0.05).
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TUNEL

Para corroborar el efecto del tratamiento con OHB en la muerte de los condrocitos se
realizaron ensayos de TUNEL en las muestras de cartilago con OA. En el cartilago articular
del grupo OA sin tratamiento se observo una marca TUNEL positiva, en los condrocitos
ubicados por debajo de la zona superficial (Fig. 39 A, B). Sin embargo, en los condrocitos
del grupo OA tratado con OHB se observd una disminucidn en los condrocitos positivos
para TUNEL, y que se limité a las zonas media y profunda del tejido (Fig. 39 C, D). De
esta manera, el porcentaje de muerte celular del grupo OA tratado con OHB también fue
menor en comparaciéon con el grupo OA sin tratamiento; 2.3%+2.1 vs 19.2%=*16.6
respectivamente.

Los datos obtenidos de las muestras para cada grupo se muestran en el Anexo XIIL

Prueba de TUNEL

Empalme campo oscuro Empalme campo claro

OA sin tratamiento

OA con tratamiento OHB

Figura 39. Marca positiva en el ensayo de TUNEL en el cartilago articular de rata
para la determinacion de la respuesta en la muerte celular con el tratamiento de
OHB. Magnificacion 40x; Barra de escala: 50pum
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10. DISCUSION

En la actualidad no se ha desarrollado ninguna terapia eficaz para la cura de la OA, esto es
en parte debido a la complejidad de su etiopatogenia y el curso clinico de la enfermedad.
Ya que los tratamientos actuales son solo paliativos para aliviar los sintomas la busqueda de
agentes o terapias que modifiquen el curso de la OA y disminuyan o detengan la pérdida
del cartilago es continua (Roman et al., 2016). En este sentido, el empleo de tratamientos
alternos como la OHB se vuelven herramientas ttiles para tratar de detener la degradacion
o regenerar el cartilago articular durante la patogénesis de la OA.

Ya que no existe un antecedente del empleo de la terapia con OHB para el tratamiento de la
OA se requiere de un modelo adecuado para este tipo de estudios. Decidimos utilizar un
modelo de OA postraumatica en rata ya que el desarrollo de la patologia guarda similitudes
bioquimicas, moleculares y celulares con la OA humana (Abbud & Kouri, 2000). Sin
embargo, el modelo de OA empleado en el presente trabajo incluye ejercicio de alto
impacto después de una meniscectomia, por lo que en un primer acercamiento el
tratamiento con OHB fue aplicado desde el inicio de la enfermedad pero en el que hubo un
impacto en la rodilla a través del ejercicio continuo para inducir OA. Esto es un reto para
los efectos del posible tratamiento con OHB, ya que las mejorias pudieron verse reducidas
o superadas por los efectos catabolicos exacerbados por el estrés mecanico. No obstante,
esta condicion no aplicaria en la clinica ya que a ningun paciente diagnosticado con OA se
le indica la realizacion de ejercicio de forma extenuante e intensa, por lo que el modelo de
induccion de OA tendria que ser modificado para ahora si evaluar los efectos mas claros del
tratamiento con OHB. Sin embargo nuestros resultados obtenidos permiten dar una pauta
experimental para futuros estudios.

Nuestras observaciones sobre la apariencia macroscopica del cartilago, revelaron una
mejoria en la apariencia fisica y una ligera reduccion en el area de la lesion en los
individuos del grupo OA tratados con OHB, con respecto al grupo OA no tratados. Esta
mejoria en la estructura del cartilago se vio reflejada en al menos 4 aspectos estudiados:
una menor fibrilacion, una preservacion de los condrocitos de la zona superficial, la
disminucién de la pérdida de proteoglicanos y una disminucién en el porcentaje de
condrocitos con apoptosis (TUNEL positivos). El mejor mantenimiento de los
proteoglicanos con el tratamiento con OHB se ha reportado en el cartilago con lesion
osteocondral de conejos (Yuan et al., 2004; Yuan et al., 2009; Chen et al., 2010; Ueng et al
2013).

Ademas de la pérdida de los proteoglicanos, durante la patogénesis de la OA el coldgeno
tipo II de la MEC del cartilago articular también se va degradando, por lo que evaluamos si
el tratamiento con OHB modifica la expresion de la enzima que la hidroliza (MMP-13).
Encontramos que la expresion de MMP-13 en los grupos Sham con y sin tratamiento fue
mas alta que en los grupos OA. A pesar de esta respuesta, la integridad de la estructura del
cartilago se mantuvo, lo que sugiere que los mecanismos de reparacion en el cartilago
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normal actian correctamente para mantener el equilibrio entre el catabolismo y el
anabolismo. Ademas, es importante considerar el efecto del estimulo mecanico (ejercicio
de alto impacto) en la expresion de la MMP-13, tal como se ha descrito para la IL-1B que
también se sobre-expresa en cartilago sano sometido a ejercicio de alto impacto sin tener un
efecto catabodlico (Rojas et al., 2015). Es importante destacar que el impacto en las
articulaciones también induce la sobreexpresion de la IL-10, un citocina anti-inflamatoria
que contrarresta los efectos catabdlicos de la IL-1B (Rojas et al., 2015). Esta observacion
concuerda también con un aumento en la expresion de ésta misma metaloproteinasa en
condrocitos sanos en cultivo sometidos a estrés mecanico (Liu et al., 2016; Lim et al.,
2014). Por otro lado, en los grupos OA la expresion de MMP-13 se redujo cuando se
copara a los grupos Sham. Esto puede ser explicado al suponer que su mayor expresion y/o
actividad se encuentre en un momento anterior al evaluado, ya que se ha sugerido la
sefalizacion catabolica y degradacion de coldgeno desde la fase temprana de la enfermedad
(Xu et al., 2010). Aunque no existen evidencias del efecto de la oxigenacion hiperbarica
sobre la expresion de la MMP-13 en el cartilago OA, se ha reportado que el tratamiento con
OHB a 2.5 ATA con diferente % O, y tiempo de respiracion suprime la produccion de otras
metaloproteinasas (MMP-2, MMP-3 y MMP-9), que estan involucradas en la degradacion
de componentes menores de colageno en el cartilago articular como el tipo IV y V (Koo et
al., 2013; Yuan et al., 2014).

Respecto al estrés oxidativo, la presencia de iNOS en el cartilago normal de los grupos
Sham fue evidente. Esto concuerda, con la generacion de altos niveles de NO en respuesta
a la sobrecarga mecénica cronica observados tanto in vivo como in vitro (Brandt, 2003;
Smith et al., 2004). Ese efecto también provoca el aumento en cantidades excesivas de
otras especies reactivas (superoxido, peroxido de hidroégeno y peroxinitrito) que pueden
inducir estrés oxidativo en el tejido OA (Naoko et al., 2016). Sin embargo, en los grupos
OA con y sin tratamiento de OHB la expresion de iNOS fue casi ausente por lo que no se
pudo determinar el efecto del tratamiento con OHB. Esto contrasta con otros estudios que
han mostrado una disminucion en la expresion de iNOS por el tratamiento con OHB, en
conejos con lesion osteocondral (Yuan et al., 2004; Ueng et al., 2013) y en condrocitos OA
de humano (Yuan et al., 2014). Por otro lado, la ausencia de la presencia de iNOS
observada en el cartilago OA puede ser debido al momento de andlisis en la progresion de
la enfermedad (fase avanzada). En este sentido, un estudio de la cinética de la produccion
del NO en un modelo de OA experimental en rata sin ejercicio (transeccion del ligamento
cruzado anterior), reporta una disminucion gradual del NO durante los tiempos de
evaluacion de 7, 14 y 21 dias, mientras que en los controles Sham se incrementaron los
niveles de NO en funcién al tiempo (Castro et al., 2006). Asi, estos resultados sugieren la
posibilidad de que durante fase avanzada de la OA, la actividad de iNOS se encuentre
disminuida.

Por ultimo, en el anélisis de la muerte celular por apoptosis se identificaron la presencia de
caspasa 3 activa y la sefial positiva en el ensayo de TUNEL. En el cartilago normal de los
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grupos Sham se detectd mayor presencia de células positivas en las zonas superficial y
media para la caspasa 3 activa en comparacion con el cartilago de los grupos OA, donde la
presencia de caspasa 3 activa se redujo de manera importante. Esta respuesta contrasta con
la baja expresion de caspasa 3 y la marca TUNEL positiva observadas en el cartilago
normal de rata sanas sin ejercicio (Almonte et al., 2010). Por lo que, el incremento de la
presencia de caspasa 3 activa en los grupos Sham quiza fue debido en respuesta al ejercicio
de alto impacto, tal como lo sugieren los hallazgos de la apoptosis inducida por estrés
mecanico en condrocitos cervicales normales (Kong et al., 2013) y el incremento de
caspasa 3 activa tanto en condrocitos normales del plato tibial y condrocitos OA de condilo
femoral en ratas sometidas a un ejercicio extenuante (Elsaid et al., 2012; Franciozi et al.,
2013). Respecto al efecto del tratamiento, la OHB no modificé la presencia de caspasa 3
activa tanto en el cartilago de ratas Sham y OA. No obstante, se ha reportado la supresion
de caspasa 3 activa mediante el tratamiento con OHB en la lesion osteocondral en un
modelo de conejo (Ueng et al., 2013).

En complemento, las observaciones mediante el ensayo de TUNEL revelaron una
importante disminucién en el porcentaje de condrocitos muertos (TUNEL positivos) en el
cartilago OA tratado con OHB cuando se comparé con cartilago OA sin tratamiento. Este
efecto es soportado por la disminucion de condrocitos TUNEL positivos en modelos de
conejo con lesion osteocondral tratados con OHB (Yuan et al., 2004).

Finalmente, los resultados de este trabajo representan un panorama favorable para la OHB
frente a los cambios que caracterizan al proceso osteoartritico, ya que una reduccion del
numero de condrocitos por la muerte celular (Blanco et al., 1998) y la degradacion del
cartilago ocurren durante la progresion de la enfermedad (Goldring et al., 2011). Aunque
nuevos estudios tienen que desarrollarse para evaluar otras condiciones de tratamiento en el
modelo animal como: realizar la meniscectomia y seguir el curso normal de la enfermedad
sin ejercicio de alto impacto y evaluar la presencia de marcadores catabolicos y anabolicos
durante la progresion de la OA (fases iniciales) bajo diferentes regimenes de tratamiento
con OHB.
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11. CONCLUSIONES
El tratamiento de oxigenacion hiperbarica no modifico la estructura del cartilago normal.

En el cartilago OA el tratamiento con OHB conservé una mejor estructura macroscopica €
histolégica, disminuy6 la pérdida de proteoglicanos y redujo el nimero de condrocitos

muertos.

El tratamiento con OHB no modificé la expresion de los marcadores catabdlicos evaluados
MMP-13, iNOS y caspasa 3 activa ni en el cartilago sano ni con OA.
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ANEXO I. Camara hiperbarica para uso en animales.

La camara hiperbdrica utilizada para el tratamiento de OHB de animales pequefios se
disefi6 y construy6 con las siguientes caracteristicas:

Se construyo un cilindro de acero al carbon con medidas de 365 mm de didmetro interno
por 830 mm de longitud con un peso de 50Kg. A este cilindro, se le adapté una compuerta
con un sistema de cierre hermético por medio de varios tornillos con cabeza allen que
comprimen sobre un sello de goma (O-ring) adecuada al marco de la compuerta. También
sobre un costado, la cdmara hiperbarica conto con dos mirillas de acrilico de 100mm de
diametro para la visualizacion de los animales y la iluminacion del interior. En el espacio
interno se acomodo para el ingreso de varios animales, una caja de acrilico que media 150
mm de alto por 285 mm de ancho y 770 mm de largo, la cual se dividi6 en 5 espacios para
el alojamiento por separado de cada individuo, sus paredes contaron con pequefios orificios
de Smm de diametro para permitir la circulacion del oxigeno y el aire durante el uso de la
camara hiperbarica (véase Fig. 27 y 28).

La “céamara hiperbarica de tipo hibrido” por su presurizacion con aire u oxigeno presentod
una resistencia en la presion de disefio de 10 ATA y una presidon maxima de trabajo de 2.5
ATA. El sistema de suministro de aire comprimido respirable incluy6 una compresora y un
tanque de aire para almacenar y alimentar al sistema de presurizacion de la camara.

Ademas para el manejo y seguridad en la operacion de la camara hiperbarica, se dispuso de
varios dispositivos y accesorios en el panel de control para monitorear, controlar y
mantener la presion atmosférica elevada en el interior de la cdmara de forma segura. Su
panel de control se equipd con una valvula de escape calibrada a una presion de 3.0 ATA
para su activacion, un sensor de oxigeno para la determinacion de porcentaje de saturacion
de O, dos medidores de flujo para el control manual de la entrada y salida de oxigeno para
la reposicion constate de consumo, tres valvulas de esfera de 42" con cierre de palanca para
el control de la compresion con aire u oxigeno, una valvula para la descompresion, un
temporalizador para medir el tiempo, un higrometro y distintos mandmetros para la lectura
de la presion y las condiciones de temperatura y humedad en el interior de la camara
hiperbarica, asi como para la lectura de la presion de aire en el tanque de aire y en el tanque
oxigeno.
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ANEXO II. PBS1X (1L)

. Pesar en la balanza analitica:

8g de Cloruro de sodio (NaCl) 3.70x10* mM.

0.24¢g de Fosfato de monopotasio (KH2PO4) 14.7mM.
1.15g de Fosfato disdédico (NaxHPO4) 78.1mM.

2.2¢g de Cloruro de potasio (KCl) 26.8mM.

Diluir todos los componentes en 800ml de agua Milli-Q.
Equilibrar a pH de 7.4 en el pHmetro.

. Aforar a un volumen de 1000ml con agua Milli-Q.

ANEXO III. Paraformaldehido 4% (50 ml)

Medir con una probeta 50 ml de PBS1X.

Calentar en un matraz hasta tener una temperatura de 55°C.

Anadir 2 g de paraformaldehido a la solucion.

Mantener en agitacion a temperatura 55-60° C hasta su completa disolucion.
Atemperar y almacenar a 4°C.

Nota: su periodo de utilidad una vez preparado es de 2 semanas.

ANEXO 1V. Solucion EDTA 0.5M pH 7.4 (500ml)

. Pesar 93g de EDTA y afadir en un vaso de precipitado con 400ml de agua

bidestilada.

Afadir perlas de hidroxido de sodio (NaOH) hasta que el EDTA se disuelva.
Verificar el pH de la soluciéon y equilibrar a pH 7.4 mientras la solucion se
mantiene en agitacion suave a temperatura ambiente (TA).

Afora la soluciéon a un volumen de 500ml.

Filtrar la solucion con un papel filtro.

Almacenar en un envase de 500ml a temperatura ambiente.

ANEXO V. Solucion de sacarosa al 10% (25ml)

Pesar 2.5g de sacarosa.
Disolver la sacarosa en un tubo Falcon con 25ml de PBS1X.
Se almacena a 4°C.
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ANEXO VI. Gelatinizacion de portaobjetos

Previamente a la gelatinizacion, los portaobjetos se limpiaron con lavados en extran, se
escurrieron y se desengrasaron en alcohol, por Gltimo se dejaron secar y se procedid a la
preparacion de la gelatina:

Pesar 0.25g de gelatina de cerdo (Ted Pella) en polvo.

Disolver la gelatina en 50 ml de agua bidestilada a 60°C.

Agregar y disolver 0.025g de Sulfato de potasio y cromo (KCr(SO4)»).
Dejar atemperar la solucion a temperatura ambiente durante 2 horas.

Pasar la solucion a un vaso Coplin.

Introducir las laminillas en la solucidon de gelatina.

Colocar los portaobjetos en una gradilla y dejar secar a 37°C toda la noche.
Retirar del horno y almacenar en su caja a TA.

©X Nk =

ANEXO VILI. Tincion H-E
Los pasos y tiempos en el tren de tincion fueron los siguientes:

1. PBS1X, 10 min.

2. H,O destilada, 10seg.

3. Hematoxilina de Harris, 8 min.

4. H,O corriente, 2 min.

5. Alcohol acido 1%, 3 sumergidas.

6. H,O corriente, 2 min.

7. Bicarbonato de sodio 0.1% pH 8.7, 30seg.
8. H,O corriente, 2 min.

9. Etanol 95%, 10 sumergidas.

10. Eosina 0.25%, 45 seg.

11. Etanol (1) 95%, 1 min.

12. Etanol (2) 100%, 1 min.

13. Etanol (3) 100%, 1 min.

14. Xileno (1), 1 min.

15. Xileno (2), 1 min.

16. Montar cubreobjetos con resina a base de Xileno (Poly-mount®).
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ANEXO VIII. Tincion Safranina-O-verde rapido

Los pasos y tiempos en el tren de tincion fueron los siguientes:

1
2
3
4
5.
6
7
8
0.
10.

11.
12.

. PBS1X, 5 min.

H,O destilada, 2 min.

. Verde réapido al 0.01%, 10 min.
. Acido acético al 1%, 10 seg.

Safranina O al 0.1%, 40 min.

. Etanol (1) 50%, 10 sumergidas.
. Etanol (2) 70%, 30 seg.
. Etanol (3) 95%, 30 seg.

Etanol (4) 100%, 30 seg.

Xileno (1), 1 min.

Xileno (2), 1 min.

Montar cubreobjetos con resina Poly-mount®.

ANEXO IX. Inmunohistoquimica

Para el analisis “in situ” de la presencia y distribucion de los mediadores catabdlicos y de
muerte celular se realizo distintas pruebas de inmunohistoquimica indirecta con el sistema
de deteccion ABC y el emplearon los siguientes anticuerpos especificos: anti-MMP-13
(200pg/ml, dilucion 1:80, Santa Cruz Biotechnology), anti-iNOs (0.052 mg/ml, dilucién
1:60, abcam), anti-caspasa-3 (0.2 mg/ml, diluciéon 1:60, Merck). La metodologia de esta

prueba

1)
2)

3)

4)
5)
6)
7)
8)

9)

10)
11)
12)

se muestra a continuacion:

Secar con aire caliente los portaobjetos con las muestras guardados en congelacion.
Delimitar el espacio de las muestras con una barrera hidrofébica (PAP Pen® vector
laboratories).

Permeabilizacién con soluciéon de PBS1X con Triton X-100 al 0.3% por 3 min a
TA.

Bloquear con PBS1X con suero normal de caballo al 1.5% durante 20 min a TA.

Se afiade el anticuerpo primario en PBS1X BSA 0.2% Triton X-100 al 0.01%.
Incubacion durante una noche a 4°C.

Lavar 3 veces con PBS1X durante 5 min cada lavado a TA.

Incubar con el anticuerpo secundario biotinilado goat anti-rabbit 1:200 en PBS1X
con suero normal de caballo al 1.5% durante 1 hora a TA.

Lavar 3 veces con PBS1X durante 5 min cada lavado a TA.

Incubar con el complejo ABC (vector labs) en PBS1X durante 1 hora a TA.

Lavar 3 veces con PBS1X durante 5 min cada lavado a TA.

Revelar con DAB al 0.05%, H>020.01% en PBS1X durante 30 min a TA.
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13) Parar reaccidon con agua corriente.
14) Deshidratacion con concentraciones ascendentes de etoH 50%, 75%, 95%, 100%

por 1 min cada uno.

15) Clarificar en Xileno (1), 1 min.
16) Incubar en Xileno (2), 1 min

17) Montar cubreobjetos con resina Poly-mount®.

ANEXO X. Prueba de TUNEL

El andlisis in situ de la apoptosis se realizé utilizando un kit de deteccion de muerte celular,
DeadEnd Fluorometric TUNEL System (Promega) Para esta prueba se procesaron las
muestras obtenidas de 4 individuos para cada grupo OA.

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)
9)

Secar al aire.

Hacer dos lavados con PBS1X durante 5 min cada uno.

Permeabilizar con PBS1X con Triton X-100 al 0.2% por 5 min.

Hacer dos lavados con PBS1X de 5min cada uno.

Mantener en 100ul de buffer de equilibrio durante 10 min a TA.

Incubar las muestras una hora con 34pul de la mezcla de nucleétidos y 0.69 ul de
enzima Deoxinucleotidil transferasa terminal (rTdT) a 37°C en buffer de equilibrio.
Lavar una vez con solucion salina-citrato de sodio 2X (SSC2X) durante 15min a
TA.

Lavar con PBS1X 5 veces durante 3min cada uno a TA.

Incubar con DAPI (1/1000) durante 5 min.

10) Lavar con PBS1X 5 veces por 3 min cada uno a TA.
11) Montar cubreobjetos con resina Poly-mount®.
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ANEXO XI. Medidas en las imagenes macroscopicas

Grupo OA sin Area del condilo  Area de la lesion

tratamiento medial (mm?) (mm?)
1 9.605 1.585

2 12.782 2.623

3 11.661 3.134

4 10.144 5.673

5 10.446 3.472
Promedio 10.9276 3.2974

Medidas obtenidas por andlisis de imagen para la evaluacion
macroscopica en el grupo OA sin tratamiento.

Grupo OA con Area del condilo  Area de la lesion

tratamiento OHB medial (mm?) (mm?)
1 9911 2.696

2 10.835 3.222

3 11.416 2.128

4 11.912 1.611

5 10.519 3.072
Promedio 10.9186 2.5458

Medidas obtenidas por analisis de imagen para la evaluacion
macroscopica en el grupo OA con tratamiento.

92



ANEXO XII. Densidad integrada de la sefial positiva para los mediadores

catabolicos analizados por inmunohistoquimica

Sham sin Tx Sham OHB  OA sin Tx OA OHB
2189900.000 1391518.000 660359.300  742271.900
1080356.000  1333938.000 478531.100 1079289.000
1266678.000 1681316.000 1009855.000 1131249.000
1931068.000 1219440.000 346355.200 1144973.000
1741236.000  82959.520  431332.800 1383546.000
2144601.000  811324.400 622444.300 1083201.000
804697.400 406442.300  268529.700
697530.700 480044.300  200483.800
1066828.000 528732900 250861.900
1485361.000 764354.700  431366.500
793179.900 1378293.000 297900.700
257271.700 1427514.000 545525.100
338549.900 1280408.000
254168.100 1117056.000
276736.600 1319535.000

Valores en unidades arbitrarias (UA) de la densidad integrada para MMP-13.
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Sham sin Tx Sham OHB OA sin Tx OA OHB
711083.900  458767.100 121876.400  55065.260
997694.600  963454.000 178642.900 63118.380
924890.700  795159.100  10258.350  50881.890
1758012.000 1847037.000 231533.600 128349.100
1862442.000 1909251.000 350499.400 314238.900
1625079.000 2212898.000 249580.900 676682.200
267705.300  58672.650  44637.210  115888.500
38220.220 45187.750  22088.680  14203.440
152344.100  134774.300 793.605 21075.560
182588.000 17220.940  65965.880  17842.720
97385.090 35755.070 6227.245 38642.140
463632.500  42857.430  24274.610  60535.130
9269.922 88353.470  26199.630  30834.970
18070.880 70108.550  32480.860  80607.910
31485.820 132421.000  18683.120  40554.590

Valores en UA de la densidad integrada para iNOS.
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Sham sin Tx Sham OHB  OA sin Tx OA OHB
238869.000 50047.760 22156.610 7265.805
220839.000 72358.340 29158.960 4193.163
236168.000 52255.750 13461.130 8720.244
182771.600  550496.600 33824.110  101705.100
65477.250 94318.000 44475.090  79429.640
100966.500 95955.980  196653.400
38504.610 14571.370 60404.540  29570.340
39476.430 38177.760 27721.990 14104.260
17581.870 70706.120 9273.615 16872.310
78349.480 134975.200 16462.150  26704.500
88489.450 195385.600 29973.050 12150.630
30590.880 14845.520 7226.012
40596.410 98003.950 6984.783 15090.310
55094.970 54752.860 6152.831 25693.530
18160.990 22536.070 6584.705 5959.777

Valores en UA de la densidad integrada para Caspasa 3 activa.
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ANEXO XIII. Porcentaje de muerte celular

obtenida mediante ensayo de TUNEL

Muestra %MUERTE %MUERTE
OA sin Tx OA OHB
1.1 26.92307692 0.68493151
1.2 45 3.65853659
1.3 20.68965517 1.92307692
2.1 3.448275862 0
2.2 56.75675676 5.61797753
2.3 9.615384615 5.61797753
3.1 28.57142857 5.55555556
3.2 14.60674157 2.7027027
33 14.54545455 0
4.1 3.278688525 1.19047619
4.2 4.444444444 0
4.3 3.389830508 1.63934426
PROMEDIO 19.27247812 2.38254823
DESVIACION 16.65757116 2.13757336
ESTANDAR

Valores en el porcentaje de muerte celular en muestras de
cartilago osteoartritico del grupo OA con y sin tratamiento de
OHB.
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