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A. RESUMEN

El sistema musculo esquelético contribuye al desarrollo de actividades como caminar,
manipular y mover objetos, entre otras. Durante el nacimiento, la adolescencia y la vejez, el
sistema musculo esquelético estd en constante cambio y es susceptible a presentar dafios que
alteren la estructura de sus fibras. Algunas causas asociadas con dichas alteraciones son: el
sedentarismo, enfermedades y/o lesiones que conllevan al desuso o inmovilizacion de una o
ambas extremidades. Durante la inmovilizacion, ademas de verse comprometida la estructura
de sus fibras, se presentan alteraciones/dafios en el sistema locomotor lo que depende del
tiempo de desuso y/o inmovilizacidn, el grado de lesion y los musculos involucrados. La rata
(cepa Winstar) ha sido uno de los modelos animales mas utilizados para evaluar los efectos
de la inmovilizacion muscular utilizando principalmente los musculos soleo y el extensor
largo de los dedos (Extensor digitorum longus, EDL); estos musculos participan en el
mantenimiento de la postura y la locomocion respectivamente, por lo que la constitucion de
sus tipos de fibras es distinta. Por un lado, el musculo soleo en la rata estd conformado
principalmente por fibras lentas-oxidativas (tipo I) y; por el otro, el misculo EDL esta
conformado principalmente por fibras rapidas-glucoliticas (tipo IIb). Ante una lesion e
inmovilizacidn, la pérdida de movimiento en la extremidad promueve un proceso de atrofia
muscular en el cual sus caracteristicas histologicas y fenotipicas de sus fibras se ven
comprometidas, asi como su funcién. Por lo anterior, el objetivo de este proyecto fue
determinar los efectos de la inmovilizacion (7 dias) de la extremidad posterior derecha en la
rata hembra sobre la locomocion (ciclo, longitud, duraciéon y velocidad de la zancada;
apertura y movimiento de las articulaciones); las caracteristicas histologicas (nimero de
nucleos, area transversal de las fibras, CSA, y el dominio mionuclear, DMN) e histoquimicas
(tipo y metabolismo de fibras) de los musculos soleo y EDL de la pata ipsilateral.

Los resultados del ciclo de zancada mostraron una disminucion significativa en la
longitud de la zancada en el grupo inmovilizado (I) respecto al grupo control (C) 7 dias
después de la inmovilizacion (C, 9.61+0.93 cm vs I, 5.18+1.15 cm, P=0.014), asi como en la
velocidad de la zancada de la extremidad ipsilateral (C, 51.34+10.41 cm/seg vs I, 10.52+4.37
cm/seg, P=0.009). Los resultados para la extremidad contralateral a la inmovilizacion

mostraron un incremento significativo en la duracion (C, 0.23+0.018 seg vs 1, 0.394+0.06



seg, P=0.048) y la velocidad (45.05+4.93 cm/seg vs 24.37+4.63 cm/seg, P=0.012) de la
zancada. Los datos de la apertura y movimiento de las articulaciones no mostraron
diferencias. Los resultados de las caracteristicas histologicas e histoquimicas en el musculo
soleo mostraron una disminucién significativa en el CSA y DMN después de la
inmovilizacion (CSA; C, 482.4+15.03um? vs I, 399.8+7.9um?, P=0.046, y DMN; C,
176.4£12.61 vs I, 111.05+1.15, P=0.0064,). La histoquimica para NADH-TR mostré que el
musculo Soéleo es un musculo con alta actividad oxidativa, lo que concuerda con la
histoquimica ATPasa basica pH 9.4, con la que se observd que esta conformado por fibras
tipo I (fibras lentas). Siete dias después de la inmovilizacidon, no se presentaron cambios
fenotipicos en las fibras de este musculo. En el musculo EDL no se encontraron diferencias
en las caracteristicas histoldgicas después de la inmovilizacion. La histoquimica NADH-TR
mostr6 que es un musculo con actividad metabdlica oxidativa-glucolitica, lo que concuerda
con la informacién obtenida de la histoquimica ATPasa bésica pH 9.4 donde se observo que
el musculo EDL est4 conformado principalmente por fibras tipo IIb y tipo Ila/Ild.

Los resultados mostraron alteraciones en los pardmetros que componen la locomocion
y el ciclo de zancada en la rata hembra. Dichos resultados se acompafian de cambios
histologicos mas marcados en el musculo sdleo que en el EDL, lo que marca el inicio de un
proceso de atrofia muscular dependiente del tipo de fibra. Con esta informacion podemos
concluir que los efectos de la inmovilizacion son dependientes del fenotipo muscular, lo que
deberia tomarse en cuenta para el tratamiento y recuperacion de estos después de una lesion

que comprometa su estructura y su fisiologia.
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INTRODUCCION

1.1. Musculo esquelético

Todo movimiento realizado por los vertebrados es generado gracias a la coordinacion del
musculo esquelético con el sistema dseo. Este tejido se ancla a un hueso por su extremo distal y
a otro por su extremo proximal a través de tendones y utilizando la articulaciones (sistemas de
palanca) genera el movimiento (Kraemer y Spiering 2007; Van Wessel y cols. 2010). En
humanos, el musculo esquelético engloba casi el 50% del peso corporal y estd conformado en
un 75% por agua, un 20% por proteina y el 5% restante por otras moléculas tales como sales
inorganicas, minerales y grasas, entre otros (Salter 2000; Frontera y Ochala 2015). El sistema
musculo esquelético convierte la energia quimica en energia mecanica que se utiliza para la
generacion de fuerza, mantener la postura y producir movimiento. Desde un punto de vista
metabolico, contribuye a la energia basal almacenando sustancias importantes como
aminodcidos y carbohidratos; produce calor, gasta oxigeno y energia durante la actividad fisica,
entre otras, sirviendo como reservorio de nutrientes. Se ha observado que cuando se presenta
una baja ingesta de ellos, las proteinas del misculo reemplazan la toma de aminodcidos de otros
tejidos como la sangre (Wolfe 2006; Frontera y Ochala 2015).

El mantenimiento de la integridad y funcion del musculo esquelético durante la contraccion
esta dado por la asociacion entre el tejido conectivo y las fibras que lo componen (Jarvinen y
cols. 2002). Otros componentes importantes son los nervios y vasos sanguineos que penetran el
musculo en sitios determinados, se ramifican y abren paso hacia la profundidad a través del
perimisio. El musculo puede estirarse ligeramente y regresar a su estado normal sin presentar
dafio, gracias al tejido conectivo (Kraemer y Spiering 2007; Moore y cols. 2002).

El musculo esquelético es un tejido heterogéneo compuesto por distintos tipos de fibras
musculares (ver seccion 1.3), contiene células mononucleadas no diferenciadas y especializadas
conocidas como células satélites (SC; por sus siglas en inglés) localizadas en la periferia de las
miofibrillas, debajo de la lamina basal, que participan en el crecimiento y regeneraciéon muscular
después de alguna lesion. Estas células se encuentran en un estado quiescente hasta que se

presenta una lesion o un dafo, se activan, promueven su proliferacion, diferenciacion y



regeneran las fibras musculares dafadas (Kraemer y Spiering 2007; Guo y cols. 2012; Sobrian

y Walters 2013; Guitart y cols. 2017; Rodriguez y cols. 2020).

1.2. Contraccion muscular

La unidad anatomica funcional de las fibras musculares son los sarcémeros donde encontramos
las proteinas contractiles (Fig. 1). La interaccion entre la miosina y la actina permite la
contracciéon muscular generando el movimiento. La miosina, también conocida como filamento
grueso, estd compuesta por 6 polipéptidos: dos cadenas pesadas y 4 cadenas ligeras. Ademas,
presenta dos cadenas reguladoras y dos cadenas alcali de las cuales se compone cada filamento
pesado (dos filamentos). La cabeza de miosina permite la interaccion con la actina y es donde
se encuentra el sitio de union para el ATP, su hidrélisis lo convierte en ADP +Pi (Scott y cols.
2001). La actina, el filamento delgado, esta conformada por proteinas de actina globulares que
forman a la actina filamentosa; dos de estas unidas en forma de hélice conforman el filamento
delgado. En ella encontramos dos proteinas reguladoras: la troponina y la tropomiosina, las
cuales exponen el sitio de union para la miosina durante la contracciéon muscular (Scott y cols.

2001).
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P |— Figura 1. Estructura de un sarcémero. La unidad
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] ) sarcoplasmatico; esta delimitado por dos lineas Z asociadas a
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" sarcoplasmético | [inea M (Traducido y modificado de Kraemer y Spiering

2007).
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La troponina esta conformada por tres subunidades: troponina I, troponina T y troponina
C. Para realizar la contraccion muscular, el Ca*? interacciona con la subunidad troponina C y

cambia la conformacion de la tropomiosina, los puentes de union de actina quedan libres para



la unidén con la cabeza de miosina (Barret y cols. 2013). Mediante la hidrolisis de ATP se genera
el deslizamiento de miosina sobre la actina y al llegar otro ATP la interaccion actina- miosina
se debilita y separa la cabeza de miosina de los puentes de union de la actina. El ciclo se repite
con la hidrolisis de otro ATP y la contraccién muscular continuara hasta que el Ca*? vuelva a
ser recapturado al reticulo sarcoplasmatico y el musculo se relaje (Fig. 2). La velocidad de
contraccion muscular varia dependiendo el fenotipo de fibra que este presente (Lopez-Chicarro

y Fernandez-Vaquero 2006; Kraemer y Spiering 2007).

1. ATP se une ﬁ&omw } Filamento delgado

con miosina
@ ’ Miosina relajada

@ —_—— } Filamento grueso

2.
Miosina hidroliza el ATP
5. Nueva molécula de y cambia su estado de
ATP se une y la miosina conformacién
se des de la actina
ey sitio de unién

Actina de Ia‘mloslna

2000 SESSIPEE5S

Miosina relajada Miosina cargada

SESS:

@2+ ®

se une con la actina
4. La energia almacenada se

libera, conlleva al movimiento
del filamento delgado, ADP y
Pi se disocian de la miosina

Figura 2. Mecanismo de contraccién muscular. En el mecanismo de contraccion muscular, el ATP se une con
la cabeza de miosina que se encuentra relajada. Seguido, la miosina hidroliza el ATP, cambiando su estado de
conformacién a ADP +Pi. La cabeza de miosina ya cargada se une con el sitio de uniéon de la actina. La energia
almacenada se libera ocasionando la contraccion muscular. El ADP + Pi se disocian de la cabeza de miosina y esta
vuelve a relajarse. Con la llegada de otra molécula de ATP, la cabeza de miosina se despega del sitio de union de
actina (Traducido y modificado de Kraemer y Spiering 2007).



1.3. Clasificacion de las fibras musculares

A principios de los afios 70’s, las fibras musculares se clasificaron dependiendo el tiempo de
contraccion (lento o rapido) y/o coloracion: en répidas (blancas) y lentas (rojas), éstas tltimas
por el contenido capilar y mioglobina (Scott y cols. 2001; Tasi¢ y cols. 2011). La clasificacién
de las fibras se realiza mediante la caracterizacion histologica, molecular, genética y proteica,
entre otras. Cada tipo de fibra varia bioquimica y funcionalmente. Existen distintos tipos de
fibras, los cuales se van a encontrar dependiendo del modelo animal (Murach y cols. 2016; Wall
y cols. 2016; Rodriguez y cols. 2020). Se tienen tres principales tipos de fibras musculares los
cuales se clasifican dependiendo el tipo de isoforma de la cadena pesada de miosina (MHC, por
sus siglas en inglés) (Kraemer y Spiering 2007; Rodriguez y cols. 2020). Los tres principales
tipos de fibras son: fibras lentas-oxidativas (tipo I), fibras intermedias glucolitica-oxidativa (tipo
[la/Ild) y las fibras rapidas-glucoliticas (IIb), estas fibras se van a encontrar en diferentes
musculos, ademas de tener la capacidad de cambiar su fenotipo bajo ciertos criterios (ver
apartado 2.2) (Kraemer y Spiering 2007; Tasi¢ y cols. 2011; Schiaffino y Regianni 2011;
Guertin 2011; Murach y cols. 2016).

e Fibras lentas-oxidativas (SO) o fibras tipo I. Presentan metabolismo aerobico y
tienen alta actividad de exoquinasas. Cuentan con mayor contenido mitocondrial,
enzimas oxidativas y alta concentracion de mioglobina. Presentan mayor cantidad
de miontcleos por mm de fibra y cuentan con una baja actividad de miosina,
presentan menor concentracion de fosforilasa y lactato deshidrogenasa. Se tienen
pocas fibras musculares por unidad motora. Las fibras SO estan conformadas por la
MHCI y presentan bajo pico de tension. Gracias a estas caracteristicas, el musculo
SO tiene fibras de contraccion lenta, las cuales tienen mayor tiempo de relajacion
entre cada contraccion y esto las hace muy resistentes a la fatiga (Lopez-Chicarro y
Fernandez-Vaquero 2006; Kraemer y Spiering 2007; Van Wessel y cols. 2010).

e Fibras rapidas oxidativas-glucoliticas (FOG) o fibras tipo Ila/Ild. Presentan un
metabolismo principalmente aerdbico debido a la actividad de succinato
deshidrogenasa, alta concentracion de mioglobina, citocromo, reticulo

sarcoplasmatico y actividad alta-moderada glucolitica. Presenta moderada actividad



de lactato deshidrogenasa, la cual es importante en el sistema de transporte de o.-
glicerofosfato durante la regeneracion de NAD en la glicdlisis. Presenta bajo
contenido mitocondrial en comparacion con las fibras SO. Presenta mayor contenido
de fibras por unidad motora y estd conformado por la MHC Ila/Ild con un pico de
tension moderado. Gracias a estas caracteristicas, estas fibras presentan contraccion
intermedia y cuentan con poco tiempo de relajacion entre cada contraccion en
comparacion con las fibras SO, lo cual ocasiona que tenga menor resistencia a la
fatiga que las fibras SO, pero mayor que las fibras FG (Scott y cols. 2001; Kraemer
y Spiering 2007).

e Fibras rapidas glucoliticas (FG) o fibras tipo IIb. Presentan un metabolismo
principalmente anaerdbico. Cuentan con alta actividad de miosina, a-glicerofosfato
deshidrogenasa. Presentan mayor contenido de autofagosomas, tienen alta
concentracion de glicogeno y de reticulos sarcoplasmaticos en comparacion con las
fibras SO. Presentan baja concentracion de citocromo, mioglobina y succinato
deshidrogenasa. Se tienen muchas fibras por unidad motora, estd conformado por la
MHCII y tiene un alto pico de tensién en comparacion con SO y FOG. Estas
caracteristicas generan contracciéon continua con periodos cortos o nulos de
relajacion entre cada contraccion, lo cual ocasiona que no se tenga resistencia a la
fatiga (Scott y cols. 2001; Lopez Chicarro y Ferndndez Vaquero 2006; Kraemer y
Spiering 2007).

Dentro de estos tres tipos principales de fibras, existen subtipos que vamos a encontrar
dependiendo el modelo animal. Estos subtipos presentan caracteristicas entre las fibras SO, FOG
y FG, los cuales vamos a observar cuando se tenga una lesion muscular y comience el proceso
de regeneracion. El tipo de fibra que se encuentre contribuye en la respuesta del mtsculo hacia
el ejercicio, carga o descarga, edad y las enfermedades (Lopez-Chicarro y Fernandez-Vaquero
2006; Murach y cols. 2016; Rodriguez y cols. 2020). Cualquier adiciéon o disminucién de
mionucleos también esta relacionado con el aumento o disminucion del tamafio de la miofibrilla.
Estos cambios estan asociados a procesos como la atrofia o hipertrofia muscular (Rosser y cols.
2002; Kraemer y Spiering 2007; Van Wessel y cols. 2010; Teixeira y Duarte 2016; Guo y cols.
2012).



El dominio mionuclear (DMN) es definido como el volumen de citoplasma asociado con
un solo mionucleo. Su tamafio esta relacionado con el tipo de fibra muscular y la expresion de
la cadena pesada de miosina (MHC) (Rosser y cols. 2002). Las fibras musculares se adaptan a
las demandas de sintesis o degradacion de proteinas dependiendo de los requerimientos del
organismo. El volumen citoplasmdtico por mionucleo es menor en fibras que expresan una MHC
lenta en comparacion con una MHC rapida. La expresion de MHC puede variar a lo largo de la
fibra muscular (Rosser y cols. 2002; Kraemer y Spiering 2007; Teixeira y Duarte 2016). La
isoforma de miosina y la actividad nerviosa presente son el principal determinante de la
velocidad de contraccion y por ende el tipo de fibra (Lopez-Chicarro y Fernandez-Vaquero

2006; Schiaffino y Reggiani 2011).

1.4. Locomocion: Patrones de movimiento y centros generadores de patron

El sistema locomotor estd constituido por distintos érganos y estructuras como el sistema
nervioso central (SNC) conformado por el cerebro y la médula espinal. El cerebro consiste en
sistemas asociados al control voluntario motor, piramidal y extrapiramidal, dichas estructuras
constituyen los principales centros que controlan la contraccidon muscular voluntaria. Los
comandos neuronales son enviados a neuronas y motoneuronas que estan ubicadas en la médula
espinal, en los cuales los comandos motores finales son enviados al musculo y se realizan los
movimientos coordinados (Guertin 2011). Los centros generadores de patrones (CPG; por sus
siglas en inglés) fueron descubiertos en el afio de 1960 por Wiersma y Hughes. Posteriormente
Wilson (1961) los estudié en animales vertebrados como los acociles y el insecto langosta. Los
CPG’s son un grupo de neuronas localizadas en el drea lumbar de la médula espinal que se
encargan de controlar los patrones de movimiento ritmicos basicos, los cuales son capaces de
realizar un patron de descargas espontaneas, produciendo actividad ritmica, ademas de activar
o inhibir las motoneuronas espinales de distintos grupos musculares especificos (McCrea y
Rybak 2008; Guertin 2011; Cucarian y cols. 2017). Los CPG’s, se encuentran integrados en
ganglios (controlan la actividad motora) y estan conformados por una serie de redes neuronales
organizadas como osciladores y acopladores, existen dos tipos principales (Yang y cols. 2017;

Elices y Varona 2017; Klarner y Zerh 2018). El primero estd basado en propiedades oscilatorias



intrinsecas de una o varias neuronas, las cuales son capaces de generar movimiento incluso en
la ausencia de interacciones sinapticas. Estas neuronas son conocidas también como neuronas
marcapasos y producen “olas” de potencial transmembranal. El segundo, estd basado en redes
donde la ritmicidad emerge de interacciones neuronales que no necesariamente presenta
propiedades oscilatorias lentas en aislamiento. En algunas ocasiones estas interacciones
sinapticas son excitatorias, sin embargo, generalmente estan basadas en inhibicioén sinaptica
reciproca entre neuronas (Bucher y cols. 2015).

En la médula espinal también podemos encontrar presentes generadores espinales de
movimiento (GEM; por sus siglas en inglés). Los GEM pueden fraccionarse en subunidades y
controlar por separado el movimiento de cada una de las articulaciones de la extremidad (Rico-
Mesa 2012). Las neuronas candidatas a ser CPG’s presentan caracteristicas especificas como:
la capacidad de expresar endogenamente la actividad ritmica durante la locomocion, expresar
propiedades auto ritmicas o de marcapasos, expresion del potencial de meseta, entre otros
(Samson y cols. 2015; Elices y Varona 2017). Los CPG’s son importantes para realizar
actividades auténomas como la respiracion, formacion de memoria, actividades motoras
cognitivas, locomotoras, entre otras. Una de las redes mas complejas de los CPG’s es para la
locomocidn, la cual controla los comandos bésicos motores para la ambulacion (Marder y
Calabrese 1996; Samson y cols. 2015).

Los CPG’s no solo generan una activacion alterna entre los musculos flexores y extensores,
sino también, un patron mas delicado que comenzara secuencialmente y terminara la actividad
en los musculos apropiados en el momento correcto (Latorre 2004; McCrea y Rybak 2008; Yang
y cols. 2017). Caminar requiere control coordinado de cada una de las articulaciones para
producir la flexidon y extension de las extremidades, ademds de la coordinacion entre las
articulaciones para producir las fases de soporte y balanceo en cada pierna y la coordinacion
entre las piernas para poder producir un ciclo de paso correcto. La locomocion en mamiferos
comienza por distintas neuronas moduladoras, las cuales activaran distintos grupos de neuronas
intraespinales que promoveran diferentes actividades como caminar, correr, galopar, entre otras
(Bucher y cols. 2015). La propiocepcion es la sensacion de la posicion y movimiento de un
cuerpo. La cual recae en poblaciones de neuronas mecano-sensoriales que estan distribuidas por

todo el cuerpo y se conocen como proprioceptores. Se encuentran localizados entre los



musculos, tendones y uniones articulares. Cada tendén tiene terminaciones de una neurona
mecano-sensorial envueltas en coldgeno, las cuales estdn unidas a fibras musculares
individuales. Estas neuronas aferentes inervan los tendones y codifican la fuerza muscular. En
el ciclo de zancada de los gatos, las redes neuronales propioceptivas juegan un papel importante
para realizar el ciclo del paso y en las transiciones en la fase inicial en el patron motor. Existe
influencia de las neuronas sensoriales que inervan los 6rganos proprioceptores en la postura y
el control del movimiento (Tuthill y Azim 2018). Las redes de CPG’s no solo son
multifuncionales porque pueden producir diferentes versiones del mismo comportamiento, sino,
porque pueden coordinar diferentes formas de producir comportamientos distintos. Durante la
locomocidn, la retroalimentacion de los proprioceptores modula la magnitud y sincronizacion
del CPG y la actividad muscular, para asegurar una salida robusta de la actividad (Bucher y cols.
2015). Durante el movimiento de una extremidad se tienen dos fases. Previo al inicio del ciclo
de zancada, ocurre retroalimentacion de las redes neuronales propioceptivas para que la
extremidad esté en la posicion correcta y se de inicio al ciclo de zancada. En seguida, mientras
se realiza el movimiento, se liberan sefiales motoras refinadas para asegurar que la trayectoria
de la extremidad sea la correcta y llegue al punto final. Cuando se realizan movimientos rapidos,
la retroalimentacion propioceptiva debe ser mas rapida para evitar errores durante la zancada
que puedan ocasionar lesiones (Bucher y cols. 2015; Tuthill y Azim 2018).

La locomocion es expresada de distinta manera entre organismos, sin embargo, existe
evidencia de que el sistema neuronal de los CPG’s es parecido entre especies. Para los humanos,
su modo de andar es tnico, con el golpe de talon en el contacto inicial, respuesta de carga en la
postura temprana, la actividad asincronizada de los musculos extensores y los flexores. Los
movimientos coordinados resultantes de la alternancia entre los musculos flexores y extensores
son producidos por neuronas espinales. Estas neuronas espinales pueden producir patrones
motrices como la zancada (Guertin 2011).

En los roedores, para poder realizar el ciclo de zancada de manera homologa entre las
extremidades, se deben realizar una serie de movimientos basicos, los cuales estan conformados
por dos fases. Primero se presenta la fase de balanceo, durante esta fase, la extremidad del
animal se encuentra fuera del contacto total con el piso, realizando la flexion de la extremidad

para levantarla del suelo, con la misma flexion realiza el desplazamiento hacia delante. Al



finalizar esta fase, la extremidad comenzard su extension y volvera a estar en contacto con el
suelo. La cadera, rodilla y tobillo se mantienen flexionadas al inicio de la fase de balanceo y al
finalizar se extiende la rodilla y tobillo, mientras que la articulacion de la cadera permanece
flexionada. Seguido, se presenta la fase de soporte, durante esta fase, la extremidad del animal
se encuentra en contacto con el suelo y realiza el desplazamiento del cuerpo hacia enfrente
mientras que la extremidad permanece sin movimiento. Al iniciar la fase de soporte, la cadera
se encuentra flexionada y la rodilla y tobillo extendida. Al finalizar, la cadera se extiende

mientras que la rodilla y tobillo se flexionan (Cardenas-Hernandez y Rodriguez-Sanchez 2007).

1.5. Musculo soleo

El musculo séleo es uno de los dos musculos flexores plantares principales de la articulacion
del tobillo situado de tal manera que al estar de pie impide que el cuerpo se vaya hacia enfrente,
este musculo juega un papel importante durante la fase de soporte del ciclo de zancada, ya que
contribuye para que se tenga una posicion adecuada de la extremidad y se inicie la fase de
balanceo (Palastanga y cols. 2007). En roedores al igual que en los humanos, el musculo séleo
es un musculo plano de la parte medial y estrecho de los extremos que se encuentra entre el
gastrocnemio y el grupo peroneo. Se inserta en la parte posterior de la tibia, peroné y del arco
fibroso entre las inserciones Oseas. Las fibras musculares se encuentran extendidas hasta la
pantorrilla y en la superficie profunda del tendon. Este tendon se corre sobre otro similar en la
superficie profunda del musculo gastrocnemio, permitiendo el movimiento individual de ambos
musculos (Fig. 3) (Palastanga y cols. 2007). El fenotipo maduro estd caracterizado por el tipo
de fibra lenta- oxidativa y expresa principalmente las isoformas MHC-I y MHC Ila, ademas, el
12% de los mionucleos totales pertenecen a células satélite. Aproximadamente solo el 10% de
las fibras musculares del musculo soleo son tipo glucoliticas (Van Wessel y cols. 2010;
Schiaffino y Regianni 2011; Tasi¢ y cols. 2011; Talbot y Maves 2016; Koulmann y cols. 2017).
Las fibra musculares del sdleo presentan menor desarrollo del reticulo sarcoplasmatico y tibulos
T en la superficie de la membrana. El fenotipo de fibras lentas permite que este musculo sea

capaz de mantener tension durante estimulacion prolongada (Schiaffino y cols. 1970).



Estudios realizados en conejillos de india muestran que la inmovilizaciéon muscular de las
extremidades posteriores afecta mayormente al musculo séleo. La atrofia en este musculo ocurre
rapidamente tras pocas semanas de inmovilizacion. Presenta atrofia en las fibras tipo I y fibras
tipo II. Ademas, la actividad de ATPasa se ve afectada por la inmovilizacién (Tomanek y Lund

1973).

y7

Tibial anterior ———is

Extensor largo
de los dedos

Figura 3. Localizacion y anatomia del musculo séleo en roedores. Imagen obtenida de Palastanga y cols. (2007).
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1.6. Musculo Extensor digitorum longus (EDL)

El masculo EDL contribuye en la extension de las articulaciones interfalangicas y depende de
musculos lumbricales para poder extender las articulaciones, contribuye también en la dorso
flexion del pie, este musculo se va a encontrar activo durante el final de la fase de balanceo del
ciclo de la zancada, este musculo contribuye al colocar la extremidad nuevamente en la
superficie y comenzar un nuevo ciclo de zancada. (Palastanga y cols. 2007). En los humanos,
el EDL se inserta en la cara anterior de la pierna de forma lateral respecto al musculo tibial
anterior y cubre al musculo extensor del dedo gordo. Tiene origen lineal en dos tercios de la
superficie anterior del peroné, misculo peniforme con su tendon en el lado medial y pasa por
encima de la parte anterior de la articulacién a nivel profundo del retinaculo superior de los
musculos extensores; sus fibras musculares se extienden hacia abajo y medialmente.
Posteriormente, pasa a través del bucle del retinaculo inferior de los musculos extensores
acompaiiado por el musculo peroneo tercero (Fig. 4) (Palastanga y cols. 2007). Su tendon sirve
de origen a cuatro tendones que se extienden hacia los cuatro dedos laterales unidos a una vaina
sinovial comun. En roedores es un musculo pinnado y fusiforme que se origina del tendon unido
al epicondilo lateral del fémur distal hacia el tobillo; se divide en 4 grupos donde cada uno se
une a un tendon (Gordon y Thompson, 1987). Esta compuesto principalmente por fibras rapidas
con baja capacidad oxidativa, el 4% de los miontcleos totales pertenecen a células satélites.
Presenta fibras largas con baja actividad, fibras pequefias con alta actividad y fibras intermedias.
La distribucién de las fibras no se encuentra equitativa en todo el misculo. Sus fibras ricas en
mitocondrias se concentran en la parte medial del musculo (Schiaffino y cols. 1970; Van Wessel
y cols. 2010). Cada fasciculo del musculo EDL participa en la extension de los dedos del pie y

en las ratas en la dorsoflexion del tobillo (Rodriguez y cols. 2020).
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Figura 4. Localizacién y anatomia del misculo EDL. Imagen obtenida de Balice-Gordon y Thompson (1987).
A. Vista frontal del musculo EDL, se muestra la extension de los 4 tendones hacia los dedos de la pata del animal.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Alteraciones en el sistema locomotor

El sistema muscular estriado es controlado directamente por el SNC. Por lo cual después de una
lesion en la médula espinal o inmovilizacion durante un periodo, se tiene una pérdida inmediata
e incluso irreversible del control motor voluntario, esto dependiendo del grado de lesion
(Guertin 2011). Existen distintos motivos por los cuales los CPG’s se pueden llegar a ver
afectados como lo son la enfermedad, lesion, inmovilizacion, sedentarismo, entre otras. El grado
de alteracion locomotora va a depender del tipo de lesion y del area del musculo. Previo a una
lesion, el ciclo de zancada es simétrico y marcado con las fases de balanceo y soporte. Mientras
que después de la lesion los pasos son asimétricos y las fases de soporte y balanceo se encuentran
alteradas (De la Torre-Valdovinos y cols. 2016).

Manca y colaboradores (2020) realizaron un estudio en humanos que presentaban esclerosis
multiple, con la finalidad de comparar los efectos del entrenamiento contralateral y directo en
parametros espaciotemporal, cinemdtico y cinético. Encontraron que el entrenamiento
contralateral es efectivo en pacientes que presentan debilidad unilateral. Este tipo de
entrenamientos permiten fortalecer los musculos més débiles y posteriormente, se puede realizar
un entrenamiento directo en ellos. El entrenamiento contralateral mejora el ciclo de zancada, la
velocidad al caminar y ganar fuerza en la extremidad afectada. Personas con esclerosis multiple
realizan el ciclo de zancada en mayor tiempo, posterior al entrenamiento directo, presentaron
disminucién en el tiempo que les toma realizar la zancada. El entrenamiento contralateral
muestra alteraciones por las redes neuronales. Entrenamiento unilateral no causa cambios en las
adaptaciones musculares contralaterales. Esto muestra que el efecto de entrenamiento cruzado
es mediado a nivel neuronal y no por mecanismos musculares. Estas adaptaciones incluyen
excitabilidad cortico espinal, reduccion en la inhibicién espinal, interhemisférica y en la
activacion voluntaria (Manca y cols. 2020).

Harnie y colaboradores (2019), realizaron un estudio en el cual sometieron a gatos a una

operacion de médula espinal, con la finalidad de determinar si se necesita un entrenamiento
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especial para la recuperacion de la locomocion de las extremidades y el mantenerse de pie.
Transcurridas las 6 semanas de entrenamiento y recuperacion, se determind que no se necesita
un entrenamiento especifico para la recuperacion de carga de peso, locomocion de las
extremidades, mantenerse de pie y la modulacion de velocidad. El individuo comienza a
recuperarlo poco a poco conforme mueve las extremidades y se tiene un retorno de la
excitabilidad neuronal de los circuitos sensoriales de cada uno de los individuos. Se concluy6
que a pesar de que tienen el mismo circuito sensorial todos los animales y la ubicacion de los
CPG’s, el retorno de la excitabilidad neuronal de los circuitos sensoriales depende mas bien de

cada individuo (Harnie y cols. 2019).

2.2. Alteraciones en el musculo esquelético

Los trastornos musculo esquelético son todas aquellas lesiones y enfermedades que afectan al
sistema de movimiento o musculo esquelético del cuerpo como tendones, ligamentos, nervios,
vasos sanguineos, entre otros (Salter 2000). El musculo esquelético, al tener una estructura tan
compleja se defiende de las lesiones mediante un nimero limitado de reacciones como la atrofia,
hipertrofia, necrosis y contracturas. La atrofia muscular se caracteriza por la pérdida de masa
muscular, asi como la disminucidn del tamafio o del CSA de una miofibrilla o un conjunto de
miofibrillas ocasionado por la contraccion muscular. Este proceso se basa en la pérdida de
organelos, citoplasma, asi como una disminucion en la sintesis de proteinas, un incremento en
el dafio oxidativo y, por ende, la degradacion de las proteinas. Al atenuarse las demandas
transcripcionales y traslacionales, las miofibras pueden responder eliminando los miontcleos
(Boonyarom e Inui 2006; Bonaldo y Sandri 2013; Teixeira y Duarte 2016).

Existen distintas causas que ocasionan la atrofia muscular, desde enfermedades
neuromusculares, inmovilizaciéon muscular por lesiones, viajes espaciales o sedentarismo,
ademas, la atrofia muscular estd presente como consecuencia secundaria ante problemas
comunes de salud como edad, la fisiologia del individuo, lesiones a nivel de médula espinal,
actividad fisica, entre otras (Frimel y cols. 2005, Boonyarom e Inui 2006). La inmovilizacion
prolongada ocasiona distintas alteraciones como la pérdida de extension del musculo, se limita

el movimiento de las articulaciones, hay incremento de tejido conectivo, entre otros. El tiempo
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de inmovilizacion es el que determina el grado de lesion en el musculo, el cual al ser mayor
ocasiona problemas incluso en hueso, médula espinal, cuello, entre otros que pueden llegar a
ser irreversibles (Boonyarom e Inui 2006; Da Silva y cols. 2006; Guo y cols. 2012).

Un estudio realizado por Diogo y cols. (2019) evaluaron la recuperacion de la médula
espinal en ratas con lesion en esta area, en la cual observaron que lesiones de este tipo pueden
resultar en la pérdida completa sensorial, motora y funcién autonémica. En muchas ocasiones
la recuperacion del ciclo de zancada previo a la enfermedad suele ser baja o mas lenta. La
recuperacion ademas del tipo de lesion depende mucho de los musculos involucrados (Diogo y
cols. 2019). Los musculos de fibras lentas presentan una recuperacion mas tardada, esto debido
a que presentan mayor atrofia muscular. En comparacion, los misculos que presentan fibras
rapidas o intermedias presentan una recuperacion mas rapida (Frimel y cols. 2005, Boonyarom
e Inui 2006).

Para poder realizar el ciclo de zancada y el mantenimiento de la postura se necesita el
funcionamiento correcto en conjunto de distintos musculos de los miembros inferiores, dentro
de ellos podemos encontrar los musculos s6leo y EDL, en los cuales se ha observado un
incremento de distintas proteinas como la catepsina al tener ratas inmovilizadas por medio de
suspension. Dentro de los musculos podemos encontrar distintas proteinas como la catepsina,
titina, neblina, entre otras, las cuales son esenciales para regular el espaciamiento, la union y
alineacion correcta de los miofilamentos (Sandri 2013). Los musculos con fibras oxidativas
contienen mayor nivel de catepsina y se tiene mayor potencial para degradar en estas fibras (Van
Wessel y cols. 2010). En la edad adulta, la regulacion de la masa muscular y el tamafio de la
fibra es una consecuencia de la regulacion proteica, en la cual se tiene un balance entre la
degradacion y sintesis de estas mismas (Sandri 2013). Las catepsinas lisosomales estan
involucradas en el rompimiento de proteinas sarcolémicas, canales y receptores. Las proteinas
lisosomales al estar inhibidas se contribuyen en el sintesis de proteinas.

A nivel celular, las fibras musculares pierden sarcomeros y presentan pérdida de
endotelio. Se presenta una reduccioén de mitocondrias, incremento de tejido conectivo, reduccion
de capilares y eliminaciéon de mionucleos por medio de apoptosis. En ratas, las fibras tipo I

presentan mayor numero de mionucleos por unidad de longitud que las fibras tipo II. Ante una
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lesion, las fibras tipo I presentan mayor pérdida de mionucleos que las fibras tipo II (Hoppeler
y Fluck 2003; Boonyarom e Inui. 2006).

Durante la etapa de adulto, el cuerpo se puede adaptar a distintas condiciones pato-
fisiologicas mediante la activacion y control de vias reguladoras de proteinas (Bonaldo y Sandri
2013; Trevino y cols. 2019). Existen distintas vias que controlan la atrofia muscular bajo ciertas
condiciones fisioldgicas y patolégicas como:

o El sistema ubiquitina-proteosoma, se requiere para remover proteinas sarcoméricas al
ocurrir cambios en la actividad muscular. La disminucion de masa muscular esta
asociada con distintos factores como: el incremento de la conjugacion de la ubiquitina
con las proteinas musculares; incremento en el rompimiento de proteina que es
bloqueada por inhibidores proteosomales; incremento en la actividad dependiente del
ATP proteosomal y la regulacion de las transcripciones de la codificacion de la
ubiquitina, enzimas conjugadas de ubiquitina (E2) y ligasas de ubiquitina-proteina (E3)
(Bonaldo y Sandri 2013; Trevino y cols. 2019). En el genoma humano existen mas de
650 ligasas de ubiquitina, las cuales regulan distintos procesos celulares, metabdlicos,
transcripcionales, ciclos celulares, entre otros. Durante la atrofia muscular encontramos
genes que regulan este mecanismo (atrogenes) los cuales codifican a dos ubiquitinas
musculares especificas: MAFbx y MuRF1. Durante la denervacion se requiere de la
regulacion del factor miogenina para asi poder activar los atrogenes. El gen MuRF1
interacta y controla proteinas estructurales importantes del mtisculo, una de ellas es la
troponina I, cadena pesada de miosina (MHC), cadena ligera de miosina (MLH) y la
miosina que se une a la proteina C. Se han reportado distintas ligasas involucradas en la
atrofia muscular. Trim32 es una ligasa E3 importante para la degradacion de filamentos
como la actina, tropomiosina y troponina, asi mismo la ligasa TRAF6 media la
conjugacion de las cadenas Lys64-poliubiquitina con sus proteinas objetivo. Esta tltima
ligasa juega un papel importante en la degradacion del proteosoma dependiente, en la
regulacion de vias reguladoras celulares y en el reconocimiento del autofago dependiente
mediante la proteina scaffold p62. Al inhibir a la ligasa TRAF6, se previene la pérdida
de masa muscular bajo condiciones catabodlicas (Paul y cols. 2010; Cohen y cols. 2012;

Bonaldo y Sandri 2013). La proteina CHIP se encuentra en la linea-Z de los sarcomeros
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y ocasiona la degradacion del filamento C. Asi mismo, el filamento B es controlado por
la ligasa ASB28, el cual se expresa en las células musculares. La proteina Fbxo40 al
estar inhibida por el RNAi induce hipertrofia en los miotubulos; en ratones knockout se
ha encontrado que presentan fibras musculares de mayor tamafio (Shi y cols. 2011). Las
proteasas procesadoras especificas de ubiquitina (USPs, por sus siglas en inglés) son
importantes durante la atrofia muscular. En ratones knockout se ha encontrado que, al
estar inhibida su expresion en los miotubulos se tiene una disminucion en la degradacion
de proteina y revierte la pérdida de MHC (Bonaldo y Sandri 2013).

El sistema autofagia lisosomal, es importante en la regulacion de componentes celulares
durante condiciones constructivas y durante la respuesta de varios estimulos como el
estrés celular, deprivacion nutricional, entre otros (Bonaldo y Sandri 2013; Sandri 2013).
Existen tres sistemas que se han encontrado en los mamiferos, macroautofagia (proceso
en el cual los sustratos son secuestrados en los autofagosomas, se incluyen organulos
dafiados, proteinas citosdlicas, entre otros), autofagia chaperona mediada (CMA, por sus
siglas en inglés; via lisosomal de proteolisis, responsable de la degradacion del 30% de
proteinas citosolicas que se encuentran en condiciones prolongadas de bajos nutrientes,
estrés oxidativo, etc.) y microfagia (mediada por acciones lisosomales, importante para
reciclar nutrientes cuando estos se encuentran en bajos niveles, es uno de los mecanismos
que llevan glucégeno a los lisosomas) (Bonaldo y Sandri 2013; Yang y cols. 2017; Oku
y Sakai 2018). La degradacion lisosomal contribuye en la degradacion de proteinas en
musculos denervados. La autofagia es un mecanismo de degradacion no selectivo, en el
cual se ha encontrado que puede degradar ciertos organelos como las mitocondrias
mediante mitofagia (Feng y cols. 2014; Trevino y cols. 2019). En los humanos existen
distintos genes que regulan la mitofagia, la inactivacién de estos genes codificantes
ocasiona mitocondrias anormales. La autofagia puede contribuir en la degradacion
muscular pero también ser un mecanismo de supervivencia celular. Existe evidencia de
que la autofagia es protector ante la debilidad y desgaste muscular en distintos
desordenes musculares asociados con deficiencia de colageno VI (Bonaldo y Sandri

2013).
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e La via IGF-1 es el mediador para el crecimiento muscular, la inactivacion de mTOR
ocasiona poco sintesis de proteinas y atrofia de miocitos. Esta via esta regulada
principalmente por los mecanismos anteriormente mencionados, la via de autofagia-
lisosomal y la via ubiquitina-proteosoma incluyendo MuRF1 y F-box. La expresion de
Trim 63 y Fbxo32 (genes codificantes para MuRF1 y atrogin-1, respectivamente) estan
regulados en parte por los factores transcripcionales FoxO1 y FoxO3, estos factores son
inactivados por la fosforilacion mediante Akt regulando directamente la via IGF-1. La
activacion de Akt en miofibrillas de adultos bloquea completamente la atrofia muscular
ocasionada por denervacién y promueve el crecimiento del musculo. Estudios han
mostrado que esta via puede suprimir el rompimiento de proteinas mientras se estd

promoviendo el crecimiento muscular (Bonaldo y Sandri 2013; Trevino y cols. 2019).

La regulaciéon mitocondrial es importante para preservar un correcto funcionamiento de los
musculos y la regulacion general del metabolismo, este organelo cambia morfologica y
cuantitativamente como consecuencia de la actividad muscular, vinculdndose a los procesos de
atrofia cuando estas no desempefan bien su funcién (Sandri 2013). Los sistemas de degradacion
anteriormente mencionados estan controlados por un programa dependiente transcripcional que
modula la expresion de enzimas de los sistemas proteoliticos. La atrofia muscular es uno de los
principales efectos secundarios que se van a encontrar despué¢s de una operacion,
inmovilizacidn, entre otras, ocasionado por la inactividad contractil prolongada (Bonaldo y
Sandri 2013; Sandri 2013; Trevino y cols. 2019).

Debido a la edad, enfermedades, desnutricion, un estilo de vida sedentaria, lesiones, entre
otras, las fibras musculares se pueden llegar a ver afectadas ocasionando un cambio en sus
propiedades contractiles y estructurales. Las fibras musculares denervadas presentan atrofia y
son de un 30-50% mas pequefias en comparacion con las fibras musculares inervadas en ratas
de mayor edad (Scalabrin y cols. 2019; Rodriguez y cols. 2020). Ademas, se ha demostrado que,
sin importar la edad, las personas que presentan un tipo de vida sedentaria tienen de 45-55% de
fibras lentas o tipo I (Lopez-Chicarro y Fernandez-Vaquero 2006). Las personas que llevan una

vida sedentaria se encuentran mayormente predispuestas en presentar una lesion a nivel
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muscular, esto por consecuencia generard que se tengan cambios en el fenotipo de la fibra, el

tamafio del CSA e incluso alteraciones mayores a nivel locomotor (Harnie y cols. 2019).

2.2.1. Alteraciones musculares por inmovilizacion

Después de haber padecido cualquier tipo de lesion o tener una vida extremadamente sedentaria,
se presentan multiples dafios intramusculares a diferente magnitud en musculos como el séleo
y el EDL, ocasionados no solo por la lesion sino también por la falta de movimiento en el
miembro inmovilizado o por reposo completo en cama (Wall y cols. 2016). El nivel de dafio
dependera del tipo de lesion, tipo de musculo lesionado, posicion del miembro lesionado y el
tiempo de inmovilizacion (Salter 2000; Da Silva y cols. 2006). Un estudio realizado en humanos
evalud el dafio ocasionado a nivel muscular tras una inmovilizacion de rodilla por un periodo
de 5 dias. Durante este tiempo se les administraron las proteinas L-fenilalanina y L-leucina,
concluido el periodo de inmovilizacion se encontr6 una disminucion en el CSA en el cuédriceps
de la pierna inmovilizada, lo cual puede estar asociado a la disminucion de la sintesis proteica
ocasionada por el desuso muscular (Wall y cols. 2016). Las propiedades contractiles de los
musculos con fibras tipo I, después de una lesidbn o inmovilizacién, comienzan a tener
propiedades de fibras tipo II; mientras que las fibras tipo II no presentan cambios en el fenotipo
(Salter 2000). Se ha registrado que las fracturas a nivel de tibia son las lesiones mas frecuentes
del sistema musculo esquelético debido al aporte vascular y caracteristicas anatomicas,
ocasionando deformidad e incapacidad de movimiento permanente, asi como incremento de la
probabilidad de presentar afectaciones mayores en un futuro. Cada lesion debe ser tratada de
manera individual, considerando las caracteristicas especificas que presenta cada paciente como
genética, actividad diaria, tipo de lesion, lesiones previas, por mencionar algunas (Ruiz-
Martinez y cols. 2001; Lovato-Salas y cols. 2015).

Un estudio de inmovilizacion por suspension (en ratas) tuvo como resultado una
disminucion de la proliferacion de células satélite, asi como su incorporacion en el musculo
dafiado (Hikida y cols. 1997). Un estudio realizado por Darr y Schultz (1987) donde utilizaron
un modelo de suspension de las extremidades posteriores en ratas en crecimiento encontraron

una disminucion de proliferacion e incorporacion de células satélite (Darr y Schultz 1987).

19



Ademas, Hikida y cols. (1997) mencionan que en un estudio realizado en ratas del programa
Space Shuttle Endeavour/SE-03 1993 de la NASA, el cual tenia como finalidad determinar la
distribucion mionuclear en relacion con el tamafio de la fibra muscular y cambios en las fibras,
observaron que las ratas experimentales presentaron entre un 71-96% de fibras tipo I, en
comparacion con las ratas control (74-92%), mientras que en las fibras tipo II no se presentaron
diferencias entre los grupos. En el grupo experimental se pudo observar que el 23.4% de las
fibras tipo I presentaron atrofia, mientras que el 12.5% de fibras tipo II se atrofiaron, mientras
que el grupo control no present6 atrofia. En este mismo estudio se sugiere que después de un
largo tiempo de desuso muscular se puede ocasionar un cambio en el fenotipo de las fibras
principalmente en las fibras tipo I generando un cambio de fibras lentas a rapidas. (Hikida y
cols. 1997). Teixeiray Duarte (2016) reportan que experimentos realizados en el musculo soleo
de ratas inmovilizadas por medio de suspension presentaron una pérdida del DMN al igual que
una reduccion del CSA (Teixeira y Duarte 2016).

En modelos de lesion en médula espinal (en la rata), el musculo s6leo presenta una atrofia
extendida, ademas de comenzar a presentar caracteristicas de fibras tipo II, una disminucion en
la fuerza tetdnica maxima y en la fuerza de contraccion nerviosa maxima. Después de 10 dias
de lesion se encontrd una reduccion de hasta el 40% de CSA (Guertin 2011). En modelos de
suspension de las extremidades posteriores se ha reportado una reduccion en las proteinas de las
miofibrillas tipo I. Por el contrario, en el musculo EDL las alteraciones no son tan evidentes dos
semanas después de una lesion en la médula espinal o inmovilizacion, esto debido a que
presentan fibras tipo II (Hikida y cols. 1997).

Los cambios a nivel muscular se ven influenciados también por la posicion en la que se
mantenga el miembro lesionado. Por una parte, la inmovilizacién del miembro en posicion
acortada reduce el nimero de sarcomeros y aumenta la atrofia muscular ocasionando pérdida de
masa muscular (reduccién a lo ancho, largo y dureza). Por otra, la inmovilizacién en posicion
alargada ocasiona un incremento en el nimero de sarcomeros, tejido conectivo (endomisio y
perimisio), pérdida de fuerza y aumento de rigidez en las articulaciones y ligamentos (Coutinho
y cols. 2002). La inmovilizacién muscular en una posicion acortada ocasiona atrofia tanto en el
musculo soleo como en el musculo EDL (Frimel y cols. 2005, Boonyarom e Inui 2006). No

obstante, existen alteraciones que ocurren sin importar la posicion del miembro lesionado como

20



la pérdida de flexibilidad, incremento de tejido conectivo, fibras de coldgeno orientadas de
forma perpendicular, disminucion en el contenido de proteina, didmetro de las fibras y la fuerza
del musculo. De igual manera, la hipocinesia, disminucién de la velocidad y extension de
movimiento voluntario, producen cambios en las fibras del musculo esquelético, reduciendo el
numero de células satélite y suprimiendo su actividad mitdtica haciéndolas susceptibles a
apoptosis (Jarvinen y cols. 2002, Guo y cols. 2012, Teixeira y Duarte 2016). La pérdida de masa
muscular en los miembros posteriores esta relacionada con la pérdida de fuerza muscular sin
importar la edad. Esto se atribuye a la disminucion de fibras musculares. Existe una mayor
disminucion en fibras musculares tipo 11, teniéndose pérdida de células satélite. Se ha observado
que esto tiene gran influencia en la atrofia muscular. A nivel miocelular conforme al aumento

de edad, las fibras tipo II tienen menor CSA que las fibras tipo I (Verdijk y cols. 2010).
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3. JUSTIFICACION

En los mamiferos, después de haber sufrido una lesién e inmovilizar la extremidad para
asegurar su recuperacion se han observado alteraciones en el musculo esquelético
involucrado y en su funcion, reflejado en cambios que componen el proceso de la
locomocidn como el ciclo de zancada. Algunas de las alteraciones reportadas se asocian con
cambios histoldgicos en sus fibras musculares, principalmente. Esto es capaz de modificar
su funcion locomotora comprometiendo la calidad de vida del individuo. Por lo anterior, en
el presente trabajo se pretenden determinar los efectos de la inmovilizacion por 7 dias en la
extremidad posterior derecha sobre la locomocion y las caracteristicas histologicas (H-E) e
histoquimicas (ATPasa pH 9.4 y NADH-TR) de los musculos s6leo y EDL de la extremidad
ipsilateral a la inmovilizacion en la rata hembra. Esto con la finalidad de conocer los efectos
de la inmovilizacion muscular breve sobre los procesos de lesion y cambios fenotipicos de
las fibras de dos musculos distintos fenotipicamente; y asi generar conocimiento basico que
sea precedente para la elaboracion de terapias musculo-especificas que puedan disminuir el
tiempo de recuperacion y las alteraciones fisioldgicas asociadas que mejoren la calidad de

vida de los individuos.
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4. HIPOTESIS

La inmovilizacion de la extremidad posterior derecha por 7 dias desorganiza los componentes
de la locomocion y afecta en mayor medida las caracteristicas histologicas, metabolicas y

fenotipicas de las fibras del musculo soleo que las del EDL en la rata hembra.

Predicciones:

La inmovilizacién de la extremidad posterior derecha en la rata hembra:
e Desorganizard el patron del ciclo de zancada en la extremidad ipsilateral y contralateral.
e Disminuiré la longitud, duracion y velocidad de la zancada; asi como la apertura de los
angulos maximos y minimos en la extremidad ipsilateral y contralateral.
e Incrementard el nimero de nucleos centrales mayormente en el musculo séleo que en el
EDL.
e Incrementara el porcentaje de fibras lentas en el misculo EDL, pero no en el sdleo.

e Provocard una mayor atrofia muscular en el musculo séleo que en el EDL.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar los efectos de la inmovilizacion de la extremidad posterior derecha por 7 dias sobre
la locomocion y las caracteristicas histologicas e histoquimicas del musculo séleo y EDL en la

rata hembra.

5.2. Objetivos particulares

En ratas control e inmovilizadas:
1. Evaluar la longitud, duracion y velocidad de la zancada antes y después de la
inmovilizacidn en la extremidad ipsilateral y contralateral.
2. Evaluar el patrén del ciclo de zancada, los angulos de apertura, desplazamiento angular
y movimiento de las articulaciones antes y después de la inmovilizacion de la extremidad
ipsilateral y contralateral.
En musculo séleo y Extensor digitorum longus (EDL):
1. Cuantificar el nimero de nucleos centrales y periféricos; asi como el area de las fibras
(CSA) y dominio mionuclear (DMN) utilizando la tinciéon de H-E.
2. Identificar y cuantificar el metabolismo de las fibras mediante la técnica de NADH-TR.
3. Identificar y cuantificar los tipos de fibras mediante la técnica de ATPasa basica (pH

9.4).
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6. METODOLOGIA

6.1. Animales

Se utilizaron 12 ratas hembra jovenes de la cepa Wistar de un peso de 230 £+ 10 g. Las ratas se
alojaron en cajas individuales de plastico con tapa de acero inoxidable en condiciones estandar
(16 h/ 8h de luz y oscuridad; 22+ 2 ° C) en el bioterio de la Universidad Popular del Estado de
Tlaxcala (UPET) y recibieron alimento (18% proteina) y agua ad libitum. Ambos grupos
estuvieron conformados por ratas hembra virgenes. El grupo control (C, n=6) no se sometid a
ningun protocolo de inmovilizacion, el grupo inmovilizado (I, n=6) fue sometido a un protocolo

de inmovilizacion de la extremidad posterior derecha en un periodo de 7 dias.

6.2. Protocolo de inmovilizacion de la extremidad posterior derecha

Para realizar la inmovilizacion, las ratas fueron pesadas y anestesiadas con pentobarbital sédico
50mg/kg via subdérmica. La inmovilizacion se realizd en la extremidad posterior derecha
(ipsilateral) y se le coloco un poco de algodon en la region del tobillo y se vendo la extremidad
con una venda elastica. Posteriormente, se le coloco venda de fibra de vidrio (3M Scoothcast)
comenzando por la parte distal de la extremidad y subiendo hasta la cintura. Esta venda esté
cubierta con resina de poliuterano, la cual al entrar en contacto con el agua se polimeriza y se
seca adquiriendo una consistencia rigida. Las ratas fueron colocadas en una cama térmica hasta
que pasara el efecto de la anestesia. El beneficio de este tipo de venda es que es ligera y permite
la transpiracion de la piel lo que evitaria una posible ulceracion. Finalmente, para evitar que la
rata se lesionara o mordiera la venda de fibra de vidrio, se le colocd cinta de curacion y algodon
en los extremos (Fig. 5). Durante el periodo de inmovilizacion se realizaron minimo dos visitas
al dia para verificar que el individuo continuara con la inmovilizacidn, no presentara lesiones y
no tuviera problemas para tener acceso al agua y al alimento, mismo que se lo colocaba también

en la parte interna de la caja.
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Figura 5. Técnica de inmovilizaciéon para el grupo Inmovilizado (I). La
imagen muestra un individuo inmovilizado, al cual se le coloc6 una fibra de
vidrio en la extremidad derecha asegurada con cinta adhesiva de curacion.

6.3. Citologia vaginal

Se realizd analisis de la citologia vaginal para ambos grupos con la finalidad de poder determinar
la fase del ciclo estral en la que se encontraban. La técnica consistid en colocar la rata en una
posicion dorso ventral y con la ayuda de una pipeta pasteur y agua destilada, se introdujo en el
orificio vaginal. Aspirando de dos a tres veces el contenido fue recuperado (obtencion de células
del epitelio que recubre el cuello uterino). De la muestra obtenida, se realiz6 el frotis colocando
una gota de muestra en porta objetos; se dejo secar y se tiid con Lugol o Wright. Las muestras
se observaron bajo el microscopio dptico con los objetivos de 4x y 10x y basandonos en la

literatura (Marcondes y cols. 2002; Paccola y cols. 2013) se determino la fase del ciclo estral.

6.4. Analisis de la locomocion

El andlisis del ciclo de zancada se realiz6 tanto para el grupo C como para el grupo 1. Para el
caso del grupo I, se realizo un analisis del ciclo de zancada 7 dias antes de la inmovilizacion
(7DA) y 7 dias después de la inmovilizacion (7DD). Para el grupo C tinicamente se realizé el
analisis a los 7DD del grupo L. La prueba se realizé en un tunel de acrilico transparente de 1.20

m x 30 cm (Fig. 6).
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Figura 6. Representacion de tiunel de acrilico para el analisis de la zancada.

El tinel contaba con marcas cada 5 centimetros con la finalidad de poder medir
posteriormente la longitud de zancada. Se realizaron pruebas de adaptacion al tinel de acrilico.
A cada individuo se le colocaron en ambas extremidades posteriores 4 marcas con plumon
indeleble no toxico en las siguientes articulaciones: cresta iliaca, cadera, tobillo, tarso-metatarso,

la articulacion de la rodilla no se coloco debido a que el programa automaticamente lo calculaba

(Fig. 7).
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Figura 7. Representacion esquematica de los puntos de referencia para el analisis del ciclo de zancada. Se
colocaron marcas con plumoén indeleble en la cresta iliaca, cadera, tobillo, tarzo-metatarzo. La marca de la rodilla
(en rojo) es unicamente para ubicar su posicion en la extremidad del individuo.

Para realizar el andlisis del ciclo de zancada, se videograb6 con una camara (Nikon 5100)
de 16.2 mp a 30 cps tanto la extremidad posterior ipsilateral como contralateral. Se filmaron por
lo menos 3 zancadas seguidas sin tomar en cuenta la primera y la Gltima zancada del animal.
Con el programa Total Video Converter, se convirtieron los videos a formato .JPG. Para el caso
de la filmacion contralateral, los videos se giraron horizontalmente para que se pudieran correr
en el programa. Una vez obtenidas las imagenes, se tomaron las coordenadas de las 4 marcas de

las extremidades en el programa FIJI.
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Los datos (coordenadas) obtenidos de las 3 zancadas seguidas se introdujeron al software
MatLab y se ejecutd un programa realizado por Lopez-Ruiz y cols. Es importante destacar, que
el programa calculaba automaticamente el movimiento de la rodilla, por lo cual no se colocd la
marca en el animal. Se obtuvieron 3 graficas: en la primera se muestra la secuencia de
movimientos del miembro durante el ambulantaje; en la segunda grafica se muestra el grado de
apertura de la cadera, rodilla, tobillo y movimiento tipo péndulo (el cual se calcula
automaticamente en el programa tomando el movimiento de la cadera y el tobillo durante el
ciclo de zancada); finalmente, en la tercera grafica se muestra el movimiento de la cresta iliaca,
cadera, rodilla, tobillo y pie durante el ciclo de zancada. Con base a las graficas obtenidas se
observaron los cambios a consecuencia de la inmovilizacion posterior durante 7 dias en la

extremidad ipsilateral y la contralateral.

6.4.1. Analisis de angulos mdaximos (extension) y minimos (flexion) de las articulaciones en

el ciclo de zancada y desplazamiento angular

Para el célculo de los grados de apertura minima y maxima, se tomaron los valores de la grafica
de grado de apertura de las articulaciones de cada uno de los individuos y se graficaron las
diferencias entre los 7 dias antes (7DA) y 7 dias después (7DD) de la inmovilizacion para el
grupo inmovilizado con el programa PRISM 6.0c.

Para el desplazamiento angular (X) se utiliz6 la siguiente formula:
X=M; -M,
Esta formula usa el grado minimo de apertura (M;) y el grado méximo de apertura (Ma)
de la articulacion. Posteriormente se graficaron con ayuda del programa PRISM 6.0c para asi

observar las diferencias entre los 7 dias antes (7DA) y 7 dias después (7DD) del grupo

inmovilizado.
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6.4.2. Calculo de longitud, duracion y velocidad del ciclo de zancada

La medicion de la longitud de zancada se realizé para los videos 7 dias antes (7DA) y 7 dias
después (7DD) ipsilateral y contralateral tanto en el grupo control como el inmovilizado. Se
utilizaron las mismas imagenes obtenidas de los videos del andlisis del ciclo de zancada. Con
ayuda del programa F1JI, se realiz6 la medicion en centimetros de las mismas zancadas que se
utilizaron para graficar el ciclo de zancada. Esto se realizé con 3 zancadas obteniendo la media
y se graficd en el programa de PRISM 6.0c para observar las diferencias entre 7 dias antes
(7DA) y 7 dias después (7DD) del grupo inmovilizado (I).

Para el célculo de la duracion de la zancada (X) se utilizaron las imagenes obtenidas del
video para el analisis del ciclo de zancada, con ayuda del programa F1JI, se cuantificé el nimero

de fotogramas que tardo en realizar la zancada y se utiliz6 la siguiente formula:

X=NF/CPS

Donde X es la duracion de zancada, NF, el nimero de fotogramas que tardo en realizar
el ciclo de zancada y CPS los cuadros por segundo a los que se video grabaron los individuos
(30cps). Esto se realizd en las tres zancadas tanto de la extremidad ipsilateral como la
contralateral, una vez obtenido los datos por extremidad e individuo se obtuvo la media y se
graficd con ayuda del programa PRISM 6.0c y se observaron las diferencias en la duracion de
la zancada entre 7 dias antes (7DA) y 7 dias después (7DD) del grupo inmovilizado (I).

Finalmente, para el calculo de la velocidad de la zancada (X) se utilizd la siguiente

formula:

X=d/t
Donde X es la velocidad de la zancada, d, es la distancia (longitud) que recorri6 durante el ciclo
la zancada y, ¢, es el tiempo (duracion) en realizar un ciclo de zancada. Esto se realiz6 en las tres

zancadas tanto de la extremidad ipsilateral como la contralateral, una vez obtenidos los datos

por extremidad e individuo, se obtuvo la media y se graficd con ayuda del programa PRISM
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6.0c y se observaron las diferencias en la duracion de la zancada entre 7 dias antes (7DA) y 7

dias después (7DD) del grupo inmovilizado (I).

6.5. Diseccion, fijacion e inclusion de los musculos soleo y Extensor digitorum longus

(EDL)

Las ratas se colocaron en posicion decubito dorsal para ser anestesiadas por via intraperitoneal
(pentobarbital sodico 50mg/kg). Una vez anestesiadas se realizé una incision en la extremidad
derecha desde la rodilla hasta el tobillo. La longitud y ancho de los musculos fueron medidos
previo a la extraccion. Posterior a la documentacion de los pardmetros morfométricos, los
musculos fueron extraidos, secados y pesados para posteriormente ser congelados acetona,
utilizando isopentano como crioprotector. Una vez congelados, los musculos fueron

almacenados a -70 °C para su posterior analisis.

6.6. Analisis histologico del musculo soleo y Extensor digitorum longus (EDL) con la

tincion de H-E

Se realizaron cortes seriados de 10um de grosor obtenidos con un criostato (Leica) a -25° C y
fueron colocados en diferentes portaobjetos. Las secciones transversales obtenidas de la parte
medial de cada musculo fueron tefiidos con hematoxilina-eosina para evaluar las caracteristicas
histologicas como nimero de ntcleos centrales y periféricos, asi como el CSA. Los cortes se
hidrataron y se colocaron en agua destilada durante 1 min , seguido de la tincidon con
hematoxilina de Harris durante 15 min. Posteriormente las muestras se lavaron con agua
corriente durante 1 min, se colocaron en alcohol amoniacal durante 3 min. Las muestras se
lavaron con agua destilada durante 5 min. Se colocaron en etanol al 80% y se dejaron reposar
durante 1 min. Finalmente se colocaron en la eosina y se prosiguié con la deshidratacion de los
tejidos tefiidos, para ello las muestras se colocaron en alcoholes de concentraciones ascendentes
(70-100%) por 1 min en cada uno hasta llegar al alcohol absoluto. Finalmente, para el proceso
de aclarado, las muestras se colocaron en alcohol-xilol durante 1 min. Posteriormente, se

colocaron dos veces en xilol durante 1 min.
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Finalmente, las preparaciones se observaron en un microscopio de luz visible (Nikon
DSRII), se fotografiaron las muestras completas por secciones con una camara OLYMPUS
CX31 (magnificacion 20X) y se realiz6 la reconstruccion del musculo completo utilizando el
programa Photoshop CS4 para obtener la imagen completa del musculo.

El conteo de los nucleos y la medicion del area de las fibras musculares se realizaron en
35 fibras por musculo, por animal (magnificacion 20X). Con estos datos se realiz6 el calculo de
DMN para cada animal y por grupo. Para calcular el dominio mionuclear (X), se utilizé la

siguiente formula:

X=(CSA/NP)

Esta formula usa el CSA y el nimero de ntcleos periféricos por fibra muscular (NP). El

analisis cuantitativo se realiz6 utilizando el programa FIJI (version 1.45 para mac).

6.7. Caracteristicas histoquimicas del musculo soleo y Extensor digitorum longus (EDL)

6.7.1. Determinacion del metabolismo de las fibras mediante la histoquimica NADH-
TR

En los cortes siguientes al que se realizo la tincion de H-E de cada musculo, se realizé la
histoquimica de NADH-TR. Para ello, los cortes fueron llevados a temperatura ambiente y
colocados en una solucion de NADH-TR (Tris buffer 0.05 M pH 7.6, NADH, Nitro-Blue
Tetrazolium -NBT-) a 37 °C durante 30 min. Posteriormente, se realizaron entre 7 y 10 lavados
con agua destilada. El exceso de color fue removido utilizando soluciones ascendentes de
acetona (50, 60 y 80%) durante 1 min en cada concentracion. Se dejaron secar y se cubrieron
con medio de montaje y cubre objetos.

Finalmente, las preparaciones se observaron en un microscopio de luz visible (Nikon
DSRII) y se fotografié la muestra completa por secciones con una camara OLYMPUS CX31
(magnificacion 20X) y se realizé la reconstruccion utilizando el programa Photoshop CS4 para
obtener la imagen completa del musculo. El andlisis cuantitativo se realizé en el programa F1JI

(version 1.45 para mac). Identificando como fibras oxidativas aquellas que presentaron un color
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azul intenso en la totalidad de la fibra. Consecuentemente, las fibras con una actividad oxidativa
moderada (azul muy claro) fueron catalogadas como glucoliticas. Se contaron todas las fibras
de cada musculo y los datos obtenidos se reportaron como porcentaje de fibras oxidativas y

glucoliticas.

6.7.2. Determinacion del fenotipo de las fibras mediante la histoquimica ATPasa basica

pH 9.4

En la laminilla consecutiva de cada musculo se realizd la histoquimica para ATPasa basica (pH,
9.4) con el fin de determinar el tipo de fibras que constituye cada musculo. Las laminillas de
cada musculo fueron colocadas en una solucion de pre-incubacién (Tris-HC1 0.04 M, CaCl, 0.2
M) a un pH 9.4 durante 20 min a 37 °C; posteriormente se lavaron 15 veces con agua destilada
para ser colocados en una solucién de incubacién a (Buffer Tris HCl/CaCl,, ATP, pH 9.4)
durante 60 min a 37 °C. Posterior a la incubacion, las muestras se lavaron rapidamente 15 veces
con agua destilada, seguido de una incubacion durante 3 min en CaCl; al 2%, la solucion fue
retirada y enseguida se agrego6 una solucion de CoClz al 2% sin enjuagar entre ellas. Una vez
transcurrido el tiempo, los cortes se lavaron 20 veces con agua destilada y se dejaron en
(NH4)2SO4 al 10% hasta que adquieran una coloracion negra (aproximadamente 3 min). Los
cortes tefiidos se lavaron con alcoholes de concentraciones ascendentes (50, 60 y 80%) durante
1 min por cada concentracion para su deshidratacion. Se dejaron secar y se cubrieron con medio
de montaje y un cubreobjetos.

Finalmente, las preparaciones se observaron en un microscopio de luz visible (Nikon
DSRII) y se fotografié la muestra completa por secciones con una camara OLYMPUS CX31
(magnificacion 20X). La reconstrucciéon del musculo se realizd utilizando el programa
Photoshop CS4 para obtener la imagen completa del musculo y realizar el andlisis cuantitativo
en el programa FIJI (version 1.45 para Mac). Finalmente, las fibras musculares se clasificaron
dependiendo su color, siendo clasificadas las fibras de color gris/café como rapidas (tipo IIb),
las de color negro como intermedias (tipo Ila/Ild) y las blancas como lentas (tipo I). Los datos

obtenidos se reportaron como porcentaje de fibras.
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6.8. Analisis de datos

El analisis estadistico se realiz6 tomando como variable independiente el protocolo de
inmovilizacidon y como variables dependientes las caracteristicas que comprenden el ciclo de
zancada, las caracteristicas histologicas y las caracteristicas histoquimicas de las fibras de los
musculos so6leo y EDL. Todos los datos fueron sometidos a una prueba de normalidad
D’angostino-Pearson y Kolmogorov-Smirnov para probar que los datos fueran paramétricos.
Respecto al analisis del ciclo de zancada, el analisis de la apertura maxima y minima de los
angulos, el desplazamiento angular, la longitud, velocidad y duracion del ciclo de zancada se
realizaron utilizando la pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov, para
determinar las diferencias entre los grupos, se realiz6 una ¢ de Student pareada. Para el analisis
de los nucleos periféricos/fibra, nticleos centrales/fibra, CSA, distribucion de fibras por rangos
del area transversal y DMN las diferencias entre los grupos se determinaron realizando una ¢ de
Student para muestras paramétricas y una U-Mann Whitney para las no paramétricas, se uso
P<0.05 para indicar diferencias significativas. Para las histoquimicas NAH-TR y ATPasa basica
pH 9.4 se realizaron las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov, lo que
nos ayud6 a determinar si los datos eran normales. Una vez verificado esto se utilizd una
ANOVA de dos vias para determinar las diferencias entre los grupos. En todos los casos se uso6
el programa de analisis estadistico PRISM® (versién 6.0 ¢). Se consideraron diferencias

significativas P<0.05. Los datos muestran media + error estandar.
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7. RESULTADOS

7.1. Parametros morfométricos

La tabla 1 muestra los pardmetros morfométricos analizados en las ratas y los musculos
obtenidos de los grupos control (C, n=6) e inmovilizadas (I, n=3) de la extremidad ipsilateral.
Se encontraron cambios significativos en la disminucion del peso total del musculo EDL (C,
0.52+0.1 vs I, 0.97, P=0.041) y el ancho del mtsculo EDL (C, 5.1+0.4 vs I, 3.3+0.2, P=0.011)

entre el grupo control e inmovilizado.

TABLA 1. PARAMETROS MORFOMETRICOS DEL GRUPO CONTROL E INMOVILIZADO. Ratas
hembra control (C); ratas inmovilizadas por un periodo de 7 dias (I). (C, n=6; I, n=3).

Peso (g) Séleo (mm) EDL (mm)

7DA 7DD Soéleo EDL Largo Ancho Largo Ancho

C 234.3+£13.9 232.6+11.4 0.24+£0.1  0.52+0.1 20.5+1.4 5.6+0.5 23.8+1.2  5.1+04
n=6
I 233.3£12.1  223.7£10.9  0.1+£0.001 0.97+0.02* | 20.3+£0.2 4.5+0.5 22.8+¢1.4  3.3+0.2*
n=3
Delta -0.13£0.1  -0.42+0.1 -1.15+0.78  -1.8+£0.5 -0.3£1.45 -1.0+£1.9

Los datos muestran la media + error estandar. Se realizo6 la prueba ¢ de Student no pareada. *P<0.05.

7.2. Citologia vaginal

Los resultados de la citologia vaginal se indican en la tabla 2. Podemos observar que el 83.3%
de los animales de ambos grupos se encontraban en la etapa de diestro. Etapa en la que conforme
a la literatura que se us6 como referencia para la determinacion de la fase del ciclo (Macordes
y cols. 2002; Paccola y cols. 2013) la concentracion de estrégenos se encuentra en una menor

concentracion en comparacion con el pro-estro y el estro.
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TABLA 2. CITOLOGIA VAGINAL DEL GRUPO CONTROL E INMOVILIZADO. Se muestra la fase del
ciclo estral en la que se encontraban las ratas hembra el dia de su diseccion tanto para el grupo control como el
grupo inmovilizado. (C=6; [=6).

Control Inmovilizado
(C,n=6) (I, n=10)
ID Fase 1D Fase
1 Diestro 6 Diestro
2 Diestro 8 Diestro
3 Estro 9 Diestro
4 Diestro 10 Estro
5 Diestro 11 Diestro
11 Diestro 12 Diestro

7.3 Analisis de la locomocion

Dentro del andlisis de la locomocion se realizo el andlisis de los parametros y componentes de
la zancada para cada uno de los individuos del grupo I en ambas extremidades (ipsilateral y
contralateral) siete dias antes de la inmovilizacion (7DA) y siete dias después (7DD). Se analiz6
el ciclo de zancada, los cambios de angulo y movimiento de las articulaciones de la cadera,
rodilla, tobillo y movimiento tipo péndulo de ambas extremidades. Los resultados descriptivos
se muestran a continuacion, los resultados cuantitativos se encuentran en la seccion 7.3.1y 7.3.2.
En el grupo C los ciclos de las zancadas de ambas extremidades se presentaron de manera
secuencial, organizada y coordinada. Asi mismo, los angulos de apertura de la cadera, rodilla y
tobillo mostraron un angulo de apertura normal en ambas extremidades y un cambio angular
tipo péndulo organizado (Fig. 8). Cabe recordar que el analisis de la locomocion en el grupo C
se realizo para hacer la comparacion cualitativa con el grupo I 7DA de la inmovilizacion, el cual

fungié como su propio control.
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Figura 8. Analisis del ciclo de zancada grupo control (C) ipsilateral y contralateral Rata #1. A, B, patron de
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de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F, movimiento de la cresta

iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Para el grupo I 7DA a la inmovilizacion los ciclos de las zancadas de ambas extremidades se

presentaron de manera secuencial, organizada y coordinada, al igual que el grupo C. Asi mismo,

los 4ngulos de apertura de la cadera, rodilla y tobillo mostraron un dngulo de apertura normal

en ambas extremidades y un cambio angular tipo péndulo organizado (Fig. 9).
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de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F, movimiento

de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Para el grupo I 7DD a la inmovilizacion, los ciclos de zancada de ambas extremidades se
presentaron desorganizados y asimétricos en comparacion con el grupo I 7DA. Sin embargo, no
se encontraron diferencias evidentes en los componentes del patron locomotor. Soélo el angulo

de apertura de la cadera presento alteraciones en la extremidad contralateral(Fig. 10).
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7.3.1.Anadlisis de angulos maximos (extension) y minimos (flexion) de las articulaciones
en el ciclo de zancada y desplazamiento angular

Se realiz6 el analisis de los dngulos méximos de extension y minimos de flexion de la cadera,
rodilla, tobillo y el movimiento tipo péndulo para cada uno de los individuos del grupo I en
ambas extremidades. El grupo C se usé unicamente como referencia para sefialar las similitudes
en los angulos maximos y minimos entre los grupos C e I 7DA, puesto que el grupo I 7DA es
su propio control para los analisis con 7DD. NOTA: Esto aplica para todos los analisis métricos
de los parametros del ciclo de zancada.

Los resultados cualitativos mostraron diferencias significativas en el &ngulo maximo de
las articulaciones de la cadera determinados durante la mayor extension de la extremidad
contralateral 7DD de la inmovilizacion (7DA 48.85+6.72 vs 7DD 80+14.45, P=0.033), mientras
que en el angulo maximo de las articulaciones de la rodilla, tobillo y movimiento tipo péndulo
no se presentaron diferencias significativas en los angulos méximos de extension de los animales
(rodilla: 7DA 50.08+7.68 vs 7DD 59.21+11.37, P=0.318; tobillo: 7DA 51.87+7.58 vs 7DD
62.06£13.66, P=0.468 y el movimiento tipo péndulo: 7DA 101.84+4.40 vs 7DD 128.2+9.03,
P=0.055) (Fig. 12 B, D, F, H).

El andlisis del dngulo méaximo de las articulaciones durante la extension mayor de la
extremidad ipsilateral 7DD de la inmovilizacion no mostraron diferencias significativas en las
articulaciones de la cadera, rodilla, tobillo y movimiento tipo péndulo (cadera: 7DA,
127.1+17.33 vs 7DD, 151.84+12.34, P=0.26; rodilla: 7DA 90.56+14.74 vs 7DD 95.34+11.92,
P=0.715; tobillo: 7DA 119.8£8,72 vs 7DD 118.3+£13.05, P=0.892 y el movimiento tipo péndulo:
7DA, 151.3£5.96 vs 7DD, 154.7+12.24, P=0.800) (Fig. 12 A, C, E, G).

Lo mismo sucedi6 para el angulo minimo de las articulaciones durante la flexion de la
extremidad ipsilateral 7DD de la inmovilizacion (cadera: 7DA, 65.59+£17.66 vs 7DD,
92.73+19.25, P=0.437; rodilla: 7DA, 46.76+9.67 vs 7DD, 49.024+5.24, P=0.687; tobillo 7DA,
55.06+11.48 vs 7DD, 59.914+4.172, P=0.607 y en el movimiento tipo péndulo: 7DA,
106.8+£15.93 vs 7DD, 108+15.07, P=0.956) (Fig. 11 A, C, E, G); ni en los dngulos minimos de
las articulaciones determinados durante la flexion de la extremidad contralateral 7DD de los
animales (cadera: 7DA, 48.85+6.72 vs 7DD, 80+14.45, P=0.079; rodilla: 7DA, 50.08+7.68 vs
7DD, 59.21+11.37, P=0.52; tobillo: 7DA, 51.87+7.58 vs 7DD, 62.06+13.66, P=0.468 y en el
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movimiento tipo péndulo: 7DA, 101.8+4.40 vs 7DD, 128.2+9.03, P=0.055) (Fig. 11 B, D, F,
H).
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Figura 11. Analisis de los angulos de apertura minimos de la extremidad ipsi- y contralateral del grupo I 7
dias antes (7DA) y 7 dias después (7DD) de la inmovilizacion. A, B, cadera 7DA vs 7DD; C, D, rodilla 7DA vs
7DD; E, F, tobillo 7DA vs 7DD; G, H, movimiento tipo péndulo 7DA vs 7DD de las extremidades ipsi- y
contralateral. Los datos representan la media y los cuartiles de la distribucion de los datos. 7DA, cajas gris claro y
7DD, cajas gris oscuro (n=6). ¢ de Student. * P<0.05.
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Figura 12. Analisis de los dngulos de apertura maximos de la extremidad ipsi- y contralateral del grupo 1 7
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Asi mismo, se realizé el analisis del desplazamiento angular de la cadera, rodilla, tobillo
y el movimiento tipo péndulo para cada uno de los individuos del grupo en ambas extremidades.
No se encontraron diferencias significativas en el desplazamiento angular de la extremidad
ipsilateral 7DA (cadera: 7DA, 61.5+6.41 vs 7DD, 59.09+9.003, P=0.876, rodilla: 7DA,
43.79+5.191 vs 7DD, 46.32, P=0.758, tobillo: 7DA, 64.7+6.24 vs 7DD, 58.35+10.74, P=0.807
y movimiento tipo péndulo: 7DA, 44.51£18.32 vs 7DD, 46.77+10.01, P=0.995) (Fig. 13 A, C,
E, G); ni en el desplazamiento angular de la extremidad contralateral 7DD (cadera: 7DA, 58+8.7
vs 7DD, 68.56+10.5, P=0.578, rodilla: 7DA, 55.68+8.45 vs 7DD, 27.31+18.84, P=0.254,
tobillo: 7DA, 73.78+2.068 vs 7DD, 53.55+£13.94, P=0.241 y movimiento tipo péndulo: 7DA,
47.0848.36 vs 7DD, 27.78+17.22, P=0.378) (Fig. 13 B, D, F, H).
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Figura 13. Analisis del desplazamienro angular de la extremidad ipsi- y contralateral del grupo I 7 dias antes
(7DA) y 7 dias después (7DD) de la inmovilizacion . A, B, cadera 7DA vs 7DD; C, D, rodilla 7DA vs 7DD; E,
F, tobillo 7DA vs 7DD; G, H, movimiento tipo péndulo 7DA vs 7DD de las extremidades ipsi- y contralateral. Los
datos representan la media y los cuartiles de la distribucion de los datos. 7DA, cajas gris claro y 7DD, cajas gris
oscuro (n=6). t de Student. * P<0.05.
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7.3.2.Calculo de longitud, duracion y velocidad del ciclo de zancada

Se realiz6 el andlisis de la longitud del ciclo de zancada para cada uno de los individuos del
grupo C e I en ambas extremidades. El grupo C se us6 unicamente como referencia para sefalar
las similitudes en la longitud de la zancada entre los grupos C e I 7DA, puesto que el grupo I
7DA es su propio control para los andlisis con 7DD.

La longitud de la zancada de la extremidad ipsilateral presentd una disminucion
significativa entre 7DA y 7DD de la inmovilizacion (7DA, 9.61+0.93 vs 7DD, 5.18+1.15;
P=0.014) (Fig. 14 B). No se encontraron diferencias significativas en la longitud de la
extremidad contralateral entre 7DA y 7DD de la inmovilizacion (7DA, 9.95+0.76 vs 7DD,
7.99+0.58; P=0.069) (Fig. 14 C).
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Figura 14. Analisis de la longitud de la zancada ipsilateral y contralateral del grupo C e I 7 dias antes (7DA)
y 7 dias después (7DD) de la inmovilizacién. A, zancada ipsi- y contralateral del grupo C; B, zancada ipsilateral
7DA vs 7DD del grupo I; y C, zancada contralateral 7DA vs 7DD del grupo I. Los datos representan la media y los
cuartiles de la distribucion de los datos. C, cajas negras, 7DA, cajas gris claro y 7DD, cajas gris oscuro (n=6). ¢ de
Student. * P<0.05.
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En el analisis de la duracion de la zancada, el grupo C se us6 unicamente como referencia para
sefalar las similitudes en la duracion de la zancada entre los grupos C e I 7DA, puesto que el
grupo [ 7DA es su propio control para el analisis contra 7DD (Tabla 3).

Para la extremidad contralateral la duracion de la zancada disminuy¢ significativamente
entre 7DA'Y 7DD del grupo inmovilizado (7DA, 0.23+0.2 vs 7DD, 0.39+£0.06; P=0.048). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en la duracion de la zancada de la
extremidad ipsilateral entre 7DA y 7DD de la inmovilizaciéon (7DA, 0.21+0.02 vs 7DD,
0.23+0.2; P=0.351) (Tabla 3).

TABLA 3. DURACION DE LA ZANCADA GRUPO CONTROL E INMOVILIZADO 7DA Y 7DD DE LA
EXTREMIDAD IPSILATERAL Y CONTRALATERAL. Se muestra la media + ee de la duracion de la zancada
en segundos del grupo control e inmovilizado 7DA y 7DD en la extremidad ipsilteral y contralateral del grupo
inmovilizado (n=6).

Ipsilateral Duracion zancada (seg)
Control 0.21+0.01

Inmovilizado 7DA 0.21+0.02

Inmovilizado 7DD 0.33+0.11
Contralateral Duracion zancada (seg)
Control 0.37+0.15

Inmovilizado 7DA 0.23£0.2

Inmovilizado 7DD 0.39+ 0.06*

Se realizo la prueba ¢ de Student. *muestran diferencias significativas. P< 0.05.

La velocidad de la zancada en la extremidad ipsilateral disminuy¢ significativamente
7DD de la inmovilizacion (7DA, 51.34£10.41 vs 7DD, 10.52+4.37; P= 0.009) (Fig. 15 B). Lo
mismo en la extremidad contralateral (7DA, 45.05+4.93 vs 7DD, 24.37+4.63, P=0.012) (Fig.
15 C).
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Figura 15. Anélisis de la velocidad de la zancada ipsilateral y contralateral del grupo C e I 7 dias antes (7DA)
y 7 dias después (7DD) de la inmovilizacion. A, zancada ipsi- y contralateral del grupo C; B, zancada ipsilateral
7DA vs 7DD del grupo I; y C, zancada contralateral 7DA vs 7DD del grupo 1. Los datos representan la media y los

cuartiles de la distribucion de los datos. C, cajas negras, 7DA, cajas gris claro y 7DD, cajas gris oscuro (n=6). ¢ de
Student. * P<0.05.

7.4. Analisis histologico del musculo soleo y Extensor digitorum longus (EDL) con la
tincion de H-E

Cualitativamente las fibras del musculo séleo son mas pequefias en comparacion con las fibras

del musculo EDL, independientemente de la condicion (Fig. 16).
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Figura 16. Caracteristicas histologicas de los musculos séleo y EDL. A, musculo séleo grupo control; B,
musculo séleo grupo inmovilizado; C, misculo EDL grupo control y, D musculo EDL grupo inmovilizado. Cortes
transversales de 10 um de espesor tefiidos con H-E. Barra 100 pm.

7.4.1. Nucleos periféricos y centrales de las fibras musculares

No se encontraron diferencias significativas en nimero de nucleos periféricos entre el grupo C
e I del musculo séleo (C, 3.0+0.2 vs. I, 3.5+0.5; P=999) (Fig. 17 A). Para el musculo EDL
tampoco se encontraron diferencias significativas en el nimero de nucleos periféricos entre el

grupo C e I (C, 2.0+.16 vs I, 2.0; P=0.656) (Fig. 17 B).
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Figura 17. Efecto de la inmovilizacion muscular sobre la cantidad de nucleos periféricos en las fibras
musculares de los misculos séleo y EDL. A, musculo soleo; B, musculo EDL. Los datos representan la mediana
del numero de nucleos periféricos de 35 fibras musculares analizadas por rata y los cuartiles de la distribucion de
dichos datos (C, n=6; I, n=3). Se realiz6 la prueba ¢ de Student. P<0.05.

Respecto al numero de nucleos centrales, no se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos para el musculo séleo (C, 0 vs I, 0; P=0.999) (Fig. 18 A). Lo mismo sucedi6 en

el musculo EDL (C, 0.4+.4 vs I, 0; P=0.379) (Fig. 18 B).
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Figura 18. Efecto de la inmovilizacién muscular sobre la cantidad de nucleos centrales en las fibras
musculares de los musculo séleo y EDL. A, musculo soleo; B, misculo EDL. Los datos representan la mediana
del numero de nucleos periféricos de 35 fibras musculares analizadas por rata y los cuartiles de la distribucion de
dichos datos (C, n=6; I, n=3). Se realiz6 la prueba ¢ de Student. P<0.05.
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7.4.2. Area transversal de las fibras (CSA)

El 4rea transversal de las fibras del musculo soleo del grupo I fue significativamente menor que
las del grupo C (C, 482.4+15.03um? vs I, 399.8+7.9um?; P=0.046) (Fig. 11 A). En el masculo
EDL no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (C, 482.4+15.03um? vs I,

399.8+7.9um>; P=0.046) (Fig. 19 B).
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Figura 19. Efecto de la inmovilizacion muscular sobre el CSA de los musculos séleo y EDL. A, musculo so6leo;
B, musculo EDL. Los datos representan la mediana del nlimero del area transversal de la fibra de 35 fibras
musculares analizadas por rata y los cuartiles de la distribucion de dichos datos (C, n=6; I, n=3). Se realiz6 la
prueba ¢ de Student. *diferencias significativas. P<0.05.

7.4.4. Distribucion de fibras por rangos de area transversal.

La distribucion del area transversal de las fibras por rangos en el musculo soleo presentaron una
distribucién mas acotada y en rangos de areas menores para el grupo I (C, 482.44pm? vs I,
400um?) (Fig. 20 A). De igual manera, en el musculo EDL se present6 una reduccion en la
distribucion de las fibras por rangos del area transversal en el grupo I en comparacion con el

grupo C (C, 271um? vs I, 291um?) (Fig. 20 B).

49



A Distribucion de fibras B Distribucion de fibras

Soéleo EDL
150=
1509 © — Control (C)
S = —  Inmoviizado (1
= g nmovilizado (1)
= =
£ 100~ £ 100-
= =
[*] (%]
© (1~
~ ©
s o
& 501 § 50-
a 3
3 [+
£ @
'
T & L L & o . . . . )
N < @ & S e =3 S =3 3 8
- N < © © ‘o_

Area transversal de la fibra (um?2)
Area transversal de la fibra (um?2)

Figura 20. Efecto de la inmovilizacion muscular sobre la distribucion por rangos de area de las fibras de los
musculos séleo y EDL. Los datos representan la frecuencia acumulativa de fibras. A, musculo séleo; y B, musculo
EDL. Los datos representan la frecuencia acumulativa de 35 fibras musculares analizadas por rata (C, n=6; I, n=3).

7.4.4. Dominio mionuclear (DMN)

El analisis del DMN, nos ofrece informacion sobre la demanda metabolica de las fibras
musculares en una determinada ventana de tiempo. En este caso, el musculo séleo present6 una
disminucion significativa después del periodo de inmovilizacion (C, 176.4+12.61 vs 1,
111.05+1.15; P=0.006) (Fig. 21 A). Mientras que para el musculo EDL, no se presentaron
diferencias significativas entre los grupos (C,149.38+13.11 vs I, 15548.2; P=0.999) (Fig. 21 B).
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Figura 21. Efecto de la inmovilizacion muscular sobre el dominio mionuclear (DMN) sobre los miisculos
soleo y EDL. A, musculo soleo; B, misculo EDL. Los datos representan la mediana del dominio mionuclear de 35
fibras musculares analizadas por rata y los cuartiles de la distribucion de dichos datos (C, n=6; I, n=3). Se realizd
la prueba ¢ de Student. *diferencias significativas. P<0.05.
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7.5. Caracteristicas histoquimicas de los musculos soleo y extensor digitorum longus

(EDL)

7.5.1. Determinacion del metabolismo de fibras mediante la histoquimica de

NADH-TR

Los cortes transversales fueron tefiidos con la histoquimica NADH-TR, la cual nos permite
identificar el porcentaje de fibras oxidativas en los musculos séleo y EDL (Fig. 22) y por

diferencia respecto al total de fibras oxidativas en cada uno, el porcentaje de fibras glucoliticas.

Figura 22. Microfotografias de histoquimica para NADH-TR en los musculos séleo y EDL. A, musculo soleo
grupo C; B, musculo séleo grupo I; C, misculo EDL grupo C; D, musculo EDL grupo I. O, oxidativas; G,
glucoliticas. Corte transversal de 10pum. Barra de escala, 100um.

Los resultados del porcentaje de fibras oxidativas y glucoliticas no mostraron diferencias
significativas en el musculo so6leo entre los grupos C e I (O; C, 78.83%7.58 7vs I, 83.77+1.998,
P=0.672; G; C, 22.33£7.361 vs 1, 16.15+2.081, P=0.0.587) (Fig. 23 A). Lo mismo sucedi6 para
el muasculo EDL (O; C, 78.83+7.587 vs 1, 83.77+1.997, P=0.223; G; C, 47.5+3.845 vs I;

38+6.65; P=0.223) (Fig. 23 B).
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Figura 23. Efectos de la inmovilizacion muscular sobre el metabolismo de las fibras musculares de los
musculos so6leo y EDL identificados con la histoquimica de NADH-TR. A, musculo soleo y B, musculo EDL.
Los datos representan el porcentaje de las fibras oxidativas y glucoliticas del grupo C vs I, se realizo la

reconstruccion del musculo a partir de cortes transversales (10pm) (C, n=6; I, n=3) Se realiz6 la prueba ¢ de Student.
P<0.05.

7.5.2. Determinacion del fenotipo de las fibras mediante la histoquimica de ATPasa

basica pH 9.4

La tincion histoquimica ATPasa basica, pH 9.4 en cortes del mtsculo s6leo y EDL nos ayudé a
determinar la composicion, en cuanto al porcentaje, de fibras de los tipos lento (Tipo I),

intermedias (Tipo Ila/Ild) y rapidas (Tipo II) para los grupos C (Fig. 26 A, C) e I (Fig. 24 B, D).
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Figura 24. Microfotografias de histoquimica para ATPasa basica, pH 9.4 en los musculos séleo y EDL. A,
musculo soleo grupo C; B, musculo séleo grupo I; C, misculo EDL grupo C; D, musculo EDL grupo I. Las fibras
blancas representan a las fibras lentas (Tipo I), las fibras negras a las intermedias (Tipo Ila/Ild) y las fibras grises
a las rapidas (Tipo II). Corte transversal de 10pum. Barra de escala, 100um.

El porcentaje de fibras de tipo I, Ila/Ild y II es similar entre los grupos C e I en el musculo s6leo
(tipo I; C, 38.67£16.54 vs 1, 52.33+£25.3, P=0.655; tipo Ila/lld; C, 29+11.89 vs I, 40+17.69,
P=0.615; tipo II; C, 11£7.768 vs 4+0.577, P=0.246) (Fig. 25 A).

Lo mismo sucedié para el musculo EDL (tipo I; C, 7.833+2.509 vs I, 1.0, P=0.105; tipo
[a/lld; C, 81.3344.78 vs 1, 95.33+.666, P=0.086; tipo II; C, 11+ 3.768 vs I, 4+ 0.577, P=0.246)
(Fig. 25 B).
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Figura 25. Efectos de la inmovilizacién muscular el fenotipo de las fibras musculares de los musculos séleo
y EDL identificados con la histoquimica para ATPasa basica (pH 9.4). A, musculo séleo y B, musculo EDL.
Los datos representan el porcentaje de fibras tipo I, tipo Ila/Ild y tipo II del grupo control vs inmovilizado
analizados por rata, se realizo la reconstruccion del musculo a partir de cortes transversales (10pm) (C, n=6; I, n=3)
Se realizé la prueba ¢ de Student *muestra diferencias significativas. P< 0.05.
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8. DISCUSION

Los resultados sobre los efectos de la inmovilizacion de la extremidad posterior derecha por 7
dias mostraron alteraciones en los parametros morfométricos del musculo EDL, mostrando una
disminucion en el peso y el ancho del musculo EDL mientras que el musculo séleo no presento
alteraciones en los parametros morfométricos. Asi mismo, se encontraron modificaciones en el
patron locomotor, principalmente en la longitud y velocidad de la zancada de ambas
extremidades (ipsilateral y contralateral) después de la inmovilizacion. Lo mismo sucedi6 para
la duracién de la zancada so6lo en la extremidad contralateral.

Para las caracteristicas histoldgicas, la inmovilizaciéon provocod una disminucion en el
CSA solo en el musculo so6leo sin alterar el nimero de ntcleos periféricos, lo que llevo a una
disminuciéon del DMN. Finalmente, la inmovilizacion por 7 dias fue incapaz de provocar
diferencias en el metabolismo y fenotipo de ambos musculos.

En el musculo s6leo no se presentaron diferencias significativas en el peso, largo y ancho
del musculo, sin embargo, para el misculo EDL se presentaron diferencias en el peso y ancho
del musculo. A pesar de no haber alteraciones en los parametros morfométricos del musculo
soleo, se puede decir que el musculo EDL comienza a presentar alteraciones directas sobre el
musculo esquelético inmovilizado. Se ha reportado que, ademas del tiempo de inmovilizacion,
dependiendo de la posicion del miembro inmovilizado y la posicion en la que queden durante la
inmovilizacion los musculos involucrados, seran los cambios histoldgicos presentes en estos.
Dichos cambios pueden ser a nivel del nimero de sarcomeros, tipo de tejido conectivo y CSA
(Coutinho y cols. 2002; Guertin 2011). Con lo anterior, podriamos sospechar que el musculo
soleo comienza a tener una disminucion en el niimero de sarcomeros, asociando esto a la
posicion acortada en la que se mantiene durante el periodo de inmovilizaciéon y a los datos
reportados por Jarvinen y colaboradores (2002); Guo y colaboradores (2012), pero que por el
poco tiempo de inmovilizaciéon no se presenta una alteracion morfologica. Sin embargo, para
corroborar directamente este dato seria conveniente realizar el andlisis histologico apropiado
utilizando cortes longitudinales del mismo y haciendo el conteo de sarcomeros por unidad de

area, esto se puede asociar con la posicion en la que se tuvo inmovilizado el musculo, a las
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catepsinas y ubiquitinas que encontramos en el musculo después de una lesion, las cuales

inducen a la degradacion de proteinas musculares ante una lesion.

8.1. Efectos de la inmovilizacion en un periodo de 7 dias sobre el ciclo de zancada

Para realizar un ciclo de zancada correcto, se requiere de la coordinacion de las articulaciones
de manera individual para poder producir la flexion y extension de las extremidades, asi como
las dos fases del ciclo de zancada (soporte y balanceo) (Bucher y cols. 2015; Cardenas-
Hernandez y Rodriguez-Sanchez 2007). En el presente trabajo hemos observado que el ciclo de
zancada se ve alterado transcurrido el periodo de 7 dias de la inmovilizacion tanto en la
extremidad ipsilateral (inmovilizada) como en la contralateral. Para los grados minimos de
flexion y maximos de extension de la articulacion y desplazamiento angular no se presentaron
cambios significativos, esto puede ser debido a que el tiempo de inmovilizacion es muy corto
como para ocasionar dafios a nivel articular, sin embargo, a pesar de no haber diferencias
significativas, las extremidades pierden la fuerza para poder realizar un ciclo de zancada normal,
esto debido al periodo de inmovilizacion, dicha informacion concuerda con lo ya antes
mencionado por De la Torre-Valdovinos y cols. 2016, este tipo de alteraciones ocurren en
consecuencia de la falta de movimiento de la extremidad durante un periodo prolongado
ocasionando que se tenga una pérdida en la flexibilidad, fuerza y dureza de la extremidad (De
la Torre-Valdovinos y cols. 2016).

Asi mismo, los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con lo ya
mencionado por Bucher y cols. 2015; Tuthill y Azim 2018 que, al no tener una retroalimentacion
propioceptiva, no se puede realizar un ciclo de zancada rdpido o fluido ya que ambas
extremidades se encuentran afectadas por la inmovilizacion (Butcher y cols. 2015; Tuthill y
Azim 2018). La longitud y velocidad del ciclo de zancada se encuentran alteradas e incluso
disminuidas debido a la falta de coordinacion, fuerza y soporte de las articulaciones de ambas
extremidades. Para la duracion de la zancada, no se presentaron diferencias significativas en la
extremidad ipsilateral mientras que, para la extremidad contralateral, se presentd una
disminucion. Las alteraciones en la longitud, velocidad y duracion de la zancada para cada

extremidad respectivamente, se puede asociar a que, durante el periodo de inmovilizacion, la
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extremidad contralateral debia reponer el soporte, fuerza y movimiento que no obtenia de la
extremidad ipsilateral, por lo cual debi6 de adaptar su zancada a dichos cambios. Esto concuerda
con lo mencionado por Manca y cols. 2020, en su estudio demostraron que la extremidad
contralateral también se ve afectada por la falta de movimiento de la extremidad ipsilateral.
Ademas, reportan que, para tener una rehabilitacion completa, es necesario realizar primero la
rehabilitacion en la extremidad contralateral. Una vez que esta haya fortalecido a los musculos
débiles, se puede optar por realizar rehabilitacion en la extremidad que estuvo lesionada y asi
recuperar un ciclo de zancada, angulo de apertura y movimiento de las articulaciones normal
(Manca y cols. 2020).

Guertin y colaboradores en el afio 2011, reportaron que después de realizar una
inmovilizacion durante un periodo prolongado, se tiene la pérdida inmediata e inclusive
irreversible del control motor voluntario, por lo cual se tendran consecuencias irreversibles. Sin
embargo, Harnie y colaboradores 2019, reportaron en su estudio que, en gatos que presentaron
una lesion en la médula espinal, no requieren de ningun tipo de rehabilitacion especial para
poder recuperar la locomocion normal, mencionan que esta se recuperara conforme el individuo
comience a caminar y las redes excitadoras vuelvan a recibir la sefial de los CPG’s. Concluyeron
que el retorno de la excitabilidad neuronal depende més de cada tipo de individuo y el grado de

lesion (Harnie y cols. 2019).

8.2. Efectos de la inmovilizacion muscular durante un periodo de 7 dias sobre las

caracteristicas histologicas de los musculos soleo y Extensor digitorum longus (EDL)

Los requerimientos metabdlicos de los musculos dependen de su fenotipo, el control nervioso,
plasticidad, etc. Cada mionucleo controla la transcripcion y sintesis de proteinas de un numero
limitado de fibras, lo cual estd asociado con el CSA. Ademads, los miontcleos se encargan de
regular determinada cantidad de citoplasma para asegurar el funcionamiento correcto de la fibra
(Kraemer y Spiering 2007; Teixeira y Duarte 2016). En el presente trabajo se observo que el
musculo séleo presentd una disminucidon significativa del CSA y DMN después de la
inmovilizacidon lo que puede indicar el inicio de un proceso de atrofia muscular, como lo

reportado por Teixeira y Duarte (2016), donde asocian la atrofia muscular y la disminucién del
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DMN con la baja demanda de sintesis proteica y la induccion a apoptosis (Teixeira y Duarte
2016). Se ha reportado también que 10 dias después de una lesion en la médula espinal provoca
la disminucion del 40% CSA y DMN en el musculo séleo (Guertin 2011). Aunque en este
trabajo no existe como tal una denervacion, la inmovilizacion produce efectos importantes sobre
el musculo sdleo.

Respecto al numero de nticleos periféricos y centrales el no encontrar cambios
significativos coincide con lo reportado por Hikida y colaboradores (1997), quienes reportaron
una diminucién del CSA y DMN, sin tener un incremento en el nimero de nucleos periféricos
y centrales.

En el musculo EDL la inmovilizacion por 7 dias de la extremidad derecha no modifico
las caracteristicas histologicas. Esto puede estar asociado al fenotipo de las fibras, la posicion
en la que se realizé la inmovilizacion y el tiempo de inmovilizacién (Frimel y cols. 2005;
Boonyarom e Inui 2006). Lo que concuerda con lo reportado por Guertin (2011), donde
menciona que incluso dos semanas después del desuso muscular no son suficientes para producir
cambios en las caracteristicas histoldgicas del misculo EDL, lo cual asocia al fenotipo de sus
fibras musculares (Tipo II). Las catepsinas son proteinas que estan involucradas en el
rompimiento y degradacion de proteinas sarcolémicas. Estas proteinas estan presentes durante
la inmovilizacién muscular, sin embargo, en musculos como el masculo EDL las encontramos
en menor concentracion, por lo cual esto podria estar asociado con los resultados obtenidos en
el presente trabajo (Bonaldo y Sandi 2013). Estudios previos realizado en ratas que pertenecian
al programa Space Shuttle Endeavour/SE-03 1993 de la NASA, mostraron que las fibras
musculares tipo II presentaron menor atrofia en comparacion con las fibras tipo 1. El musculo
EDL no presenta alteraciones tan evidentes en protocolos como lesion de la médula espinal o
inmovilizacion incluso dos semanas después (Hikida y cols. 1997). Para corroborar esta

informacion, seria necesario realizar una inmovilizacién durante un periodo mas prolongado.
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8.3. Caracterizacion histoquimica de los musculos soleo y Extensor digitorum longus

(EDL)

El musculo so6leo y el EDL presentan caracteristicas histoquimicas diferentes, esto debido a la
funcién que realiza cada uno de acuerdo con su posicidon anatémica corporal. Por un lado, el
musculo séleo es uno de los principales musculos del grupo flexor plantar, el cual impide que
el cuerpo al estar de pie se vaya de frente (Palastanga y cols. 2007). El fenotipo maduro de este
musculo es lento (fibras de tipo I) y presenta gran resistencia a la fatiga (Schiaffino y Regianni
2011; Talbot y Maves 2016). El musculo sdleo presenta mayor concentracion de catepsina, por
lo cual tiene mayor probabilidad a presentar atrofia muscular, asi como reduccion en el tamafio
y masa (Van Wessel y cols. 2010; Bonaldo y Sandri 2013; Trevino y cols. 2019). Por otro lado,
el EDL es uno de los musculos del grupo extensor, el cual permite la extension de las
articulaciones interfaldngicas y la dorsoflexion del pie (Palastanga y cols. 2007). Conformado
principalmente por fibras rapidas-glucoliticas (Tipo II), por lo cual no presenta gran resistencia
a la fatiga (Schiaffino y cols. 1970; Van Wessel y cols. 2010). Esta informacion concuerda con
lo observado en el presente trabajo en el grupo control. La histoquimica NADH-TR mostr6 una
gran actividad metabolica oxidativa en el musculo séleo y una actividad oxidativa y glucolitica
proporcional en el misculo EDL. Estos musculos juegan un papel de importancia en la vida
diaria, debido a que participan activamente en el equilibrio y en la locomocion. Después de
presentar algun tipo de lesion, inmovilizacion estos se pueden ver comprometidos.

En el presente trabajo se encontrd que, transcurrido el periodo de inmovilizacién, el
metabolismo del musculo soleo no presentd diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo inmovilizado. Tomanek y Lund (1973) y Boonyarom e Inui (2006) han reportado que
después de pocas semanas de inmovilizacion se presentan cambios en el fenotipo de las fibras
tipo I y comienzan a tener caracteristicas de fibras tipo II (Tomanek y Lund 1973; Boonyarom
e Inui 2006). Sin embargo, el tiempo de inmovilizacién empleado en el presente estudio fue tan
poco que no fue suficiente para producir cambios en el metabolismo y fenotipo de sus fibras. La
posicion, tiempo y tipo de lesion son los principales factores en alterar el fenotipo de las fibras
musculares y ocasionar atrofia muscular (Guo y cols. 2012; Teixeira y Duarte 2016; Wall y cols.

2016). Para el EDL, no se encontraron cambios significativos en la proporcion de las fibras entre
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el grupo control y el grupo inmovilizado, la histoquimica NADH-TR mostr6é que para ambos
grupos se tenia un metabolismo glucolitico-oxidativo. Esto concuerda con la descripcion de las
fibras musculares de Rodriguez y colaboradores 2020, donde reportan que el musculo EDL es
principalmente rapido y presenta fibras intermedias. Esta informacion se puede correlacionar
con los resultados de la histoquimica ATPasa basica pH 9.4 en los cuales no se presentaron
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo inmovilizado, teniendo fibras
musculares principalmente rapidas (Tipo IIb) e intermedias (Tipo Ila/lld). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo concuerdan con informacidon previamente reportada por
Boonyarom e Inui (2006) donde mencionan que el musculo EDL no presenta cambios en el
fenotipo de las fibras a las pocas semanas de una lesion (Boonyarom e Inui 2006; Guertin 2011).

Es posible que, debido al corto tiempo de inmovilizaciéon, no se haya presentado
alteraciones en el fenotipo de las fibras musculares de ambos musculos, pero si comenzar dafio
a nivel celular (disminucién del CSA y DMN, distribucion de las fibras por rangos del area
transversal) y alteraciones a nivel locomotor no solo en la extremidad inmovilizada, sino

también en la contralateral.
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9. CONCLUSIONES

il

1il.

1v.

Vi.

Vil.

9.1. Conclusion general

La inmovilizaciéon muscular de la extremidad posterior derecha durante 7 dias
altera el ciclo de zancada en la extremidad ipsilateral y contralateral; asi como

las caracteristicas histologicas del musculo soleo.

9.2 Conclusiones particulares

La inmovilizacion de la extremidad posterior derecha ocasiona alteraciones a
nivel locomotor.

La longitud y velocidad del ciclo de zancada se altera de manera significativa en
las patas ipsilateral.

La duracion y velocidad del ciclo de zancada se altera de manera significatica
unicamente en la pata contralateral.

La inmovilizacién muscular no incrementa el porcentaje de fibras lentas (Tipo I)
en el musculo EDL. Esto se puede relacionar con el periodo de inmovilizacion.
La inmovilizacion muscular disminuye el CSA y DMN del musculo so6leo, pero
no del EDL esto puede estar asociado al fenotipo de las fibras de cada musculo,
degradacion de proteinas y el comienzo de un proceso de atrofia muscular.

La inmovilizacion muscular durante un periodo de 7 dias no ocasiona
alteraciones en los nucleos periféricos y centrales del musculo séleo y EDL.

La inmovilizaciéon muscular durante un periodo de 7 dias, no altera el fenotipo y
metabolismo de las fibras musculares del musculo séleo y EDL. Esto se puede

asociar con el periodo de inmovilizacion.
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10. PERSPECTIVAS

Determinar si después de la inmovilizacion, se presenta dafio a nivel neuronal en
los centros generadores de patron (CPG’s) ocasionado por el proceso de desuso.
Determinar si ocurren alteraciones en las extremidades anteriores y distintas
articulaciones ocasionado por la inmovilizacién muscular, ya que la locomocion
es una actividad de coordinacion entre las extremidades anteriores y posteriores.
Realizar rehabilitacion en el grupo inmovilizado para determinar si la
locomociéon es recuperada de manera autdbnoma o se requiere una terapia
especifica.

Determinar si la contracion muscular y la fuerza tetanica se alteran después de
un tiempo de desuso.

Realizar la ubicacion de células satélite y sarcomeros para determinar si existe
un proceso de atrofia desde los 7 dias de inmovilizacion.

Realizar un protocolo de inmovilizacion muscular de mayor tiempo y en distinta
posicion de la extremidad para determinar las alteraciones en estos musculos bajo

distintos protocolos.
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11. APENDICE

11.1 Analisis de la locomocion del resto de los individuos del grupo control
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Figura 26. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo
C #2. A, B patrdn de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y
E, F, movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 27. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo
C #3. A, B patrdn de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y
E, F, movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 28. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo
C #4. A, B patrdn de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y
E, F, movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 29. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo
C #11. A, B patron de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y
E, F, movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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11.2 Andlisis de la locomocion del resto de los individuos del grupo inmovilizado 7DA
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Figura 31. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DA #13. A, B patréon de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 32. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DA #14. A, B patréon de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 33. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DA #15. A, B patréon de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 34. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DA #16. A, B patron de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,

movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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11.3. Andlisis de la locomocion del resto de los individuos del grupo inmovilizado
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Figura 36. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DD #13. A, B patréon de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 37. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DD #14. A, B patréon de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 38. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DD #15. A, B patréon de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 39. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DD #16. A, B patron de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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Figura 40. Analisis del ciclo de zancada grupo control de la extremidad ipsilateral y contralateral grupo I
7DD #17. A, B patréon de tres zancadas consecutivas de la extremidad ipsilateral y contralateral, respectivamente;
C, D, angulo de apertura de la cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo, asi como el movimiento tipo péndulo; y E, F,
movimiento de la cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y pie (n=6).
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