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Resumen

Introduccion. La crioterapia se usa para tratar la inflamacion articular aguda, sin embargo
su efecto sobre el musculo relacionado con la articulacion inflamada aun no ha sido estudiado.
Objetivo. Evaluar el efecto de la crioterapia sobre la articulacion tibiotarsiana en el area de
seccion transversa (AST) de los muUsculos tibial anterior (TA) y séleo en ratas con inflama-
cién articular aguda.

Materiales y métodos. Estudio experimental realizado en 32 ratas Wistar que fueron
asignadas aleatoriamente a cuatro grupos: Control, Inflamacidn, Crioterapia-A y Criotera-
pia-B. El AST de las fibras de los musculos se midié 72 horas después de haberse iniciado
el experimento.

Resultados. En el musculo TA hubo una reduccion significativa del AST de las fibras muscula-
res en los grupos Inflamacion y Crioterapia-B en comparacion con el grupo Control, mientras
que en el grupo Crioterapia-A no se observo una reduccion significativa en dicha area al com-
pararlo con el Control. En el caso del musculo séleo, se observd una reduccion significativa del
area en todos los grupos experimentales.

Conclusiodn. El uso de crioterapia una vez al dia por tres dias atenua el efecto atréfico de
la inflamacion articular aguda sobre el mdsculo TA, lo que confirma su importancia en el
control del efecto deletéreo de la inflamacion aguda sobre musculos de contraccidn rapida.
Palabras clave: Crioterapia; Rehabilitacion; Inflamacion (DeCS).

Abstract

Introduction: Cryotherapy is used to treat acute joint inflammation, but its effect on
muscles associated with the injured joint has not yet been studied.

Objective: To evaluate the effect of cryotherapy on the tibiotarsal joint in the cross-sectional
area (CSA) of tibialis anterior (TA) and soleus muscles in rats with acute joint inflammation.
Materials and methods: Experimental study conducted on 32 Wistar rats that were ran-
domly assigned to four groups: Control, Inflammation, Cryotherapy-A and Cryotherapy-B.
The CSA of muscle fibers was measured 72 hours after initiating the experiment.

Results: In the case of the TA muscle, there was a significant reduction in the CSA muscle
fibers in the Inflammation and Cryotherapy-B groups compared to the Control group, while
no significant reduction was observed in the Cryotherapy-A group in relation to the Control
group. Regarding the soleus muscle, a significant CSA reduction was observed in all exper-
imental groups.

Conclusion: The use of cryotherapy once a day for three days attenuates the atrophic effect
of acute joint inflammation on the TA muscle, confirming its importance for controlling the
deleterious effects of acute inflammation on fast-twitch muscles.

Keywords: Cryotherapy; Rehabilitation; Inflammation (MeSH).
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Introduccion

Estudios clinicos han mostrado que ante lesiones articu-
lares o ligamentosas el area de seccion transversa (AST)
de los musculos disminuye y se producen alteraciones
en la fuerza muscular y en el patrén de reclutamien-
to muscular en actividades estaticas y dinamicas, asi
como cambios metabdlicos e inhibicién muscular ar-
trogénica.'”’

Adicionalmente, se han observado alteraciones en
la expresion génica de los musculos relacionados con
una articulacién inflamada: Ramirez et al.? y Ramirez
et al.° demuestran que la inflamacidn articular créni-
ca inducida por inyeccion intraarticular de carragenina
en ratas aumento la expresion de los genes de atrofia
(atrogina-1 y MuRF1) y los factores pro-inflamatorios
(p38 MAPK, NF kB y TNF-alfa), y redujo la expresién de
genes relacionados con la diferenciacion y el crecimien-
to muscular (MyoD), el control de la masa (miostatina)
y el AST de las fibras de los musculos tibial anterior (TA)
y s6leo. En la investigacién de Ramirez et al.° también
se evidencia que el musculo séleo responde de manera
diferente, pues el AST de sus fibras no disminuye a pe-
sar de haberse detectado un aumento significativo en la
expresion de genes reguladores de atrofia. En sintesis,
estos estudios®® destacan el impacto que la inflama-
cion articular puede generar sobre el trofismo muscular.

La atrofia muscular, mas alla de ser un trastorno
netamente estructural, puede producir alteraciones
funcionales en el individuo que la padece, lo que, a su
vez, puede limitar el uso del segmento afectado y fa-
vorece el circulo vicioso de atrofia-reduccién del uso
del segmento comprometido-limitacién funcional de la
persona-atrofia.'® Para mitigar este efecto, es necesario
implementar recursos de intervencion fisioterapéuticos
que ayuden a controlar la inflamacion articular desde
la fase aguda y favorezcan la homeostasis muscular;
esto no solo rompe el circulo vicioso sefialado, sino que
también beneficia los musculos relacionados funcional-
mente con la articulacién afectada.

Una de las modalidades usadas en fisioterapia para
controlar la respuesta inflamatoria es la crioterapia,** la
cual ha demostrado efectividad al ser aplicada directa-
mente sobre el tejido muscular;'*'* sin embargo, no se
conoce su efecto sobre los musculos relacionados fun-
cionalmente con la articulacion tratada. Por lo anterior,
el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
la crioterapia aplicada sobre la articulacién tibiotarsiana
en el AST de los musculos TA y séleo de ratas con infla-
macion articular inducida por I-carragenina.

Materiales ymétodos

Se realiz6 un estudio experimental con 32 ratas Wistar
que tenian un peso promedio de 250 gramos. Todos los
procedimientos experimentales se realizaron con los
animales anestesiados mediante una inyeccion intra-
peritoneal de una solucién de 12 mg/kg/peso corporal
de xilaxina mas 95 mg/kg/peso corporal de ketamina,
y estos permanecieron en jaulas plasticas con acceso
libre a agua y alimento.

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en 4 gru-
pos experimentales: Control (n=8), Inflamacién (n=8),
Crioterapia protocolo A (Crioterapia-A) (n=8) y Criote-
rapia protocolo B (Crioterapia-B) (n=8); se mantuvieron
en ciclos de 12 horas de luz-oscuridad controlada y bajo
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una temperatura controlada de 21+2°Cy una humedad
relativa promedio de 65-75%, y fueron sacrificadas 72
horas después de iniciado el experimento.

Variables del estudio

Variable dependiente

Para establecer el AST se seleccionaron aleatoriamen-
te 100 fibras del vientre de cada musculo (TA y séleo)
y se obtuvo el promedio de estas mediciones, el cual se
expresé en micrometros cuadrados (umz2).

Variable independiente

A continuacidn se describen los procedimientos de cada
grupo de intervencion:

Control: los animales no recibieron intervencién.
Inflamacidn: los animales recibieron una inyeccién
de carragenina en la articulacién tibiotarsiana dere-
cha y permanecieron agrupados en las jaulas.
Crioterapia-A: los animales recibieron una inyeccion
de I1-carragenina en la articulacion tibiotarsiana de-
recha e, inmediatamente después, se les inicié un
tratamiento de crioterapia mediante la aplicacion de
un paquete de hielo picado durante 20 minutos una
sola vez al dia sobre la articulacién mencionada. La
aplicacion del hielo se repitio a las 24 y 48 horas.
Crioterapia-B: los animales recibieron la misma in-
tervencién que el grupo Crioterapia A, pero en lugar
de una sola sesidn de crioterapia, recibieron tres se-
siones con intervalos de 20 minutos entre ellas. La
aplicacion del hielo se repitio a las 24 y 48 horas.

Covariables

Durante los procedimientos se midié la temperatura de
la piel y del paquete de hielo picado con un termémetro
infrarrojo marca Raytek STTM PRO®. La temperatu-
ra de la piel se midi6 en la pierna derecha, en el punto
medio desde el borde superior de la tibia hasta el ma-
Iéolo externo, y la del paquete, en el punto medio de la
bolsa plastica. Estas mediciones se realizaron antes y
después de la aplicacion de la crioterapia.

Procedimiento

Induccion de la inflamacion articular

Alos animales que se les indujo la inflamacidn se les su-
ministré 0.03mL de I-carragenina al 3% (Sigma Chemical
Company - St. Louis, USA) en la articulacién tibiotarsia-
na derecha; este compuesto estaba disuelto en solucién
salina (NaCl 0.9%) tal como lo establecieron Wang et
al.*> y Omote et al.*® en sus protocolos. Luego de esto
las ratas permanecieron en sus jaulas sin restriccién
en su actividad y fueron sacrificadas en cdmara de dio-
xido de carbono a las 72 horas de habérseles inducido
la inflamacion.

Aplicacion de la crioterapia
Los animales a los que se les practicé crioterapia lue-

go de inducirles la inflamacidén recibieron sesiones de
20 minutos de crioterapia con paquetes de hielo picado
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siguiendo el protocolo descrito previamente de acuer-
do con el grupo al cual fueron asignados. La aplicacion
se hizo directamente sobre la regién lateral y medial
de la articulacidn tibiotarsiana sin involucrar el vientre
de los musculos de la pierna de los animales.

Para cada paquete se usaron dos hielos prepara-
dos previamente en cubetas estandar que se llenaron
con 40mL de agua por cubo; los hielos, que tenian una
temperatura promedio de 3°C, se introdujeron en una
bolsa plastica de 10m x 3cm que se cerrd previo vacia-
miento de aire y ligera maceracién.

Procesamiento de las muestras

Los musculos TA y soleo se disecaron con los animales
vivos y anestesiados, justo antes de ser sacrificados.
Cada musculo se pesé y dividid por la mitad con un corte
horizontal en su vientre; ambas porciones se congelaron
en nitrégeno liquido y se almacenaron en un congela-
dor a -86°C, pero la porcidn proximal fue la que se usé
para el analisis morfométrico. El peso corporal de los
animales se registré al inicio y al final del experimento.
Para el analisis morfométrico se hicieron cortes histold-
gicos transversales y seriados de 10um con un micrétomo
criostato (LEICA RM 2125) y manteniendo las porciones
a una temperatura de -25°C. Las muestras obtenidas se
tifieron con azul de toluidina y se analizaron en un mi-
croscopio de luz equipado con una cdmara digital (Sony
DSCs75, Tokio, Japdn). Del vientre de cada musculo se
escogieron aleatoriamente 100 fibras para medir sus
respectivas AST usando el software Imagel®.

Analisis estadistico

Inicialmente se aplicaron los test de Shapiro Wilk y de
Levene para evaluar la normalidad y la homogeneidad
de los datos, respectivamente. Dado que los resultados
de estas pruebas fueron normales, los datos se some-
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tieron a analisis de varianza (ANOVA) one-way para
determinar las diferencias entre los grupos; luego se
realizé un test de Tukey para identificar la fuente de las
diferencias. El nivel de significancia minima estable-
cido fue de p<0.05 y el analisis se realizé utilizando el
programa estadistico STATISTICS versién 5.5.

Consideraciones éticas

El estudio tuvo en cuenta las normas internacionales de
ética en experimentacidn con animales de la Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, '’ las directrices de la
Declaracion de Helsinki'® y las disposiciones sobre investiga-
cion en salud de la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio
de Salud y Proteccién Social de Colombia.'* Ademas, fue
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Industrial
de Santander seguin Acta No. 05 del 23 de agosto de 2013.

Resultados

Temperatura de la piel y del paquete

La temperatura de la piel de la pata derecha antes de
iniciar las sesiones de crioterapia para ambos grupos
intervenidos estuvo entre 29°Cy 30.2°C, y una vez fi-
nalizados los procedimientos de intervencién diarios, la
temperatura de la zona en el grupo Crioterapia-A oscild
entre los 18.2°Cy los 21.2°C, mientras que la del gru-
po Crioterapia-B estuvo entre los 13°Cy los 15°C. La
temperatura del paquete de hielo en los dos grupos se
mantuvo entre los 3.2°Cy 5°C (Tabla 1).

Peso corporal, peso muscular y AST de las fibras
musculares

No se encontraron diferencias al inicio y al final del expe-
rimento entre grupos respecto al peso corporal (Tabla 2)
(p<0.05) ni al peso muscular de los animales (p<0.05).

Tabla 1. Temperatura de la piel de la pata derecha y del paquete de hielo al terminar la aplicacién de crioterapia en cada
uno de los dias del protocolo de intervencién.

Crioterapia protocolo A Crioterapia protocolo B
Variable

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
Xto Xto Xto Xto Xto Xto

Temperatura de la piel

(°C) 18.2+3.2 19.3+4.7
Temperatura del
paquete de hielo (°C) 5+1.8 3.9+1.1

x: media; o: desviacion estandar.

21.2+2.5

3.2+0.9

13+£3.6 * 13.6£1.3 1 15+2.9%

4.2+1.7 3.2+0.4 5+0.5

* p<0.05 comparado con el dia 1 del grupo crioterapia protocolo A.
1t p<0.05 comparado con el dia 2 del grupo crioterapia protocolo A.
# p<0.05 comparado con el dia 3 del grupo crioterapia protocolo A.

Fuente: Elaboracidn propia.

Tabla 2. Peso corporal de los animales al inicio y al final el estudio.

: Grupo Control Grupo Inflamacion Grupo Crioterapia-A | Grupo Crioterapia-B
Variable " - - -
x+o X£0 x+o x+o

Peso corporal inicial (g) 328+9.3

Peso corporal final (g) 344+8.7

x: media; o: desviacion estandar.
Fuente: Elaboracién propia.

318+6.4
339+6.7

336+10 337+18

339+2.7 343+4.3
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Los resultados del ANOVA evidenciaron que existen
diferencias estadisticamente significativas en el AST de
los mUsculos TAy séleo (p<0.001) entre los tres grupos
estudiados: el test de Tukey registré una reduccidn sig-
nificativa de las fibras musculares en el AST del musculo
TA en los grupos Inflamacién (p=0.02) y Crioterapia-B
(p=0.03) en comparacién con el grupo Control. Por el
contrario, en el grupo Crioterapia-A las fibras muscu-
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lares no registraron diferencia significativa frente al
grupo Control (p=0.10) para este musculo, aunque si
se encontré diferencia significativa en relacién con el
grupo Inflamacién (p=0.03) (Figura 1A). Mediante este
mismo test, en el musculo séleo se encontraron dife-
rencias significativas en las fibras musculares en todos
los grupos intervenidos en relacién con el grupo con-
trol (Figura 1B).
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Figura 1. Diagrama de cajas y bigotes: mediana del drea de seccion transversa de las fibras de los mus-
culos tibial anterior (A) y séleo (B) para los grupos del estudio.
C-A: grupo crioterapia protocolo A; C-B: grupo crioterapia protocolo B; pm2: micrometros cuadrados.

* Diferencia significativa comparada con el control.

t Diferencia significativa comparada con el grupo Inflamacion.

Fuente: Elaboracion propia.
Discusion

El presente es el primer estudio que explora el efecto de
la aplicacion de crioterapia sobre la articulacién tibiotar-
siana inflamada de ratas sobre el AST de los musculos
TAy séleo, y los hallazgos indican que un estimulo como
la crioterapia aplicada a nivel articular tiene el poten-
cial de generar un efecto positivo sobre la musculatura
relacionada con la articulacion intervenida. Estos resul-
tados concuerdan con los obtenidos en estudios similares
que analizan el efecto de la crioterapia aplicada direc-
tamente sobre el tejido muscular y evidencian que las
ratas sometidas a inflamacién articular por inyeccién
intraarticular de carragenina presentan cambios plas-
ticos sobre estos musculos.®®

La reduccién en el AST de las fibras musculares después
de 72 horas de haber inducido la inflamacién articular
que se encontré en el presente estudio puede estar re-
lacionada con el aumento en la expresion de las ligasas
de ubiquitina encargadas de mediar la degradacién de
proteina muscular a través de la via ubiquitina-proteo-
soma, tales como el MURF-1 y la Atrogina. Estudios
previos han demostrado que los genes asociados con
atrofia muscular presentan un aumento significativo en
su expresion en el musculo TA a partir de las primeras
48 horas de haber aplicado la inyeccion intraarticular,
mientras que en el séleo solo el MuRF1 registra un au-
mento significativo en su expresion. Sin embargo, dicho
aumento en la expresidn no se relaciona con la presen-
cia de atrofia muscular, es decir, no se registra reduccion
del AST de las fibras musculares.®”

La atrofia muscular en el presente estudio se detectd
al tercer dia (72 horas) de haber inducido la inflamacién
articular, lo que sugirié que en este periodo de tiempo
la expresion de las ligasas de ubiquitina fue suficien-
temente alta como para reducir la proteina muscular
evidenciable en el AST de las fibras. Al parecer, la infla-
macién articular afecté por igual los musculos evaluados,
a pesar de tratarse de perfiles metabolicos diferentes,
pues la reduccion en el AST de las fibras musculares fue
de 32% y 35% para el TAy el sdleo, respectivamente;
sin embargo, no se establecié exactamente cual fue el
papel que cumplieron otras vias regulatorias de la masa
muscular, como las vias de las calpainas y la via lisoso-
mal, en esta respuesta, ya que no fueron analizazadas.

El mecanismo por el cual la inflamacién articular lleva
a atrofia muscular alin no esté esclarecido; sin embargo,
el uso disminuido de la pata debido al dolor generado
por la respuesta inflamatoria se considera un factor
desencadenante de la respuesta proteolitica del tejido,
aunque los estudios de Ramirez et al.® y Ramirezetal.,’
que incluyeron un grupo experimental Inmovilizado,
descartan que este sea el Unico mecanismo respon-
sable de la pérdida de masa muscular en presencia de
inflamacidn articular.

Por otro lado, Sanchez-Martinez et al.?® afirman que
el aumento del volumen articular debido al edemayy la
inflamacion de la capsula articular que se produce en
el modelo experimental de carragenina podria mediar
la adaptacién muscular observada a través de la res-
puesta muscular artrogénica (RMA). En este caso, la
elevada tensidn de la capsula articular puede modificar
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la magnitud del reflejo H en los musculos relacionados
con la articulacidn afectada y aumentar la actividad de
los receptores de adaptacidn lenta del corpusculo de
Ruffini, los cuales inhiben interneuronas que a su vez
disminuyen la activacion del pool de motoneuronas (MN)
alfa;?!?2 entonces, es por esta via que se disminuiria la
sintesis proteica. Sin embargo, son necesarios nuevos
estudios que evallen las vias moleculares que median
la atrofia muscular en presencia de inflamacién en las
articulaciones.

Segun los hallazgos, mientras que el estimulo infla-
matorio produjo una respuesta similar en el trofismo
de los musculos TA y sdleo, la aplicacion de la criotera-
pia articular indujo una repuesta diferenciada sobre los
mismos: el musculo TA en el grupo Crioterapia-A man-
tuvo su trofismo a las 72 horas de haber sido inducida
la inflamacién, mientras que en el grupo Crioterapia-B
no se produjo ningun efecto sobre el AST de las fibras
musculares al compararlo con el grupo Inflamacion. Es-
tos resultados son diferentes a los de estudios que han
mostrado que la aplicacion seriada de crioterapia pue-
de ser mas benéfica que el uso de una sola aplicacion;
sin embargo, dichos estudios aplicaron protocolos di-
ferentes al usado en este trabajo y lo hicieron sobre el
musculo esquelético lesionado y no sobre la articula-
cién inflamada.?

En el presente estudio la temperatura de la piel de la
pata tratada mostré valores significativamente inferiores
en el grupo Crioterapia-B (Tabla 1), lo que indicé que un
mayor enfriamiento sobre una articulacién inflamada no
genera efecto benéfico sobre los musculos periariculares
y sugirié la existencia de un nivel de enfriamiento 6pti-
mo a partir del cual se genera un efecto tréfico benéfico
sobre el musculo esquelético. Sin embargo, en el anali-
sis de los datos no se incluyd la temperatura de la piel,
lo cual constituyd en una limitacién de la investigacion.

El mecanismo por el cual un recurso fisico de enfria-
miento aplicado sobre una articulacion inflamada genera
cambios a nivel muscular no es claro; sin embargo, laRMA
podria tener un rol en la génesis de dicho fenémeno, pues
se ha planteado que la crioterapia modula esta respuesta
“silenciando” parcialmente la actividad aferente elevada
provocada por el edema, la inflamacion y la laxitud arti-
cular.?*?° Esta hipotesis se basa en que la disminucién de
la temperatura reduce la velocidad de conduccion ner-
viosa y la actividad de los receptores sensoriales sobre
el musculo y la articulacién, los cuales aumentan su ac-
tividad cuando se presenta dafio articular.?

Segun Palmieri-Smith et al.,*° la aplicacién de criote-
rapia sobre una articulacion con efusién articular genera
un aumento del reflejo H que podria estar mediado por
impulsos sensoriales provenientes de terminaciones cu-
taneas y por impulsos supraespinales. En este sentido,
el enfriamiento de la piel sobre la articulacidn provoca-
ria un cambio en la excitabilidad o en los umbrales del
pool de MN,?%?” o que potencialmente podria aumentar
el reclutamiento de MN y seria por este camino que la
crioterapia serviria como estimulo para favorecer el tro-
fismo muscular al crear un ambiente propicio para una
mayor actividad contractil. No obstante, el presente es-
tudio evidencia que la crioterapia genera un efecto tréfico
Unicamente sobre el mlsculo TA, lo que indica que este
podria ser mas sensible al estimulo neural debido a que
estaria mediado por las diferencias del perfil metabo-
lico y de la composicién de la maquinaria contractil de
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cada tipo de fibra muscular;?® sin embargo, las variables
analizadas no permiten confirmar la participacién de di-
chos mediadores en la respuesta muscular detectada.

Respecto a las diferencias metabdlicas y la capa-
cidad de adaptacién de cada tipo de fibra muscular,
Lieber'® afirma que los musculos de contraccidn rapida
se adaptan de manera diferente, en comparacién con
los de contraccion lenta, frente a estimulos como la
suspension de la pata trasera, la inmovilizacién y la de-
nervacion. Estas diferencias se han atribuido, en parte,
a la expresion dependiente del tipo de fibra detectada
para citoquinas proinflamatorias como la TNF-alpha,
que participa en la via principal de degradacién proteica
muscular.?’ Asimismo, se ha descrito el rol de los facto-
res de transcripcion FOXO y el NF kB en dicha repuesta
dependiente del tipo de fibra muscular.?° Adicionalmen-
te, existen reportes en la literatura que han encontrado
una respuesta muscular diferenciada frente a la apli-
cacién de la estimulacion eléctrica sobre el musculo,
segun el contenido de miosina pesada.>'*?

Conclusiones

La aplicacién de crioterapia una vez al dia por tres dias
consecutivos atenué el efecto atroéfico de la inflamacién
articular aguda sobre el musculo TA, lo que confirma
su importancia en el control de los efectos deletéreos
que la inflamacioén articular aguda puede generar so-
bre musculos de contraccidn rapida. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios que permitan com-
prender los mecanismos moleculares involucrados en
esta respuesta.

Estos hallazgos sugieren que al usar la crioterapia
sobre una articulacion inflamada se produce un efecto
tréfico Unicamente sobre los musculos de contraccidn
rapida y que, por lo tanto, el fisioterapeuta debe tener
en cuenta que los musculos de contraccion lenta rela-
cionados con la articulacién comprometida se tratan
mediante otros recursos fisicos como la electroterapia.

Estudios futuros que incluyan seres humanos po-
drian probar estos planteamientos al analizar el efecto
de la crioterapia combinada con ejercicios de rango
de movimiento asistidos y activos sobre el AST de los
musculos relacionados con la articulacion comprome-
tida en lesiones articulares agudas como el esguince
de cuello de pie.
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