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RESUMEN

Se realiza un trabajo experimental con 50 ratas machos de un mes de edad. la
mitad de las cuales se somete a stress crénico mediante restriccion de su espacio
vital. Tras ser sacrificadas al cabo de 1, 2, 4, 8 y 12 semanas se estudio la presencia
de proteoglicanos sulfatados en la fisis tibial proximal con la técnica del azul alcidn.

Los resultados demuestran que desde la primera semana las ratas stressadas pre-
sentaron una escasa apetencia por el colorante azul en casi toda la fisis, salvo en
los nicleos de la capa hipertréfica. Esta caracteristica se mantuvo durante toda la
experiencia. Los animales controles mostraron una gran captacién inicial que fue
perdiéndose progresivamente hasta ser igual a la de los stressados al cabo de doce
semanas.

Se sugierc que el stress da lugar a un frenado inicial en la actividad de los con-
drocitos proliferativos. Su actividad va recuperdndose a medida que los animales
se adaptan hasta llegar a normalizarse. El tiempo transcurrido de bajo rendimiento
fisario aconseja evitar esta situacién en nifios con problemas ortopédicos o trauma-
tolégicos.

Descriptores: Stress. Cartilago de crecimiento. Rata.

SUMMARY .

In this paper 50 one month old male rats were used. 25 of them were controled
and the rest was stressed by a modification of Bonfill‘s technique. After being sa-
crificed at 1, 2, 4, 8 and 12 weeks a histochemical study (Alcian Blue technique)
was made on the proximal growth plate of the tibias.

Results showed that the epiphyseal plates of stressed animals had very little avi-
dity for Alcian Blue from the beginning to the end of the experiment. Initially con-
troled animals showed a high avidity which progressively decreased. Staining was
very similar in both groups of animals at the twelfth week.

It is suggested that stress causes an initial stop in the activity of proliferative con-
drocytes. This progressively recovers to become normal. Due to the time of decrea-
sed activity of girowth plates, it is adviceable to avoid stressing situations in children
with orthopaedic and traumatic troubles.
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Introduccién

La influencia que el stress emocional
crénico ejerce sobre los componentes del
aparato locomotor ha sido estudiada en
muy pocas ocasiones. GARCES Yy SARRAT
(1) comprobaron que el stress crénico da
lugar a un enlentecimiento en la consoli-
dacion de las fracturas sin grandes altera-
ciones en la estructura del callo repara-
dor. Posteriormente JIMENEZ y GARCES
(2), utilizando el mismo modelo experi-
mental, observamos que ratas en creci-
miento sometidas a restriccion de espacio
vital crecfan menos que otras controles
durante un seguimiento maximo de seis
semanas. Asimismo se evidenciaron im-
portantes alteraciones en sus placas fisa-
rias. Mds recientemente comprobamos,
con un estudio evolutivo més largo, que
el tamano de los animales stressados tien-
de a igualar al de los controles con el
paso del tiempo (3). En otro trabajo, la
altura de la fisis tibial, uno de los indica-
dores de la actividad de la misma (4).
también fue significativamente mayor en
los animales controles al principio de la
experiencia; sin embargo llegd a medir lo
mismo en ambos grupos al cabo de doce
semanas (5).

Estos antecedentes parecen sugerir
quc el stress da lugar a un frenado en la
actividad de los cartilagos de crecimiento,
quc ticnde a recuperarse a medida que
los animales se adaptan a esa situacion.
Para intentar aportar mds datos a este
tema, en este trabajo se realiza el estudio
cualitativo de la presencia de proteoglica-
nos sulfatados, principales indicadores de
dicha actividad.

Material y método
Hemos utilizado 50 ratas machos,

cepa Sprague-Dowley, de un mes de
edad y peso entre 75 y 95 gramos. 25 de
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estos animales fueron introducidos en cel-
dillas metalicas para restringir su espacio
vital. Esta técnica es una modificacion de
GARCES (6) a la inicial de BONFILLS y
cols. (7) para producir stress emocional
crénico en los animales. Las jaulas se
construyeron de tamano suficiente para
albergar animales adultos. Dentro de es-
tas se colocd un tope deslizante que per-
mitia adaptar el tamafio de la mismas al
de los animales y de este modo aseguraba
que estos pudiesen moverse aungue su
espacio vital estuviese marcadamente re-
ducido. Podian comer y beber «ad libi-
tum».

Los otros 25 fueron permitidos vivir
en condiciones normales y sirvieron como
controles. 5 animales de cada grupo fue-
ron sacrificados al cabo de 1,2, 4,8y 12
semanas, su tibia derecha extraida. libe-
rada de partes blandas y fijada en liquido
de Bouin durante 24 horas. Tras descal-
cificacién en solucion de Schmorl. deshi-
dratacion progresiva e inclusion en para-
fina, los cortes fueron tenidos con la téc-
nica del azul alcian de STEEDMAN y LISON

(8).

Resultados

Después de la primera semana los
animales controles mostraban una fuerte
positividad al azul en toda la fisis. Esta
era particularmente intensa en la substan-
cia intercelular de las zonas germinal y
proliferativa. Los anillos perilacunares de
la capa degenerada eran. asimismo. muy
positivos y menos intensamente se tenian
a este nivel los septos longitudinales y
transversales. En los animales stressados
la altura fisaria era bastante menor y casi
toda la placa mostraba negatividad a cap-
tar el colorante azul. Unicamente algunos
puntos aislados de la zona germinal y los
nicleos de la zona hipertrofica se tefian
de este color. El resto de la fisis presen-
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FIGURA 1.— Fisis tibial una semana tras comenzar la experiencia. a) control, b) stressada. Mien-
tras en el control toda la placa es positiva, en el stressado s6lo lo son los nicleos de la capa
hipertréfica y puntos aislados de la proliferativa. Azul Alcidn 63X.




FIGURA 2.~ Fisis a las doce semanas del comienzo. a) control, b) stressada. Ambas placas mues-
tran ahora caracteristicas tincionales muy similares. Azul Alcidn 63X.
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taba el color rojo utilizado como mor-
diente y que demostraba la ausencia de
proteoglicanos sulfatados.

A partir de la segunda semana los
animales controles presentaban sus carti-
lagos de crecimiento cada vez con menor
afinidad por el azul. Esta disminucién de
captacion comenzo por la capa germinal.
La capa proliferativa ya no se tenia ho-
mogeneamente y dejé de tener apetencia
por el colorante azul en la decimosegun-
da semana. La capa hipertréfica siguid
mostrando positividad en sus nucleos du-
rante toda la experiencia y la capa dege-
nerada en los anillos perilacunares y sep-
tos longitudinales hasta la semana octava,
en que la fue perdiendo para ser nula en
la Ultima semana.

En los animales stressados no varié el
aspecto inicial a lo largo de toda la expe-
riencia. De este modo siguieron obser-
vandose zonas aisladas en la capa prolife-
rativa, substancia intercelular, que se te-
fian muy débilmente. También lo hicie-
ron los ntcleos de la capa hipertrofica
pero permanecié de color rojo el resto de
la fisis. La no variacién en las caracter{s-
ticas histoquimicas de los cartilagos de es-
tos animales hizo que su aspecto se pare-
ciera cada vez mads al de los controles,
hasta ser perfectamente superponible al
cabo de las doce semanas.

Discusion

Aunque son bien conocidos los efec-
tos que el stress crénico tiene sobre dis-
tintos 6rganos de la economia corporal,
muy poco se ha estudiado sobre su in-
fluencia en el aparato locomotor. En un
trabajo anterior, utilizando el mismo mé-
todo de producir stress que en este, pu-
dimos comprobar que la altura fisaria en
estos animales fue alrededor del 25% de
la de los controles al principio de la ex-
periencia. Con el paso del tiempo la di-

ferencia entre ambos grupos fue redu-
ciéndose hasta ser nula al cabo de las
doce semanas. La disminucién en la cap-
tacion del azul alcidn que progresivamen-
te mostraron los animales controles en
nuestro trabajo guarda relacion directa
con la pérdida de altura observada en
este grupo anteriormente (5). Ambos fac-
tores representan la degeneracién fisiold-
gica del cartilago fisario.

La negatividad a captar el azul apre-
ciada en casi toda la fisis de los animales
stressados indica una muy baja produc-
cion de mucopolisacdridos acidos. La sin-
tesis de estos elementos es una de las
principales funciones de las células de la
capa proliferativa (9) y por ello, el hallaz-
go anterior demuestra la escasa actividad
del cartilago de crecimiento en estos ani-
males. Esta observacion podria justificar
la menor altura fisaria en este grupo des-
de el principio.

La disminucién de la presencia de
proteoglicanos sulfatados que mostraron
los animales sometidos a restricciéon de
espacio podria no ser debida al stress.
Factores como la presién atmosférica,
temperatura, medio ambiente, etc., fue-
ron los mismos para este grupo y el con-
trol y por ello no consideramos que ha-
yan sido responsables de las diferencias
referidas. Unicamente creemos que exis-
ten dos factores que podian haber tenido
alguna influencia: la nutricién y la dismi-
nucién en la actividad y movimiento.

Con respecto al primero, obviamente
la inanicién da lugar a un descenso en la
sintesis de proteoglicanos (10). Si bien no
cuantificamos la comida consumida por
ambos grupos de animales, los stressados
demostraron incluso mayor voracidad y
en ninglin momento dieron muestras de
inapetencia. Tampoco hemos encontrado
referencias sobre la disminucién de inges-
ta en animales stressados y, en cualquier
caso, esta seria una manifestacion mas
del sindrome.
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Mis discutible seria el segundo factor
considerado. La inmovilizaciéon ha sido
utilizada en numerosas ocasiones como
agente stressante (7, 11, 12, 13). Sin em-
bargo su uso para estudiar las repercusio-
nes del stress sobre el aparato locomotor
podria ser criticado por cuanto anula un
componente de gran importancia en los
mecanismos fisioldgicos de este.

WRONSKY y MOREY (14) inmovilizan-
do totalmente monos en crecimiento
comprobaron una disminucion en la for-
macion de hueso trabecular. Aunque es-
tos autores atribuyercn sus resultados a
la falta de movimiento, reconocieron que
pudieron ser condicionados por la situa-
ciéon de stress sufrida por los animales.
De hecho se ha demostrado que la inmo-
vilizacion incrementa los niveles de corti-
costeroides (15) y estos son las hormonas
responsables de la mayor parte de las
manifestaciones de la respuesta a la agre-
sion (12, 16).

Por otra parte Viteri y cols. (17) con
un modelo similar al nuestro observaron
un menor crecimiento en sus ratas. Estos
autores consideraron que la causa de este
hallazgo fue la disminucién de actividad y
no ¢l stress, ya que los niveles de cateco-
laminas y corticoides fueron normales.
No tenecmos datos acerca del método se-
guido para estas determinaciones pero, lo
que consideramos fuera de toda duda. es
que la restriccion de espacio vital es cau-
sa de stress. Ello ha sido demostrado por
la aparicion de ulceraciones e¢n la mucosa
gastrica de los animales (6.7).

Sin duda es dificil valorar que porcen-
taje dce los resultados fue debido a la falta
de actividad y cual a la situacion stressan-
te, ya que los mismos se compararon con
un grupo control. Para obviar este pro-
blema GARcCEs (18) inmovilizé en posi-
cion funcional uno de los miembros pos-
teriores de ratas en crecimiento. Como el
stress de esta situacion influia por igual
en ambos miembros del mismo animal,

los resultados dependieron exclusivamen-
te de la falta de movimiento. Este autor
observg un ligero, pero progresivo, incre-
mento en la longitud de las tibias inmo-
vilizadas, que llegaron a ser un 2% mas
latga que las contralaterales al cabo de
cuatro semanas. Sus datos mostraron en
todo momento una alta significacién esta-

distica.
Igualmente, con el mismo modelo ex-

perimental, GARCES y RAMIREZ (19)
comprobaron que tras la primera semana
las fisis de las tibias de ambos lados mos-
traban una apetencia al azul alcidn muy
similar. Sin embargo, tras la cuarta sema-
na las inmovilizadas captaban mucho mas
el colorante. Estas referencias sugieren
que, al menos durante las cuatro semanas
que duré el estudio realizado por los au-
tores, la falta de movimiento no fue per-
judicial para el crecimiento de las tibias y
la sintesis de proteoglicanos en sus fisis.

La marcada disminucién en el color
azul, y por tanto en la presencia de pro-
teoglicanos, mostrada por la fisis de los
animales stressados desde el principio de
la experiencia, permiten descartar a la
falta de actividad como responsable de
este hallazgo.

Aunque en este estudio no se cuanti-
fica la sintesis de proteoglicanos sulfata-
dos. su determinacion cualitativa median-
te la técnica del azul alcian da una idea
bastante aproximada de su presencia
(20). Nuestros hallazgos inducen a pensar
que el efecto inicial del stress seria frenar
la actividad fisioldgica de los condrocitos
proliferativos: su no division condiciona-
ria la menor altura fisaria observada an-
teriormente (5) y la disminucion en la
sintesis de mucopolisacaridos acidos la
falta de captacion del azul observada en
este trabajo. La progresiva adaptacion de
los animales podria explicar la sucesiva
tendencia a que sc igualen ambos para-
metros a los de los animales controles.

Si ya aceptamos que las alteraciones
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referidas en este trabajo son debidas al
stress, habria que preguntarse los meca-
nismos que conducen a las mismas. Res-
ponder esta cuestién es empresa harta-
mente dificil por cuanto no se conocen
con exactitud todas las modificaciones
que tienen lugar en el organismo ante
esta situacion.

La hipersecrecion corticoidea se nos
antoja como la principal responsable. Es
conocido que en los cartilagos fisarios los
corticoides disminuyen la proliferacion
celular y la captacién de azufre (21) (lo
cual demuestra una disminucion en la sin-
tesis de proteoglicanos sulfatados). Des-
conocemos, sin embargo, si la tendencia
a la normalizacién de estos pardmetros
en nuestros animales se acompand de una
menor tasa plasmatica de esas hormonas.

Otro factor a tener en cuenta seria la

319

aparicion de modificaciones vasculares al-
rededor de las fisis. Si bien no tenemos

constancia de su presencia, las deducimos
por la vasoconstriccion periférica obser-
vada por SOLOMON (22) en el stress. Esta
daria lugar a cambios en las presiones
parciales de oxigeno, de tanta importan-
cia en el control de los mecanismos fisio-
légicos fisarios (23).

Aunque los mecanismos propuestos
son meramente especulativos, a la vista
de nuestros resultados creemos que el
stress entorpece la normal actividad de
los cartilagos de crecimiento. Teniendo
en cuenta las reservas logicas de la trans-
polacidon a clinica humana, nuestros ha-
llazgos permiten sugerir, de un modo ob-
jetivo, el evitar las situaciones de tensién
emocional en el tratamiento de nifios con
problemas ortopédicos o traumatolégicos.
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