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Capítulo I 

 

 

 

Resumen 

 

 

 

     La osteoartrosis es la más común de las patologías degenerativas del 

cartílago articular de origen multifactorial y es la mayor causa de 

discapacidad en adultos mayores de 70 años en E.E.U.U.  afectando 

aproximadamente a 27 millones de estadounidenses.(1). 

          Esta patología degenerativa  puede afectar cualquier articulación 

siendo más común en áreas de carga como en rodillas, caderas, etc. Es 

diagnosticada primariamente por clínica como el dolor difuso, rangos de 

movimientos disminuidos, crepitantes, deformidad, inestabilidad articular, 

etc. No solo envuelve el cartílago articular sino la articulación completa 

incluyendo hueso subcondral y sinovial. 

En nuestro trabajo se pretende analizar los cambios macroscópicos así 

como histológicos que se generen por la diacereína administrada de 

manera intraarticular teniendo como hipótesis que su uso por esta vía 

generaran cambios favorables tanto macroscópicos como histológicos en el 

cartílago articular, hueso subcondral y membrana sinovial. 

El estudio es experimental en modelo animal, transversal, comparativo, 

prospectivo y ciego respecto al evaluador. 
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          Se creó un modelo de artrosis en rodillas de conejos, se encontró la 

dosis adecuada de diacereína en ensayos de citotoxicidad, se infiltraron con 

la misma y se tomaron biopsias de cartílago para valorar los cambios tanto 

microscópicos como histológicos. 

En los resultados obtenidos se observo en las rodillas infiltradas con 

diacereina un alto a la progresion de la artrosis sin embargo no se revirtió 

el daño. 
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CAPÍTULO II 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 

El cartílago articular  

El cartílago es un tipo de tejido conectivo cuya función es proteger los 

huesos de las articulaciones diartrodiales de las fuerzas de fricción asociadas 

con el soporte de carga e impacto.(1,2) El cartílago hialino o articular es 

heterólogo, con una densidad y organización que varía según la profundidad de 

sus zonas8, es predominantemente avascular, aneural y alinfático9, por lo que su 

principal forma de nutrirse es a través del líquido sinovial, ayudado por fuerzas 

mecánicas de compresión.  

 

El cartílago articular forma una capa delgada de tejido, que varía en espesor 

dependiendo de la localización en el cuerpo. En los seres humanos varía de 1 a 

4 mm, dependiendo de la articulación. (2) Este tejido tiene capacidad visco-
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elástica, dándole la característica de deformarse para aumentar el área de 

superficie total de contacto con el fin de reducir el estrés, y aumentar la 

resistencia a los daños causados por las cargas aplicadas. Esta función depende 

de la organización de sus macromoléculas en la matriz extracelular, 

particularmente de la disposición y orientación de las fibras de colágeno. (3)  

 

Una característica importante del cartílago que ayuda al soporte de cargas es su 

coeficiente de fricción (0.002-0.02), el cual depende de muchos factores que lo 

disminuyen, como la calidad del líquido sinovial, la deformación elástica del 

cartílago y efusión del líquido desde el cartílago; también existen factores que 

aumentan el coeficiente de fricción, como alteración en la superficie del cartílago 

(fibrilación). (4)  

 

En el cartílago hialino se pueden distinguir dos fases: una sólida y una líquida. 

La sólida está compuesta principalmente por distintos colágenos (10-20% de 

peso húmedo) siendo el colágeno II el que se encuentra en mayor proporción 

(90%). También se encuentran proteoglicanos formando una matriz gelatinosa y 

en alrededor de 2%, condrocitos que son las células propias de este tejido. Los 

condrocitos están incluidos en lagunas en el seno de la matriz y son células 

esféricas. La fase líquida está compuesta por agua en la cual se encuentran 

iones y nutrientes disueltos. Cualquier alteración al arreglo o proporción de los 

componentes de la matriz extracelular modifica de forma importante las 

propiedades biomecánicas del tejido. (5) 

 

El arreglo estructural de los componentes bioquímicos del cartílago articular es 

particular y determina tres zonas con características morfológicas y funcionales 
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diferentes: zona superficial, zona media y zona interna. Éstas se distribuyen a lo 

largo del tejido como se muestra en la Figura 1. 

 

Figura 1. Composición y arreglo del cartílago articular hialino. Se muestran 3 

zonas que consisten de diferentes componentes en distintos arreglos, lo cual, les 

brinda funciones determinadas. Adaptada de Buckwalter y col., 1994. 

 

Se pueden identificar condrocitos con morfología y distribución diferente para las 

tres zonas, así como cambios en la orientación de las fibras de colágeno y en la 

proporción de proteoglicanos. Es importante mencionar que es el movimiento de 

compresión derivado de la carga a la que están sujetas las articulaciones, el que 

mantiene sano el cartílago y el fenotipo normal de los condrocitos que lo 

componen. 

 

Una característica importante de este tejido es que es aneural, avascular y 

alinfático. El transporte de nutrientes y desechos se hace a través de difusión del 

líquido sinovial que a su vez es producto de la compresión mecánica de las 

articulaciones. Además de lo anterior, la capacidad de remodelación de este 

tejido es muy baja, ya que los condrocitos son células con un metabolismo muy 

bajo y el recambio de los componentes de la matriz cartilaginosa es 

prácticamente nulo a lo largo de la vida de una persona. Los proteoglicanos 
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presentes en el cartílago articular se reemplazan cada 25 años y la vida media 

del colágeno se estima de varias décadas hasta inclusive 400 años. (6) Estas 

características y la ausencia de vasos sanguíneos y linfáticos, resulta en una 

limitada capacidad regenerativa. 

 

La degradación del cartílago articular puede surgir de un trauma, enfermedad o 

carga mecánica continua. Podemos mencionar tres tipos principales de lesión 

del cartílago: la interrupción de la matriz superficial en la cual se daña la MEC 

pero se cuenta con condrocitos viables capaces de sintetizar una nueva MEC 

(2,7) aunque no se tiene acceso a las células de la médula16; los defectos de 

espesor parcial en donde se encuentra interrumpida la superficie del cartílago 

pero no se extiende al hueso subcondrál, por lo que no existe la auto-

reparación.(2,7) y los defectos de espesor total, estos representan daños que 

penetran profundamente en el hueso subcondrál y normalmente se reparan con 

fibrocartílago, el cual es mas débil que el cartílago.(2,7,8) 

 

La osteoartrosis 

Muchas de las lesiones articulares son asintomáticas y los individuos que 

presentan síntomas por lo general padecen de un intenso dolor y se ha 

demostrado que el riesgo de estos pacientes con lesión articular de progresar a 

osteoartritis aumenta 5 veces en comparación con pacientes que no han tenido 

lesiones en cartílago. (6)  

 

La osteoartrosis es la más común de las patologías degenerativas del cartílago 

articular de origen multifactorial y es la mayor causa de discapacidad en adultos 
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mayores de 70 años en E.E.U.U.  afectado aproximadamente a 27 millones de 

estadounidenses. (9) 

 

Esta patología degenerativa puede afectar cualquier articulación siendo más 

común en áreas de carga como en rodillas, caderas, etc. Es diagnosticada 

primariamente por clínica como el dolor difuso, rangos de movimientos 

disminuidos, crepitantes, deformidad, inestabilidad articular, etc. No solo 

envuelve el cartílago articular sino la articulación completa incluyendo hueso 

subcondral y sinovial. Entre los factores que envuelven el progreso de este 

padecimiento se encuentran la edad, peso, trauma, grado actividad física, 

herencia, debilidad muscular, infección, deposición de cristales, hasta factores 

propios como variantes anatómicas del paciente. (10) 

 

La patogénesis molecular de la artrosis parece requerir perdida de agrecanos, 

daño a la colágena y perdida del fenotipo normal de condrocitos además muerte 

celular de los mismos. La degradación de los agrecanos, el daño y la 

degradación de la colágena constituyen un paso irreversible en la patogénesis 

del padecimiento. La erosión del cartílago dañado en una articulación con 

osteoartrosis puede progresar hasta que el hueso subyacente sea expuesto. El 

hueso subcondral traumatizado constantemente puede evolucionar a 

degeneración quística lo que puede ocasionar necrosis secundaria a 

impactación dando como resultado áreas de esclerosis. La progresión de la 

enfermedad es lente desde años hasta décadas teniendo como síntoma inicial y 

principal el dolor. (11) 

Para tener un buen acercamiento diagnóstico de la OA en rodilla además de la 

exploración física, podemos usar clasificaciones ya establecidas, la más 
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comúnmente usada es la clasificación de Kellgren-Lawrence establecida en 

1957 dividiéndola en 3 grados con respecto al aspecto radiológico: 

 

0 = normal 

1 = dudosa disminución del espacio articular y posibles osteofitos pequeños. 

2 = osteofitos bien definidos y posible disminución del espacio articular la 

radiografía AP en apoyo. 

3 = múltiples osteofitos, definida disminución del espacio articular, esclerosis, 

posible deformidad ósea. 

4= grandes osteofitos, marcada disminución del espacio articular, severa 

esclerosis y deformidad ósea definida. (12) 

 

 

Tratamiento para la OA 

El tratamiento debe tener como objetivos primordiales la mejoría del dolor y de 

la función. Iniciando con el tratamiento de manera más conservadora posible 

mejorando los factores modificables como la educación del paciente, terapia 

física, pérdida de peso, disminución de carga a articulaciones. La farmacoterapia 

es el siguiente paso en tratamiento iniciando con AINE’s o corticoides. A pesar 

de la mejoría de los síntomas con estos medicamentos se trata de un tratamiento 

paliativo ya que no modifica el curso de la enfermedad, por lo tanto, se debe 

limitar su uso al dolor ya que los efectos secundarios que estos pueden ocasionar 

podrían empeorar el estado de salud del paciente. (13)  
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Tratamientos alternativos para la OA 

Actualmente la farmacoterapia en la artrosis es de tipo paliativo; no se ha 

demostrado que algún medicamento prevenga la enfermedad, retrase su avance 

o revierta los cambios patológicos de la artrosis.  En el tratamiento del dolor por 

artrosis, los medicamentos se deben utilizar como auxiliares de las medidas no 

farmacológicas. Estas últimas constituyen la piedra angular del tratamiento de 

esta enfermedad. El tratamiento oral o parenteral de corticoesteroides debe ser 

limitado en la OA, ya que los beneficios suelen ser de corta duración, se requiere 

ir aumentando la dosis y la toxicidad es elevada con el uso crónico. La 

glucosamina y el sulfato de condroitina han recibido gran atención recientemente 

para el tratamiento de la artrosis (14).  Además de la vía oral y parenteral, los 

AINE’s pueden ser usados de forma tópica. Sin embargo, su efecto analgésico 

es menor. Existen métodos más invasivos que mejoran el dolor por tiempo más 

prolongado como la infiltración intraarticular de fármacos como el ketorolaco, los 

corticoides o concentrados plaquetarios como el Plasma Rico en Plaquetas que 

ha comprobado tener un efecto analgésico prolongado hasta por 20 semanas. 

(15) En etapas más avanzadas de la enfermedad en que el tratamiento paliativo 

no es suficiente, se puede optar por métodos quirúrgicos desde los menos 

invasivos como la artroscopia, osteotomías correctoras, hasta métodos 

quirúrgicos definitivos como el reemplazo articular o artroplastía. (16) 

 

Diacereína en OA 

Entre las alternativas de los medicamentos orales se encuentran el colágeno 

hidrolizado y la diacereína. Esta última, es un derivado del aloe vera y está 

siendo ampliamente usada por vía oral ya que además de evitar los efectos 

adversos de los AINE´s los pacientes refieren mejoría del dolor con su uso 



 

 10 

continuo y se encuentra aún en investigación su posible efecto sobre la 

modificación o el retraso en la evolución del daño al cartílago articular. (13) 

 

(17) La reína (1,8-dihidroxi-3-carboxiantraquinona), es un metabolito de 

diacereína, que ha demostrado reducir la gravedad de la OA humana y la 

evolución de la OA en modelos animales. La reína, no puede inhibir la producción 

de prostaglandina E2 a partir de condrocitos articulares. Sin embargo, la droga 

exhibe algunos efectos antiinflamatorios y propiedades condroprotectoras. In 

vitro, la diacereína y reína son capaces de inhibir la estimulación de colagenasa 

inducida por la expresión de IL-1b en condrocitos de conejos, mientras que 

aumentan la síntesis de colágeno y proteoglicanos. La diacereína y la reína, 

también estimulan la expresión del factor de crecimiento transformante beta 1 

(TGF-b1) en condrocitos, un efecto que puede ser benéfico para el cartílago 

articular debido a TGF-b1 contrarresta la expresión de MMP inducida por IL-1b. 

De tal manera que la eficacia de la diacereína se atribuye a la regulación negativa 

de las vías inflamatorias inducidas por la IL-1b, principalmente involucrada en la 

destrucción del cartílago, lo que suprime la descomposición de la matriz del 

cartílago. A nivel de expresión génica, la diacereína aumenta la expresión del 

inhibidor tisular de la producción de metaloproteinasas-1 (TIMP-1). Además, la 

diacereína antagoniza las cascadas de señalización de la proteína MAPK 

quinasa MAPK, activada por IL-1b de los condrocitos articulares.  

 

Modelo de OA animal 

Los modelos animales son una herramienta importante para estudiar la etiología 

y patogenia en muchas enfermedades. Permiten realizar estudios 

experimentales que no es posible llevarlos a cabo en los seres humanos por 
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razones éticas y metodológicas. Los conocimientos que se tienen respecto a la 

fisiopatología de la OA humana se basan en gran parte en la experimentación 

previa en modelos animales. Además, estos forman la primera fase de los 

ensayos de fármacos In Vivo. Los modelos animales son especialmente 

relevantes en el estudio de la osteoartrosis. Actualmente, existen modelos 

bastante homologados y estandarizados para el estudio de esta enfermedad. Es 

importante tener en cuenta que cada modelo tiene sus propias ventajas y 

limitaciones y la interpretación de los resultados tampoco debe ir más allá de las 

limitaciones impuestas por el propio modelo en estudio. Los modelos 

experimentales de osteoartrosis ofrecen claras ventajas sobre la investigación 

en humanos. En ellos puede determinarse con precisión el comienzo y la 

duración de la enfermedad, así como su gravedad y progresión en el tiempo. 

Estas cualidades permiten hacer estudios secuenciales de la enfermedad, 

cuantificar y calificar con rigor los cambios patológicos encontrados. Para ello es 

imprescindible que cualquier modelo experimental de osteoartrosis reproduzca 

razonablemente la enfermedad como se desarrollaría en el paciente; además de 

tener características como disponibilidad del espécimen, bajo costo y facilidad 

de manejo para el estudio. Actualmente se han descrito diversos modelos de 

artrosis en animales, dentro de los cuales existen modelos de artrosis 

experimental por agresión química, la cual se basa en la inyección intraarticular 

de sustancias irritantes, la administración intraarticular de enzimas proteolíticas, 

como papaína, tripsina o colagenasa, desencadenando una artrosis por 

degradación química de las proteínas de la matriz extracelular. 
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CAPITULO III 

 

 

 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

 

 

 

La osteoartrosis es la más común de las patologías degenerativas del 

cartílago articular de origen multifactorial y es la mayor causa de discapacidad 

en adultos mayores de 70 años. A pesar de que existen múltiples tratamientos 

para esta enfermedad, ninguno ha demostrado una completa efectividad. 

Se ha reportado que la diacereína en procesos de osteoartrosis tiene un efecto 

analgésico por vía oral. Sin embargo, hasta el momento no existe ningún reporte 

del uso de este fármaco por vía intraarticular, por este motivo, el presente estudio 

pretende analizar los cambios macroscópicos e histológicos del efecto de la 

diacereína administrada como tratamiento en un modelo de OA de rodilla en 

conejos. 
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CAPÍTULO IV 

 

 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

 

 

 

El uso de diacereína intraarticular en modelo de osteoartrosis en conejos 

produce cambios favorables tanto macroscópicos como histológicos en el 

cartílago articular, hueso subcondral y membrana sinovial. 
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CAPÍTULO V 

 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

 

 

 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de la diacereína administrada de manera intraarticular en 

conejos con osteoartrosis química en ambas rodillas. 

 

Objetivos particulares 

1. Determinar la dosis terapéutica de la diacereína en cultivos celulares. 

2. Reproducir la lesión de osteoartrosis de rodilla en conejos de la raza 

Nueva Zelanda. 

3. Infiltrar la dosis terapéutica de diacereína en las rodillas derechas de los 

conejos sujetos de estudio. 
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4. Analizar mediante ensayos histológicos el efecto de la diacereína sobre el 

hueso subcondral, el cartílago articular y membrana sinovial de los 

conejos sujetos de estudio. 
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CAPÍTULO VI 

 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

 

 

Diseño metodológico del estudio 

El presente trabajo es un estudio experimental en modelo animal, transversal, 

comparativo, prospectivo y ciego respecto al evaluador. 

 

Descripción del diseño 

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica y el Comité de 

investigación de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario de la 

Universidad Autónoma de Nuevo León con registro OR17-007.  
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Debido a que el uso recomendado de la diacereína por vía oral es de 100mg al 

día, se realizaron ensayos de citotoxicidad celular para determinar la dosis 

adecuada para la infiltración de la diacereína en un modelo de osteoatrosis de 

rodilla. Para la selección del número de animales a emplear, decidimos 

apoyarnos en el método Charan para establecer el tamaño de muestra. (18)  

 

Se consideró un valor de nivel de confianza de 95%.  

En donde: 

E = Número total de animales – Número total de grupos. 

Que considera un valor de tamaño de muestra adecuado entre 10 y 20 animales, 

por tal motivo nuestra muestra fue: 

5 animales X 3 grupos = 15 animales totales  

E = 15 animales totales – 3 grupos = 12 animales, que de acuerdo a Charan, se 

considera un número de muestra adecuado. 

Por lo tanto: 

Se utilizaron 15 conejos machos de 3 meses de edad promedio y de 2.5kg 

promedio. Se realizaron estudios histológicos para observar los cambios en el 

cartílago articular estimulados por la diacereína infiltrada. 

 

Los grupos fueron distribuidos de la siguiente manera:  

 

Grupo 1.  

Infiltración de 0.25ml de diacereína, sacrificado a 4 semana de la inyección.  

Grupo 2.  

Infiltración de 0.25ml de diacereína, sacrificado a las 8 semanas de la inyección 

Grupo 3.  
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Infiltración de 0.25ml de diacereína, sacrificado a las 12 semanas de la inyección.  

 

Solubilidad de la diacereína 

Se realizaron pruebas para determinar la solubilidad de la diacereína en 

diferentes solventes y mezclas de ellos, con la finalidad de encontrar el solvente 

más adecuado para su disolución y su posterior aplicación. Para la determinación 

de la solubilidad, se tomó como base el “Flask method” recomendado por la 

OCDE (10). Una vez determinado el solvente adecuado y los resultados 

obtenidos durante la determinación de la solubilidad de la diacereína se 

prepararon soluciones a diferentes concentraciones de dicho compuesto para 

determinar la citotoxicidad de las mismas en cultivos celular primarios (0.5%, 1% 

y 2%). 

 

Dosis terapéutica 

Para los ensayos de citotoxidad se utilizó la línea celular HeLa y se hizo el ensayo 

de reducción del MTT (Thermo Fisher Scientific Inc), para estimar la viabilidad 

celular, dada por el número de células presentes en el cultivo lo cual es  capaz  

de  medirse  mediante  la  formación  de  un  compuesto  coloreado,  debido  a  

una  reacción  que  tiene  lugar  en  las  mitocondrias  de  las  células  viables.  

El  MTT  (Bromuro  de  3(4,5  dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico),  es  captado  

por  las  células  y  reducido  por  la  enzima  succínico  deshidrogenasa  

mitocondrial  a  su  forma  insoluble  formazan. La capacidad de las células para 

reducir al  MTT  constituye  un  indicador  de  la  integridad de las mitocondrias y 

su actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad celular. 

El período de exposición a  la  diacereína fue de  48 hrs.  La D.O., se midió 
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utilizando un filtro de 620 nm como referencia. Se realizaron al menos 3 réplicas 

de cada concentración a evaluar. 

 

Modelo de osteoartrosis química. 

Se realizó en un modelo establecido por Kikuchi y colaboradores (1998) en 

rodillas de conejos (19). Con uso de batas quirúrgicas, cubre bocas, guantes y 

gafas, previa asepsia y antisepsia, rasurado del área y con campos estériles, a 

cada conejo se le aplicó una inyección intramuscular de Xilacina 3 mg/Kg y 

Ketamina 46 mg/Kg. Posterior a la sedación, se trataron ambas rodillas con una 

infiltración de 250 µl de colagenasa tipo II (Clostridium histolyticum tipo II, enzima 

activa 425U/mg, SIGMA ALDRICH) a una concentración de 4 mg/ml para 

establecer una osteoartrosis leve de acuerdo al método estandarizado. El día de 

la primera infiltración con colagenasa se establece como día 1 y una segunda 

infiltración fue realizada al día 4. Es importante señalar, que el procedimiento 

consistió en una infiltración articular, por lo que el tiempo requerido de anestesia 

fue muy corto. Sin embargo, se realizó un monitoreo básico del animal durante 

la anestesia que incluye la frecuencia cardiaca (129-180 Ipm), frecuencia 

respiratoria (50-60 rpm), tiempo de llenado capilar y coloración de mucosas. Los 

conejos se mantuvieron durante 3 semanas en el bioterio de Fisiología de la 

facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León hasta que se 

obtuvo los modelos de osteoartrosis leve. Es muy importante el manejo del dolor 

en los conejos posterior a la infiltración de la colagenasa tipo II, debido a que los 

estados de dolor desencadenan la liberación de catecolaminas, que dan lugar a 

un aumento de la contractilibilidad y frecuencia cardiaca, taquicardia, 

vasocontricción periférica que aumentan la presión arterial. Si el dolor se 
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mantiene por períodos prolongados, pueden producirse estados de shock 

neurogénico. 

Como analgesia para manejo del dolor, se administró por via oral, meloxicam a 

una dosis de 0.6 mg/kg de peso. Se monitorearon los signos y síntomas para 

identificar el dolor en los animales como el lamerse en las rodillas, vocalizar, 

evitar saltar o estar indiferentes al manejo.  

 

Infiltración articular de la diacereína 

Una vez establecidos los modelos de osteoartrosis leve en ambas rodillas de 

todos los conejos, se infiltró a cada conejo la cantidad a establecida de 

diacereína en la rodilla derecha, dividiendo a estos en 3 grupos, de 5 animales 

cada uno. 

 

A cada conejo se le realizó una infiltración articular de la rodilla derecha con la 

sustancia en estudio y se realizó infiltración de la rodilla izquierda con solución 

salina (0.25ml) que se utilizó como grupo control.  

 

Grupo 1.  

Infiltración de 0.25ml de diacereína, sacrificado a 4 semana de la inyección.  

Grupo 2.  

Infiltración de 0.25ml de diacereína, sacrificado a las 8 semanas de la inyección. 

Grupo 3.  

Infiltración de 0.25ml de diacereína, sacrificado a las 12 semanas de la inyección.  

 

Todos los procedimientos fueron realizados bajo anestesia general con Xilacina 

y Ketamina. Todas las rodillas fueron infiltradas por el mismo investigador. Los 
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conejos se mantuvieron en el Bioterio del Departamento de Fisiología de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León, con los 

cuidados higiénicos y dietéticos generales. No se detectó ningún animal enfermo 

durante el ensayo. 

 

Obtención de las muestras a estudiar 

Una vez concluido el periodo de tiempo de exposición a las sustancias en 

estudio, se realizó la eutanasia de los animales con Pentobarbital sódico IV y se 

revisaron signos vitales como latido del corazón y respiración. Posteriormente, 

se realizó la disección y resección en bloque de ambas rodillas de todos los 

conejos. Los bloques de cada rodilla se colocaron dentro de una solución con 

paraformaldehido al 4% para su conservación. Todas las muestras, previamente 

identificadas, fueron enviadas para su estudio histológico al departamento de 

Histología de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo 

León. Una vez concluida la toma de muestras, el cadáver fue colocado en una 

bolsa amarilla y el cadáver fue incinerado de acuerdo a los protocolos 

establecidos dentro del Bioterio de Fisiología de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Autónoma de Nuevo León.  

 

Análisis morfológico e histológico 

El análisis morfológico se realizó mediante la escala publicada por Yoshioka y 

cols (20). En la cual el grado 1 indica superficie articular intacta; grado 2, mínima 

fibrilación; grado 3, fibrilación evidente y grado 4, erosión con exposición de 

hueso. (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Escala de Yoshioka para la evaluación morfológica del cartílago articular 
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Grado Descripción 

1 Superficie articular intacta 

2 Mínima fibrilación 

3 Fibrilación evidente 

4 Erosión con exposición de hueso 

 

Las muestras de ambas rodillas de cada conejo fueron fijadas, decalcificadas y 

embebidas en bloques de parafina. Se realizaron cortes sagitales de 4 

micrómetros, se tiñeron con Hematoxilina y Eosina para su valoración 

estructural, celularidad e integridad del “tidemark”.  

Se utilizó la escala propuesta por Mankin y cols (21). En ella se asigna una 

puntuación histológica a cada caso, resultado de sumar los valores 

correspondientes a las alteraciones en la estructura del cartílago, en su 

celularidad, en la tinción de la matriz y en el “tidemark” o línea limitante basófila. 

De este modo, al cartílago normal le corresponden 0 puntos, y a la afectación 

más grave del cartílago le corresponderían 14 puntos (Tabla 3). La escala de 

Mankin ha demostrado buena correlación inter e intraobservador, refleja 

adecuadamente el nivel de alteración metabólica condrocitaria y constituye el 

“Gold Standard” para la evaluación histopatológica del cartílago hialino articular. 

La evaluación y graduación morfológica e histopatológica fue realizada por un 

observador independiente que no conocía a qué grupo pertenecía cada muestra. 

 

Tabla 2. Escala de Mankin para la evaluación microscópica del cartílago. 
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Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados mediante el programa Prisma 6.0. Para los ensayos 

de viabilidad celular los datos fueron analizados mediante una prueba T de 

Student. Los datos de la evaluación histológica fueron analizados mediante una 

prueba de Wilcoxon para variables no paramétricas. Los datos fueron 

presentados como promedio ± error estándar, a excepción de la evaluación 

histológica donde se graficó la sumatoria de los parámetros evaluados. Las 

diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas cuando p<0.05.  

 

SUBESCALAS ALTERACIONES PUNTUACIÓN

ESTRUCTURA Normal 0
Irregularidades en la superficie 1

Irregularidades en la superficie y
pannus

2

Hendiduras hasta zona de transición 3

Hendiduras hasta zona radial 4

Hendiduras hasta zona calcificada 5

Desorganización completa 6

CELULARIDAD Normal 0
Hipercelularidad Difusa 1

Presencia de clones 2
Hipocelularidad 3

TINCIÓN	DE	LA	MATRIZ Normal 0

Reducción leve 1
Reducción moderada 2
Reducción severa 3
Ausencia de tinción 4

INTEGRIDAD	DE	
TIDEMARK

Intacta 0

Invasión de vasos 1
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CAPÍTULO VII 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

 

 

Pruebas de solubilidad 

Se realizaron pruebas de solubilidad siguiendo lo establecido por OCDE en el 

“método del matraz (flask method)”. Una solución saturada del fármaco se dejó 

en agitación constante durante 24 h a 25°C, finalmente se centrifugaron a 3500 

rpm a 25°C durante 5 min, para finalmente separar la solución del sólido no 

disuelto. 

Los solventes estudiados fueron PBS y DMSO (0.5, 1 y 2 %). 

Método de cuantificación de la diacereína 

Para la cuantificación de la diacereína se desarrolló un método de HPLC 

(Cromatografía de alta resolución), empleando un cromatógrafo HP 1100 con 

detector de longitud de onda variable. 
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Se optimizaron las condiciones de trabajo, teniendo como condiciones óptimas 

las siguientes: 

Columna: XDB-C8 2.1 x 100 mm, 3.5µm 

Fase móvil: Buffer de formiatos 40 mM, pH 4 : Metanol (40:60) 

Flujo: 0.2 mL/min 

Temperatura de columna: 40°C 

Longitud de onda de detección: 258 nm 

  

El método desarrollado fue validado considerando las recomendaciones de la 

ICH. Los parámetros evaluados fueron linealidad, precisión, exactitud, límite de 

detección y límite de cuantificación. 

Para la validación del método se preparó una solución concentrada de la 

diacereína de 200 µg/mL en una mezcla de buffer de amonio/amoniaco 100 mM 

a pH 9 y metanol (60:40); a partir de esta se prepararon las soluciones de trabajo 

en un rango de 0.25 a 16 µg/mL en la misma mezcla de solventes. 

 

• Linealidad 

Para la construcción de las curvas de calibración por estándar externo, se 

prepararon estándares de ambos productos a 7 niveles de concentración (0.25, 

0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 µg/mL) por triplicado. Para establecer la relación entre el área 

de la señal cromatográfica y la concentración del analito, se realizó un análisis 

de regresión lineal, se obtuvo la ecuación de la recta y se evaluaron los  

coeficientes de correlación y determinación (r y r2). Ambos coeficientes fueron 

superiores a 0.998 por lo cual podemos decir que nuestro método es lineal. 
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Figura 2. Curva de calibración de la diacereína 

 

• Precisión 

La precisión fue evaluada calculando el porcentaje de desviación estándar 

relativa de la respuesta de los estándares. Teniendo un rango de 1.09 – 3.33 

%DER  por lo que podemos decir que el método es preciso. 

 

• Exactitud 

Se evaluó analizando la correlación entre la concentración calculada para los 

estándares de calibración y su concentración real. Para ello, se calculó la 

concentración de los estándares utilizando la ecuación de la recta obtenida para 

la curva de calibración y se realizó un análisis de regresión por mínimos 

cuadrados, evaluando los coeficientes de correlación y determinación así como 

el valor de la pendiente de la recta. El valor de r2>0.99 y el valor de la pendiente 

(m) fue semejante a 1. Por lo cual podemos concluir que el método es exacto. 
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Resultados de la solubilidad 

Desde el inicio de los ensayos, se detectó que la dicereína no se solubilizabacon 

facilidad. Se intentaron varios métodos, así como la utilización de diferentes 

solventes en agitación (Figura 3). Se utilizaron diferentes concentraciones de 

PBS y diacereína para determinar cuál ofrecía mayor solubilidad (0.5%, 1% y 

2%). Se encontró que el DMSO al 2% ofrecía mayor solubilidad a la diacereína, 

incluso este resultado fue mejor en comparación al PBS (Tabla 4). 

  

Figura 3. Disolución de la diacereína. Método de agitación durante 24 horas en 

DMSO y PBS. 

 

Tabla 3. Solubilidad de la diaceréina en PBS y DMSO. 

Diacereína 

Solvente Solubilidad mg/mL %DER 

PBS 0.0143  55.5 

DMSO 1% 0.0186 25.5 

DMSO 1% 0.0216 18.13 

DMSA 2% 0.0234 19.46 
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Al inicio del estudio, únicamente se contaba con la diacereína, amablemente 

donada por los laboratorios MEGAFARMA SA de CV. Semanas después de 

haber iniciado los ensayos In vivo, la misma empresa nos donó reína, metabolito 

activo de la diacereína. Por cuestiones de tiempo, ya no pudimos agregar un 

grupo experimental más al estudio. Sin embargo, decidimos realizar los mismos 

ensayos de solubilidad e In vitro para este metabolito (Figura 4 y Tabla 5). 

 

Figura 4. Disolución de la reína. Método de agitación durante 24 horas en DMSO 

y PBS. 

 

 

Tabla 4. Solubilidad de la réina en PBS y DMSO. 

Reína 

Solvente Solubilidad mg/mL %DER 

PBS 0.0253  58.6 

DMSO 0.5% 0.0346 36.34 

DMSO 1% 0.0421 28.17 

DMSO 2% 0.0486 23.03 
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Encontramos que la reína tiene mayor solubilidad que la diacereína en DMSO al 

2%. Sin embargo, ninguno de estas dos sustancias, pudieron disolverse al 100%. 

 

Ensayo de citotoxicidad 

El ensayo de reducción de MTT se usó como un índice cualitativo de viabilidad 

celular. Las deshidrogenasas mitocondriales y citosólicas de las células vivas 

reducen la sal amarilla de tetrazolio (MTT) para producir un tinte formazan 

púrpura que puede detectarse espectrofotométricamente. Las células se trataron 

con diferentes concentraciones de diacereína, se enjuagaron una vez y se 

incubaron con suero medio libre que contiene 0,4 mg/ml de MTT. 

 

Se sembraron 5x103 células en una placa de 98 pozos. Después de 2 horas, se 

aspiró la solución de MTT y se añadieron las sustancias sujetas de estudio por 

triplicado. La placa fue agitada suavemente durante 10 minutos para lograr una 

distribución completa de las soluciones. Las densidades ópticas del 

sobrenadante se leyeron a 570nm usando un espectrofotómetro de microplacas 

(Spectra Max 340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Las absorbancias se 

normalizaron con respecto a los cultivos de control no tratados para calcular los 

cambios en la viabilidad celular, en donde únicamente se crecieron las células 

en medio DMEM con antibiótico y 10% de SBF. Para calcular el porcentaje de 

viabilidad celular, se utilizó la siguiente fórmula: 

Viabilidad celular (%)= absorbancia en la muestra x 100 

                                        absorbancia del control 

Pudimos observar que no existe una diferencia estadísticamente significativa con 

respecto al porcentaje a utilizar 0.05% y 1% de DMSO (Figura 5). Sin embargo, 

existe una ligera tendencia, aunque no significativa, de disminución en la 
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viabilidad celular utilizando 2% de DMSO como disolvente. Debido a estos 

resultados, decidimos infiltrar la diacereína/DMSO 1%. 

 

 Figura 5. Efecto de la diacereína sobre la citotoxicidad. Las células HeLa se 

trataron durante 48 h en DMEM/10% SBF y con diacereína/DMSO (0,05%, 1%, 

2%, respectivamente). Los datos son medias y su respectiva desviación estándar 

para muestras por triplicado. La significancia estadística de la diferencia entre 

las células control en DMEM y las células tratadas se determinó usando la 

prueba t de Student (p<0.05). 

 

Evaluación macroscópica 

Las rodillas izquierdas fueron el grupo control de lesión, mientras que las rodillas 

derechas fueron sometida al tratamiento con diacereína.  Las rodillas izquierdas 

de los tres grupos, en las cuales se dejó progresar la lesión, se observaron 

erosiones evidentes con datos de fibrilación y en algunos casos se pudo observar 

el hueso subcondral en los cóndilos femorales así como en los platillos tibiales, 

es importante señalar que en la evaluación macroscópica por la escala de 
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Yoshioka (Tabla 5), este grupo control se acercó más a un puntaje de 4, lo que 

demuestra que la articulación presenta una artrosis establecida (P=025). 

Tomando en cuenta los grupos establecidos (Grupo1, 4 semanas. Grupo 2, 8 

semanas y grupo 3, 12 semanas), en las rodillas derechas (diacereína), para el 

grupo 2, encontramos que el cartílago articular obtuvo una puntuación mayor en 

comparación con el grupo 1 con una diferencia estadísticamente significativa (P= 

0.010). En cambio, no hubo una diferencia entre los grupos 2 y 3. En general, se 

observó una superficie lisa y con mucho menor erosión y fibrilación. 

 

Tabla 5. Resultados de la valoración macroscópica a través de la escala de 

Yoshioka. 

Grupo 
Rodilla 

Izquierda 
Rodilla Derecha 

1 (4 semanas) 3.75 +0.71 2.45 +0.76 

2 (8 semanas) 3.75 +0.46 2.13 +0.35 

3 (12 semanas) 3.50 +0.35 2.86 +0.49 

 

 

Evaluación histológica 

Las rodillas izquierdas de todos los grupos, mostraron hendiduras, así como 

fibrilación en la superficie articular. Sin embargo, las rodillas derechas a las 

cuales se les administró diacereína, a pesar que entre el grupo 1 y 2 no 

mostraban datos de fibrilación, se observó hipercelularidad que es un indicador 

de una atrofia, así como pérdida de la congruencia entre las diferentes zonas del 

cartílago articular (Figura 6).  
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Figura 6. Microfotografías de cortes histológicos de rodillas de los diferentes 

grupos sujetos a estudio.  En la imagen A y D) Grupo 1 se observa fibrilación en 

la superficie articular y datos de hipercelularidad en la rodilla derecha 

respectivamente. B y E) Grupo 2, se observa el cartílago articular agrietado y 

perdida de la congruencia del cartílago. Sin embargo, también existen datos de 

hipercelularidad en la rodilla derecha. C y F) Grupo 3 se observa hipercelularidad 

y pérdida de la estructura, muy similar a lo encontrado en la rodilla derecha. 

Tinciones con H&E, objetivo 5x.  

 

 

La Escala Mankin evalúa rasgos del cartílago tratado valorándolos con un 

puntaje que va del 0 al 6, siendo 0 el peor resultado y 6 un tejido similar al 

cartílago hialino. A partir de las observaciones de tres técnicos diferentes y de 

forma independiente, se determinaron los puntajes para cada variable y se aplicó 

la prueba Wilcoxon para datos no paramétricos. 

En las rodillas derechas del grupo 1 y 2, encontramos que el cartílago articular, 

histológicamente, obtuvo mayor puntuación en la escala de Mankin, en 

A B C 

D E F 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 
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comparación con sus rodillas contralaterales, lo que indicó mayor afección en las 

que se dejó progresar la lesión, con una diferencia estadísticamente significativa 

(P= 0.010). Los cambios principales se observaron entre los grupos 1 y 3, en 

donde se observó una franca afección a la estructura, con hendiduras más 

profundas (P = 0.011).  

 

Reína 

Como se mencionó anteriormente, se recibió una muestra de reína tiempo 

después de haber infiltrado a los conejos sujetos de estudio. A pesar de contar 

con una ligera solubilidad mayor a la diacereína, tampoco se logró el 100% de 

solubilidad para este metabolito. Sin embargo, en la búsqueda que un medio 

capaz de diluir estos derivados del Aloe vera, se utilizó suero y plasma humano. 

Observamos que en el suero la reína pudo disolverse en un 95% y que en el 

plasma en un 80% (Figura 7), por lo que en comparación con el PBS y el DMSO, 

el suero ofrece una oportunidad para realizar ensayos de viabilidad celular, así 

como de expresión celular (Tabla 7). 

 

Figura 7. Dilución de la reína. Comparación entre la dilución de la diacereína en 

diferentes vehículos. 

 

Plasma Suero DMSO PBS 
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Tabla 6. Solubilidad de reína en diferentes vehículos. 

Reína 

Solvente Solubilidad mg/mL %DER 

PBS 0.0253  58.6 

DMSO 1% 0.0421 28.17 

Suero 0.975  0.81 

Plasma 0.854 0.32 

 

Por medio de cromatografía de alta resolución, se pudo identificar los metabolitos 

del suero y de la reína, así como una interacción entre las proteínas presentes 

en el suero con la reína (Figura 8). Al diluir el plasma con la reína, si bien se pudo 

disolver en un 80%, observamos la formación de una capa de lípidos en la parte 

superior de la mezcla. Esto sugiere que, en el plasma, la reína interactúa con 

lipoproteínas, lo que nos hace suponer que esta combinación puede llegar influir 

de manera negativa en un posible uso y aplicación de la reína de manera 

intraarticular, aprovechando los factores condroprotectores presentes en el 

plasma. 
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Figura 8. Cromatogramas de la reína. Identificación de los metabolitos por medio 

de HPLC. Se puede observar un pico nuevo a partir de la interacción entre las 

proteínas del suero y la reína. 
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CAPÍTULO VIII 

 

 

 

 

DISCUSIÓN 

 

 

 

 

La OA es el resultado de factores mecánicos y biológicos que desestabilizan el 

acoplamiento normal entre la degradación y la síntesis por los condrocitos de la 

matriz extracelular del cartílago articular y del hueso subcondral. La OA puede 

ser iniciada por múltiples factores entre los que se incluyen factores genéticos, 

ambientales, metabólicos y traumáticos (22). 

Dependiendo de la articulación afectada, los factores son distintos y se puede 

diferenciar entre una susceptibilidad generalizada, como la edad, peso, densidad 

mineral ósea, factores nutricionales, herencia, sexo y los factores locales de la 

articulación, como traumatismos, alteraciones anatómicas de la articulación y la 

actividad física del paciente (23,24,25). 



 

 37 

Este proceso se considera irreversible y actualmente no existe un tratamiento 

que pueda curar completamente esta patología.  Los objetivos se basan en la 

reducción del dolor, control de la inflamación, disminución de la sobre carga de 

la articulación y mantener el movimiento adecuado de la misma (23,25). 

Actualmente la farmacoterapia en la artrosis es de tipo paliativo; no se ha 

demostrado que algún medicamento prevenga la enfermedad, retrase su avance 

o revierta los cambios patológicos de la OA.  En el tratamiento del dolor por OA, 

los medicamentos se deben utilizar como auxiliares de las medidas no 

farmacológicas. Estas últimas constituyen la piedra angular del tratamiento de 

esta enfermedad. El tratamiento oral o parenteral de corticoesteroides debe ser 

limitado en la OA, ya que los beneficios suelen ser de corta duración, se requiere 

ir aumentando la dosis y la toxicidad es elevada con el uso crónico. La 

glucosamina y el sulfato de condroitina han recibido gran atención recientemente 

para el tratamiento de la artrosis (26).  

El ejercicio, la pérdida de peso, los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) y 

las inyecciones intraarticulares con esteroides son métodos comúnmente usados 

para aliviar el dolor y mejorar la función en pacientes con OA.  Sin embargo, 

estas medidas no siempre son bien toleradas o efectivas. En ausencia de un 

tratamiento mejor para las etapas tempranas de la enfermedad se han abierto 

diferentes líneas de investigación con objeto de mejorar los tratamientos antes 

descritos, y una de tantas líneas de investigación es el uso de ácido hialurónico. 

La inyección intraarticular de ácido hialurónico ha sido aprobada para el 

tratamiento de los pacientes con OA de rodilla en los cuales ha fracasado el 

programa de tratamiento no farmacológico y de analgésicos simples (27).  

La diacereína, un derivado semi sintético de la antraquinona, inhibe la 

interleucina-1-beta (IL-1b) citocina que, según estudios en animales, desempeña 
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un papel clave en la patogénesis de la OA. La diacereína fue sintetizada en 1980 

y autorizada en algunos países de la Unión Europea y Asia por hasta 20 años. 

Por vía oral, ha demostrado una eficacia moderada y tolerabilidad aceptable en 

varios ensayos de calidad baja a moderada. A principios del año 2015, la Agencia 

Europea de Medicamentos (EMA) realizó una revisión y restringió el uso de 

medicamentos que contienen diacereína. Esto se debió a las principales 

preocupaciones sobre la frecuencia y la gravedad de la diarrea y los trastornos 

hepáticos en pacientes con OA. Además, el Comité de evaluación de riesgos de 

fármaco-vigilancia (PRAC) de la EMA cuestionó los beneficios clínicos limitados 

de la diacereína, que, en su opinión, no superaban sus riesgos. En general, 

existe evidencia de que la diacereína es modestamente efectiva para los 

síntomas y posiblemente para los cambios radiográficos, pero esto debe 

equilibrarse con tasas más altas de toxicidad gastrointestinal (28). Sin embargo, 

en la actualidad no existe un tratamiento que incluya la infiltración intraarticular 

de diacereína o reína. Para el presente estudio, realizamos revisiones de la 

literatura y no obtuvimos referencia de estudios In vitro con diacereína y menos 

aún, de algún estudio que se apoye en un modelo animal para evaluar el efecto 

de este fármaco sobre el cartílago articular. En nuestro estudio, evaluamos el 

efecto citotóxico de la diacereína en una línea celular, encontrando que no existe 

una diferencia significativa entre el grupo control (DMEM) y los demás grupos, 

los cuales se caracterizaron por tener diferentes concentraciones de DMSO 

como vehículo para la dilución de la diacereína. Al evidenciar una leve 

disminución de la viabilidad celular, pero no representó una diferencia 

estadísticamente significativa entre el grupo control y el grupo con 2% de DMSO, 

decidimos infiltrar diacereína disuelta en un 2% de DMSO, que al momento de 

cuantificar, representó un 0.2016 mg/ml de diacereína.  
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Los modelos animales aportan muchas de las claves para mejorar nuestra 

comprensión sobre la evolución de las lesiones condrales en la OA y la creación 

de tratamientos que pudieran ser eficaces. Kikuchi y colaboradores (19) 

establecieron un modelo de OA química fundamentada en la aplicación de 

colagenasa tipo II. En nuestro estudio, encontramos que en las rodillas en donde 

se infiltró la diacereína, a los 4 y 8 días post inyección, se observó casi intacta la 

superficie celular, en comparación con los grupos en donde se dejó progresar la 

lesión (rodillas izquierdas). Sin embargo, encontramos hipercelularidad en las 

rodillas que recibieron tratamiento con diacereína, esto indica hipertrofia celular, 

lo que nos hace suponer que la dosis que se aplicó en este estudio y bajo 

nuestras condiciones ambientales, probablemente tuvo un efecto que retrasó la 

progresión de la OA, pero no modificó de manera favorable una reparación del 

tejido lesionado. A los 12 días post inyección, en las rodillas que recibieron 

diacereína de manera microscópica, se pudo observar en el peor de los casos, 

fibrilación en la superficie articular en menor grado que en la rodilla izquierda en 

donde se reportó erosión del cartílago, grietas evidentes e hipercelularidad.  

Legendré et al; 2017, (17) estudiaron los efectos de concentraciones 

farmacológicamente relevantes de reína (1,8-dihidroxi-3-carboxiantraquinona) 

sobre la tasa de proliferación celular de condrocitos y sinoviocitos humanos. No 

observaron citotoxicidad del fármaco. Sin embargo, reportaron que la reína 

inhibe la proliferación de sinoviocitos y condrocitos, lo que sugiere que el fármaco 

puede disminuir el desarrollo del tejido sinovial inflamatorio que acompaña a las 

patologías articulares. Tanto sus efectos anti-catabólicos como anti-proliferativos 

pueden explicar su efecto beneficioso en el tratamiento de enfermedades 

articulares. En nuestro estudio encontramos que existe una dificultad para 

disolver la reína. Sin embargo, encontramos que la reína se disuelve casi en un 
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100% cuando se pone en contacto con el suero y en menor medida cuando se 

mezcla con el plasma. Debido a que, tanto en el suero, como en el plasma, 

existen proteínas que pudieran favorecer la condrogénesis, pensamos que es 

importante realizar estudios para analizar el estímulo positivo que pudiera 

aportar este tratamiento.  
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CAPÍTULO IX 

 

 

 

 

CONCLUSIÓN 

 

 

 

 

Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio en donde se infiltra 

diacereína en un modelo animal con el objetivo de observar los cambios 

inducidos por este fármaco derivado del Aloe vera.  

Consideramos que la diacereína tiene un probable efecto condroprotector sobre 

el cartílago osteoartrósico, debido a que no observamos destrucción 

generalizada ni pérdida del espesor completo de este tejido entre los grupos 

sujetos de estudio. 

Se necesita mayor tiempo de estudio, así como un disolvente que permita el 

homogenizado del total de la diacereína. 
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CAPÍTULO X 

 

 

 

 

PERSPECTIVAS 

 

 

 

 

Debido a que la reína es el metabolito activo de la diacereína y a su 

potencial como inhibidor de citocinas pro-inflamatorias, consideramos importante 

analizar el efecto de la reína disuelta en suero o plasma. 

También, sugerimos estandarizar las condiciones de disolución entre el suero o 

plasma con la reína, con el objetivo de disolver en un 100% éste fármaco. 
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Capítulo XII 

 

 

 

 

Resumen Autobiográfico 

 

 

 

 

Como requisito para obtener el grado de 

Especialista en Ortopedia y Traumatología 

 

 

 

 

Tesis: 

 

 

 

“EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE DIACEREÍNA VÍA 

INTRAARTICULAR EN UN MODELO DE OSTEOARTROSIS DE 

RODILLA” 

 

 

Campo de estudio: Ciencias de la salud 



 

 48 

Datos personales: 

 

Proveniente de H. Matamoros, Tamaulipas; mis padres son Jesús 
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