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INTRODUCCIÓN
La simulación computacional de la respuesta activa y pasiva del músculo esquelético, mediante elementos finitos, requiere definir con exactitud la orientación de las fibras musculares, ya que la 
disposición de éstas se relaciona directamente con la fuerza desarrollada por el tejido [1]. En este trabajo se presenta una metodología que permite determinar la orientación de las fibras 
musculares a partir de imágenes de alta resolución de los músculos infraespinoso y supraespinoso del manguito rotador de ratón.

En primer lugar se aisló el manguito rotador de tres muestras de ratón. Después se observó bajo microscopio confocal para obtener imágenes de alta calidad de las orientaciones de las fibras. 
Dichas imágenes se procesaron para poder parametrizar las orientaciones de las fibra y se analizaron estadísticamente los valores de los ángulos de fibras de las diferentes muestras para 
estudiar la similitud entre las diferentes muestras.

MATERIAL Y MÉTODOS
Obtención de las muestras

Obtención de las imágenes de alta calidad

- Se aisló la articulación del hombro de tres ratones adultos wilde type (C57BL/6J) (n=3), siguiendo la normativa vigente (RD 53/2013)
- Se diseccionó el húmero, la escápula y los músculos supra e infraespinoso. Los músculos de interés se mantuvieron en su posición nativa sobre la escápula, manteniendo su tensión natural al estar 
conectados a los tendones y éstos, a la cabeza del húmero
- Las muestras se fijaron en 4% paraformaldehído durante 48 horas
- Posteriormente se descalcificaron durante 72 horas
- Las muestras se embebieron en gelatina y se tallaron en vibratomo en secciones de aproximadamente 300-500 µm2, obteniendo entre 5-7 bloques de cada muestra en estudio

Ratón adulto wilde type (C57BL/6J)

Se realizó inmunofluorescencia de cada bloque de 300-500 µm2 utilizando el 
anticuerpo Distrofina, marcador específico de las fibras musculares y se 

observó cada uno con el microscopio multifotón Zeiss LSM 880 NLO

Con epifluorescencia se distinguen las fibras musculares por la emisión de 
fluorescencia (λ=488nm; verde), mientras que el hueso de la escápula y los tendones 

se distinguen por la generación de señales de segundo harmónico

El microscopio proporciona las imágenes de la distribución tanto de tejido blando 
como de tejido duro, separados en dos canales (verde/blanco). De cada corte se 

obtienen múltiples imágenes a distintas profundidades

Procesado de imágenes para la obtención de los ángulos de penación

Análisis de las orientaciones de fibras

Las imágenes de tipo .czi  se procesaron con el programa Fiji Complemento Analyze-Tubeness implementado en Fiji [2] Complemento OrientationJ-Vector Field desarrollado por [3]

Selección de las regiones para hacer análisis estadístico

Se llevó a cabo el análisis estadístico de Kolmogorov-Smirnov mediante el programa Matlab para comprobar si todas las regiones seguían una distribución normal
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CONCLUSIONES
- La metodología proporciona de manera precisa las orientaciones de las fibras a lo largo de la geometría del tejido
- Se caracteriza de forma automatizada cómo la arquitectura muscular cambia de la región distal a la proximal en la inserción con el tendón
- Las 90 regiones analizadas mediante el método de Kolmogorov-Smirnov siguen una distribución normal
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