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L.- Justificacion y objetivos

Cada vez es mas generalizada y esta mas aceptada la idea de que ¢l gjercicio
regular puede aumentar la salud y posibilitar una mayor longevidad
[PAFFENBARGER vy cols., 1986; LANE y cols., 1987; HASKELL, 1988; BLAIR y
cols., 1992; FRIES y cols., 1994]. Este convencimiento unido a la sensacion de
bienestar fisico y psiquico que comunmente reporta la actividad fisica, estan
provocando un aumento del nimero de personas de todas las edades que practican
algin tipo de ejercicio. En la mayor parte de los casos, las personas gozan de
articulaciones sanas, consideradas normales, y esta por ver si su participacion en
diferentes deportes o programas de actividad fisica podria aumentar el riesgo para
desarrollar una enfermedad articular degenerativa. Sin embargo, cuando ya existe una
patologia degenerativa de las articulaciones, por muy incipiente que sea, resulta
imprescindible establecer qué tipos de actividad fisica podrian acelerar la progresion
de las enfermedades y cuales mantendrian y/o posibilitarian un incremento de la
movilidad.

Los estudios sobre la relacién entre el ejercicio y la artrosis sugieren que, al
menos, algunos tipos de uso repetitivo de las articulaciones contribuyen al desarrollo
de enfermedad articular degenerativa. En este sentido, se han realizado estudios en
grupos de individuos con ocupaciones que exigen considerables esfuerzos fisicos,
incluyendo a granjeros, trabajadores de la construccion, del metal y mineros [LANE y
BUCKWALTER, 1993; BUCKWALTER vy cols., 1995]; y los resultados indican que
la carga repetitiva intensa de las articulaciones podria conducir a un comienzo
temprano de la degeneracion articular. Entre las actividades laborales especificas que
se han asociado con la artrosis, se incluyen el levantamiento o transporte repetitivo de
objetos pesados, la adopcion de posturas inadecuadas en el trabajo, la vibracion, los
movimientos repetidos continuamente, y el trabajo rapido determinado por una maquina
[HELIOVAARA y cols., 1993]. En ¢l ambito deportivo, algunos estudios sugieren que
la participacion en deportes competitivos aumenta el riesgo de artrosis, estableciendo
una relacion clara entre una actividad fisica vigorosa y la aparicion de artrosis [LANE
& BUCKWALTER, 1993; KUJALA y cols., 1994, 1995; BUCKWALTER vy cols.,
1995; VINGARD y cols., 1995]. En sentido contrario, otros estudios demuestran que
muchos individuos pueden practicar deporte durante toda su vida sin desarrollar
artrosis clinicamente aparente [BUCKWALTER, 1995; BUCKWALTER v cols.,
1995] y, para mayor abundamiento, trabajos experimentales recientes muestran que el
uso articular regular durante la vida no conduce al desgaste de la superficie articular
[NEWTON vy cols., en prensa).
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Los trabajos experimentales realizados con la intencidn de averiguar las
repercusiones del ejercicio fisico sistematizado sobre ¢l cartilago articular han obtenido
conclusiones diferentes. La falta de uniformidad en las condiciones de los sujetos y en
las caracteristicas del entrenamiento, hacen que los resultados sean desiguales.
Dependiendo de la cantidad y la duracion del gjercicio se han encontrado aumentos y
disminuciones en el grosor del cartilago articular, en el contenido de los proteoglucanos
matriciales y en la resistencia a la indentacion.

En este contexto, las diferentes experiencias obtienen resultados que
aparentemente son opuestos y que sus autores interpretan como variaciones “benignas”
o adaptaciones del cartilago al ejercicio. De igual manera, se puede comprobar que la
mayor parte de los estudios se centran en la obtencion de datos de una forma
mecanizada o automatizada, mediante la utilizacion de tecnologias vanguardistas, sin
detenerse a observar meticulosamente la morfologia del cartilago.

Por otro lado, el estudio del cartilago articular recibe un tratamiento
homogeneo, sin tener en cuenta su caracter anisotropico y que en una misma superficie
articular pueden identificarse regiones que mecanica y morfolégicamente son muy
diferentes. Este planteamiento lleva a los autores a considerar que cualquier cambio
observado se refiere a la totalidad del cartilago v que todo ¢l responde segiin un patron
inico de comportamiento. Sin embargo, parece logico pensar que, dada la
heterogeneidad regional del cartilago, las respuestas no debieran ser tan homogéneas,

‘siendo imprescindible un estudio mas profundo para averiguar la repercusién del
gjercicio sobre todas y cada una de las regiones anatomo-funcionales, basandose en el
supuesto de que st las condiciones mecanicas son distintas, las consecuencias del
gjercicio fisico sobre cada una de ellas tendran que ser de diferente naturaleza e
mtensidad.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, nuestro propdsito en este trabajo sera
averiguar la influencia del gercicio fisico sobre el cartilago articular del cdndilo
Jemoral interno de la rodilla izquierda de las ratas, para lo cual, hemos establecido
los siguientes objetivos:

Primero.- Obtener el patrén normal de crecimiento de las ratas (peso, iongitud
corporal, longitud 6sea y alimentacion) y el efecto del gjercicio fisico
sobre el mismo,

Segundo.- Establecer una division del cartilago articular en regiones
morfofuncionales distintas.
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Tercero.-

Cuarto.-

Quinto.-

Estudiar la longitud v la curvidad de la superficie articular completa y de
cada una de las regiones morfofuncionales del cartilago articular, asi
como el efecto del ejercicio fisico sobre las mismas.

Establecer las caracteristicas histologicas normales para cada una de las
regiones morfofuncionales del cartilago articular (grosor, celulandad,
definicion zonal, caracteristicas estructurales y apetencias tintoriales) y
sus variaciones con el gjercicio fisico.

Estudiar las caracteristicas histologicas normales del tejido cartilaginoso
epifisario (agrupamiento celular, estratificacién y apetencias tintoriales)
y del hueso subcondral { organizacion trabecular, presencia de tejido
osteoide ¢ interdigitaciones osteocondrales) en cada una de las regiones
morfofuncionales del cartilago articular y su variacion con el ejercicio
fisico.
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IL.- Introduccion

La evolucion de los seres vivos trajo como consecuencia el paso de los primeros
y mas simples organismos unicelulares a un estado mis modemo y complejo
representado por los organismos pluricelulares eucariotas. Para aquellos organismos,
constituidos por una célula aislada ¢ independiente cada uno, no resultaba excesivamen-
te complicado llevar a cabo todas sus funciones vitales en un medio liquido que
facilitaba, en todo momento, el contacto de cualquier punto de la membrana celular con
el ambiente. Sin embargo, todo se complica cuando las colonias celulares comienzan
a organizarse en estructuras pluricelulares. Ahora, no todas las células tienen contacto
directo con el medio y, por lo tanto, han de establecerse las formulas mas adecuadas
para que todas ellas, sin excepcion, puedan recibir los nutrientes necesarios para su
metabolismo y eliminar los desechos que se produzcan.

La forma mas sencilla de solventar este "problema” es mediante la dedicacién
de unas cuantas células de ese organismo a dichas labores. Pero no hay que olvidar que
el mantenimiento de la vida supone la realizacién de un mimero de tareas mucho mayor
que las ya mencionadas. Es asi, que los principios de economia de la Naturaleza
imponen la solucién mas razonable: la especializacién celular, a través de una
diferenciacion progresivamente mayor de los elementos celulares, en funciones vitales
concretas, De esta manera, como ya es conocido, las células se organizan en tejidos,
éstos en 6rganos, etc., hasta formar un organismo pluricelular que constituya una
unidad biologica. La unidad biologica supone que las células del organismo forman "un
todo funcional” que puede ser reconocido como "un todo morfologico”. En otras
palabras, el fisiologismo de las diversas células ha de estar perfectamente coordinado
y éstas han de adoptar un lugar, mas o menos estable, en el volumen del organismo
pluricelular que permita reconocer la forma habitual y perecedera de éste en el espacio.

Para el desarrollo y consecucion de estas estrategias organizativas fue
fundamental la unién entre las células; en la mayoria de los animales se consigue bien
por el desarrollo de sistemas de unién entre las membranas plasmaticas, o bien, por la
formacion de redes, mas o menos laxas, de macromoléculas extracelulares que
constituyen la denominada matriz extracelular [VALENTINE, 1978). Con el estudio
de esta segunda posibilidad iniciamos un analisis inductivo cuya sintesis culminara con
la aparicion de un grupo celular con una funcion concreta: el tejido conjuntivo.

Cayendo en la tentacion de hacer una pequeiia abstraccion filoséfica,
podriamos concluir que la evolucion de las formas y de las diferentes estructuras desde
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la aparicion de los primeros organismos pluricelulares eucariotas ha tenido como resul-
tado la produccion de la matriz extracelular [ROBERT y LABAT-ROBERT, 1986].

La matriz extracelular desempefia en los animales un complejo y activo papel
sobre la regulacion del comportamiento de las células. Actia sobre el desarrollo, forma,
proliferacion, migracion y funciones metabolicas celulares [HAY, 1982). Es evidente
que todo ello dista mucho de la mera funcion de nexo inerte que clasicamente se le
atribuia y que inicamente significaba un aporte de estabilidad fisica para los tejidos.

La trama de proteinas y polisacaridos que componen la matriz extracelular es
sintetizada por células que se localizan en su seno, de tal manera que ambos, células y
matriz, constituyen una unidad biologica de gran versatilidad a la que cominmente se
- conoce con el nombre de tejido conjuntivo.

Durante el desarrollo embrionario y como un episodio casi universal en ¢l reino
animal, el proceso de gastrulacion transforma la blastula, simple pelota hueca de
c€lulas, en una estructura pluniestratificada, con un eje central y simetria bilateral. Las
tres capas germinales primarias, comunes a todos los animales superiores son: la capa
mas nterna, ¢l endoblasto, del que derivara el tubo intestinal primitivo; la capa mas
externa, €l epitelio que ha permanecido en la parte exterior, ¢l ectoblasto v, entre
ambos, la capa de tejido mas laxo, el mesoblasto, precursor del tejido conjuntivo. [AL-
BERTS, 1983]

En general, los tejidos conjuntivos derivan del mesoblasto a través de una red
laxa y tridimensional de células conocida como mesénquima. Con posterioridad, de
esta red derivaran todas las formas del tejido conjuntivo: 6seo, cartilaginoso, etc.

El tejido conjuntivo, derivado del mesénquima embrionario, es un elemento
constante y fundamental para la organizacion del organismo animal, ya que proporciona
un adecuado soporte, tanto metabolico como estructural a otros tejidos de 1a economia.

Sus dos componentes, celular y matricial, interactian influyéndose
reciprocamente para conseguir €l equilibrio que aporte la respuesta mas apropiada a las
demandas funcionales de cada momento. Por lo tanto, resulta obvio que las formas de
presentacion del tejido conjuntivo sean tan diversas como las circunstancias funcionales
que las condicionan. De este modo, el aspecto y estructura del tejido conjuntivo varian
en ¢l organismo animal desde formas laxas hasta modalidades tan altamente dife-
renciadas como el cartilago, los tendones, las laminas basales, los huesos, etc.




Introduccién | _ 11

Las demandas funcionales son las que inducen la variacion en las proporciones
de los componentes de la matriz; asi, veremos como el tejido conjuntivo puede llegar
a formar estructuras de una alta organizacién casi cristalina como la comea, o
presentar una consistencia fibrosa resistente a las tracciones en el tendén e incluso
calcificarse adquiriendo una mayor resistencia fisica en el hueso.

II.1.- La articulacién sinovial.

Desde ¢l momento en que el movimiento se hace necesario para la subsistencia
de los seres vivos, se inicia en éstos el desarrollo de sistemas de locomocion, cuyo grado
de sofisticacion se corresponde con el lugar que dichos seres ocupan en la escala
evolutiva. En los vertebrados, obedeciendo a las demandas funcionales, el tejido
conjuntivo evoluciona hacia la formacion de estructuras con distintos grados de diferen-
ciacion, Como resultado de ésta se forman elementos anatémicos tales como los huesos,
ligamentos, cartilago, tendones, etc. La combinacién de estos elementos constituye ¢l
esqueleto articulado que, junto con los miisculos, integran el aparate locomotor, que
no puede considerarse al margen del sistema nervioso, lo que conduce a la definicion
del "sistema motor" como ¢l conjunto de drganos motores y los circuitos nerviosos que
los controlan [SHEPHERD, 1983]. Bien es cierto que la locomocion no es su tnica
funcion, pero si es el aspecto que principalmente interesa en nuestro estudio. '

Las articulaciones pueden definirse como el lugar donde se retinen o entran en
contacto dos 0 mds piezas Oseas o cartilaginosas [PATURET, 1951].

El término "elemento anatomico” se emplea para designar a toda pieza o
porcion de un aparato que presenta una constitucion, estructura histolégica y desempe-
fia un papel fisiologico determinados [PATURET, 1951]. En el caso de los elementos
anatomicos que integran una articulacion, aunque por definicién son diferentes, no
dejan de estar intimamente emparentados basandose en su origen o procedencia y, en
segunda instancia, en su arquitectura, que responde a unos mismos principios en todos
ellos. Esto puede apreciarse con claridad al observar como los componentes de un
elemento anatémico se contintian con los de otro sin existir limites de demarcacion netos
entre ambos. Quizas pueda ser aventurado, pero resulta al menos tentador el establecer
una relacion entre lo expuesto y la similitud entre las formas de reaccion, ya que todos
los elementos de una articulacion participan en la respuesta ante una noxa.

Para comprender el significado estructural y funcional de la articulacién es
necesario el estudio de su desarrollo ontogénico. Sin embargo, un analisis detallado
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resultaria excesivo para los propositos de este trabajo, por lo que sélo esbozaremos los
aspectos fundamentales del desarrollo de las diartrosis:

Los esbozos cartilaginosos de dos piezas dseas que se van a
articular entre si ¢stAn primitivamente en contacto por intermedio de una
zona de tejido indiferenciado, denominada zona intermediaria o disco
intermediario de Hencke, que estd formada por tres porciones: una capa
intermedia constitnida por tejido indiferenciado de naturaleza mesen-
quimatosa y dos porciones extremas yuxtacartilaginosas formadas por tejido
condrégeno, las capas condrégenas, que no estin limitadas a la region de
la futura articulacién sino que rodean completamente a ta maqueta cartila-
ginosa del hueso, [PATURET, 1951}

En el curso del crecimiento dseo, la capa condrégena que estd
directamente aplicada contra ¢l cartilago se transforma uniformemente en
cartilago hialino, al mismo tiempo que las extremidades dseas enfrentadas
se aproximan entre si. [PATURET, 1951]

Todas las articulaciones, cualquiera que sea el grupo al que
pertenccieren, pasan por este estadio inicial. Son las transformaciones
ulteriores de la capa media mesenquimatosa y a veces su desaparicion
completa lo que resulta en la constitucion de tal o cual tipo de articulacién.
La capa condrégena del disco intermediario transformada en cartilago
contribuye al crecimiento longitudinal del hueso, mientras que la capa
condrogena periférica contribuye a su ensanchamiento. [PATURET, 1951]

De todo ello pueden deducirse dos hechos anatomicos;

- Latotalidad de la capa condrogena se transforma en cartilago hialino,

- El esbozo cartilaginoso del hueso es invadido por el tejido oseo que
sustituye al cartilago, con la excepcién del cartilago de revestimiento
de las superficies articulares, que permanecera como una reliquia de la
maqueta cartilaginosa primitiva.

Durante el desarrollo de las diartrosis toda la capa intermedia se
transforma en cartilago hialino. Pero inmediatamente antes de que el tejido
condrégeno sufra la transformacién cartilaginosa se produce una fisuracion
transversal en el espesor de la capa media del disco intermediario. Esta
fisuracién comienza en la periferia para invadir después la porcion central,
originindose asf la hendidura articular o futura cavidad articular [TAKA-
BATAKE y YAMAMOTO, 1991].
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La aparicion de la hendidura articular se verd favorecida por las
tracciones (tan débiles como se quiera pero sin embargo eficaces) que
gjercen los esbozos musculares sobre las extremidades articulares de las
piezas esqueléticas [MITROVIC, 1982; RUANO-GIL y cols., 1985;
CARTERYy cols., 1987, CARTER y WONG, 1988; LLUSA-PEREZ y cols.,
1988].

Cuando se trate del desarrollo de articulaciones con superficies
discordantes se produce una doble fisuracion de ia capa media y, por
consiguiente, dos hendiduras o cavidades articulares. La porcién compren-
dida entre ambas hendiduras dard lugar a un menisco completo (disco
interarticular), a un menisco doble intraarticular (fibrocartilagos semiluna-
res de la rodilla) o bien a un rodete marginal o periarticular (rodetes gle-
noideo y cotiloideo) cuando tan s6lo persiste un anillo periférico completo.

La cdpsula, los ligamentos (ligamentos intrinsecos) y la sinovial
derivan de una diferenciacién de la capa mesenquimatosa que rodea la
futura articulacién, es decir, que se extiende todo alrededor del disco
intermediario de Hencke [MITROVIC, 1977, 1982; LINCK y PORTE,
1978a-b; OKADA y cols., 1981; RUANO-GIL y cols., 1985, LLUSA-
PEREZ, 1988].

Los ligamentos apareceran muy precozmente, aunque todavia no exista
la hendidura articular. Ciertos ligamentos, denominados ligamentos
extrinsecos, son inserciones tendinosas modificadas (ligamento coracohu-
meral) o reliquias de misculos desaparccidos (ligamentos estilomaxilar y
estilohioideo).

La sinovial (estrato sinovial) se diferencia a expensas de la capa
profunda del manguito capsular primitivo con la cual se une y adhiere en
el adulto. Sus limites estin en estrecha relacién con el desarrolio que
adquiere la hendidura articular y la aparicién de un menisco interarticular.

Las diartrosis son las articulaciones consideradas como las mis perfecciona-
das del organismo, tanto desde el punto de vista anatomico como fisiologico. La mayor
parte de las articulaciones de los miembros representan un cjemplo de ellas. Se
caracterizan por la posesion de una cavidad articular que permite el desplazamiento de
las palancas 6seas; de ello se deriva la capacidad de movimiento que les es propia. Los
elementos 6seos ofrecen superficies de contacto, denominadas superficies articulares,
siempre lisas, con formas comparables a superficies geométricas y que en los huesos
largos se sitaan en las epifisis. Su forma y la funcién mecanica son las bases para la
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clasificacion de las diartrosis.

Sea cual fuere el aspecto de las superficies articulares, planas (artrodias), en
segmentos de elipse u ovoides (condileas), en polea (trocleares), en segmentos de esfera
(enartrosis) o en segmentos de cilindro (trocoides), casi siempre son superficies
concordantes que encajan reciprocamente,

Cada superficie articular aparece recubierta por un cartilago de revestimiento,
el cartilago articular de tipo hialino, cuya superficie es libre, lisa y de coloracién gris
azulada, palida y opalescente, y se encuentra continuamente bafiada por el liquido
sinovial. Es una estructura flexible y compresible, que se deja deformar por las enormes
presiones que soporta para recuperar enseguida su forma primitiva y su espesor original
(espesor de reposo de Poirier) [POIRIER, 1931]. El cartilago articular posee caracte-
risticas estructurales, funcionales y fisiologicas muy particulares, sobre las que nos
detendremos especialmente en su momento, ya que constituye el objeto fundamental de
nuestro estudio. ‘

En aquellas articulaciones en que las superficies articulares son discordantes,
bien por diferencias de forma o de tamaiio, existen unos elementos anejos de naturaleza
fibrocartilaginosa cuya funcion es la de restablecer el equilibrio entre las superficies.
Estas estructuras son de dos tipos, los meniscos intra o interarticulares y los rodetes
periarticulares, que nunca coexisten en una misma articulacion,

Son varios los elementos y factores que intervienen para que las superficies
articulares permanezcan en contacto. En primera instancia, los comiinmente denomi-
nados medios de unién articulares: el complejo capsulo-ligamentoso y los ligamentos.
En segundo lugar, los misculos situados periarticularmente, cuyas acciones tonica y
fasica contribuyen a la estabilidad articular. Por dltimo, citaremos las fuerzas de
adherencia que se producen entre las superficies articulares, la presion atmosférica y
€l propio peso corporal, quienes también participan en dicho cometido aunque quizas
de una manera secundaria.

La capsula de las diartrosis se presenta, de forma habitual, como un manguito
fibroso que se extiende entre los elementos 6seos, continuandose con el periostio de
éstos. El punto donde la capsula se confunde con la porcion fibrosa del periostio, cla-
sicamente denominado punto de insercion, suele localizarse a una distancia de la
superficie articular que varia en las diferentes articulaciones. De este modo, puede
insertarse bien en su inmediata proximidad o bien a cierta distancia, siendo esta se-
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gunda forma de insercion la habitual en las articulaciones que presentan una mayor
movilidad. '

El espesor y, por lo tanto, la resistencia y la flexibilidad de la capsula articular
varian entre las distintas articulaciones y entre diferentes zonas de una misma articula-
cion, .

En cuanto a la estructura de la capsula, que corresponde a la del tejido
conjuntivo denso, es rica en fibras colagenas y elasticas, mientras que es relativamente
pobre en células, fibroblastos, que se disponen entre las fibras. En ocasiones se observa
que las fibras colagenas mas superficiales se disponen longitudinalmente, mientras que
las mas profundas discurren en direcciones oblicuas. Estas orientaciones responden a
la direccién de las fuerzas que actaan sobre la capsula articular, y son estas mismas
fuerzas las que inducen el desarrollo de engrosamientos capsulares localizados en
aquellas zonas sometidas a un mayor esfuerzo. Estos engrosamientos son visibles en
la cara externa de la capsula y se denominan ligamentos intrinsecos o fasciculos
capsulares de refuerzo. Los ligamentos intrinsecos, al igual que ¢l resto de la capsula
articular, poseen una rica inervacion sensitiva propioceptiva que permite regular la
postura y actitud articulares.

También se consideran medios de union articulares a los ligamentos no
capsulares o aislados (extrinsecos), entre los cuales y por su situacion, se distinguen
los ligamentos interdseos y los ligamentos a distancia. Los primeros se extienden
entre las superficies articulares (articulacion de la rodilla); en el segundo caso, se sitGan
en una posicion mas alejada de Ia articulacion y suelen ser vestigios de musculos
involucionados (ligamento estilomaxilar, ligamento esfeno maxilar).

En ciertas diartrosis se observan ligamentos no capsulares, pero que si entran
en contacto con la capsula y que no son otra cosa que la expansion terminal del tendon
de un musculo proximo a la articulacion. Cuando esto es asi, la contraccion muscular,
transmitida a través del tendon, produce el tensado del ligamento (ligamento popliteo
oblicuo de la rodilla).

El interior de la capsula y el hueso intracapsular no recubierto de cartilago,
estan tapizados por una fina membrana denominada sinovial [BICHAT, 1802;
COLLINS, 1949], formada por un tejido caracteristico derivado del mesénquima
embrionario [BARNETT y cols., 1961]. Reviste las partes no cartilaginosas de las
articulaciones sinoviales, las bolsas sinoviales y las vainas sinoviales de los tendones,
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regiones donde la funcion esencial de los tejidos supone un movimiento entre planos
contiguos. o

En las articulaciones la membrana, denominada simplemente "sinovial", tapiza
la capsula fibrosa y reviste cualquier superficie dsea, ligamentosa o tendinosa, cuya
situacion sea intracapsular, de tal forma que recubre todas las estructuras articulares
excepto el cartilago articular y los meniscos fibrocartilaginosos [COLLINS, 1949]. El
comportamiento de la sinovial es muy particular en aquellas diartrosis que, como la
rodilla, poseen ligamentos interdseos y meniscos. En el primer caso la sinovial recubre
los igamentos interdscos de manera que éstos quedan excluidos de la cavidad articular,
Con respecto a los meniscos, la sinovial se detiene en los margenes de los bordes
periféricos de éstos [DAVIES, 1950; DAVIES y PALFREY, 1971], donde toma
insercién la capsula. Asi pues, la cavidad articular (virtual) queda limitada entre la
sinovial y el cartilago articular.

La existencia de un menisco limita en la cavidad articular dos compartimentos,
que permaneceran independientes o comunicados entre si segiin se trate de un menisco
completo o incompleto. Como consecuencia de esto, en el primer caso la situacién del
menisco resultaria interarticular (articulacion temporomandibular) y en el segundo caso
resultaria intraarticular (articulacion de la rodilla).

A veces, la superficie interna de la membrana posee pequefias proyecciones en
forma de dedo, las vellosidades sinoviales. En otras partes la membrana esta rechazada
en forma de pliegues y franjas que se proyectan hacia el interior de la membrana sino-
vial. En muchas articulaciones son caracteristicas las acumulaciones de tejido adiposo,
almohadillas o cojinetes grasos.

A la hora de abordar su constitucidén anatdmica y estructural, la sinovial es
contemplada bajo dos puntos de vista sutilmente diferentes. Unos autores la consideran
como la capa mas interna de 1a capsula articular, mientras que otros la definen como
una membrana en la que se distinguen dos estratos estructuralmente diferentes: el mas
interno (articular), la intima, y otro subyacente a éste, ¢l estrato subintimal o tejido
subsinovial, que lega a confundirse con la capsula articular. En conclusién, la sinovial
de los primeros se corresponde con la intima de los segundos. Cabe la posibilidad de
que esta segunda forma de concebir la sinovial sea reconocida en el momento en que ¢l
estudio de dicha membrana es llevado al campo de lo ultraestructural.
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A pesar de que la sinovial tapiza un espacio corporal cerrado, no es un tejido
epitelial y, por lo tanto, carece de membrana basal o cualquier otra barrera estructural
entre el liquido sinovial y los vasos que la recorren [CLEMENT, 1989].

La subintima o tejido subsinovial posee una matriz con una electrondensidad
media en la que se distinguen fibras colagenas estriadas, fibras colagenas sin estriacion
¢ incluso material amorfo electrondenso en el que ocasionalmente se distinguen fila-
mentos y particulas [GHADIALLY y ROY, 1966, 1969]. Las fibras colagenas se
disponen profundamente, mientras que el material amorfo predomina en las zonas mas
superficiales y proximas a la cavidad articular. Las caracteristicas estructurales de la
subintima difieren con la localizacion de la sinovial dentro de una misma articulacién.
Los tipos mas caracteristicos son dos: €l tipo fibroso, rico en fibras colagenas
dispuestas con orientaciones muy diversas y entre las que se encuentran escasos fibro-
blastos, y el tipo adiposo. Independientemente del tipo de subintima, ésta posee también
un nimero variable de macrofagos y células cebadas. La localizacion de un tipo u otro
de tejido subsinovial en la articulacion esta relacionado con las exigencias mecanicas
de las diferentes zonas. La zona capsular con un mayor estrés funcional estara revestida
de sinovial del tipo fibroso, mientras que la sinovial adiposa se localiza, generalmente,
€n zonas con menor demanda.

Las franjas sinoviales laminares estan provistas de un eje conjuntivo de tipo
fibroso, mientras que en las filiformes v en los propios villi, el eje es un tejido conjun-
tivo areolar [LEACH v cols., 1988].

La intima sinovial, adyacente a la cavidad articular, esta integrada por células
independientes inmersas en una matriz laxa de baja electrondensidad. La disposicion
celular varia con la zona de sinovial observada y no existe una limina basal que separe
netamente la intima de la subintima [GHADIALLY, 1981].

Las células de la intima, sinoviocitos, no tienen una distribucion constante. Se
suelen disponer en capas de 2 o 3 células de profundidad en la sinovial situada entre
vellosidades, mientras que en la intima de la propia vellosidad las células estan mucho
mas dispersas, de tal manera que existen zonas de matriz en contacto directo con la
cavidad articular [BASSLEER y cols., 1982] o separada de ésta Ginicamente por las
prolongaciones celulares de los sinoviocitos [LEACH vy cols., 1988].

BARLAND vy cols. [1962] describieron dos tipos de células sinoviales cuya
existencia ha sido confirmada por otros autores (GHADIALLY y ROY, 1966, 1969;
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GLEN-BOTT, 1972; KREY y COHEN, 1973; WATANABE y cols., 1974; FELL y
cols., 1976, LINCK y PORTE, 1978a-b, HENDERSON, 1981; OKADA vy cols.,
1981; GRAABACK; 1982, 1984; LEACH y cols., 1988]. En todas las especies se
distinguen, al menos, dos tipos de sinoviocitos:

- Los sinoviocitos A, M o V, que predominan en nimero, se sitiian
superficialmente (en contacto con la cavidad articular) y presentan
gran numero de filopodios o lamelipodios que se extienden hacia ta luz
articular. El nicleo de estos sinoviocitos es irregular u oval con
heterocromatina situada periféricamente. En el citoplasma ostentan
gran numero de vacuolas de diferentes tamafios, particularmente en los
filopodios que se proyectan hacia la cavidad articular. Su tamafio es
mayor cuanto mas cerca del nicleo se encuentran. Unas vacuolas
tienen aspecto de estar vacias, mientras que otras contienen material
de diferentes densidades. Las mitocondrias son moderadas en tamafio
y numero y el RER esta poco desarrollado ¢ irregularmente dispuesto.

- Los sinoviocitos B, F o S tienen situado su cuerpo mas profunda-
mente que los anteriores y presentan una o dos proyecciones citoplas-
maticas que se extienden en todo el grosor de la membrana para
alcanzar el espacio articular [GHADIALLY y ROY, 1966; LINCK
v PORTE, 1981; OKADA y cols., 1981; GRAABACK, 1982]. Su
miicleo es similar al de los A, pero mas eucromatico. Las prolon-
gaciones de los sinoviocitos B son menos numerosas y menos promi-
nentes, del mismo modo que son escasas las vesiculas pinocitdticas.
El Golgi y, sobre todo, €l RER estan muy desarroltados y las mitocon-
drias son mas grandes y con una matriz mas densa que en los A. Las
células de tipo B de todas las especies examinadas tienen vesiculas
secretoras cuya morfologia es diferente para cada especie. En la rata
y el rat6n se tifien intensamente y por ello se han denominado vesiculas
secretoras densas {LINCK y PORTE, 1978b, 1981; GRAABACK,
1982, 1984]. Estas vesiculas secretoras densas son raras o estin
ausentes en las células tipo B humanas, del congjo v del cobaya
[LINCK y PORTE, 1978b]. Esta diferencia en las propiedades
tintoriales podria reflejar una diferencia en la composicion del
producto de secrecion o en los mismos mecanismos secretorios.
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) Basandose en sus diferentes caracteristicas morfolégicas se les consideraba
como células de estirpes distintas [HIROHATA y KOBAYASHI, 1964; KREY y cols.,
1971), atribuyéndose a las células A una funcién vnicamente fagocitaria
("macrophage-like function”) [NORTON y cols., 1968; SOUTHWICK y BENSCH,
1971] y a las B sélo una funcion sintética y secretora ("fibroblast-like function")
[BARLAND vy cols., 1962; KREY y COHEN, 1973; GRAABACK, 1984]. Sin
embargo, esto no dejaria de ser una afirmacion ingenua por cuanto ignora el hecho de
que una célula puede tener mas de una funcién y que, en respuesta a diferentes
estimulos, puede modular su estructura interna y cambiar sus funciones [ROY y cols.,
1966; ROY y GHADIALLY, 1967; KREY y cols., 1971; GHADIALLY vy cols.,
1976a; WERB y REYNOLDS, 1985].

Probablemente, estas células no difieren en su origen y son un mismo tipo
celular con multiples posibilidades fenotipicas que permiten su clasificacion teniendo
en cuenta sus caracteristicas morfologicas. Las diferencias morfologicas, por lo tanto,
unicamente reflgjan el momento funcional en que s¢ encuentran al ser estudiadas
[GHADIALLY, 1978; KREY y cols., 1971; SLEDGE, 1989].

Normalmente se ven pocas figuras mitdticas en la intima sinovial y se cree que
los sinoviocitos se reponen mediante la proliferacion de las células del tejido subintimal
[GHADIALLY, 1983].

Tanto en la sinovial humana como en la de otras especies las células de Ia
intima son libres y carecen de uniones celulares. Sin embargo, cuando estan estrecha-
mente empaquetadas, las células adyacentes pueden presentar interdigitaciones de sus
membranas y uniones intercelulares [GHADIALLY, 1983]. Se ha descrito la formacién
de desmosomas entre las células intimales de sinoviales hiperplasicas, como sucede en
las artritis traumaticas, artritis renamatoides y sinovitis vellonodulares {GHADIALLY
y ROY, 1969; GHADIALLY, 1978].

La membrana sinovial tiene una red vascular mas densa que la de la mayoria
de los tejidos conectivos y esta formada, en su mayor parte, por pequefias vénulas
[WILKINSON y EDWARDS, 1989].

Los capilares se localizan tanto al nivel de la subintima, como en el ambito de
la misma intima, proximos a la cavidad articular. Mientras que los capilares subin-
timales son de tipo continuo, los situados en la intima son de tipo fenestrado, tal y como
corresponde a un tejido donde se producen intercambios rapidos de liquido y solutos
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[SUTER y MAJNO, 1964; FOLKMAN y cols., 1981; KNIGHT y LEVICK, 1983].

En algunas especies, como el conejo, se han observado cambios en la sinovial
asociados con la edad tales como: reduccién global de la poblacién celular de la intima
sinovial, reduccién estadisticamente significativa de las células tipo B, incremento
relativo de las células tipo A, aparicion de células pobremente dotadas de organelas,
disminucién de la vascularizacion e incremento de las fibras colagenas de la matnz
[JILANI y GHADIALLY, 1986).

Para que el sistema nervioso pueda interactuar con un tejido especifico se
necesita una red o aporte nervioso adecuados. Los resultados de los estudios sobre la
inervacién de la membrana sinovial han sido controvertidos. Los métodos histologicos
convencionales utilizados en estos estudios carecian de la resolucion precisa para
identificar las fibras nerviosas de pequefio diametro [FREEMAN y WYKE, 1967;
KENNEDY vy cols., 1982]. FREEMAN y WYKE [1967] opinaban que la sinovial
estaba pobremente inervada y era insensible al dolor. Otros autores [HALATA y
GROTH, 1976] han sugerido una inervacion mas densa y predominantemente
autondmica. Sinembargo, el desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas reveld que,
inequivocamente, la sinovial humana estaba ricamente inervada [GRONDBLAD y
cols., 1988; MAPP y cols., 1989]. Muchos nervios sinoviales de pequefio diametro s¢
mostraron inmunorreactivos para los neuropéptidos [MAPP y cols., 1989], incluyendo
la SP ("substance P") y el CGRP ("calcitonin gene-related peptide"), ambos
marcadores de fibras sensitivas, y el neuropéptido Y, encontrado en la mayoria de las
neuronas noradrenérgicas periféricas. Las fibras nerviosas que contienen el neuropépti-
doY se asociaban exclusivamente con estructuras vasculares. Aunque la SP yel CGRP
también se encontraron en neuronas perivasculares, estaban presentes en muchas fibras
nerviosas libres que se extendian a través de la sinovial hasta llegar casi a la superficie

[MAPP y cols., 1989].

El liquido sinovial se encuentra en las cavidades de las articulaciones
sinoviales y en las bolsas serosas y vainas de tendones, si bien, su composicion en estos
dos uitimos lugares no ha sido investigada con precision. El que se obtiene de las arti-
culactones es un liquido claro o amarillo palido, viscoso y brillante, de un pH
ligeramente alcalino en reposo (aunque disminuye en el ejercicio), que contiene una
pequefia poblacion mixta de células [BAUER vy cols., 1940] y algunas particulas
amorfas que presentan tincién metacromatica. Su viscosidad, volumen y color varian
ampliamente entre las distintas articulaciones y especies, y s¢ ha demostrado la
dificultad de correlacionar estas variaciones con una articulacién particular o con el
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tamafio, peso o tipo de ejercicio del animal estudiado. En el hombre su volumen es bajo
hasta el punto de que, generalmente, se pueden aspirar menos de 0,5 mi de una
articulacion grande como la rodilla.

Como ocurre en otros casos, ha sido mas estudiado el liquido sinovial en
circunstancias patologicas que en circunstancias de normalidad, ya que en este ultimo
caso no suele analizarse. La gran acumulacion de datos hecha por ROPES y BAUER
[1953] y su tratado son, todavia hoy, un valor de referencia.

El liquido sinovial normal se considera generalmente como un ultrafiltrado del
plasma. Sin embargo, el filtro es imperfecto, permitiendo el paso no solo de electrolitos -
y otros solutos de pequefio tamafio sino también de una representacion significativa de
proteinas plasmaticas. [WEINBERGER y SIMKIN, 1989]

E! liquido sinovial es, por lo tanto, un filtrado del plasma que pasa a través de
los capilares sinoviales hacia ¢l espacio extracelular, donde se une al dcido hialurénico
que es secretado por células sinoviales y alcanza un equilibrio con el liquido libre en la
cavidad articular. Los niveles de transferencia desde los capilares hasta el liquido in-
tersticial y de difusion a través del tejido se ven afectados por muchos factores (tabla
I1.1) y han sido objeto de numerosos estudios, tanto en situaciones normales como
patologicas [HORIYE, 1924; SUNDBLAD, 1953: DECKER ycols., 1959; ROD NAN
y McLACHLAN, 1960; ROPES y cols., 1960; SMITH y cols., 1960; BLAIR y cols.,
1961; SUNDBLAD y cols., 1961; NETTELBLADT y cols., 1963; SCHUR y SAND- .
SON, 1963; HAMERMAN y BARLAND, 1966, BARLAND ycols., 1968; BALAZS,
1969, BROWN v cols., 1969; SCHUMACHER, 1969; SLIWINSKI y ZVAIFLER,
1969; KUSHNER y SOMERVILLE, 1971, CHAMBERLAIN vy cols., 1972; PRU-
ZANSKY vy cols., 1973; SIMKIN y PIZZORO, 1974, MITNICK vy cols., 1978,
SIMKGN y NILSON, 1981, CECERE y cols., 1982; LEVICK, 1981, 1983, TAYLOR
y GRANGER, 1984; RENKIN, 1985; CARROLL, 1987, RATCLIFFE y cols., 1938,
De PEDRO y cols., 1989; SLEDGE, 1989; WEINBERGER y SIMKIN, 1989].
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Tabla Il.1.- Factores determinantes de la
concentracién de proteinas en el liquido
sinovial [WEINBERG y SIMKIN, 1989].

Uniones de las células endoteliales
Vesiculas endoteliales
Fenestraciones endoteliales
Membrana basal endotelial

Difusién restringida
Fittragidn en ge!

Difusién
Conveccion
Transporte especifico

Sintesis
Consumo

La eliminacion de sustancias del liquido sinovial se produce por distintos me-
canismos. Por un lado, las células de revestimiento de la membrana sinovial fagocitan
los residuos que se encuentran en la interfase liquido sinovial/superficie celular. El
liquido sinovial es fagocitado por los sinoviocitos tipo A por medio de la pinocitosis.
Las vacuolas resultantes, repietas de liquido, pueden o no contener residuos y parecen
fusionarse para formar vacuolas mayores que se trasladan mas profundamente en el
citoplasma. A su vez, estas vacuolas son atacadas por los lisosomas primarios que
vierten en ellas los enzimas hidroliticos [LEACH y cols., 1988]. Por otro lado, el
sistema linfitico puede incrementar la eliminacion de macromoléculas del fluido
[RODNAN y McLACHLAN, 1960; BROWN vy cols., 1969; SLIWINSKI y ZVAI-
FLER, 1969]. Sin embargo, hay evidencias indirectas que sugieren que este mecanismo
de "limpieza" es inadecuado para absorber el trabajo que se presenta durante una in-
flamacion articular severa. [ABE y NAGALI, 1973; RUDDY, 1974; HARRIS vy cols.,
1975].
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En conclusion, bajo condiciones de normalidad, la concentracion intrasinovial
de cualquier sustancia reflejara un equilibrio entre los niveles transportados hacia y
desde ¢l liquido sinovial. [LEVICK, 1981; WALLIS y cols., 1985].

GREILING y cols., en 1986, establecieron el concepto de "'sistema sinovial",
integrado por el cartilago articular, la membrana sinovial y la sinovia, sobre la base
de que ninguno de éstos puede considerarse funcionalmente independiente de los demas.
En este sentido, el sistema sinovial es la diana de todas las incdgnitas que proba-
blemente esconden la clave sobre la salud y la enfermedad articulares. Sus interacciones
y los mecanismos fisiopatologicos que las condicionan son el objetivo de la gran
mayoria de las investigaciones actuales.

Las dos funciones clasicamente atribuidas a Ja membrana sinovial, produccion
de liquido sinovial (sinovia) hacia la cavidad articular y eliminacion de liquido sinovial
y detritus procedentes de la misma [GHADIALLY y ROY, 1969], podrian dar la
impresién de una simplicidad ideal que no se corresponde en modo alguno con ¢l actual
concepto funcional de dicha membrana. La lubricacion y la nutricion del cartilago,
aunque muy importantes, son solo una parte del cometido de la membrana sinovial si
tenemos en cuenta que es en ella donde, probablemente, se inician y desarrollan los
mecanismos, no del todo conocidos, de los que dependen la defensa y, por lo tanto, la
salud articulares.

- La membrana sinovial constituye una barrera entre la sangre y el liquido
sinovial, aunque bien es cierto que la ausencia de lamina basal y la profusion de
capilares fenestrados facilitan el paso a su través de componentes sanguineos.

Muchas células de ia intima sinovial presentan organelas asociadas con
actividades sintéticas y secretoras [HAMERMAN y BARLAND, 1966; LINCK y
PORTE, 61981, GRAABACK, 1982; HAMERMAN vy cols., 1982]. Las células
sinoviales sintetizan ciertos constituyentes del fluido sinovial [YIELDING v cols.,
1957, BLAU y cols., 1965; JANIS y cols., 1967, ROY y GHADIALLY, 1967,
BARLAND vy cols., 1968; BAXTER vy cols., 1973]; y la demostracion de macromolé-
culas sulfatadas en éste ha estimulado la investigacion del metabolismo del azufre en
los sinoviocitos [BARKER y cols., 1966; SEPPALA y cols., 1972; BIORENSON y
cols., 1986].

Los fibroblastos y los sinoviocitos tipo A de la membrana sinovial sintetizan
el acido hialurénico fROY y GHADIALLY, 1967, el principal GAG de la sinovia (3




24 Introduccion

g/l), mientras que las otras células sinoviales de la intima sintetizan parte de los
elementos lubrificantes de dicho liquido [SWANN, 1981].

El acido hialuronico predomina en la composicion de la matriz extracelular de
la membrana sinovial y, quizas, sea esta circunstancia la que determine la funcién de
ultrafiltrado que desarrolla la matriz. De este modo, la concentracion de elementos de
bajo peso molecular de la sinovia normal es similar a la sanguinea, mientras que los
componentes de alto peso molecular se encuentran en concentraciones mucho menores
que la plasmatica. Por consiguiente, las alteraciones del 4cido hialurénico, bien por
defectos de sintesis, o bien por despolimerizacién posterior, conllevan una modificacién
de la viscosidad de la matriz que le hace fracasar en su papel. Esto ocurre en las enfer-
medades articulares inflamatorias como la artritis reumatoide [GREILING vy cols.,
1986].

E! 4cido hialurénico sufre la accion directa de radicales libres derivados de
oxigeno (ODFR) [GREENWALD y MOY, 1980], que ocasionan la despolimerizacion
de éste, resultando un anormal acortamiento de su molécula. En consecuencia, existe
una disfuncién matricial que se hace patente con un aumento de la concentracion en
sinovia de la a,-macroglobulina de hasta 10 veces la normal [GREILING y cols.,
1986].

Las células sinoviales secretan fibronectina [HYNES, 1976] y probablemente
laminina [FREEMAN y KEMPSON, 1974]. Estas glucoproteinas pueden participar
en la union de las células a la matriz extracelular subyacente [HYNES, 1973;
YAMADA y WESTON, 1974; ALl 'y cols., 1977, CLEMMENSEN y cols., 1983]. Las
células sinoviales en cultivo sintetizan colageno (tipos I y III), colagenasa latente,
metaloproteinasas [MURPHY vy cols., 1981], otras protecinasas latentes, un activador
de la colagenasa, interleukina-1 [FELL y JUBB, 1977; DINGLE vy cols., 1979],
inhibidores de las metaloproteinasas neutras [MURPHY y cols., 1981), proteoglucanos
[MARSH y cols., 1982] y muchos otros constituyentes menores de la matriz extracelu~
lar todavia no identificados.

El sistema vascular de las extremidades actua, también, como un sistema de
distribucién contracorriente para regular la temperatura de los tejidos. Aunque la
temperatura en el nucleo corporal de la mayoria de los seres humanos varia poco de una
media de 37°C, es probable que la temperatura dentro de las articulaciones refleje los
valores de los tejidos blandos que las recubren. Por ejemplo, la articulacién metacarpo-
falangica, que apenas tiene aislamiento graso o muscular, muestra una temperatura muy
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similar a la de la piel cercana y mantiene unos valores residuales entre 39 y 40°C
cuando se introduce la mano en un guante eléctrico [MAINARDI y cols., 1979]. La
regulacion de la temperatura en la rodilla no es tan sencilia. Aunque la temperatura
intraarticular es siempre inferior a 36°C cuando la temperatura ambiente ronda los
20°C, hay grandes variaciones entre ambas [HORVATH y HOLLANDER, 1949].
Ademas, tanto el frio como ¢l calor aplicados en la rodilla desencadenan una serie de
cambios reflejos en la temperatura articular en un sentido contrario [HOLLANDER y
HORVATH, 1949]. De forma parecida, un estimulo doloroso disminuira la tempera-
tura de la piel mientras que aumentara la articular, Los movimientos activos de la
articulacion bajo condiciones de descarga aumentan {a temperatura intraarticular hasta
en 1°C, fendmeno que puede explicarse satisfactoriamente por el aumento de! flujo
vascular en el tejido subsinovial.

El interés de estos datos radica en que el nivel de actividad enzimitica esta en
funcién directa de la temperatura. El metabolismo del tejido conectivo in vitro se
estudia a una temperatura de 37°C, si bien, los tejidos de las articulaciones solo
alcanzan esta temperatura durante los estados inflamatorios. Reacciones bioquimicas
que se desarrollan intensamente a 37°C podrian alterarse de tal forma con una
temperatura de 32°C que ¢l efecto neto de las mismas seria un cambio de sentidoen la
ruta metabolica o un enlentecimiento considerable en la velocidad de reaccion. Por
ejemplo, el nivel de destruccion de las fibras coliagenas del cartilago articular por
mediacién de una colagenasa es significativo a 37°C pero a 32°C es practicamente
imperceptible [HARRIS y McCROSKERY, 1974]. Un aumento de la temperatura de
8°C (de 30 a 38) en una linea de células en cultivo provoca un gran aumento en los
niveles de sintesis del dcido hialurénico, mientras que la utilizacién de glucosa y lactato
apenas crece [CASTOR y YARON, 1976].

La cavidad articular es un espacio virtual y la pequefia cantidad de liquido
sinovial presente se distribuye en las superficies, pero no liega a separarlas. De hecho,
la presion dentro de la articulacion puede ser negativa si se compara con la presion
atmosférica [MUELLER, 1929].

La presion negativa debe ser grande entre las articulaciones de los dedos para
llegar a producir el chasquido articular. Durante este proceso, la traccion rapida de una
falange "relajada" provoca la creacion de una burbuja gaseosa en la articulacion,
acompaiiada de un sonido de chasquido caracteristico por la cavitacion originada y que
genera la liberacion de energia en forma de calor o sonido [UNSWORTH vy cols.,
1971). La presion negativa normal de la articulacién juega un papel importante en el




26 Introduccion

mantenimiento del contacto de las superficies articulares. La presencia de un derrame
sinovial cambiaria esta situacion.

Los humanos percibimos el aumento de la presién intraarticular como una
sensacion molesta. En el caso de un derrame en la articulacién de la rodilla adoptaria-
mos una posicion de ligera flexion articular, posicion de maxima capacidad en la que
la presion alcanzaria un nivel minimo [JAYSON y DIXON, 1970a]. La flexién o
extenston completas de la articulacion, en estas condiciones, provocarian un aumento
de la presion intraarticular lo suficientemente importante como para producir una rotura
capsular [JAYSON y DIXON, 1970b).

Las presiones intraarticulares altas pueden comprometer el flujo sanguineo de
Ia sinovial [JAYSON y DIXON, 1970c; MYERS y PALMER, 1972]. Las inflamacio-
nes y las sinovitis proliferativas cronicas provocan un engrosamiento de la capsula que,
gradualmente, disminuye la capacidad articular [MYERS y PALMER, 1972]. La
presion en estas articulaciones se mantendria en valores minimos mientras no se
sobrepasase un volumen critico, a partir del cual se produciria un rapido aumento de
la presién, que podria provocar una rotura capsular o bien la penetracion de liquido a
través del hueso debilitado para formar quistes subcondrales [JAYSON vy cols., 1970;
MAGYAR y cols., 1974].

11.2.- Cartilago articular

En las articulaciones méviles se generan altas presiones derivadas del propio
peso corporal (gravedad) y/o de la fuerza desarrollada por la actividad muscular. Este
ambiente fisico ocasiona la evolucién del tejido conjuntivo hacia una organizacién
supramolecular caracteristica a la que se conoce con el nombre de cartilago articular.

El cartilago articular recubre la superficie donde los elementos 6seos se ponen
en contacto al constituirse la articulacién mévil. Clasicamente considerado como un
cartilago permanente y, por su aspecto macroscdpico, apellidado hialino, el cartilago
articular forma una capa cuyo grosor, al igual que su estructura y la proporcion de sus
elementos constituyentes, varian de un individuo a otro, de una articulacion a otra y aiin
dentro de una misma articulacion. Esta constituido por un componente celular, rela-
tivamente escaso, que se distribuye en una matriz predominante y cuya arquitectura
corresponde a los mismos principios de todas las matrices extracelulares, esto es, una
red coligena a la que se anclan o en la que permanecen atrapados otros componentes
de la matriz, tales como los proteoglucanos. La gran hidratacion de estos tltimos y las
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interacciones reciprocas que establecen con el componente colageno son las respon-
sables de las propiedades biomecanicas que hacen del cartilago articular un material
viscoelastico optimo para soportar las presiones articulares. Descansa sobre una
plataforma ésea denominada hueso subcondral, de manera que parece existir una
continuidad entre las matrices de ambos tejidos, y esta desprovisto de pericondrio,
ofreciendo una superficie articular desnuda y muy lisa que permanece baiiada por el
liquido sinovial.

La lisura de la superficie, aumentada por la lubricacion que le ofrece el liquido
sinovial, hace que el cartilago articular permita un deslizamiento maximo con una re-
sistencia por rozamiento minima.

La ausencia de vasos sanguineos y linfiticos es una caracteristica que en otro
tiempo sugirio una cierta desconexién del resto del organismo y que, unido a la
aparentemente baja actividad celular, condujo a considerarlo como un tejido inerte
[MANKIN, 1974].

El cartilago articular es un tejido estructuralmente "disefiado” para el
movimiento y que vive del movimiento, ya que la nutricion de sus c€lulas se realiza
mediante la circulaciéon de nutrientes a través de su matriz, que fundamentalmente
proceden det liquido sinovial, aunque en los animales jévenes también lo hacen desde
el compartimento subcondral. Esta circulacion de sustancias hacia y desde la células
es posible gracias al mecanismo de extrusion-imbibicion que provocan en la matriz las
presiones generadas por el propio movimiento articular.

Esta claro que las propiedades biomecanicas y las funciones biologicas del
cartilago estan determinadas por la composicion y estructura molecular de la matriz
producida por los relativamente escasos condrocitos.

Existe una intima unién entre la membrana celular del condrocito y la matniz,
de manera que al tiempo que ésta protege a las células de posibles lesiones derivadas
de la presion, les transmite sefiales de tipo quimico, eléctrico y mecanico que influyen
en la funcion del condrocito [BUCKWALTER y ROSEMBERG, 1988].
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I1.2.1.- Constitucién del cartilago articular
I1.2.1.1.- Distribucién de las células y la matriz extracelular

En esencia y muy simplificadamente, el cartilago articular esta constituido por
una poblacién celular relativamente escasa (10% del volumen total) dispuesta de
manera dispersa en la abundante matriz extracelular. Esta matriz extracelular esta
constituida por un 60-80% de agua que mantienen atrapada los complejos
macromoleculares de proteoglucanos y que, a su vez, estan retenidos en una rica red de
colageno que actiia como un esqueleto fibroso y que, en conjunto, se oponen a las
fuerzas de estiramiento y compresion. La interaccion agua-proteoglucanos proporciona
a la matriz extracelular su caracteristica viscoelasticidad, actuando como un
amortiguador hidrodinidmico.

La matniz extracelular del cartilago articular contiene también proteinas no
coldgenas (glucoproteinas), lipidos y sales inorganicas.

Los constituyentes matricial y celular del cartilago articular se disponen de
manera que, cuando se observan al microscopio dptico secciones perpendiculares a la
superficie articular, se distinguen en él varias zonas o estratos denominados, habitual-
mente, de forma numérica y que poseen caracteristicas distintivas. Asi, en el cartilago

_articular adulto se describen cuatro zonas que, desde la superficie articular hacia el
hueso subcondral, se denominan zonas I, IL, Il y IV, Las tres primeras corresponden
a cartilago no mineralizado y estan finamente separadas de la IV, cuya matriz esta
mineralizada, por una linea que los autores sajones denominan “tidemark”.

La zona I, también denominada zona superficial o tangencial, es la de mayor
densidad celular. Los condrocitos son relativamente pequefios v aplanados, con su
diametro mayor paralelo a la superficie articular. Esta disposicién tipica refleja la
disposicion de las fibras colagenas de la matriz, que siguen un trayecto fundamen-
talmente tangencial.

La zona II, conocida también como zona de transicién o intermedia, posee
células mas grandes, de perfil redondeado y dispucstas de forma desordenada en una
matriz cuyas fibras colagenas se cruzan oblicuamente en todas las direcciones.

En la zona III o profunda las células aumentan de tamafio y se ordenan en
columnas perpendiculares a la superficie. Este agrupamiento columnar denuncia el
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predominio de la disposicion radial de las fibras de colageno.

La zona IV se caracteriza por poseer una matriz fuertemente mineralizada. En
ella las células, dispuestas en columnas, estan individualmente rodeadas por una fina
capa de matriz no mineralizada.

La distincién entre las zonas I, I y III sélo es posible en el cartilago adulto. En
el cartilago de individuos en crecimiento, ¢n los que no ha concluido el modelado de las
epifisis y, por lo tanto, tampoco la conformacion final del cartilago articular, no se
distingue una subdivision entre las zonas II y III. El tipo de distribucion celular esta
muy determinado por la proliferacion, de manera que se observan grupos de dos células
0 mas sin una orientacién preferente. Hacia la zona de calcificacion las células se
vuelven hipertréficas pero no forman columnas. De esta manera, la organizacion del
cartilago articular en zonas se establece s6lo cuando termina el crecimiento local

[SCHENK y cols., 1986].

Si observamos ¢l cartilago articular al microscopio electronico podemos
distinguir diferentes compartimentos en la matriz segin la relacion o disposicién que
ésta guarda con respecto a las células. Asi, s¢ denomina matriz pericelular (MPc) a
una fina capa de matriz que rodea, sobre todo, a los condrocitos del cartilago joven.
Este compartimento matricial es rico en proteoglucanos, hecho que determina su carac-
teristica afinidad tintorial al MO y que al MET se visualiza como tipicos granos
oscuros interconectados por finos filamentos.

El compartimento conocido como matriz territorial (MT) esta situado a
continuacion del anterior, envolviendo individualmente a cada condrocito en el cartilago
adulto o a pares o grupos de condrocitos en el cartilago inmaduro. En la zona Il la MT
forma también los septos intercelulares. En todos los casos es dificil establecer el limite
entre la MPc vy la MT. En la MT abundan las fibrillas de colageno, relativamente finas,
que se cruzan formando distintos angulos y forman una especie de cestilla fibrilar.
Estas fibrillas alcanzan el siguiente compartimento, matriz interterritorial, de manera
que permanecen estrechamente interconectados, resultando dificil la separacion
mecanica de ambos. El limite entre MT y matriz interterritorial se detecta con el MET
por el cambio, mas bien brusco, en el diametro de las fibrillas de colageno predominan-
tes y la transicién desde una orentacion al azar hacia una alineacion paralela y
ordenada.
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La matriz interterritorial (MIT) supone la mayor parte de la sustancia
intercelular en el cartilago articular, de modo que determina en gran manera los analisis
de composicion quimica, reactividad bioquimica y de comportamiento y funcionamiento
mecanico.

La distribucion de las fibras de colageno en este compartimento matricial varia
segun las zonas del cartilago articular. En la zona I del cartilago aduito se disponen
predominantemente con una trayectoria tangencial, en 1a zona II se cruzan en todas las
direcciones (“arcadas de BENNINGHOFF") y en las zonas III y IV siguen una
dispostcion radial.

La utilizacion de métodos histoquimicos v de inmunofluorescencia en la
identificacién de los GAG y el estudio de la distribucion de PG, permiti6é una sub-
division adicional de las zonas media y profunda en tres compartimentos matriciales
concéntricos: compartimento pericelular rico en condroitin sulfato y acido hialurénico;
compartimento territorial en el que abunda el condroitin sulfato, y un compartimento
interterritorial con un alto contemido de queratan sulfato.

En el cartilago inmaduro, como hemos comentado ya, la disposicién radial de
las capas I y IV no es aparente todavia, de manera que sdlo tiene en comun con el
cartilago adulto la disposicion de las zonas o capas I v II. Sin embargo, si existe un
incremento evidente en el diametro de las fibras en sentido descendente que oscila entre
los 50 a 80 nm de la zona Il y los 100 a 150 nm de las zonas profundas.

La mineralizacion de la matriz del cartilago articular se produce sélo en la zona
IV y queda restringida a la MIT, de manera que los condrocitos situados en la zona
calcificada permanecen constantemente rodeados por matriz territorial no mineralizada,
detectable iicluso con €l MO. En los lugares de mineralizacion inicial de la MIT se
pueden observar vesiculas matriciales tipicas de dicho proceso.

En las preparaciones histologicas se observa una linea basofilica entre la zona
calcificada y la zona no calcificada del cartilago articular. Esta linca, denominada
"tidemark” [FAWNS y LANDELLS, 1953], representa el frente de avance de la
mineralizacién de la matriz del cartilago articular. Al MET se corresponde con
acumulaciones de mineral que protruyen 1 o 2 pm ¢n los espacios interfibrilares de la
zona III. Tras la decalcificacion, el tidemark tiene apetencias tintoriales que indican la
presencia de glucoproteinas y lipidos, y comparte las propiedades tintoriales con las
lineas de cemento del hueso. Como quiera que el mineral esta expuesto temporalmente
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a Jos fluidos intersticiales, los cristales de apatita podrian adsorber cualquier material
disponible en dichos fluidos. Si tenemos en cuenta que el flujo nutricional del cartilago
se dirige desde la superficie hacia el cartilago calcificado, se podria pensar que el fide-
mark actia como una especie de filtro donde se acumulan, y tal vez se adsorban,
distintos restos celulares y productos de desecho procedentes de la destruccion matricial
[SCHENK vy cols., 1986]. ,

i1.2.1.1.1.- Superficie articular

HUNTER [1743] describié la superficie del cartilago articular como "lisa,
pulida y cubierta por una membrana”. En 1951 McCONAILL, utilizando ¢l micros-
copio de contraste de fases, describe una fina linea britlante que se corresponde con la
seccion de una Jamina gue recubre todo el cartilago articular, carente de colageno y, por
lo tanto, de naturaleza puramente hialina, que denomina "ldmina splendens”. Mas
tarde esta ldmina es considerada por ASPDEN y HUKINS [1979] como un artefacto
de la microscopia de contraste de fases. Hoy sabemos que el cartilago articular carece
de pericondrio y que no esta cubierto por la membrana sinovial. Sin embargo, se ha
descrito mediante MEB una fina capa de fibrillas entrelazadas de colageno, dispuesta
paralelamente a Ia superficie, que puede desprenderse poco a poco con la pinza como
si se tratase de una membrana, "peeled layer” [CLARKE, 1971c d].

Mediante el MET se observa un material amorfo electrondenso que recubre la
superficie articular [BALAZS y cols., 1966], denominada "ldmina obscurans” por
GARDNER [1978]. No se conoce la composicién exacta de este recubrimiento, pero
se ha sugerido que puede tratarse de una mezcla de material ajeno al cartilago (fluido
sinovial precipitado) y/o material procedente del cartilago (restos lipidicos de la matriz
y metabolitos degradados vertidos hacia la cavidad articular) [GHADIALLY, 1978,
1981]. BALAZS y cols. [ 1966] apuntaban que la “ldmina obscurans” pudiera contener
hialuronato, pero los trabajos de distintos autores, entre ellos MEACHIN y STOCK-
WELL [1979], pusieron en duda tal posibilidad.

Las observaciones de GHADIALLY 1y cols. [1982] refuerzan la teoria de que
se trata de material procedente del cartilago articular, puesto que en su trabajo
describen restos lipidicos matriciales bajo el aspecto de granulos electrondensos,
membranas miclinicas o vesiculas matriciales que son descargadas sobre la superficie
y se mezclan con la capa que la recubre.
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‘ GARDNER vy cols. [1981] que estudiaron mediante MET réplicas de
superficie de cartilago articular hidratado, no fijado y ripidamente congelado,
observaron zonas de la superficie ricas en fibras que alteman con zonas ocupadas o cu-
biertas de un material amorfo que puede corresponder a la "ldmina obscurans”. Estos
autores interpretan que la Jamina puede ser alterada facilmente durante el procesado,
de manera que queda al descubierto la estructura fibrilar de la superficie del cartilago.
Asimismo, describen unas estructuras hemisféricas, de 400-1.700 nm de diametro,
distribuidas por toda la superficie (con o sin lamina) que, por su morfologia, tamasio
y localizacioén, identifican como lipidos.

Existe una gran controversia, ya tradicional, sobre la lisura o rugosidad de la
supetficie del cartilago articular. En un principio la mayoria de los observadores del
cartilago, mediante MO y MET, reivindicaban la extrema lisura de la superficie arti-
cular. Utilizando la gran magnificacién del MET, las irregularidades observadas en
animales adultos jovenes eran de menos de 0,025 um de profundidad [DAVIES y cols.,
1962], de menos de 0,3 um en conejos vigjos (mas de 9 meses) [BARNETT vy cols.,
1963] y de menos de 0,3 um de profundidad en el cartilago humano [WEISS vy cols.,
1968]. De todos modos, en ambas especies se pudieron encontrar irregularidades
ocasionales mas profundas.

Tal y como demuestran GHADIALLY vy cols. {1982], las ondulaciones de la
superficie articular (arrugas y surcos) no se corresponden con el aspecto de la
superficie articular in vivo, sino que son artefactos producidos por la distorsién y
retraccion que sufre el cartilago articular cuando es separado del hueso subcondral
antes del procesado. Las irregularidades ocasionales de mas de 1,5 um de profundidad
se describen generalmente en individuos viejos, por lo que podria tratarse de artefactos
y/o irregularidades de una superficie fibrilada o envejecida propia de tales edades.

Con la aparicién del MEB crece el niimero de autores que afirman la irregulari-
dad de la superficie articular. En algunos casos sc llega a adjudicar a las arrugas y
surcos un papel importante en el mecanismo de lubricacion articular [WALKER y
cols., 1969; MOW y cols., 1974]. Sin embargo, se ha demostrado que las arrugas y
surcos no aparecen en ¢l cartilago articular normal humano, de conejo, de perro, gato
o rata, cuando es procesado con el hueso subcondral intacto [CLARKE, 1971ab,c,
1973; GHADIALLY y cols., 1976b, 1977a,b, 1978, 1981; BLOEBAUM y WILSON,
1980] pero tales ondulaciones si se producen cerca de la linea de fractura en el cartilago
articular procesado unido al hueso subcondral, adyacentes a cortes o agujeros
realizados en la superficie del cartilago o en toda la superficie del cartilago cuando éste
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se ha separado del hueso subcondral. En los dos ultimos casos no sélo se describen
grandes ondulaciones de varias pm, sino que también aparecen finos pliegues de 0,5 pm
que son paralelos o perpendiculares a los primeros [GHADIALLY vy cols., 1976b,
1977a]; ambos son artefactos derivados del fruncido por retraccion.

LONGMORE y GARDNER [1975, 1978] afirman que el fruncido fino
(arrugas cuaternarias) es una caracteristica de la superficie articular normal y que
aumenta con la edad. Esto es discutido por BLOEBAUM y WILSON [1980], para
quienes dichas irregularidades son anlogas a las observadas en superficies articulares
expuestas a condiciones ambientales atmosféricas, secundarias a la retraccion por el
secado al aire.

El origen artefactual de estas ondulaciones se confirma porque no aparecen

cuando se emplea el secado por punto critico en condilos femorales intactos [GHA-
DIALLY y cols., 1977b, 1978].

GARDNER [1972] intent0 probar que las ondulaciones aparecen en la
superficie del "cartilago fresco" examinando al MEB cartilago "sin fijar, sin secar y
sin sombrear”, a lo que GHADIALLY [1982] contesta que “un especimen expuesto
a condiciones de alto vacio en un MEB, y calentado por el haz de electrones difi-
cilmente puede ser considerado como no secado”.

Tambi¢n mediante MEB, se han descrito numerosos hoyos ("pits”) en la
superficie del cartilago adulto procesado unido al hueso subcondral, en especies distin-
tas incluyendo al hombre [CLARKE, 1973; GHADIALLY vy cols., 1976b, 1977b,
1978]. Este aspecto se presenta tanto en las piezas secadas al aire como en las piezas
secadas por punto critico, si bien, en éstas tltimas los hoyos aparecen menos marcados.
CLARKE [1973] los atribuyd a la retraccion de condrocitos subyacentes, pero
GHADIALLY [1978, 1981] considera insuficiente tal explicacion para justificar la
existencia de los “pits” en el cartilago in vive y propone, como explicacion de los
hallazgos, otra hipotesis: "Los tejidos procesados para MEB son sometidos a la que
puede ser denominada “deshidratacion sin substitucion”. Esta es distinta a la
deshidratacion empleada para MO y MET, en las que en cada momento el agua
tisular es sustituida por algin otro material. No sorprende, por lo tanto, que los
“pits" no aparezcan en las preparaciones de MO y MET y si aparezcan en las de
MEB, en las que se "derrumba” la superficie suprayacente a los condrocitos
superficiales retraidos"”.
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Se han descrito en la superficie articular del cartilago joven, procesado unido
al hueso, unas elevaciones ( "Aumps") que existen en especies distintas, incluido también
el hombre [GHADIALLY y cols., 1977b, 1978]. Tales "humps” estan ansentes de la
superficie de los cartilagos adultos, de igual manera que lo estan los "pits” en la
superficie de los cartilagos inmaduros. La presencia, frecuencia y predominio de "pits"
y "humps" varian con la edad, de manera que se describen en edades tempranas un
predominio de las elevaciones, luego una coexistencia de elevaciones y hoyos y,
finalmente, un predominio de los "pifs” en el cartilago adulto.

GHADIALLY [1982] considera probable que las elevaciones se correspondan
con condrocitos situados muy superficialmente, que protruyen y se hacen evidentes
como consecuencia de la retraccién que el tejido sufre durante el procesado. En
consecuencia, opina que el predominio de los “pifs” en el cartilago adulto y de las
elevaciones en ¢l cartilago juvenil, probablemente se deba a que la zona I del cartilago
joven es muche mas celular que en el adulto, aparte de las posibles diferencias
existentes en las caracteristicas fisico-quimicas de las respectivas matrices.

Los estudios mediante MEB del cartilago articular hidratado y sin fijar, a baja
temperatura, realizados por GARDNER vy cols. [1981] revelan unas caracteristicas
similares a las observadas con las técnicas convencionales de MEB en cartilago
articular fijado y deshidratado, exceptuando la manifiesta ausencia de “pits” en las
piezas congeladas.

De todos modos, GHADIALLY {1982] no considera estos resultados como una
razon definitiva para admitir que tales caracteristicas se den en la superficie articular
in vivo, pues la microheterogeneidad del cartilago articular, esto es, las variaciones
zonales del contenido de agua, proteoglucanos, colageno, etc. [STOCKWELL, 1979],
hace presuponer que determine comportamientos muy dispares ante la congelacién,
generando estreses que podrian conducir a una alteracién material de la topografia de
la superficie articular.

BLOEBAUM y WILSON [1980] procesan, para MEB, el cartilago articular
normal unido al hueso, sometiéndolo a fijacion en glutaraldehido, postfijacion por
inmersién en tetroxido de osmio y secado por punto critico. Consiguen una superficie
articular completamente lisa, concluyendo que los "pits”y los "humps” no son visibles
en MO y MET, simplemente, porque no existen, ya que son atribuibles a técnicas de
procesado inadecuadas.
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II.2.1.1.2.- Linea de mineralizacién (“tidemark")

El cartilago articular exhibe una gradacion en la composicion de la matriz,
organizacion del colageno, y la forma y agregacion de los condrocitos desde la
superficie articular hacia el cartilago calcificado subyacente.

La integridad estructural entre el cartilago articular mas adaptable y el ngido
cartilago calcificado subyacente se lleva a cabo por continuidad de las fibras colagenas
a través de la interfase entre estas dos capas [REDLER vy cols., 1975], conocida como
"tidemark” [FAWNS y LANDELLS, 1953].

Es esencial que ¢l cartilago articular, altamente adaptable, disponga de un
anclaje seguro en su rigida base calcificada que le permita soportar los distintos grados
de carga mecanica a que esta sometido durante el funcionamiento normal de la articula-
cion, ya que los cambios repentinos en la adaptabilidad podrian estar asociados con
cambios bruscos del nivel de estrés experimentado en el fidemark [BROOM y POOLE,
1982].

Hoy se acepta, de forma general, que el fidemark y el cartilago calcificado
Jjuegan un papel crucial en la transmision de las fuerzas mecanicas desde el cartilago
articular al hueso subcondral [ASKEW y MOW, 1978].

La morfologia parece sugerir que la transmision suave de la tension entre el
tejido adaptable y el rigido puede conseguirse a través de los cambios en la orientacion
y la densidad de empaquetamiento de las fibras de colageno en el cartilago adyacente
al tidemark [BROOM y POOLE, 1982].

Segiin GONGADZE [1987], esta region, que sufre cambios importantes con
el crecimiento, el envejecimiento y la patologia osteoarticular, puede considerarse como
una barrera o un filtro selectivo que regula la permeabilidad. Su alteracién, ademas de
suponer un deterioro estructural, modificaria la permeabilidad, permitiendo el acceso
de vasos subcondrales y otros elementos desde la médula 6sea.

El tidemark esta presente también en los cojinetes fibrocartilaginosos que
existen en la insercion tendinosa de ciertos musculos. Esto ha sido estudiado por
BENJAMIN y cols. [1986], quienes opinan que la matriz del cartilago mantiene juntas
(agavilladas) las fibras de colageno de manera que asegura que éstas alcancen siempre
el tidemark en angulos préximos al angulo recto. De este modo el fibrocartilago no
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calcificado asegura que las fibras del tendén no se doblen, biselen o terminen siendo
comprimidas en una interfase tisular dura, ofreciéndoles de este modo cierta proteccion
ante el desgaste.

Igualmente existe una interfase entre el cartilago no calcificado y el cartilago
calcificado en las articulaciones intersomaticas vertebrales, de manera que también aqui
s¢ puede observar la linea del frente de mineralizacion o tidemark. [BOYDE y JONES,
1983].

11.2.1.1.3.- Unién osteocondral

Hay que considerar una 1ltima interfase en el cartilago articular, la unién
osteocondral, lugar donde ¢l cartilago se adhiere al hueso [HOUGH y cols., 1974] y
donde tiene lugar el crecimiento y remodelado del hueso subcondral mediante osifica-
cién encondral, en la que la invasion vascular desde el hueso subcondral precede a ta
osificacion del cartilago calcificado [GREEN y cols., 1970].

El cartilago calcificado no tiene un crecimiento intersticial, sino que las
vanaciones de su espesor dependen de la osificacién encondral y del avance del frente
de calcificacion del cartilago. Este tltimo supone la incorporacion del cartilago articular
no calcificado en la zona de cartilago calcificado y tiene su expresion histoldgica en la
duplicacion del tidemark [LANE y BULLOUGH, 1980].

La linea de interfase osteocondral es analoga a la linea de cementacion. Los
condroclastos horadan el cartilago calcificado de manera que queda expuesta una
superficie calcificada, sobre la que los osteoblastos depositan hueso. En consecuencia,
las fibras de coldgeno no parecen atravesar esta frontera. Aparentemente, la firmeza de
la unién osteocondral se basa unicamente en la adherencia, de forma similar a las lineas
de cementacion del hueso, pero dicha firmeza se ve incrementada por la interdigitacién
a diferentes niveles estructurales [SCHENK vy cols., 1986].

En los cortes histolégicos perpendiculares a la superficie articular, la unién
osteocondral se evidencia como una linea ondulante de situacion mas profunda que el
tidemark, que denota el cambio brusco entre las caracteristicas de la matriz del
cartilago calcificado y la matriz dsea subcondral, de modo que al microscopio éptico
esta ultima resulta fuertemente eosinofilica [GILMORE y PALFREY, 1987].




Introduccién 37

. En 1895, ROUX proponia que la diferenciacion de los tejidos conjuntivos
estaba controlada, en parte, por fuerzas mecanicas. CARTER y cols. [1987]
profundizan en este postulado y proponen que la osificacion encondral se podria
promover mediante la aplicacion intermitente de fuerzas de cizallamiento y que la
compresion hidrostatica intermitente inhibe la degencracion del cartilago y la
osificacion.

El mayor o menor avance de la osificacion depende, por lo tanto, de las
condiciones mecanicas existentes. Es conocido que el espesor del cartilago articular es
mayor en los lugares de la articulacion que soportan una mayor carga [EGGLI y cols.,
1988]. Esta caracteristica la cumple en particular la zona de cartilago calcificado
MULLER-GERBL vy cols., 1987]. Asi, aquellas situaciones que conllevan el
adelgazamiento deli cartilago articular (falta de estimulo mecanico, etc.) o su deterioro,
van acompafiadas de un aumento de la formacién de hueso subcondral [MULLER-
GERBL vy cols., 1987, BENSKE y cols., 1988], que es tanto mayor cuanto mas
reciente es la lesion y que puede legar a superar tres o cuatro veces el patrén de
crecimiento normal [BENSKE y cols., 1989].

I1.2.1.2.- Componentes de la matriz

La funcién del cartilago articular es la transmision y distribucion de la carga
al hueso subyacente, absorbiendo los impactos y manteniendo las fuerzas de contacto
en un nivel aceptablemente bajo, al tiempo que el movimiento se realiza con el minimo
de friccion.

Dichas propiedades mecanicas son posibles en virtud de las caracteristicas
morfolégicas y fisico-quimicas de la matriz del cartilago articular, que son la expresion
de complejos mecanismos de equilibrio entre los distintos componentes matriciales,
incluso en condiciones de reposo. Dentro de estos mecanismos se incluye el entramado
del colageno y los proteoglucanos. En este sistema las fibras de colageno aportan su
resistencia a la tension, los PG, mediante su presion de tumefaccion (turgencia), la
resistencia a la compresién y el flujo de liquidos a través de la matriz genera una
resistencia difusa que se suma a la ofrecida por los PG.

.2.1.2.1.- Los colagenos

Los colagenos son proteinas estructurales que estan presentes en la matriz
extracelular de todos los animales pluricelulares y constituyen el 25% de la proteina
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total de los mamiferos siendo, por lo tanto, su proteina mas abundante.

La gran mayoria de los colagenos forman fibras cuyo didmetro y orientacion
varian de un tejido a otro. Observadas al MET, estas fibras presentan una estriacion
periddica que induce a pensar que estian formadas por subunidades moleculares
sencillas [GARRONE, 1986].

La molécula de colageno esta constituida por tres territorios: un territorio en
triple hélice en cuyos extremos se unen los territorios amino-terminal y carboxilo-termi-
nal. Un colageno pucde ser definido mas sencillamente como una proteina estructural
cuyas propiedades funcionales dependen significativamente de su territorio helicoidal,
constituido por tres cadenas polipeptidicas (cadenas alfa) que poseen una secuencia de
aminoacidos muy regular, entre los cuales la prolina y la glicina son los mas frecuentes.
Ademas, todos los coldgenos contienen segmentos globulares de mayor o menor
tamaiio.

Los diferentes coldgenos se conocen como "tipos de colagenos" y se denominan
con numeros romanos: F-XIII. Los nimeros romanos de los distintos tipos de colagénos
se han puesto en el mismo orden en que se han ido descubriendo. Para cada tipo de
colageno las cadenas alfa (o) se identifican con niimeros arabes seguidos por el nimero
romano correspondiente escrito entre paréntesis, p. ej.: al(I), e1(ID), etc.

Hasta este momento se han identificado 13 tipos de colagenos, caracterizados
suficientemente para ser catalogados como tales y de los cuales solamente se han
identificado cinco en el cartilago articular bovino adulto [EYRE y cols., 1987b]. Para
codificar la constitucion de las cadenas de estos 13 colagenos son necesarios un minimo
de 25 genes dispersos en el genoma humano. [MYERS y EMANUEL, 1987,
BURGESON, 1988; HENRY y cols., 1988; TSIPOURAS y cols., 1988; WEIL ycols.,
1938, KIMURA y cols., 1989a,b; SHOWS y cols., 1989; HOSTIKKA y cols., 1990].

En torno a estos tipos de colagenos claramente distintos se forman hipétesis
demostrables sobre su contribucion individual en la determinacion y estabilizacién de
la arquitectura tisular.

Segiin sus estructuras supramoleculares, los colagenos se dividen en dos clases
principales: coldgenos formadores de fibras o fibrilares (tipos I, IL, I11, V y XI) y
coligenos no formadores de fibras (tipos IV, VI, VII, VIII, IX, X, XII y XIII). El
primer grupo contiene moléculas en triple hélice largas y continuas que constituiran las
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fibras colagenas estriadas. Gracias a la formacion de fibras y fibnilas de elevada
organizacién, estos colagenos proporcionan un soporte estructural al organismo en
diferentes lugares: esqueleto, piel, vasos sanguineos, nervios, intestinos, capsulas
fibrosas de organos... [VUORIO y de CROMBRUGGHE, 1990].

Los colagenos no formadores de fibras son mas heterogéneos, tanto desde el
punto de vista estructural como funcional. Pueden constituir los componentes de
diferentes redes de la matriz extracelular (tipos IV, VI, VII, VIII, y posiblemente X)
o interactuar directamente con colagenos formadores de fibras (tipo IX y probablemen-
te tipo XII). Estos tltimos, colagenos tipos IX y XII, forman un subgrupo que se ha
denominado "FACIT" ("Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple heli-
ces"). Se ha comprobado que el tipo IX se asocia al colagence tipo II, mientras que el

tipo XII, que comparte muchos aspectos estructurales con ¢l colageno tipo IX, parece
estar asociado con el colageno tipo 1.

Mediante la utilizacion de técnicas inmunoldgicas especificas y la
inmunolocalizacion ultraestructural se ha demostrado que las fibras colagenas estriadas
contienen, ¢n la mayoria de los casos, mas de un tipo de colageno; sin embargo, otras
redes definidas ultraestructuralmente, como es el caso de las laminas basales, contienen
un tnice tipo de colageno [KEENE y cols., 1987, BIRK y cols., 1988].

Como ya hemos comentado, las propiedades funcionales de los colagenos
dependen, sobre todo, de la porcién en tniple hélice de su molécula.

El proceso de sintesis colagénica comienza en los ribosomas unidos a
membrana con la formacidn de las procadenas alfa, que pasaran hacia el interior del
reticulo endoplasmico al tiempo que se completa su crecimiento. En este lugar
sufren la hidroxilaci6n y posteriormente la glucosilacién. Todos estos aconteci-
mientos son previos al ensamblaje de las procadenas alfa para constituir una nueva
estructura en triple hélice denominada procolagena. Una vez formada, la
procolagena es empaquetada para su secrecion por exocitosis. Después de] proceso
de secrecion, la actuacion de las procoldgenopeptidasas sobre los péptidos de
extensién de las cadenas alfa permitira la formacién de la molécula de
tropocoligena, hasta entonces imposible por la existencia de dichos péptidos. Es
ahora, en el espacio extracelular proximo a la superficie celular, cuando las
moléculas de tropocolagena se ensamblan de modo que constituyen las microfi-
brillas de colagena [PROCKOP y cols., 1979, TRESLTAD y HAYASHI, 1979,
ROBERT y LABAT-ROBERT, 1986].

La formacion de fibrillas in vitro es el resultado de un proceso de autoensam-
blado que finaliza con la formacion de fibras de diferentes longitudes y didmetros
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que, cuando son tefiidas negativamente, presentan al MET una estriacion periddica.
Este ensamblaje espontineo estd relacionado con la existencia, en una misma
molécula, de aminodcidos con carga y amincacidos hidréfobos que constituyen
grupos funcionates denominados zonas polares y zonas hidrofobas respectivamente.
Los grupos funcionales se disponen a lo largo de la molécula con una periodicidad
de 67 nm, de manera que se distribuyen en cuatro regiones homélogas de longitud
D, quedando en un extretno de dicha molécula una regién de longitud D/3 formada
por amino#cidos menos reactivos.

Las interacciones electrostiticas e hidréfobas entre moléculas, las obliga a
disponerse en un mismo sentido y en paralelo, pero con un escalonamiento de
longitud D = 67 nm [KUHN, 1984]. Las moléculas linealmente dispuestas, se
orientan de manera que el extremo amino-terminal de una se enfrenta al extremo
carboxilo-terminal de la molécula vecina, permaneciendo separadas por espacios
de longitud 2/3 D [KOBAYASHI y cols., 1985, WARD y cols., 1986], al mismo
tiempo que se dispenen con un cabalgamiento méximo de longitud 1/3 D con
respecto a las moléculas subyacentes.

Como resultado de esta disposicion, en cada periedo D de una fibrilla se
distinguen dos zonas: una rica en espacios, donde son retenidos los metales pesados
(positiva), y otra que se corresponde con las zonas de cabalgamiento maximo y que
resulta impenetrable para los métodos de tincién (negativa).

La distribucién de la estriacién fibrilar in vive es idéntica en todos los tejidos
conjuntivos, independientemente del tipo de coldgeno que compone las fibras; elio
implica que todos los colagenos formadores de fibrillas estriadas deben tener unas
caracteristicas criticas en comin.

Para que un coligeno forme fibrillas estriadas, de acuerdo con el modelo
aceptado de cabalgamiento méximo intermolecular, debe poseer un territorio
helicoidal de aproximadamente 295 nm de longitud y conservar la distribucién
lineal critica de sus cargas o grupos funcionales [MAYNE, 1988).

De los estudios sobre la fibrilogénesis in vitro se puede concluir que la
formacion de fibras coldgenas es un fenémeno muy complejo en el que median e
influyen factores muy diversos. Entre ellos debemos considerar las interacciones
especificas entre los territorios helicoidales, tanto de moléculas pertenecientesaun
mismo tipo de colageno, como entre moléculas de dos o mds tipos de colagenos dis-
tintos [WARD y cols., 1986].

Los territorios globulares que se sitian en los extremos del segmento
helicoidal de las moléculas colagénicas interfieren en la agregacion lateral de
dichos segmentos helicoidales [BERG y cols., 1986], de tal manera que los ter-
ritorios amino-terminales y carboxilo-terminales afectan de modo diferente a la
formaci6n de fibrillas, a su crecimiento en didmetro y al ensamblamiento fibrilar
[MTYAHARA y cols., 1984; MOULD y HULMES, 1987]. Es fécil deducir de esto
que la fibrilogénesis es subsecuente a un proceso proteolitico también complejo, va
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que las procolageno-peptidasas son especificas para cada uno de los territorios
globulares asi como para cada tipo de coligeno. La concentracién tisular de estos
enzimas estard, a su vez, determinada por la cantidad y proporcion en que éstos son
" sintetizados y secretados, por su vida media biolégica y, finalmente, por la posible
accién posterior de activadores o inhibidores exogenos [ADDAR y cols., 1986].

Una vez iniciada la fibrilogénesis, la duracion y extension de la formacion de
fibras varia con el tipo de coldgeno [BIRK y SILVER, 1984; LAPIERE y cols.,
1977), mientras que el crecimiento en didmetro de fibras reconstituidas es
inversamente proparcional a la extension de la glucosilacion [VALLI y cols., 1986].

Si el proceso fibrilogénico in vitro parece complejo, es obvio que los aconteci-
mientos in vivo se van a complicar mucho mas. El simple hecho de que las fibras
tisulares se compongan de mas de un tipo de colageno implica la existencia de
interacciones entre diferentes moléculas, que a su vez estin sujetas a modifica-
ciones proteoliticas por la accién de multitud de enzimas distintos. A todo esto hay
que afiadir la intervencidn de factores exdgenos y especificos del tejido, tales como
la presencia de polianiones [SMITH y cols., 1987, VOGEL y TROTTER, 1987] o
de otras proteinas matriciales con afinidades por la hélice del coldgeno
[CHANDRASEKHAR vy cols., 1986; SPERANZA y cols., 1987].

Es evidente que la fibrilogénesis in vivo es un proceso altamente controlado y
gran parte de esta regulacion debe ser realizada por la célula mediante Ia secrecion de
los colagenos idéneos, en cantidades adecuadas y en el lugar y momento apropiados.
Sin embargo, actualmente, se desconoce cuantos y cudles de estos factores se regulan
coordinadamente. Contrariamente, tras los estudios de la fibrilogénesis en tendon y
comea [BIRK y TRELSTAD, 1984, 1986], se puede pensar que existe una participa-
cion directa de la célula en la regulacion de los mecanismos extracelulares de la
fibrilogénesis. Se ha demostrado que los fibroblastos del tendén intervienen en la
deposicion y ensamblamiento de las fibrillas en los lugares de formacion de la matriz,
de manera que se definen tres compartimentos extracelulares que se corresponden con
cada uno de estos tres niveles de organizacion. Dichos compartimentos se localizan en
estrechas involuciones de la membrana citoplasmatica contigua al espacio extracelular,
de modo que las fibrillas se sitiian en estrechos canales constituyendo el compartimento
mas profundo; los haces de fibras se forman en el compartimento medio y éstos se
reinen para formar macroagregados en el compartimento més periférico y de mayor ta-
maiio. De este modo, 1a célula concentra las subunidades fibrilares y regula la concen-
tracion de enzimas consiguiendo un control global sobre la fibrilogénesis. En tltima
instancia, la célula determina la orientacion final de las fibras mediante la modificacién
de la forma de los compartimentos y la separacion o fusion de éstos [YANG y BIRK,
1988]. Se considera la posibilidad de que la célula, mediante variaciones en la
proporcion de los colagenos secretados, pueda controlar parametros de la formacion
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fibrilar tales como €l nimero de focos de iniciacién de la fibrilogénesis la relacion
crecimiento en longitud/crecimiento en diametro, el didmetro fibrilar definitivo y quizas
la orientacién uniforme de las fibras. Esta suposicion viene a confirmarse por el hecho
de que la relacién o proporcion de los colagenos tipos L Il y V son especificos de los
diferentes estadios del desarrollo de un tejido [MAYNE, 1988].

Las fibras de colageno constituyen el componente fibroso de la matriz del
cartilago articular y suponen el 50% del peso en seco del cartilago articular [ANDER-
SON y cols., 1964].

La red de fibras de colageno actila como una estructura rigida en cuyo interior
quedan atrapados los proteoglucanos. A su vez, las fibras de colageno, practicamente
inextensibles (pueden estirarse un 5% de su longitud antes de la ruptura) {MILLER,
1978], se mantienen pretensadas por la accién de la turgencia hidrica de la sustancia
fundamental (gel de proteoglucanos) [MAROUDAS, 1976a], de manera que propor-
ciona una respuesta elastica instantinea a las fuerzas de compresion [SOUDRY y cols.,
1986].

En base a la interdependencia existente entre la funcién y la forma, se presume
que la organizacion y disposicion de las fibras de colageno guarden relacion con el
patron de fuerzas que actilan sobre el cartilago articular [BULLOUGH y GOODFE-
LLOW, 1968]. De ahi que la distribucién espacial de las fibras de colageno del cartila-
go articular haya sido objeto de numerosos estudios, al tiempo que ha suscitado
controversias.

BENNINGHOFF [1925], tras sus estudios con microscopia optica, propone
que las fibras colagenas del cartilago articular se disponen, por lo general, siguiendo
un sistema de arcadas.

Son numerosos los autores que han tratado de comprobar la existencia de tal
disposicion fibrilar utilizando muy diversas técnicas que incluyen el MET, el MEB, etc.
En los micios de la utilizacién del MET se demostro que, en el cartilago articular de
distintas especies, las fibras de colageno constituian una densa red [RUTH, 1946] en
la que se observaban fibras gruesas y haces de fibras con una periedicidad de 60 nm
tipica del colageno, mezcladas con otras fibras mas finas (30 a 50 nm de diametro) con
periodicidades que oscilaban entre 18 a 20 nm {RANDALL y cols., 1952]. Se pudo
observar una relacion entre el grosor de las fibras y la edad del individuo [MARTIN,
1954].
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Las fibras de la zona superficial del cartilago articular muestran una
orientacion predominantemente paralela a la superficie articular [CAMERON y
ROBINSON, 1958]. Por debajo de esta zona las fibras de la red se disponen al azar,
llegando a adoptar una orientacion radial en las zonas mas profundas segun aumenta
Ia edad y, sobre todo, en el cartilago degenerado [LITTLE y cols., 1958].

El concepto de una zona superficial de fibras paralelas a la superficie articular,
una zona intermedia de fibras orientadas al azar y una ultima zona mds profunda de
fibras o haces de fibras orientadas de forma radial, fue secundado por Ja mayoria de los
autores en la década de los 60.

En 1968, BULLOUGH y GOODFELLOW deducen de sus estudios con luz
polarizada que, ademas de las fibras con la orientacion predominante antedicha, existe
un sistema de fibras de refuerzo que se disponen generalmente con un angulo de 45°
con respecto a las anteriores.

De forma muy resumida podriamos decir que con la utilizacion del MET en ¢l
estudio del colageno, ademas de establecerse una aparente ordenacion espacial de las
fibras de la matriz, s¢ ha observado la variacion del calibre y periodicidad de las fibras
colagenas en relacion con la edad [SILBERBERG vy cols., 1961], el incremento del
diametro fibrilar en relacion con la profundidad [MUIR vy cols., 1970], la comparti-
mentacion de la matriz basandose en la densidad y organizacién de las fibras de
colageno [POOLE y cols., 1984), la existencia de interacciones y asociacion de las
fibras coligenas [BROOM y MARRA, 1986] en la arquitectura de la matriz del
cartilago articular en general, que conduce a la propuesta de modelos estructurales
tridimensionales con posibles implicaciones biomecanicas [BROOM, 1986a] en las que
mas tarde abundaremos.

La aparicion del MEB originé muchas esperanzas para los estudiosos de la
estructura fibrilar del cartilago articular, puesto que suponia la posibilidad de visualiza-
cion tridimensional de las fibras. Sin embargo, esta técnica presenta diversas limi-
taciones.

La deshidratacion total de las muestras provoca una retraccion con amplias
repercusiones que pueden llegar a incluir una cierta alteracion de la arquitectura interna
del cartilago. La visualizacion de dicha arquitectura interna mediante MEB requiere,
inevitablemente, técnicas de fractura de la pieza que pueden, asimismo, repercutir sobre
la orientacion de las fibras.
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Las fibrillas de colageno visualizadas mediante técnica convencional para MEB
no exhiben la periodicidad tipica del colageno y resultan de un grosor mayor que
cuando son observadas con MET, quizas debido a un fendmeno de recubrimiento por
parte de componentes de la sustancia fundamental o por el sombreado metalico
necesario en esta técnica.

En las superficies de fractura observadas a bajos aumentos existe una
disposicion en arcadas de las fibras, pero no se ha podido demostrar cuales son los
elementos {colageno, proteoglucanos, células) que determinan la direccién de la
fractura.

En lo que se refiere a la organizacion fibrilar, vista con grandes aumentos al
MERB, se puede superponer con las zonas descritas con el MET. La compartimentacién
de la matniz mediante MEB se ve limitada por la depleccion de componentes matriciales
que conlleva el procesado de la pieza, de manera que no son visibles los compartimen-
tos pericelular y territorial con la precisién del MET [CLARKE, 1974].

Se han ido perfeccionando progresivamente las técnicas de procesado
[GARDNER y cols., 1981] en un intento de minimizar los posibles artefactos, de modo
que los datos obtenidos mediante MEB concuerden con los obtenidos con el MET,
pudiéndose considerar que ambas técnicas se complementan [BROOM y MARRA,
1986].

El interés que suscitan la composicion, estructura y organizacion espacial del
cartilago articular es debido a que la red colagena se considera el lugar donde se
producen los cambios bioquimicos mas tempranos en el proceso degenerativo
osteoartrésico. De tal manera, la tumefaccion y el incremento del contenido de agua ini-
ciales que se producen, tanto en la osteoartrosis humana como en los modelos de
ostecartrosis animal, se atribuyen al deterioro de la red colagena [MANKIN vy
ZARINS, 1975, McDEVITT y MUIR, 1976, MAROUDAS y VENN, 1977;
AKIZUKI y cols., 1987].

Se ha llegado a especular sobre si tal vez el deterioro esta relacionado con la
destruccion o disminucion de alguna sustancia de adhesion que intervenga en la unién
de las fibras de coligeno y que contribuiria 2 una mayor estabilidad de la red,
haciéndola mas resistente a la presion de tumefaccion osmética de los proteoglucanos
atrapados en ella [EYRE y cols.,, 1987b]. De ahi que los numerosos estudios
bioquimicos, irmunohistoquimicos, etc., destinados a identificar los distintos
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componentes matriciales colgenos y las interacciones existentes entre ellos y con otras
moléculas matriciales, pretenden obtener respuestas a cuestiones tales como [MAYNE
e IRWIN, 1986]:

- El' mecanismo que controla ¢l diametro de las fibrillas de colageno, la
relacidn que éste guarda con la edad y las consecuencias funcionales
que puede acarrear ta formacion de fibras mas gruesas.

- Eltipo de proteinas que se requieren para mantener en buen estado la
red colagena del cartilago articular.

- La posible existencia de una interaccion directa entre la red y los
macroagregados de PG.

En lo que se refiere a los tipos de colageno que integran la red fibrilar del
cartilago articular, si bien el colageno tipo Il es ¢! mas abundante, no es el inico
existente.

EYRE y cols. {1987b] han identificado cinco tipos de coldgeno genéticamente
distintos en el cartilago articular bovino adulto, colagenos tipo I1 (90-95% del colageno
total), tipo IX (1-2% del total), tipo V (1-2% del total), tipo XI (2-3% del total) y el
tipo VI (1-2% del total). (ver tabla I1.2)

Tabla II.2.- Distribucién de los tipos de coldgenos en el cartilago
articular bovino adulto [EYRE y cols., 1987).

] 90-95
Vv 1-2
Vi 1-2
ixX 1-2
Xl 23

El colageno tipo 11 es ¢l componente mayoritario en el cartilago articular y
llegé a ser considerado como el unico tipo de coligeno existente en él. Ha sido
localizado en diferentes especies animales [STRAWICH y NIMNI, 1971; MILLER y
LUNDE, 1973, HERBAGE y cols., 1977]. Se trata de un homopolimero de composi-
cion [e1(ID], [KUHN, 1987] que fue aislado por primera vez en el esternén de pollos
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con latirismo [MILLER y MATUKAS, 1969; TRELSTAD y cols., 1970; MILLER,
1971; TRELSTAD y cols., 1972).

Aparte de un ligero aumento en sus mveles de treonina y de acido glutamico,
el hecho mas caracteristico de las cadenas o 1(II) es su amplia hidroxilacién, que se
acompaiia de una glucosilacion aumentada [MILLER, 1971]. El significado del
contenido tan elevado de hidroxilisina no es muy claro, pero podria estar relacionado
en las interacciones con los PG o en la limitacion del diametro fibrilar [KUHN y von
der MARK, 1978). Los péptidos de la cadena «1(1T) del pollo muestran varios péptidos
homélogos cuando se compara con la cadena «1(I), sin embargo, su relacién es mucho
menor con los péptidos de la cadena «2(I). La secuenciacion de los aminoacidos del
colageno tipo II ha mostrado la localizacion ocasional de mas de un aminoacido en las
mismas posiciones dentro de la molécula [BUTLER vy cols., 1977]. Para explicarlo se
propuso la existencia de una cadena & 1(II) mayor y una cadena e 1(II) menor, que se
presentan con una proporcion de 7 a 1. Se considera que las dos cadenas son productos
de genes estructurales separados y no de genes alélicos.

Los intentos de encontrar sintesis de colageno tipo I en el cartilago articular de
congjos [BENYA y NIMNI, 1979] y perros [EYRE y cols., 1980] fracasaron.
Solamente se encontro una mezcla de colagenos tipos Iy II en las regiones periféricas
del estrato superficial del cartilago articular del mandril, mientras en los estratos
profundos sélo habia colageno tipo I [STANESCU v cols., 1976].

La biosintesis del procolageno tipo II no ha sido tan estudiada como la del tipo
I pero, en general, resultan bastante similares. En el procolageno tipo I los péptidos
de extension se encuentran en ambos extremos, amino y carboxilo-terminat. Ambas
extensiones contienen cistina pero los puentes disulfuro intercatenarios sélo se
encuentran en el extremo carboxilo terminal [DEHM y PROCKOP, 1973; MERRY
y cols., 1976, UITTO, 1977; UITTO vy cols., 1977). En el procolageno tipo I
enconiramos manosa en el extremo carboxilo terminal, mientras que en el tipo II
este azicar se encuentra en ambos extremos [GUZMAN y cols., 1978). La secrecion
del procolageno tipo I parece tener lugar mas lentamente que la del tipo I
[MULLER y JAMHAWI, 1974; UITTO y PROCKOP, 1974; HARWOOD y cols.,
1975; 1977]. La hidroxilacion de los residuos de lisina comienza mientras las
cadenas todavia se encuentran unidas a los ribosomas del RER, pero los puentes
disulfure intercatenarios solo se forman cuando las cadenas se liberan de los
ribosomas y se encuentran en el RER [HARWOOD y cols., 1975; 1977, OOHIRA
y cols., 1979]. La pérdida de las extensiones terminales amino o carboxilo del
procolageno tipo II, producida por proteasas especificas, no parece tener un orden
preferencial [UITTO, 1977, UITTOYy ¢ols., 1979], mientras que en algunos tejidos,
el procoldgeno tipo I pierde primero el extremo amino.
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El colageno tipo IX, que por definicion pudiera ser considerado también como
un proteoglucano, se reconoce en ¢l cartilago, donde constituye entre el 1 y 10% del
total de los colagenos [SVOBODA y cols., 1988]. Representa e! 20% de la cantidad
determinada para el colageno tipo I [YASUl y cols., 1984; VAUGHAN y cols., 1987],
habiéndose demostrado la existencia de uniones covalentes entre las moléculas de
ambos [EYRE y cols., 1987a}. Sus tres cadenas distintas & 1{IX), «2(IX) y «3(IX), que
‘tienen un peso de 84, 66 y 72 kDa respectivamente, constituyen una triple hélice cuya
longitud es 0,6 veces la de los colagenos tipos I, I I1I, V y XI. [IRWIN y cols., 1985;
NINOMIYA y cols., 1985, 1989; van der REST y cols., 1985; IRWIN y MAYNE,
1986; McCORMICK vy cols., 1987; van der REST y MAYNE, 1987, 1988; AYAD y
cols., 1989; VUORIQ y De CROMBRUGGHE, 1990].

Este colageno se caracteriza por la posesion de glucosaminoglucanos,
probablemente condroitin y dermatan sulfato, unidos covalentemente a la cadena a2
[BRUCKNER vy cols.,, 1985, HUBER y cols., 1986; IRWIN y MAYNE, 1986;
KONOMI y cols., 1986].

Las moléculas del colageno tipo IX se han localizado, gracias a la utilizacion
de técnicas de inmunoclectromicroscopia, sobre la superficie de las fibras de colageno
tipo I del cartilago, adoptando una distribucién D-periédica a lo largo de la fibra, de
manera que las cadenas condroitin-sulfato se disponen en intimo contacto con la fibrilta
[VAUGHAN vy cols., 1988]. Se observa una mayor concentracion en la interseccion de
las fibras [MULLER-GLAUSER vy cols., 1986] y parece ser mas abundante ¢n la
matriz proxima al condrocito, compartnnento en el que las fibrillas son especialmente
finas [POOLE y cols., 1988b].

Se le atribuye también una posible funcion de adhesion denivada de hipotéticas
interacciones especificas con otros componentes matriciales del cartilago [EYRE y
cols., 1987b], pudiendo participar en interacciones idnicas con los glucosaminoglucanos
del cartilago [VASIOS vy cols., 1988].

Las interacciones entre los colagenos tipos IX y II estan estabilizadas por la
existencia de enlaces covalentes intermoleculares cruzados {EYRE y cols., 1987a; van
der REST y MAYNE, 1988). Los enlaces cruzados y la cadena lateral de glucosamino-
glucanos sugieren que el colageno tipo IX tendria un papel mediador en la interaccién
entre los dos componentes principales de la matriz extracelular del cartilago: colageno
tipo Il y proteoglucanos [van der REST y MAYNE, 1988].
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La localizacion de colageno tipo IX sobre la superficie de las fibras del
colageno tipo II también sugiere una importante intervencion en la regulacion del
diametro de las fibras [van der REST y MAYNE, 1987, NINOMIYA vy cols., 1989].
Aparentemente la presencia del colageno tipo IX va acompafiada de una reduccién en
el tamafio (calibre) de los agregados de las fibras de colageno tipo II. El hecho de que
se localice siempre sobre las fibras finas, que aparecen en concentracién mas alta en la
proximidad de la célula, hace creer que el colageno tipo IX pueda funcionar en el
cartilago como un regulador del diametro fibrilar [WATTON vy cols., 1988].

En el colageno tipo V se han identificado tres cadenas alfa distintas, e¢1(V),
«2(V)y @3(V). La molécula mas frecuente es la compuesta por [ 1(V)],22(V), aunque
también se ha observado la combinacion [e1(V)];. Sin embargo la cadena a3(V) sélo
ha podido ser identificada en un limitado nimero de tejidos y siempre formando parte
de moléculas de composicion al(V)e2(V)e3(V) [MAYNE y BURGESON, 1987;
FESSLER y FESSLER, 1987].

En el coldgeno tipo XI existen tres cadenas distintas, a1(XT), e2(XI) y
23(XT), siendo la molécula predominante en el cartilago [ ] (XD)e2(XD)ee3(XI)] MO-
RRIS y BACHINGER, 1987, MORRIS, 1988]. Las cadenas x1(XI) y a2(XI),
genéticamente distintas entre si, se parecen mucho a las cadenas a1(V) y «2(V), mien-
tras que la cadena a3(XI) es genéticamente idéntica a la ¢ 1(II) [EYRE y WU, 1987].

La interaccién especifica aparentemente observada entre el colageno tipo X1
y los glucosaminoglucanos sulfatados, que parece no existir con el colageno tipo IT
[SMITH y cols., 1985], haria considerar al colageno tipo XI como mediador en las
interacciones fisicas de las fibrillas de colageno y los proteoglucanos del cartilago.

Por otro lado y mediante estudios in vitro, se ha observado que el colageno tipo
XI se encuentra, de forma preferente, asociado a la superficie del condrocito, lo que
induce a pensar que pudiera estar involucrado en la organizacién de la matriz perice-
lular [SMITH y cols., 1989].

El coldgeno tipo VI se ha localizado tanto en tejidos cartilaginosos como no
cartilaginosos. Su molécula es una combinacién de tres cadenas distintas & 1(VI),
a2(VI) y «3(VI) [JANDER vy cols., 1984; TIMPL y ENGEL, 1987; CHU vy cols.,
1988, 1989].
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Habitualmente el colageno tipo VI se presenta en los tejidos en forma de
agregados. Los monoémeros forman dimeros que se agregan lateralmente formando
tetrameros no escalonados y fuertemente estabilizados por un gran niimero de uniones
disulfuro. La estabilidad estructural del tetramero es tan grande que éste s comporta
como un equivalente molecular, pudiendo, incluso, ser solubilizado y extraido del tejido
con pepsina [JANDER y cols., 1983; von der MARK y cols., 1984; KUO y cols.,
1989].

Mediante la utilizacion de anticuerpos se ha comprobado que ¢l colageno tipo
VI se localiza en distintos tejidos conectivos [LINSENMAYER vy cols., 1986, TIMPL
y ENGEL, 1987], incluido el cartilago [HESSLE y ENGVALL, 1984], no apareciendo
una distribucion restringida a zonas histologicamente identificables ni especificas,
observandose su ausencia en las membranas basales.

Con la inmunolocalizacién ultraestructural se demuestra que no existe una
asociacion directa del colageno tipo VI con las fibrillas colagenas estriadas, al mismo
tiempo que ¢l marcaje se localiza en redes fibrilares muy finas que presentan una
periodicidad de 100 nm {von der MARK y cols., 1984; BRUNS y cols., 1986]. Dichas
redes se forman por la asociacion extremo a extremo de los tetrameros del colageno tipo
VI [ENGVALL y cols., 1986].

Aunque se desconoce su funcion, ultraestructuralmente parece ser un sistema
fibroso independiente, posiblemente importante en el mantenimiento de la separacion
espacial entre los diferentes componentes tisulares y los grandes fasciculos de fibras
colagenas estriadas, al mismo tiempo que proporciona unidad estructural a la totalidad
del tejido conjuntivo. Se ha considerado la posible participacion del colageno tipo VI
en la adhesién y extension de los fibroblastos [CARTER, 1982], asi como la existencia
de un posible "reconocimiento” celular de la red. Aparentemente, participa en ¢l ordena-
miento espacial de las estructuras tisulares, en las interacciones interfibrilares entre los
PG y las fibnillas [EYRE vy cols., 1987b], asi como en ¢! anclaje de la red fibrilar
[KEENE y cols., 1988]. Su interaccion con las estructuras colagénicas es muy
probable, pues posee secuencias repetitivas sorprendentemente similares a las ligadoras
de colageno existentes en las proteinas matriciales del cartilago [KOLLER vy cols.,
1989].

El colageno tipo VI se ha localizado ultraestructuralmente en el cartilago
hialino mediante anticuerpos monoclonales previamente utilizados en estudios similares
de tejidos no cartilaginosos, observandose una disposicion pericondrocitaria en ¢l carti-
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lago costal humano [KEENE y cols., 1988). Esta localizacién en la matriz pericelular
se ha relacionado con una posible funcion de mantenimiento de la integridad de la
condrona y con la proteccién del condrocito en la dinimica de cargas compresivas
[POOLE y cols., 1988a]. Se ha observado que en el cartilago articular experimental-
mente artrésico se produce un enriquecimiento en colageno tipo VI {McDEVITT y
cols., 1988]. :

Citamos aqui el coldgeno tipo X, una cadena corta que no forma fibras, ya que
su produccién es especifica de los condrocitos hipertroficos de los cartilagos de
crecimiento fetales [CASTAGNOLA vy cols., 1986]. Este colageno fue identificado en
la matriz extracelular de cartilagos articulares fibrilado u osteoartritico, pero no en el
cartilago articular normal [von der MARK vy cols., 1992b}. Parece estar involucrado
en la calcificacién del cartilago y se asocia a las vesiculas de la matriz [HABUCHI y
cols., 1985].

La produccién del colageno tipo X puede verse modulada por los agregados de
PG y por la fibronectina [THOMAS y GRANT, 1988]. Se ha observado una
produccion elevada de colageno en el raquitismo, que reflejaria un incremento en el
nivel de sintesis de colageno tipo X por las células hipertroficas. Esta superproduccion
sc interpreta como un posible mecanismo compensatorio mediante el que los
condrocitos hipertroficos intentan proporcionar el méximo de matriz calcificable a un
hueso pobre en calcio [REGINATO vy cols., 1988].

I.2.1.2.2.- Los proteoglucanos

Los elementos fibrilares matriciales y las células del cartilago articular estan
inmersos en una especie de gel poco denso, transhicido y sin organizacién estructural
aparente al MO, denominado habitualmente sustancia fundamental amorfa. Dicho gel
es soluble en medios acuosos, por lo que se pierde en parte durante los procesos de
fijacion habituales. Con técnicas de fijacion apropiadas se puede reducir la pérdida de
los componentes de la sustancia amorfa. Presenta unas afinidades tintoriales muy
definidas: se colorea con la técnica de PAS para los hidratos de carbono y con los
colorantes catidnicos (azul de toluidina, safranina O, hematoxilina, etc.). Estas
afimdades se deben a los glucosaminoglucanos (GAG), elementos constituyentes de las
diferentes moléculas de proteoglucanos (PG) que componen la sustancia amorfa.

- Los PG son moléculas complejas integradas por una proteina central a la que
s¢ unen covalentemente los GAG [MUIR, 1979; HASCALL y KIMURA, 1982]. Las
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proteinas centrales de los PG conocidos varian en tamafio oscilando desde 11.000
daltons [BOURDON y cols., 1985, 1986] hasta aproximadamente 220.000 daltons
[DOEGE vy cols., 1987]. El niimero de GAG que se unen a la proteina central varia
desde 1 [PEARSON vy cols., 1983} hasta aproximadamente 100 [RODEN vy cols,,

 1985]. Ciertos PG contienen unidos, ademas, N-oligosacaridos y O-oligosacéaridos, y
otros poseen territorios funcionales separados de los lugares de anclaje de GAG. Estos
dominios sirven, bien para el anclaje de los PG a la membrana celular, o bien inter-
vienen en la unioén a otros componentes de la matriz extracelular tales como ¢l colageno
y la fibronectina (decorina), o al acido hialurénico (macroagregados del cartilago)
[RUOSLAHTI, 1983b).

Los GAG varian también en cuanto a su tamafio y estructura, y ya que el
comportamiento fisico de los PG es debido a las propiedades de los GAG, el contenido
de éstos es el criterio que se utiliza para la clasificacion de los PG.

Los GAG, antes denominados mucopolisacaridos, son cadenas no ramificadas
de polisacaridos, constituidos por unidades repetidas de disacaridos. Uno de los
azicares de dicha unidad es siempre un aminoazucar, concretamente una hexosamina
{(N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), al que deben los GAG su actual
denominacion. Los residuos de azicares poseen grupos sulfato, grupos carboxilo o
ambos a la vez, que proporcionan a los GAG una intensa carga negativa determinante
de su comportamiento y afinidades quimicas.

Las cadenas de polisacaridos son modificadas en el aparato de Golgi mediante
reacciones secuenciales de sulfatacion y epimerizacion coordinadas. Seguidamente
y antes de ser segregados por la célula, los GAG se unen covalentemente a los
residuos de serina de una proteina eje, constituyéndose asi la molécula de PG. Las
cadenas de GAG estan ligadas a la proteina axial por un extremo e irradian de eila
a semejanza de las fibras de un cepillo "limpiatubos”.

Los GAG son cadenas lineales rigidas que permanecen muy extendidas,
ocupando un volumen enorine en relacién a su masa. Son estructuras con una gran
apetencia por el agua que se ve favorecida porque su gran densidad de cargas
negativas atrae cationes osmoéticamente activos. De este modo, forman geles
grandemente hidratados aun cuando la concentracién de GAG sea baja. Un medio
de tan alto contenido hidrico permite la facil difusion de moléculas hidrosolubles,
¢l desarrollo de los procesos celulares y 1a migracion celular.

Los GAG se clasifican en cuatre tipos principales (tabla I1.3):

- heparina/heparén sulfato,
- condroitin sulfato/dermatan sulfato,




Introduccién

- queratdn sulfato y
- 4cido hialurénico.

La unidad disacdrida en la heparins, el heparén sulfato y e] scido hialurénico,
estd integrada por N-acetilglucosamina y dcido glucurénico. Fn el condroitin y
dermatin sulfato consta de N-acetilgalactosamina y 4cido glucurdnico. Finalmente,
en el queratén sulfato la unidad disacarida se compone de N-acetilglucosamina y
galactosa.

Tabla 11.3.- Composicién de los glucosaminogucanos.

Heparina/Heparan sulfato N-acetiiglucosamina + acido glucurénico
Acido hialurénico N-acetilglucosamina + acido glucurénico
Condroitin sulfato/Dermatén sulfato | N-acetilgalactosamina + 4cido glucurénico
Queratan sulfato N-acetilglucosamina + galactosa

Como hemos visto, existen unas caracteristicas mds 0 menos comunes que, en
mayor o menor grado, distinguen y permiten la clasificacion de los GAG:

1.- Sus azicares estan sulfatados en grados variables.
2.- Estin unidos covalentemente a proteinas.

3.- Tienen un gran volumen hidrodinamico,

4.- Interactian con otras moléculas.

El écido hialurénico es un excepcién con respecto a los apartados 1y 2, puesto
que no esta sulfatado y puede existir como un GAG libre [LINDAHL y HOOK,
1978, RODEN, 1980]. '

Casi todas las proteinas de la matriz extracelular tienen lugares de unién para
los GAG; entre ellas se encuentran la fibronectina [RUOSLAHTI, 1988a], los
coldgenos intersticiales [KODA y BERNFIELD, 1984], la laminina [MARTIN y
TIMFL, 1987], la vitronectina [SUZUKI y cols., 1985] y la tromboespondina
[DIXIT y cols., 1984]. Asimismo, muchos factores de crecimiento tienen lugares de
uni6n para los GAG:; entre ellos algunas formas de factores de crecimiento de fibro-
blastos y de células endoteliales muestran una afinidad por los GAG particular-
mente alta [GOSPODAROWICZ. y cols., 1987, BERMAN y cols., 1987}, El grado
de interaccion de los GAG parece ser proporcional a su densidad de carga. Esto se
pone de manifiesto ante el hecho de que el dextran-sulfato, un carbohidrato
sintético altamente sulfatado, es tan activo como la heparina para unirse a molé-
culas como la fibronectina [RUOSLAHTI, 1988a). Por lo tanto, no existiria
especificidad en la mayoria de las interaccicnes de los GAG con otras moléculas.
E! tamaflo del GAG es también un factor importante, puesto que las cadenas largas
interactiian més fuertemente que las pequefias. Como excepcién importante de la
falta de especificidad, debemos citar Ia unién de algunas proteinas centrales de
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proteoglucanos al dcido hialurénico [GOETINCK y cols., 1987) para formar grandes
agregados mediante la unién no covalente de varios proteoglucanos a lo largo de
una cadena de 4cido hialurénico.

La heparina es el GAG més altamente sulfatado, seguida por el heparén-sulfato
y el dermatan-sulfato, siendo el condroitin-sulfato el GAG menos sulfatado. En
consecuencia, la heparina es el GAG que tiene mayor actividad ligadora, seguida
del heparén y dermatén-sulfato que tienen una afinidad moderada. Las cadenas de
condroitin-sulfato libre, a excepcién de la unién a ciertos colagenos [OBRINK y
cols., 1975, carecen de actividad ligadora apreciable frente a ligandos que se unen
a heparina [KODA y BERNFIELD, 1984]. Sin embargo, cuando las cadenas de
condroitin-sulfato forman parte de un protecglucano pueden interactuar con
ligandos como la fibronectina, el coldgeno o la vitronectina [OLDBERG y
RUOSLAHTI, 1982; SUZUKI y cols., 1984]. En consecuencia, los proteoglucanos
condroitin-sulfato pueden inhibir la unién celular a 1a fibronectina.

Aungue las proteinas centrales de los PG son diferentes, presentan ciertas
caracteristicas comunes. De este modo, las distintas y miiltiples secuencias "sefial”
para la unién de GAG constituyen en algunas proteinas centrales lo que se
denomina territorios o dominios de anclaje para los GAG [OCLDBERG y cols,
19871

Se puede decir que la proteina central est4 compuesta de dominios o territorios
similares a los de otras proteinas. Ademés de los dominios mencionados, la porcion
amino-terminal de la proteina central en el cartilago es muy similar a Ia de otra
proteina que se une al 4cido hialurénico, la proteina de unién del cartilago

[NEAME y cols., 1987).

Los PG de las vesiculas sinépticas pueden incorporarse a la matriz extracelular
después de la secrecion [STADLER y KIENE, 1987], de lo que se deduce que
existe una superposicién de los PG de los granulos intracelulares y los de la matriz
extracelular.

Los PG de la matriz extracelular son un grupo heterogéneo en el que se
incluyen PG tipo condroitin-sulfato/dermatan-sulfato y tipo heparan sulfato. El
primer tipo se encuentra en los tejidos conectivos mesenquimales y el segundo en
las membranas basales epiteliales. Los PG matriciales més caracteristicos son: los
grandes PG condroitin-sulfato del cartilagoe [DOEGE y cols., 1987] y de los
fibroblastos {KRUSIUS y cols., 1987], la decorina de los fibroblastos [SCHMIDT
y cols., 1987] y el gran PG heparan-sulfato de las membranas basales [LEDBET-
TER y cols., 1987]. Existen otros diferentes PG de la matriz que no han sido
clonados, liegando a estar incluso, en algunos casos, restringida su produccion a
unos tipos de células determinados.

Aunque es necesaria la clonacion de las proteinas centrales para la clasifica-
cion definitiva de los PG, su caracterizacion bioquimica es un indice suficiente de
que los PG son mucho més heterogéneos de lo que sugieten los ejemplos anteriores
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y de que cada tipo de célula puede producir PG diferentes [SOMMARIN y
HEINEGARD, 1986]. Los PG matriciales se unen a otras moléculas de la matriz,
usualmente mediante las interacciones de los GAG con los lugares de unién de la
proteina matricial. En otras ocasiones, como es el caso de la decorina, se unen a las
proteinas (colégeno y fibronectina) a través de su proteina central [SCHMIDT y
cols., 1987]. El lugar de unidn en el colageno es especifico, ya que los PG se

- localizan en las estriaciones de éste con la caracteristica periodicidad de 67 nm
interviniendo en la regulacién del grosor de las fibras colégenas [VOGEL y cols.,
1984; VOGEL y TROTTER, 1987].

En consecuencia, los PG pueden mantener unidos varios componentes de la
matriz, participando en la estructuracién de ésta en el siguiente nivel de organiza-
cién. Tal afimacién viene sugerida por el hecho de que los PG y los GAG pueden
aumentar la interaccion entre la fibronectina y el colageno [RUOSLAHTI y
PIERSCHBACHER, 1987]. Del mismo modo, parece ser que los proteoglucanos
heparan sulfato unidos a la superficie celular contribuyen en la unién de las células
a la fibronectina [RUOSLAHTI, 1988a], reforzando la adhesién celular. Por el con-
trario, los PG condroitin-sulfato/dermatén-sulfato, tiene un efecto opuesto sobre la
adhesion celular, Los grandes PG del cartilago, la serglicina y los pequefios PG der-
matén-sulfato relacionados con la decorina pueden inhibir el anclaje de las células
a la fibronectina o al coldgeno tipo 1. Estos PG, ocupan los lugares de unién (para
GAG o para proteina central), impidiendo la unién de los PG de la superficie
celular a dicha proteina, y/o cubren completamente los lugares de unién celular
[KNOX y WELLS, 1979; TS'AQ y EISENSTEIN, 1981; SCHMIDT y cols., 1987).
Este efecto inhibidor sobre la adherencia celular puede ser el origen de la capacidad
de los PG para inhibir la migracién celular FUNDERBURG y MARKWALD,
1986, PERRIS y JOHANSSON, 1987]. Ya que para la migracion es imprescindible
la adherencia celular, ésta debe ir acompafiada de cambios en la sintesis de PG
{KINSELLA y WIGHT, 1986). Aun cuando los PG no son imprescindibles para la
supervivencia de células individuales [ESKO y cols., 1986, 1987], sf existen
indicios de que los PG regulan la diferenciacion y la proliferacion celulares. Este
es el caso de los grandes agregados de PG del cartilago que actilan sobre las células
mesenquimales con aspecto de fibroblasto, precursoras de los condrocitos. Si bien
estas células no sintetizan estos PG, su produccién es uno de los signos mds tem-
pranos de su diferenciacion condrocitaria [GOETINCK,, 1982). La inhibicién de la
adhesion celular, originada por los PG, es fundamental en el mantenimiento de la
diferenciacion del condrocito [WEST y cols., 1979]. Los PG de la superficie celular
{(heparin-sulfato) de algunas células, parecen ejercer un efecto inhibidor sobre 1a
proliferacién de las mismas [ISHIHARA y cols., 1987].

La matriz extracelular del cartilago se compone, en su mayor parte, de un gel
de PG altamente concentrado (mas de 100 mg/ml) que permanece inmovilizado por la
red fibrilar colagena. Si bien los PG son extremadamente hidrofilicos, no alcanzan su
volumen de hidratacién maximo debido a la limitacién que sobre su expansién ejerce
la red practicamente inextensible de colageno. De esta manera, en condiciones de
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equilibrio, la presién de tumefaccion (imbibicién) que genera el gel de PG es igualada
por las fuerzas de tension que desarrolla la red fibrilar. Por lo tanto, los PG proporcio-
nan al tejido consistencia (resistencia) y elasticidad, puesto que indirectamente juegan
un papel modulador de la rigidez (dureza) de la red colagena a través de su presion
osmotica [MIZRAHI y cols., 1986].

A pesar de la variabilidad topografica de la composicion de la matriz del
cartilago, los PG constituyen aproximadamente el 30% o 35% del peso seco del
cartilago, y se caracterizan por su alto Pm, aproximadamente mayor de 3'5 x 10°
daitons [HEINEGARD y PAULSSON, 1934].

El componente carbohidratado de los PG, constituido por GAG unidos
covalentemente a la proteina central, representa el 90% del peso total de la molécula.
La mayoria de los GAG son condroitin sulfato y queratan sulfato, de manera que un
monomero de PG tipo puede estar formado por hasta 100 cadenas de condroitin sulfato
(Pm: 15.000-20.000 daltons) [HARDINGHAM y cols., 1987] y mas de 50 cadenas de
queratan sulfato (Pm; 5.000-8.000 daltons) [HASCALL y RIOLO, 1972], ademas de
oligosacaridos de bajo peso molecular en un niimero aproximado de 50 cadenas de
oligosacaridos unidos a oxigeno y 10-15 cadenas de oligosacaridos unidos a nitrogeno
[THONAR y SWEET, 1979; LOHMANDER vy cols., 1980] (tabla 11.4).

Tabla IL.4.- Composicién de un monémero de PG tipo.

Condroitin sulfato 100 150.000-200.000 HARDINGHAM y cols., 1987
Queratén sulfato 50 5.000-8.000 HASCALL y RIOLO, 1972
Oligosacdridos unidos a O S0 bajo THONAR y SWEET, 1979

LOHMANDER y cols., 1981

En condiciones fisiologicas, los monomeros de PG pueden interactuar
especificamente con otro GAG, el acido hialurénico, mediante el extremo globular de
su proteina central conocido como "Regién de Union al Acido Hialurénico" (HABR)
[HARDINGHAM vy cols., 1983; STEVENS y cols., 1984; HEINEGARD vy cols.,
1986), formando asi agregados poliméricos enormes [HASCALL y HEINEGARD,
1974]. Los macroagregados de PG estan estabilizados por una glucoproteina
denominada proteina de union [HARDINGHAM, 1979].
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La inmovilizacion de los PG por parte de la red de colageno se ve facititada por
el gran tamaiio de los macroagregados y por la interaccion especifica que se establece
entre cierta porcion de éstos y ¢l colageno [ORFORD y GARDNER, 1984].

La caracteristica dominante de los PG del cartilago es su contenido de GAG,
siendo los mas abundantes el condroitin-4-sulfato, el condroitin-6-sulfato, ¢l queratian
sulfato, ¢l dermatan suifato y el acido hialurénico [HARDINGHAM, 1986].

El condroitin sulfato es el GAG mas abundante en el cartilago y su unidad
disacarida se compone de acido glucurénico y de N-acetilgalactosamina. Dicha unidad
puede estar sulfatada en las posiciones C, o C; de la galactosamina, en funcion de lo
cual se le denomina condroitin-4-sulfato (condroitin sulfato A) o condroitin-6-sulfato
(condroitin sulfato C) respectivamente [HEINEGARD y HASCALL, 1974a;
MICHELACCI y DIETRICH, 1976]. '

El queratan sulfato puede constituir del 5 al 20% del contenido total de GAG
en el cartilago y se observa que varia en funcién de la edad JELLIOT y GARDNER,
1979]. La unidad disacarida de repeticion de este GAG esta formada por galactosa y
N-acetilglucosamina, de manera que, a diferencia de los otros GAG, carece de acido
urdnico.

El acido hialurénico, unico GAG del cartilago no sulfatado y que no se une a
proteina, esta formado por unidades disacaridas constituidas por acido glucurénico y
N-acetilglucosamina [HIERTQUIST y LEMPERG, 1972]. Representa una proporcion
pequeiia del total de los GAG del cartilago (menos de un 6% peso/peso en el cartilago
humano) [ELLIOT y GARDNER, 1979], pero el papel bioquimico y fisiologico que
desempefia es muy importante, al ser fundamental en la formacién de agregados de PG.

Al igual que ocurre en otras glucoproteinas, los PG tienen unidos covalente-
mente a su proteina central oligosacaridos unidos a N y oligosacaridos unidos a O
[THONAR y SWEET, 1979]. No se conoce la funcién de los oligosacaridos unidos a
N. Parece que no son necesarios para la interaccion PG-acido hialurénico o con la
proteina central de unién, pero ya que influyen en el plegado de la molécula de ciertas
glucoproteinas, podrian también intervenir en la configuracion final de los PG
[LOHMANDER vy cols., 1983).

Los oligosacaridos unidos a O se distribuyen dispersamente a lo largo de Ia
proteina central [LOHMANDER vy cols., 1980].
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Los PG se clasifican en virtud de su tamaiio, carga y proporciones relativas de
queratan sulfato, condroitin sulfato y proteina central [HARDINGHAM, 1986].

Los GAGs se anclaran en lugares especificos de la proteina central [BOUR-
DON y cols., 1987, OLDBERG y cols., 1987] y del colageno tipo IX [McCORMICK,
1987). '

Los PG tisulares presentan proteinas centrales de tamaiio muy variable (200-
300 x 10° daltons) [STEVENS y cols., 1984], pero se ha detectado intracelularmente
una forma precursora de la proteina central con un Pm relativamente constante
[KIMURA y cols., 1981]. Esto sugicre que, una vez sintetizados, los PG podrian poseer
proteinas centrales de tamafio casi uniforme y que seria su exposicion a la actividad
proteolitica en la matriz extracelular la que causaria el incremento de la polidispersion
[LOHMANDER y KIMURA, 1986].

En la proteina central del PG del cartilago se distinguen tres regiones: una
region globular o HABR, la region rica en queratdn sulfato, adyacentc a la anterior
y a continuacion la region rica en condroitin sulfato.

La regidn de union al dcido hialurdnico o HABR, con un Pm de
aproximadamente 65.000 daltons, supone la cuarta parte de la proteina central. Forma
un territorio globular que esta rodeado de manera uniforme por oligosacaridos unidos
a N fundamentalmente, y algun queratan sulfato [HARDINGHAM y cols., 1983]. Este
territorio se mantiene plegado mediante interacciones hidrofébicas y, al menos, 5a 7
uniones disulfuro, fundamentales para la unién de la proteina al acido hialurénico
[STEVENS vy cols., 1984] y su estructura es muy similar en tejidos diferentes de
distintas especies [HEINEGARD vy cols., 1986].

En la regidn rica en queratdn sulfato, de un Pm aproximado de 20.000
daltons, se anclan la mayor parte de las cadenas de queratan sulfato y una pequefia
proporcién de condroitin sulfato [HEINEGARD y AXELSSON, 1977]. La gran
riqueza en carbohidratos de esta region (condroitin sulfato: aproximadamente 5 cadenas
con un Pm medio de 20.000 daltons; queratan sulfato: aproximadamente 10 o 15
cadenas con un Pm medio de 8.000 daltons y oligosacaridos unidos a O, ¢tc.) la protege
de la digestion proteolitica.

~ La mayor parte de la proteina central del PG corresponde a la regidn rica en
condroitin sulfato. Aqui se sitian casi todas las cadenas de condroitin sulfato y
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alrededor del 30% de las queratan sulfato, ademas de importantes cantidades de
oligosacaridos unidos a O. Al parecer, las cadenas de condroitin sulfato, cuando se
~ anclan en la proteina central, se sithan muy proximas entre si, disponiéndose en grupos
separados entre los que se interponen secuencias mas largas de aminoacidos [HEI-
NEGARD y HASCALL, 1974b], que hacen a esta regién més susceptible a la rotura
proteolitica. De tal manera, las secciones rigidas que alternan con segmentos flexibles
observadas en la proteina central del PG, podrian corresponder a los segmentos de
mayor concentracién de condroitin sulfato y a las secuencias no ocupadas por GAG,
respectivamente, pudiendo estas titimas actuar como regiones bisagra [TORCHIA y
cols., 1983].

La mayoria de los monémeros de PG del cartilago se unen al acido hialurénico
y a glucoproteinas de union formando grandes agregados multimoleculares [HAR-
DINGHAM y MUIR, 1972]. Los monomeros de PG se unen a una cadena extendida
de acido hialurénico y constituyen la conocida estructura en "cepillo limpiatubos"
[ROSENBERG y cols., 1975]. En la interaccion especifica del monémero de PG con
el acido hialurénico interviene la porcion globular de la proteina central del PG
denominada HABR. La union acido hialurénico-HABR es de tipo no covalente y
resulta muy sensible a los cambios en la conformacion de ambos, acido hialurénico y
HABR [HARDINGHAMYy cols., 1976). Dicha unién esta estabilizada por una proteina
de unidn, cuya funcion principal es el anclaje del monémero de PG de manera tan firme
que bajo condiciones fisiologicas es esencialmente irreversible (HEINEGARD y
HASCALL, 1974b; HARDINGHAM, 1979, BUCKWALTER vy cols., 1984].

Se distinguen dos tipos de monémeros de PG en funcién de su tamafio, los
monomeros de alto peso molecular y los monémeros de bajo peso molecular. Cada uno
de estos tipos de poblaciones se divide en funcién de la capacidad o incapacidad de
formar agregados: grandes mondmeros de PG agregantes (el tipo descrito) y no
agregantes, y mondmeros de PG pequeifios agregantes y no agregantes [HEINEGARD
y PAULSSON, 1984].

Los monémeros no agregantes se distinguen de los agregantes por maltiples
caracteristicas, entre ellas la carencia de HABR. Si bien los monémeros no agregantes
pueden ser ¢l resultado de la degradacion de monomeros agregantes, existen otros que
representan una poblacion o poblaciones de PG genéticamente distintos. Entre los PG
no agregantes se incluyen la decorina, el biglucano y la fibromodulina [ROUGHLEY,
1993]. La decorina y la fibromodulina interactiian con las fibras de colageno y el
biglucano se acumula en la regiones pericelulares.
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Entre los PG (monémeros) de bajo peso molecular se incluyen los mas
pequeiios que contienen dermatan sulfato y que han sido identificados en la matriz del
cartilago articular. Estas moléculas no forman grandes agregados y pueden tener
relaciones especificas con las fibras de colageno [ROSENBERG y cols., 1985b).

Podemos hacemos una ligera idea de la gran polidispersion solo con tener en
cuenta que dentro de cada uno de los tipos de PG (mondmeros) existe una gran
variabilidad. Asi, entre los PG (mondémeros) no agregados la variacion puede afectar
a la proteina central, bien porque sea genéticamente distinta o tenga diferente longitud,
al mimero de cadenas de GAG en lo que respecta al numero total, al tipo o a la
proporcionalidad de los distintos tipos de GAG y a la longitud de las cadenas de GAG.
Si bien, hay que decir que en un mismo monémero no suclen existir diferencias en la
longitud de las cadenas de un mismo tipo de GAG. Del mismo modo, la distancia entre
las cadenas de un mismo tipo de GAG es siempre igual [BUCKWALTER vy
ROSENBERG, 1982; BUCKWALTER, 1983].

En lo que atafic a los macroagregados de PG, la polidispersion puede estar
relacionada con la variabilidad del filamento de acido hialuronico, el mimero de
monodmeros de PG unidos al filamento, la separacion existente entre monomeros y la
gran variabilidad de las caracteristicas particulares de los monémeros [BUCKWAL-
TER y ROSENBERG, 1983; BUCKWALTER Yy cols., 1987].

En el cartilago adulto, la polidispersion se hace patente, mientras que en los
cartilagos fetales y jovenes existe una menor variabilidad [ROSENBERG vy
BUCKWALTER, 1986; THONAR y cols., 1986].

Los PG del cartilago, sus caracteristicas y concentraciones scn muy variables
en funcion de las demandas mecanicas segun la zona, la edad, la patologia, etc.
[MULLER vy cols., 1989]. En el mismo cartilago se obscrva, por medio de tinciones
especificas con colorantes cationicos, una distribucion diferente segin la profundidad,
de tal forma que la captacion de Safranina O es mayor en la zona mas profunda, donde
el contenido en glucosaminoglucanos es mayor que en la superficie [HIRSCH, 1944;
STOCKWELL y SCOTT, 1967, ROSENBERG, 1971; LEMPERG vy cols., 1974,
BAYLISS y cols., 1983b; RATCLIFFE y cols., 1984].

Hay una variacion significativa en el tamafio y densidad de los PG en las
diferentes zonas o regiones del cartilago articular sin calcificar. Desde la superficie
hasta la profundidad, el namero de granulos de PG aumenta mientras que su diametro
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disminuye. [PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a]

En la periferia del condrocito, el niimero de granulos de PG es mayor en la
region o matriz pericelular y desciende hacia la region interterritorial. Por el contrario,
el diametro de los granulos es menor en la matriz pericelular y aumenta en la regién
interterritorial [POOLE y cols., 1980; POOLE, 1983; PAUKKONEN y HELMINEN,
1987a]. La alta concentracién de granulos de PG en la matriz pericelular es comprensi-
ble si se acepta que la sintesis de PG es mas rapida que su difusion hacia la matriz
interterritorial. La disminucién en el diametro de los granulos y el aumento de su
numero hacia la profundidad concuerda con la observacion de que el nimero de
pequeiias subunidades de PG ricos en queratan-sulfato aumenta en el mismo sentido
[BAYLISS y cols., 1983b]. Las subunidades pequefias de PG contienen, proporcional-
mente, mas cantidad de queratan sulfato que las grandes, ya que la mayor parte del
mismo se localiza cerca de la HABR [HEINEGARD y AXELSSON, 1977]. Por otro
lado, se sabe que la proporcién de queratan sulfato aumenta hacia la profundidad del
cartilago {JONES y cols., 1977, STOCKWELL, 1979; BAYLISS y cols., 1983b).

La razén por la que aumenta el diametro medio de los granulos desde la
vecindad del condrocito hacia las matrices territorial ¢ interterritorial podria estar
relacionada con la agregacion extracelular de subunidades de PG al 4cido hialurénico
[HASCALL, 1970]. POOLE y cols. [1980] han sugerido que podrian unirse mas de un
PG en el mismo sitio de la molécula de acido hialurénico. Si las subunidades de PG de
la matriz pericelular no se agregaran al acido hialurénico, sus granulos serian menores
que los de las matrices territorial e interterritorial, donde al menos parte de los grandes
granulos podrian contener dos o mas subunidades de PG unidas a un mismo lugar de
unién para PG del acido hialurénico. Sin embargo, en el cartilago articular normal del
conejo, menos del 30% de los PG estan en forma agregada. [MOSKOWITZ y cols.,
1979; OEGEMA y BEHRENS, 1981].

Otra posibilidad para explicar la polidispersion de los PG estaria relacionada
con la degradacién de las subunidades de PG. Pudiera ser que todas las subunidades
de PG sintetizadas de novo tuvieran un niicleo de proteina central idéntico y su tamaio
fuera maximo [BUCKWALTER y ROSENBERG, 1982]. De hecho, el diametro
maximo de los granulos es aproximadamente el mismo en todas las zonas (30 nm)
[PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a). La polidispersion de la subunidades de PG
podria aumentar cuando son expuestas a la disociacion mecanica y/o a la degradacién
enzimatica en el espacio extracelular. La degradacion generaria (con una rotura del
miicleo proteico) pequeiias subunidades agregantes ricas en queratan sulfato [BAYLISS
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y cols., 1983b] y subunidades no agregantes ricas en condroitin sulfato y pobres en
queratan sulfato [HARDINGHAM y MUIR, 1974; SANDY y cols., 1978, EHRLICH,
1985).

El primer paso en la degradacion de una suburidad de PG pedria ser debido,
tanto a una disociacién mecanica, como a una asociacion entre ésta y la accion de
proteasas neutras [HOWELL, 1975; SANDY y cols., 1978; EHRLICH, 1985]. Los
fragmentos no agregantes, ricos en condroitin sulfato, parecen ser capaces de difundir
en la matriz, pero al final son capturados o retenidos en el espacio pericelular. La
difusion de estos fragmentos hacia el liquido sinovial es practicamente despreciable
cuando la superficie articular esta intacta [HEINEGARD vy cols., 1985]. En la matriz
pericelular puede darse un cambio en el pH hacia una mayor acidez {HOWELL, 1975].
Bajo estas circunstancias habria una mayor rotura de proteinas centrales y de GAG
debida a la intervencién de proteasas acidas y de glucosidasas [ALI y EVANS, 1973;
HOWELL, 1975, DINGLE y DINGLE, 1980]. Esta hipotesis seria verosimil si se tiene
en cuenta que los granulos de la matriz pericelular son de menor tamafio y mas
numerosos que los de la matriz interterritorial. Este modelo también explica por qué el
queratan sulfato se acumula en la region interterritorial y tiene un furnover mas lento
que el del condroitin sulfato [STOCKWELL, 1979].

La disminucion del tamafio de las subunidades de PG y el aumento de su
mimero hacia la profundidad del cartilago podria depender de la diferencias en la
densidad celular a través de las distintas zonas del cartilago sin calcificar [PAUKKO-
NEN vy cols., 1984a]. Se cree que la vida media de las moléculas esta en relacion con
su distancia hasta la célula [STOCKWELL, 1979]. Las subunidades de PG en la zona
superficial, rica en células, serian moléculas mas jovenes y mayores que las de la zona
profunda, que es pobre en elementos celulares. La acumulacion de moléculas
matriciales fragmentadas ocurriria en esta ultima zona {PAUKKONEN y HELMINEN,
1987a]. '

Los proteoglucanos parecen ser necesarios en la fibrilogénesis de moléculas de
coligeno [STOCKWELL, 1979]; en este aspecto, ¢l tamafioc molecular de las
subunidades de PG serian de importancia. El acido hialurénico y el queratan sulfato no
se unen al colageno, mientras que el condroitin sulfato si lo hace [OBRINK, 1973]. Los
PG ricos en condroitin sulfato podrian ejercer un efecto inhibidor sobre el crecimiento
de la fibra de colageno en grosor (diametro) [SCOTT y cols., 1981b]. E! queratan
sulfato no interactia con el colageno y, por lo tanto, se puede pensar que permite el
crecimiento fibrilar continuo, lo que se traduce en unas fibras mas gruesas. Todo ello
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esta de acuerdo con los distintos tamaiios de los PG. En los lugares donde tos granulos
de la matriz son de mayor tamafio (ricos en condroitin sulfato) las fibras de colageno
son de menor diametro;, en cambio, donde los granulos son menores (pobres en
condroitin sulfato) las fibras de colageno son mas gruesas. Podria ser que, las fibras de
colageno delgadas, al unirse a subunidades de PG grandes y ricas en condroitin sulfato,
formasen una matriz mas densa ¢n el estrato superficial, lo que impediria la difusién
de PG desde el cartilago articular hacia el liquido sinovial [PAUKKONEN vy
HELMINEN, 1987a]. Las fibras de colageno de mayor grosor se encontrarian en las
regiones mas profundas del cartilago articular [STOCKWELL, 1979; ZAMBRANO
y cols., 1982; PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a].

11.2.1.2.3.- Otras glucoproteinas

La mayoria de las células no se unen directamente a la matriz extracelular o a
los soportes de los cultivos, sino que lo hacen a través de glucoproteinas estructurales
que, a su vez, presentan cierta especificidad para los distintos tipos de colagenos e
incluso para ciertos tipos celulares.

Han sido descritas varias familias de dichas proteinas (fibronectina, laminina,
vitronectina, etc.), pero la que ha sido estudiada en mayor profundidad es la familia de
las fibronectinas.

En el cartilago vamos a estudiar la fibronectina, la condronectina y la
tenascina.

Fibronectina

La fibronectina es una glucoproteina de adhesion que forma fibrillas
extracelulares. Las matrices de fibronectina representan una adhesion celular
provisional y un sistema de guia utilizado por las células durante el desarrollo embrio-
nario y en la curacion de heridas. Dichas matrices difieren de las matrices extracelula-
res caracteristicas de los tejidos adultos estables tales como el hueso, tendon y la lamina
basal.

La fibronectina es un componente matricial que existe en forma soluble y en
forma de complejos insolubles muy unidos por puentes cruzados, siendo ésta la de
mayor importancia funcional.
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La molécula de fibronectina esta formada por dos polipéptidos asociados
mediante dos uniones disulfuro préximas al extremo carboxilo, formando un dimero de
un Pm de aproximadamente 550.000 daltons. Las fibronectinas (soluble e insoluble) se
encuentran en ¢l plasma de los vertebrados [VUENTO y VAHERI, 1979] y en las
matrices del tejido conjuntivo de ciertos tejidos embrionarios y en la mayoria de los
tejidos de reparacion de heridas [VUENTO y cols., 1977, GRINNEL, 1984; HYNES,
1985], existiendo una gran homologia entre la estructura polipeptidica de fibronectinas
de diferentes especies.

La estructura de los polipéptidos de fibronectina presenta ligeras variaciones
en funci6n de su origen. Estas variaciones se reducen a pequefias diferencias en el
Pm de los polipéptidos, que resultan del ensamblaje alternativo de ciertos
segmentos repetitivos. [SCHWARZBAUER vy cols., 1985, VARTIO y cols., 1987,
ZARDI y cols., 1987). No se conoce el efecto biologico que puede derivarse de esta
variabilidad pero es presumible que pueda afectar a las propiedades funcionales de
la fibronectina.

El estudio funcional de fragmentos de fibronectina, obtenidos mediante
proteolisis controlada, ha hecho posible el reconocer territorios funcionales en la
fibronectina, asi como delinear en cada uno de ellos diferentes lugares de unién;
dos para la fibrina, dos para la heparina, uno para el estafilococo, uno para el
coldgeno, uno para la célula, dos para la unién cruzada a la transglutaminasa
activada, uno para el DNA vy varios para la autoasociacion. [MOSHER y JOHN-
SON, 1983; PETERSEN v cols., 1983; ATHA y cols., 1984; HOMANDBERG y
ERICKSON, 1986].

La fibrina, cuando se une a la fibronectina, actia dirigiendo a ésta hacia el
interior del coagulo sanguineo. Esta incorporacion de la fibronectina en el cosgulo
sanguineo probablemente es importante en la curacién de las heridas [GRINNEL,
1984], ya que Ia mayoria de los tipos celulares, a excepcion de las plaquetas y las
células endoteliales [KLEINMAN y cols., 1981; FITZGERALD vy cols., 1987), se
unen a la fibrenectina pero no a la fibrina. La unién de fibronectina a fibrina es
débil a la temperatura corporal, de manera que la unién cruzada transglutaminasa-
activada a fibrina probablemente es necesaria para asegurar la permanencia de la
fibronectina en el codgulo de fibrina, de modo que promocione el anclaje y creci-
miento celulares. [RICHTER vy cols., 1985; COLLEN, 1987].

Se demostré que la fibronectina puede facilitar la organizacién del citoes-
queleto de las células ancladas en el lugar de unién celular de la fibronectina
[WOODS y cols., 1986] a través del medio heparan-sulfato de un PG de superficie
celular, por lo tanto, la actividad ligadora de heparina puede tener cierta importan-
cia fisiologica. De todos modos, existe un segundo lugar de unién a heparina que
puede ser mas importante para el anclaje celular.
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La fibronectina no se une a los coligenos nativos en solucién a temperatura
ambiente, y a esta temperatura presenta una apetencia clara por la gelatina. Se ha
demiostrado que la fibronectina tiene afinidad por todos los tipos de colageno
analizados hasta ahora, siempre que sus estructuras helicoidales hayan sido
modificadas por la desnaturalizacion. Sin embargo, la fibronectina si se une al
colageno tipo I en solucién a 37°C. Parece ser que a esta temperatura se produce
un cierto grado de apertura o "bostezo™ de la triple hélice del coldgeno, que es sufi-
ciente para que se una la fibronectina. De este modo, parece existir la unién de
fibronectina al coldgeno in vivo y la fuerza, especificidad y selectividad de esta
unién sugiere que es de una importancia fisiologica significativa. [ENGVALL y
RUOSLAHTI, 1977, OWENS y BARALLE, 1986).

Todavia se desconoce el significado que pueda tener la capacidad de la
fibronectina para ligar DNA.

Ellugar de union celular contiene la secuencia Arg-Gly-Asp (R.G.D.) que, tras
ser reconocida conduce a Ja unién o anclaje de la célula, [RUOSLAHTI y
PIERSCHBACHER, 1.986, HUMPHRIES vy cols., 1.986, 1.987, HYNES y cols.,
1987].

La fibronectina interactila también con otros GAG y la intensidad de dicha
interaccién estard en funcién de su grado de sulfatacién. Si bien los GAG pobre-
mente sulfatados interactitan débilmente con la fibronectina, cuando forman parte
de un PG la interaccion es més fuerte. De tal modo, los grandes agregados de PG
condroitin sulfato del cartilago y de los fibroblastos también se unen a la fibronec-
tina. [OLDBERG y RUOSLAHTI, 1982].

Los PG. de la superficie celular potencian la interaccién célula-fibronectina
cuando se unen a los lugares de union a heparina [WOODS v cols., 1.986] y, del
mismo modo, la heparina y un PG condroitin sulfato potencian la unién de la
fibronectina al colégeno.

Al interactuar con la mayoria de los componentes de la matriz extracelular, los
PG facilitan la formacién de complejos macromoleculares de proteinas de dicha
matriz y pueden también intervenir en la deposicién matricial de fibronectina. Sin
embargo, esto no es suficiente, puesto que se requiere la participacién de las células
para que se lleve a cabo la deposicion de la matriz.

Mientras algunos autores [DESSAU y cols., 1978; STENMAN y VAHER],
1978] afirmaban que en el cartilago no habia fibronectina, otros muchos describieron,
mas recientemente, su existencia en el cartilago articular, e incluso proponen que un
aumento en los niveles de deteccion normales de la misma puede ser un signo de
enfermedad degenerativa articular [SHIOZAWA y cols., 1984; BURTON-WURSTER
y cols., 1986, REES y cols., 1987, BROWN y JONES, 1990].
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La presencia de fibronectina en el cartilago articular normal ha estado sujeta
a miiltiples controversias, presumiblemente, debido a que la presencia de proteoglu-
canos o acido hialurénico impedia el acceso de los anticuerpos a la fibronectina del
cartilago.

Cuando los investigadores comenzaron a tratar los cortes de cartilago con
hialuronidasa, antes de intentar la localizacién inmunohistoquimica, encontraron
fibronectina en el espesor del cartilago articular de ratas [WEISS y REDDI, 1981] y
bumanos {CLEMMENSEN vy cols., 1982]. EVANS y cols. [1983] detectaron la
presencia de fibronectina en el cartilago nasal de oveja sin liegar a utihizar un trata-
miento previo de las muestras con hialuronidasa.

Sin embargo, SHIOWAZA y cols. [1984] solamente localizaron fibronectina
en la superficie del corte del cartilago humano normal, incluso después de un tratamien-
to con hialuronidasa. Estos autores no encontraron fibronectina en el interior de la
matriz del cartilago normal u osteoartrasico.

Este fracaso en la localizacién inmunohistoquimica de fibronectina en el
cartilago osteoartrésico esta en franca contradiccion con los hallazgos bioquimicos
sobre el contenido en fibronectina del cartilago articular degenerado procedente de
perros con osteoartrosis espontanea o displasia de cadera [WURSTER y LUST, 1982,
1984] y de personas sanas [BROWN y JONES, 1990] o con osteoartrosis [MILLER
y cols., 1984), en las que se encuentra en cantidades diez veces mayores [BROWN y
JONES, 1990]. '

BURTON-WURSTER vy cols. [1986] utilizaron dos métodos diferentes de
tincién inmunohistoquimica en perros y congjos. A pesar de ello, el patron de
distribucion fue similar; una capa de fibronectina en la superficie del cartilago articular
tanto sano como enfermo y una tincién positiva para la fibronectina en la zona
profunda. La matriz de la zona situada inmediatamente debajo de la supetficie articular
se tefiia con menor intensidad. Estos hallazgos, en general, son concordantes con los
descritos por CLEMMENSEN vy cols. [1982] en el cartilago articular humano.

Respecto a la localizacion de la fibronectina en la matriz extracelular algunos
autores, utilizando inmunofluorescencia, la describen como un halo pericelular que
rodea a los condrocitos en un cartilago hialino normal [GLANT vy cols., 1985], mientras
que otros se encuentran con que la zona pericelular no se tifie y en cambio lo hace la
matriz interterritorial [EVANS y cols., 1983]. :
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BURTON-WURSTER y cols. [1986] encontraron que en determinados cortes
de cartilago degenerado, el estrato superficial de fibronectina era mayor que en ¢l
cartilago normal y los depositos de fibronectina en la matriz también aparecian mas
densos y diseminados en aquél que en éste. Pero las diferencias detectadas inmunohisto-
quimicamente en el contenido de fibronectina entre el cartilago articular degenerado y
normal apenas eran apreciables. Sorprendentemente, las diferencias fueron mayores
cuando ¢l contenido en fibronectina se detecté mediante inmunoelectroforesis.

La presencia de esta glucoproteina en la membrana y el liquido sinovial in vive
[SCOTT y cols., 1981a; CARNEMOLLA y cols., 1984] ¢ in vitro [LAVIETES y
cols., 1985] hacen pensar que sean ellos la posible fuente de fibronectina para el
cartilago, especialmente de la fibronectina que se encuentra en el estrato superficial.
Precisamente, la proliferacién de las células del estrato sinovial es uno de los hallazgos
en las articulaciones artrosicas de perros y conejos, lo que podria ser la causa del
aumento de los niveles de fibronectina en el liguido sinovial [COLOMBO y cols., 1983;
LUST y SUMMERS, 1981].

REES vy cols. [1987] consideraron importante el estudio de 1a localizacién de
la fibronectina en la matriz extracelular porque ello aportaria informacion sobre su
origen y su papel en la misma. Admiten que una proporcién de la fibronectina de la
superficie articular puede proceder del liquido sinovial, al ser éste rico en dicha proteina
(SCOTT y cols., 1982]. Sin embargo, no es conocida la proporcion en que contribuye
a ello. Se encontraron con que la penetracién de la fibronectina en ta superficie de un
cartilago articular normal era minima. Esto concuerda con los resultados obtenidos por
otros autores [MAROUDAS, 1970; WURSTER y LUST, 1986; JONES y cols., 1987;
REES y cols., 1987].

Sin embargo, WURSTER y LUST {1986], con la utilizacién de técnicas
diferentes, fueron capaces de localizar esta glucoproteina en el cartilago articular, tanto
intra como extracelularmente. Esta ubicacion era mas pronunciada en la zona super-
ficial de especimenes con osteoartrosis, aunque también fue encontrada alrededor y
dentro de unas pocas células pertenecientes a un cartilago articular sano.

La penetracion de fibronectina a escasas profundidades en el cartilago artrésico
del perro probablemente sea el resultado de una ruptura de la red de colageno superfi-
cial WURSTER y LUST, 1986]. Se ignoran las consecuencias de esta acumulacién,
aunque hay alguna evidencia de que la conducta del condrocito podria verse alterada
por este hecho {WEST y cols., 1979; GIBSON y cols., 1983]. En este sentido, se ha
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asociado un aumento en la cantidad de fibronectina con un cambio en el fenotipo del
condrocito [PENNYPACKER y cols., 1979], haciendo que éste adquiera caracteristicas
morfologicas que lo asemejan a un fibroblasto y detenga la sintesis de macromoléculas
especificas del cartilago [HEWITT y cols., 1980, 1982; PENNYPACKER, 1979;
WEST y cols., 1979]. Estos efectos también pueden ser provocados por la adicién de
acido butirico al medio de cultive de los condrocitos y, aunque la fibronectina esta
aumentada, no es la responsable de los cambios mencionados. En este caso, el
mecanismo por el cual se alteran la morfologia y la capacidad sintética del condrocito
obedece a una alteracion en la sintesis de un proteoglucano condroitin sulfato especifico
del cartilago (CSPG: Cartilage specific proteoglycan) [BRETTON y PENNYPAC-
KER, 1989].

Las cuestiones sobre como se estimula la produccion de fibronectina y cual es
su funcion o qué consecuencias tiene sobre la matriz son todavia temas de investigacion
en la actualidad.

Condronectina

La condronectina es una glucoproteina de la matriz extracelular que fue descrita por
HEWTTT y cols., [1980, 1982] en el suero y en el cartilago esternal del pollo. Desde
entonces se ha comunicado su presencia en ¢l suero y en el cartilago fetal humano
[HORN y cols., 1986], en el cartilago humano adulto y en el vitreo [CARSONS y
HORN, 1988).

Se trata de una proteina con un peso molecular de 180.000 daltons compuesta
de subunidades de 75-77 kDa unidas por enlaces disulfuro [HEWITT y cols., 1980].
Al igual que la fibronectina, la condronectina circula en la sangre, aunque su
concentracion es, aproximadamente, una décima parte de la de aquélla [CARSONS y
HORN, 1988]. La condronectina aislada del sucro es inmunolégica y quimicamente
diferente de la fibronectina [HEWITT y cols., 1982].

Con la utilizacién de anticuerpos se ha detectado su existencia en el cartilago
articular normal y artrosico de perro [BURTON-WURSTER vy cols., 1988). Las
microfotografias mostraron una tincién para la condronectina en el citoplasma del
condrocito, lo cual sugeriria que alguna cantidad pudiera ser sintetizada localmente.

Los patrones de tincion para la fibronectina y la condronectina resultaron
diferentes. La tincion para la condronectina fue mas intensa en la regién pericelular,
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mientras que la tincién para la fibronectina se perdia en esta region con el tratamiento
previo con hialuronidasa; lo cual sugiere que Ias interacciones de estas dos moléculas
con los condrocitos y con otras macromoléculas de la matriz son diferentes [BURTON-
WURSTER vy cols., 1988].

Esta glucoproteina media especificamente la unién de los condrocitos al
colageno tipo I, si bien, probablemente necesite de la actuacién concomitante de otros
factores para llevar a cabo esta funcion. [HEWITT y cols., 1982; VARNER vy cols.,
1986].

Tenascina

La tenascina es una glucoproteina que se encuentra en Ia matriz extracelular
durante la maduracion de los tejidos dseo y cartilaginoso, atribuyéndosele un papel
osteogénico y condrogénico [MACKIE y cols., 1987]. Mientras estos autores fueron
incapaces de localizarla en los tejidos diferenciados, VAUGHAN vy cols. [1987] lo
consiguieron, suginiendo que podria considerarse como un componente estructural de
la matriz. ‘

La tenascina es una glucoproteina de la matriz extracelular de gran tamaiio,
con una estructura hexamérica en cada molécula [ERICKSON y BOURDON, 1989;
CHIQUET-EHRISMANN, 1990]. Se expresa transitoriamente durante el desarrollo
embrionario pero esta ausente de la mayor parte de los tejidos adultos. Sin embargo,
su produccién se encuentra aumentada durante los procesos de reparacion tisular
[KOUKOULIS y cols., 1991] y en el estroma de las neoplasias [ERICKSON y
BOURDON, 1989; KOUKOULIS y cols., 1991]. En los tejidos osteoarticulares la
tenascina esta presente en el cartilago diferenciado de pollos y roedores, y su expresion
en tejidos maduros esta predominantemente confinada al pericondrio [MACKIE y cols.,
1987]. La inmunorreactividad para la tenascina puede verse en los tumores condrogéni-
cos humanos [KOUKOULIS y cols., 1991], pero se sabe poco de su expresion en el
cartilago articular normal o de los cambios de su sintesis local en los procesos
degenerativos o regenerativos.

SALTER {1993] demuestra que la tenascina estd presente en la zona
superficial del cartilago articular humano y que su expresion se encuentra marcadamen-
te incrementada en la enfermedad articular. También se localizan pequefias cantidades
de esta glucoproteina en la sinovial, asociada predominantemente con los vasos
sanguineos, aunque en casos de artritis inflamatoria o degenerativa su presencia
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aumenta y se localiza tanto en los estratos celulares de la sinovial como en el tejido
conectivo subyacente.

Esta glucoproteina parece estar involucrada en la curacion de heridas en la
mayor parte de los tejidos [KOUKOULIS y cols., 1991]. El aumento en la produccién
de tenascina por los sinoviocitos tipo B ("fibroblast-like”) y los fibroblastos
subintimales, resultado de la activacion de citoquinas como el TGF-P, podria ser el
reflejo de importantes papeles en las respuestas inmunes [RUEGG y cols., 1989] y la
reparacion tisular {SALTER, 1993].

La tenascina es un componente que no se encuentra en otros cartilagos hialinos
[MACKIE vy cols., 1987]. El que s¢ encuentre en el cartilago articular puede estar
relacionado con las funciones de soporte de cargas mecanicas que ha de realizar este
tejido. Por otro lado, el confinamiento de la tenascina al estrato superficial del cartilago
seria un reflejo de la heterogeneidad fenotipica de los condrocitos articulares [ARCHER
y cols., 1990]. :

La acumulacién de tenascina en el cartilago con osteoartrosis o artritis
reumatoide podria ser la consecuencia de un transporte pasivo desde el liquido sinovial
o, secundariamente, de un aumento en la produccién local de los condrocitos. La
gradacion de la inmunorreactividad, extensa y fuerte en las zonas superficiales y débil
en las zonas profundas, sugiere que, efectivamente, se da una absorcion pasiva desde
el liquido sinovial. No obstante, la inmunorreactividad focal intracelular y la
localizacion pericelular con matriz circundante negativa en los estratos profundos del
cartilago articular, similar a la inmunolocalizacion de la fibronectina [JONES vy cols.,
19871, indican que 1a produccion de tenascina por los condrocitos del cartilago también
contribuye al aumento de los niveles locales. SALTER [1993] en estudios in vitro,
demuestra que los condrocitos articulares sintetizan tenascina.

Las distribuciones pericelular e interterritorial de la inmunorreactividad en el
cartilago articular sano y enfermo sugieren que la tenascina podria tener efectos sobre
la funcién celular y las interacciones con la matriz extracelular. In vitre la tenascina
promueve la condrogénesis [MACKIE y cols., 1987] e impide que la fibronectina actue
sobre los condrocitos produciendo una disminucion de la sintesis de proteinas
especificas de la matriz [WEST y cols., 1979]. La tenascina podria tener propiedades
similares in vivo, contrarrestando las propiedades adversas del aumento en los niveles
de fibronectina o el metabolismo de los condrocitos en el cartilago osteoartrosico.
[JONES y cols., 1987; BROWN y JONES, 1990]. Su unién a las proteinas y PG
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extracelulares [CHIQUET y FAMBROUGH, 1984] tendria efectos sobre la organiza-
cion, estructura ¢ integridad de la matriz cartilaginosa, todos ellos importantes en la
progresion de la enfermedad cartilaginosa.

I1.2.1.3.- Componente celular

La capa de cartilago que cubre las superficies oseas de las articulaciones
sinoviales esta constituida por un numero relativamente escaso de células inmersas en
una sustancia intercelular predominante. El grosor del cartilago articular, la celularidad,
sus caracteristicas estructurales, bioquimicas y fisicas varian entre individuos y entre
" articulaciones de un mismo individuo. Son también diferentes en una misma
articulacién en funcion de la carga mecénica que soporta el cartilago y, en general, de-
penden del momento del desarrollo o edad del individuo [STOCKWELL, 1971;
SCHENK y cols., 1986; PAUKKONEN y HELMINEN, 1987b; GILMORE y
PALFREY, 1988]. :

Ante una variabilidad tan grande y para facilitar su descripcion, en principio
tomaremos como punto de partida el cartilago articular adulto, cuyas caracteristicas son
relativamente estables.

Las descripciones del cartilago articular se realizan, habitualmente, sobre
cortes histologicos perpendiculares a la superficie articular, ya que este es ¢l modo en
que su particular estructura es mas aparente.

El grosor del cartilago articular es mayor en aquellas regiones en las que el
tejido soporta una mayor carga [HOLMDAHL e INGELMARK, 1948; VIGNON y
cols., 1976, EGGLI1 y cols., 1988]. Con respecto a la edad, el cartilago articular de los
animales en crecimiento disminuye a medida que estos se hacen mayores [CASTANO,
1992; CASTANO vy cols., 1994], pasando de ser un cartilago articular-epifisaric que
participa en el crecimiento en longitud del hueso, a ser un cartilago exclusivamente
articular,

Como ya hemos apuntado, en lo que se refiere al componente celular se
distinguen en el cartilago articular cuatro zonas distintas. Una zona superficial (I), pro-
xima a la superficie articular, constituida por células discoides cuyo diametro mayor
es paralelo a dicha superficie. Subyacente a la superficial, se distingue la zona de
transicion o intermedia (1) que se caracteriza por la redondez de los condrocitos que
la componen. La zona mas profunda y mas gruesa del cartilago no mineralizado se
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denomina zona radial (II) por la tipica disposicion de los condrocitos formando
columnas; esta separada por el tidemark o linea de marea de 1a zona de carttlago
mineralizado (IV) que, a su vez, descansa sobre el hueso subcondral.

El alto grado de organizacion celular del cartilago articular se acompaifia de un
grado igualmente alto de organizacion estructural de la matriz.

La celularidad (densidad numérica celular), ¢l volumen matricial por célula
(densidad matricial) y las caracteristicas estructurales del condrocito (tamaiio, forma
y contenido de organelas) varian segin las zonas antes descritas y con la localizacién
topografico-funcional del cartilago dentro de una misma articulacién.

Entre los autores que han tratado este tema sobresale, a nuestro parecer, el
trabajo realizado por EGGLI y cols. en 1988. En su estudio del cartilago articular del
condilo medial del fémur de conejo, han calculado que al volumen tisular total del
cartilago (39 mm’®) le corresponde un promedio de densidad numérica celular de
126.000. Ello significa que dicho cartilago articular contiene aproximadamente 4,9 x
10° condrocitos que ocupan el 11,6% del volumen tisular. Hechos los calculos
oportunos, comprobaron que existian 35.600 células/mm?, o lo que es lo mismo 35,6
células/1.000 um?.

El estudio zonal demuestra que la densidad de volumen y la densidad numérica
celulares son mayores en la zona I y que decrecen en funcion de la proximidad al
tidemark segun un factor aproximadamente igual a 2. No es asi en lo que respecta al
promedio de volumen celular, ya que los condrocitos superficiales resultan tener un
volumen semejante al de las células de las zona 11 y IV, aunque a simple vista parezcan
mas pequeiios los primeros.

La densidad numérica celular se hace menor desde las zonas superficiales hacia
¢l tidemark de manera proporcional al incremento de la densidad matnicial, de modo
que aumenta el promedio de volumen matricial por célula. Este resultado podria
interpretarse como un aumento del volumen matricial regulado por cada condrocito y,
en consecuencia, cabria esperar una variacion proporcional del contenido en organelas
por célula que, como veremos mas tarde, en realidad no se produce.

Las caracteristicas ultracstructurales del condrocito también presentan
diferencias zonales [SCHENK vy cols., 1986). Los condrocitos de la zona I, alargados
y aplanados, poseen una membrana celular lisa y regular en su cara superior, mientras
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que en la cara basal presentan numerosos procesos citoplasmaticos que se disponen
paralclamente al eje de fa célula. En el citoplasma existe una buena cantidad de
mitocondnias y €l RER y aparato de Golgi estan bien desarrollados. Se pueden encon-
trar de forma regular ligeras cantidades de filamentos intermedios con una disposicion
perinuclear. En la cara superficial del condrocito se observan numerosas vesiculas
pinocitéticas.

Las células de la zona II, de forma mas esférica, tienen un contenido
citoplasmatico muy similar, excepto que los filamentos intermedios perinucleares son
méas evidentes. La distribucion de las vesiculas pinocitéticas y de procesos citoplasma-
ticos es mas uniforme.

El cambio en los condrocitos es muy acusado en las proximidades de la zona
II. Esta zona se caracteriza por la disposicion de sus células en columnas, que
presentan diferencias en su contenido citoplasmatico si se comparan ias mas
superficiales con las situadas mas proximas al fidemark. En los condrocitos mas
superficiales de la zona HI (IIla), la mayor parte del citoplasma esta ocupado por
filamentos intermedios y granos de glucdgeno mientras que e resto de las organelas
(poco desarrolladas) se localizan perinuclearmente.

En las células de la zona III proximas al tidemark (IIIb) los filamentos
intermedios y ¢l glucégeno son poco prominentes, mientras que vuelven a predominar
las mitocondrias, el RER y el aparato de Golgi.

Los condrocitos de la mitad superior de la zona calcificada son mucho mas
grandes que las células de las zonas suprayacentes. Las céluias abandonan su
disposicién en columnas y se organizan en pequeiios grupos. El citosol es mas palido
que en las células de los tres estratos precedentes y las organelas son aparentemente
mas prominentes. Los condrocitos de esta zona contienen importantes cantidades de
RER, aparato de Golgi, huecos, mitocondrias, cuerpos lipidicos, cuerpos electrondensos
(presumiblemente lisosomas) y glucégeno. En cambio, carecen de filamentos finos,
vacuolas de pared lisa o vesiculas. [BRIGHTON vy cols., 1984). En la mitad inferior
de la zona calcificada, los condrocitos son de menor tamafio que en la superior, tienen
una distribucién mas desordenada, al azar, y ya no suelen formar pequefios grupos. El
citosol es mucho mas palido y el hecho mas prominente de estas células es el gran
nimero de huecos que presentan. También contienen RER, aparato de Golgi,
mitocondrias, cuerpos lipidicos y electrondensos. No presentan vacuolas de pared lisa
o vesiculas. A diferencia de las células superiores, carecen de glucégeno. La membrana
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celular aparece fragmentada en algunas células, especiaimente en aquellas que se
encuentran mas cerca del hueso subcondral subyacente. Estas células dan la impresion
de estar sufriendo una degeneracion. [BRIGHTON y cols., 1984].

Los valores absoluto y relativo del volumen que ocupan las organelas celulares
en los condrocitos de la porcion superior de la zona calcificada son equivalentes a los
de otras zonas del cartilago, lo que sugiere que esta region es activa metabolicamente.
Cuando las células adquieren su tamaiio maximo, el porcentaje del rea ocupada por
cada uno de los componentes intracitoplasmaticos o sus concentraciones relativas no
aumentan proporcionalmente. El aumento abrupto en ¢l tamafio celular debe ser
causado por una tumefaccién celular, lo que explica que las areas ocupadas por los
diferentes componentes citoplasmaticos no puedan aumentar. Las células de la zona
calcificada también se caracterizan por un incremento importante en el area ocupada
por huecos, otro signo de tumefaccion celular. La degeneracion celular en la que se da
una repentina imbibicién de importantes cantidades de agua se denomina "degeneracion
hidrofilica". Este aumento en la entrada de agua a la célula es, aparentemente, el
resultado de cambios en las presiones osméticas que regulan el fluido de liquidos en la
célula. Todos estos datos representan una paradoja: la zona calcificada muestra un
estado de actividad metabélica al mismo tiempo que exhibe signos de degencracion
celular [SCHENK vy cols., 1986].

En los individuos jovenes unicamente las células mas superficiales se
corresponden con las caracteristicas de la zona I del cartilago adulto. El cartilago
articular no mineralizado restante difiere de las caracteristicas antes descritas, puesto
que en los individuos inmaduros la mayoria de las células estan proliferando constante-
mente y tienen una alta actividad sintética de matriz. Dichas células presentan una gran
riqueza en RER vy aparato de Golgi, carecen de filamentos intermedios, tienen unas
caracteristicas parecidas a los condrocitos del cartilago de crecimiento y probablemente
participan en la calcificacion del cartilago {SCHENK y cols., 1986].

Como la mayor parte del cartilago inmaduro va a ser reemplazado por hueso,
aproximadamente sélo el tercio mas superficial va a constituir el cartilago articular
definitivo [SCHENK vy cols., 1986]. Las caracteristicas de la zona III solo se hacen
aparentes en la madurez del individuo, de modo que podria considerarse que su
diferenciacion es una adaptacion a las demandas mecanicas especificas del cartilago
articular.
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El condrocito tiene caracteristicas estructurales especiales tales como: la
presencia de gran mimero de caveolas, aproximadamente 17.700 por condrocito, que
st bien se les adjudica un papel endocitotico o exocitético, se ha discutido su posible
pertenencia a un mecanismo de "acoplamiento” excitacion-contraccion por su similitud
con las observadas en las células musculares lisas y su afinidad por el calcio
[WILSMAN vy cols., 1981]. :

Otra caracteristica especial del condrocito es la posesion de filamentos
intracitoplasmaticos. En su mayoria se trata de filamentos intermedios (10 nm) que han
sido identificados como vimentina [LINSS y cols., 1986}, tubulina, actina y un extenso
sistema microtubular en condrocitos cultivados [DOMINICE y cols., 1986]. Se ha
sugerido que el aumento de filamentos intermedios es un indice de envejecimiento
celular o degeneracion citoplasmatica [GHADIALLY, 1983; DOMINICE vy cols.,
1986] pero, como parte integrante del citoesqueleto, es obvio que tienen un papel
estructural y su aumento se produce, como después veremos, en respuesta a las con-
diciones mecanicas del entorno. Por otra parte, en los animales adultos, el mayor
compromiso nutricional corresponde a las células mas profundas que, sin embargo, y

en contra de la posible vinculacion con el envejecimiento, presentan menos filamentos
intermedios [SCHENK vy cols., 1986).

Practicamente, todos los condrocitos articulares poseen un cilic primario
[WILSMAN, 1978] cuya funcion, aunque no es del todo conocida, ha suscitado
numerosas hipotesis. La motilidad se considera poco probable puesto que, aparen-
temente, no existe dineina en los dobletes ciliares. Sin embargo, se ha especulado sobre
la posibilidad de que tenga una funcién sensorial, de manera que la deformacion
producida por el funcionamiento articular genere respuestas que pudieran estar
relacionadas con la regulacién de la composicion y mantenimiento de la matriz [POO-
LE y cols., 1985].

l.2.2.- Interaccién célula-matriz, matriz-célula en la organizacion
de los tejidos

Las moléculas de colageno, proteoglucanos, glucoproteinas y gluco-
sammoglucanos, ademas de estar presentes en la matriz extracelular, pueden estar
asociadas a las superficies celulares. Con el avance de la biologia molecular, definir
dénde terminan los componentes asociados a la membrana plasmatica y donde empieza
la matriz extracelular se esta convirtiendo en una cuestién semantica. [BORNSTEIN
y cols, 1978; BERMAN y cols., 1987].
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Cuando se utilizan anticuerpos fluorescentes para visualizar la fibronectina
sobre la superficie de fibroblastos cultivados, se observa que esta distribuida
siguiendo unas ordenaciones fibrilares notables, que se hallan concentradas entre
las células adyacentes y entre las células y el substrato. Si estas células se tratan
con citocalasina, que deshace los haces internos de filamentos de actina, los |
filamentos de fibronectina se disocian de la superficie celular (tal como ocurre
durante la mitosis cuando la célula se redondea). Parece, pues, que existe alguna
conexiodn entre la fibronectina extracelular y os filamentos de actina intracelula-
res. [HYNES, 1981]. Por ello, no resulta sorprendente que la orientacién de las
hebras de fibronectina segregadas por una célula coincida con la orientacién de
los haces de filamentos de actina del interior de la misma, quedando los dos
conjuntos de fibras orientados a lo largo del eje longitudinal de la célula. Se han
realizado observaciones similares respecto a como se distribuyen las moléculas
de colageno recién sintetizadas sobre la superficie de los fibroblastos en cultivo,
los cudles pueden estar unidos a través de interacciones con fibronectina. Por
consiguiente, esta claro que el elevado grado de orden que existe dentro de las
células puede transmitirse a la matriz extracelular a través de la orientacién de
las macromoléculas que segregan las células [BORNSTEIN y cols., 1978,
HYNES, 1981].

De manera reciproca, una matriz extracelular ordenada influye sobre la
organizacion y ¢l comportamiento de las células que contiene [MAJACK vy
BORNSTEIN, 1984, 1985a-b; NEWMAN y cols., 1985]. Las macromoléculas de la
matriz extracelular ejercen unos efectos sorprendentes sobre el comportarmiento de las
células en cultivo, influyendo sobre su forma, su movimiento, su metabolismo y su
diferenciacion.

Por ejemplo, las células epiteliales de la comea producen muy poco colageno
o proteoglucano cuando se cultivan sobre superficies sintéticas; en cambio, al ser
cultivados sobre una lamina basal, sobre colageno o sobre proteoglucanos,
acumulan y segregan grandes cantidades de estas macromoléculas de la matriz.
Ademas, las superficies basales de las células epiteliales, cultivadas sobre
superficies sintéticas, son irregulares y los citoesqueletos celulares estan desorga-
nizados, Cuando las mismas células se cultivan sobre una lamina basal o scbre
macromoléculas de lamatriz, las superficies basales son lisas y los citoesqueletos
estan altamente organizados, igual que en el tejido intacto. [BORNSTEIN y cols.,
1978; HYNES, 1981). Estas observaciones indican que la fibronectina extracelu-
lar se comunica con los filamentos intracelulares de actina en ambas direcciones
a través de la membrana plasmética de los fibroblastos [HYNES, 1981, 1985].

Comeo fruto del estudio tan exhaustivo que ha suffido la fibronectina, sabemos
que la célula se une a ¢lla en ¢l lugar R.G.D., mientras que la interaccion entre
los PG y el lugar de unién a heparina potencia dicha unién. Esta se basa en el
reconocimiento por parte de la célula de los lugares R.G.D. de la fibronectina
mediante receptores directos de R.G.D. existentes en la superficie celular
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[RUOSLAHTI y PIERSCHBACHER, 1986]. Estos receptores de superficie
pertenecen a la superfamilia de proteinas denominadas integrinas [BUCK y
HORWITZ, 1987a-b, HYNES 1987, RUOSLAHTI y FIERSCHBACHER, 1987].
Existen distintos receptores R.G.D. para la fibronectina; las razones exactas de
tal diversidad no se conocen, pero podria estar motivada porque la fibronectina
puede ser utilizada por células distintas y en cometidos diferentes.

Basandose en la secuencia de amino4cidos [PYTELA y cols., 1985; BUCK
y HORWITZ, 1987b] se han descrito ¢n las subunidades de cada integrina un
ferritorio extracelular, un segmento transmembrana y un fervitorio cito-
plasmatico corto [ARGRAVES y cols., 1986, 1987, TAMKUN vy cols., 1986].

El territorio transmembrana podria actuar como transmisor de sefiales a
través de la membrana celular [SUZUKI y cols., 1987). Se ha demostrado que el
complejo integrina tiene afinidad por una proteina citoesquelética, Ia talina, que
se asocia con la red de filamentos de actina [HORWITZ y cols., 1986]. De este
modo, los receptores de adhesién son un eslabon entre la matriz extracelular y el

citoesqueleto [HYNES v cols., 1987).

La interaccién de los PG de superficie con la fibronectina facilita la organiza-
cién de la actina en fibras de estrés y la formacion de placas de adhesion
[WOODS y cols., 1986). Del mismo modo, los PG de superficie celular pueden
también intervenir en la deposicién de fibronectina en la matriz extracelular. No
hay que olvidar que, ya que los PG condroitin sulfato y dermatan sulfato pueden
inhibir el anclaje de las células a la fibronectina y al coldgeno, los PG pueden
regular también la adhesién celular.

Puesto que los citoesqueletos de las células ordenan las macromoléculas de la
matriz que segregan, y ya que las macromoléculas de la matriz, a su vez, organizan los
citoesqueletos de las células que estan en contacto con ellas, la matriz extracelular, en
principio, propaga el orden de célula a célula. De esta manera, la matriz podria
desempeifiar un papel central en la generacion y en el mantenimiento de los patrones de
las células de los tejidos y drganos durante el desarrollo. Las macromoléculas de la
matriz asociadas con la superficic celular actuarian en este proceso de ordenacion, tanto
de "enlaces” como de "adaptadores”, mediando las interacciones entre las células y la
matriz que las rodea. [BURRIDGE vy cols., 1988].

I.2.3.- Metabolismo del cartilago articular

La utilidad del cartilago para el organismo deriva de las propiedades
mecanicas de su matriz extracelular. Su produccién y mantenimiento dependen de sus
propias c¢lulas, los condrocitos, que, como ya hemos visto, suponen una pequeiia
proporcién del volumen tisular (1-10%). De los diferentes estudios sobre la funcion del
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condrocito [SERAFINI-FRACASINI y SMITH, 1974; LEBOVITZ y EISENBARTH,
1975; BARRETT, 1975; MUIR, 1979, STOCKWELL, 1979; MAROUDAS, 1980a}
se deduce que, en comparacion con otros tejidos vascularizados, ¢l cartilago tiene una
actividad metabdlica escasa.

La célula cartilaginosa proporciona al organismo un material adecuado para
absorber y soportar carga y que, metabolicamente, es muy econémico. Resulta
interesante conocer la vida de estas células en un ambiente avascular y ia forma de
sintesis y degradacion de las macromoléculas matriciales. Por ello, la peculiaridad del
condrocito descansa en su capacidad para formar y regular un tejido perfectamente
organizado en lugares alejados de los vasos sanguineos, linfaticos y de los nervios.

El perfil metabélico de los condrocitos en el cartilago articular es
predominantemente anaerébico y, aun cuando existan ligeras diferencias entre las
distintas zonas del mismo, necesita una pequefia cantidad de oxigeno para el
crecimiento y la sintesis normales [STOCKWELL, 1979].

Los condrocitos adultos tienen una actividad glucolitica similar a la de las
células de otros tejidos [BYWATERS, 1937], en cambio, ¢l consumo de oxigeno es
mucho menor, en algunos casos inferior al 2%, del que corresponderia a un tejido
vascularizado. Teniendo en cuenta el peso tisular, el bajo nivel metabolico del cartilago
se debe, en primera instancia, a su baja celularidad. Estos parametros se ven muy
afectados por procesos como ¢l crecimiento y la maduracién, pues los cartilagos
embrionarios y epifisarios son mucho mas activos que los adultos. Si bien pudiera
deberse en parte a las diferencias de celularidad, también es cierto que las células
inmaduras presentan mayor actividad que las adultas. Los niveles de consumo de
oxigeno y de glucolisis disminuyen durante la maduracion, sin embargo, aunque en fa
vida adulta, cuando todo crecimiento ha cesado, se produce una disminucion de fa
utilizacién celular del oxigeno sin que varie la actividad glucolitica [ROSENTHAL y
cols., 1941), los efectos de la edad avanzada sobre el metabolismo del cartilago no son
bien conocidos.

La baja utilizacién de oxigeno del cartilago articular es compatible con su
naturaleza avascular. En todos los tejidos hay un gradiente de difusién entre la sangre
capilar y las células, pero en ¢l cartilago, las distancias son mayores y los gradientes
mas profundos. En consecuencia, es comprensible que la tension de oxigeno sea muy
baja en el cartilago [SILVER, 1975]. En cualquier caso, las tensiones de oxigeno
exceden el nivel por debajo del cual resultaria dafiada la respiracion mitocondrial




78 Introduccion

[LONGMUIR, 1957].

Las bajas tensiones de oxigeno no afectan seriamente al condrocito, pero
inhiben la incorporacion de sulfato y la sintesis de DNA [MARCUS, 1973; BRIGH-
TONy cols., 1974; LANE y cols., 1977], mientras aumentan la proporcion de queratan
sulfato en detrimento del condroitin sulfato [SCOTT vy cols., 1989].

Las tensiones de oxigeno elevadas afectan adversamente al condrocito: se
reduce la sintesis de PG y DNA [BRIGHTON y cols., 1974; LEMPERG v cols., 1975;
LANE vy cols., 1977], aumenta la cantidad de condroitin sulfatc en detrimento del
queratan sulfato [SCOTT y cols., 1989] y puede aumentar la degradacién de la matriz
[SLEDGE y DINGLE, 1965]. A pesar de ello, las células podrian adaptarse a estos
niveles altos de oxigeno aumentando su consumo [LANE vy cols., 1977].

Todo lo antedicho y los estudios de la distribucion de los enzimas del ciclo de
KREBS en las diferentes células {STOCKWELL, 1983] sugieren la existencia de dos
poblaciones celulares distintas (aerdbicas y anaerobicas). La disposicion de los dos
tipos funcionales de células parece estar relacionada con la via de aporte nutricional,
que en los individuos jovenes proviene en gran parte del compartimento subcondral
[McKIBBIN y HOLDSWORTH, 1966, 1967], mientras que en los individuos adultos,
son las células superficiales las que tienen mas facil acceso al oxigeno.

En los individuos jévenes, en los que el cartilago es articular-epifisario, existe
una fuerte actividad glucolitica en todas las zonas del cartilago [SAMPSON vy
CANNON, 1986]. A pesar de ello, la positividad para los enzimas del ciclo de KREBS
aumenta con la profundidad, oscilando desde la positividad moderada de la zona
tangencial, con diferencias individuales entre células, hasta una franca positividad en
la zona de cartilago epifisario. Del mismo modo, la actividad glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa ¢s moderada en las zonas tangencial y de transicién, se incrementa
levemente en la zona radial y es fuerte en la zona de calcificacion. La actividad de la
cadena respiratoria es también creciente desde una reaccion citocromo-oxidasa minima
en la zona tangencial, hasta una reaccion moderada en la zona epifisaria.

El metabolismo lipidico es moderadamente activo en todas las zonas del -
cartilago articular-epifisario y la presencia de grasas neutras es de un nivel moderado
en cada una de las zonas [SAMPSON y CANNON, 1986; LABANDEIRA-GARCIA
y cols., 1990]. '
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La energia obtenida mediante ¢l ciclo de KREBS probablemente es utilizada
para la sintesis y mantenimiento de la matriz extracelular antes y durante la preparacion
para la mineralizacién. Esto coincide con ¢l hecho de que los bajos niveles de oxigeno
conducen a la diferenciacion cartilaginosa [HALL, 1970], o al contrario, que ambientes
con alto nivel de oxigeno conducen a la formacion de hueso [BASSET y HERMANN,
1961].

Es evidente que las condiciones de aerobiosis en el cartilago articular-
epifisario inmaduro aumentan con la profundidad, como lo demuestran la fuerte
positividad para enzimas del ciclo de KREBS, para la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
y para la citocromo-oxidasa.

En el cartilago articular maduro, la mayor parte de la utilizacion de la glucosa
se realiza mediante anaerobiosis [LANE y cols., 1977). Los nutrientes, oxigeno,
glucosa y los aminoacidos necesarios para la sintesis de los componentes matriciales,
en su mayoria difunden desde y a través de los plexos vasculares sinoviales, se incor-
poran al liquido sinovial y, atravesando la barrera matricial, llegan a las células
[MARQUDAS, 1970, 1976b]. '

11.2.3.1.- Biosintesis de macromoléculas

Los condrocitos utilizan dos vias basicas para la sintesis de los diferentes
elementos de la matriz extracelular:

1. El sistema genético estandar en el cual el mensaje incluido en
el DNA se transcribe al RNA mensajero que lo transporta al
citoplasma para la sintesis de proteina.

2. Un sistema especifico por el cual se unen los azicares, uti-
lizando intermediarios uridin-difosfato para la construccionde
los distintos glucosaminoglucanos [BAKER vy cols., 1972;
SCHWARTZ y RODEN, 1975]. Dicha glucosilacién asi
como el proceso de sulfatacién parecen ocurrir en el aparato
de Golgi [YOUNG, 1973].

E! condrocito, como veremos a continuacion, tiene capacidad para sintetizar
y liberar los componentes de las macromoléculas matriciales que lo rodean y que
proporcionan a la matriz sus caracteristicas. Pero, por otro lado, también sintetiza y
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puede liberar cantidades variables de una serie de enzimas y factores humorales que
tienen importancia vital en la regulacion de su propio metabolismo: IGF-1 [MORALES
y HASCALL, 1989], TGF-p [ELLINGSWORTH y cols., 1986; IGNOTZ y
MASSAGUE, 1986, 1987], catepsinas D, B, H, L, y metaloproteinasas [ROUGHLEY
y MORT, 1986; MORT y cols., 1987] e IL-1 [OLLIVIERRE y cols., 1986].

El proceso de sintesis del colageno no varia sensiblemente respecto al de otras
variedades de tgjido conjuntivo, pero si son diferentes los tipos de coligenos sintetiza-
dos [BROWN y BALIAN, 1987]. Para un estudio de este tema, nos remitimos a las
paginas donde se describieron como componentes matriciales del cartilago articular.

Respecto a la sintesis de las glucoproteinas de adhesion, nos remitimos al
mismo apartado que en el parrafo anterior, sin perjuicio de resefiar aqui que el condro-
cito pudiera sintetizar fibronectina [WURSTER y LUST, 1986], condronectina
[BURTON-WURSTER vy cols., 1988] y tenascina [SALTER, 1993].

La sintesis de los proteoglucanos conlleva la coordinacién de la sintesis
proteica con la actividad glucosiltransferasa que inicia y mantiene la formacion dé las
cadenas de oligosacaridos y glucosaminoglucanos sobre la proteina central. Ya que los
GAG representan el 90% de la masa de un PG tipo, su formacion es el principal
acontecimiento de la biosintesis de PG [HASCALL y cols., 1983].

La proteina central permanece en la célula durante 60-90 minutos sin que haya
comenzado la adicién de la mayoria de los GAG, pero la sintesis de GAG es tan rapida
que el PG completo es secretado inmediatamente [MITCHELL y HARDINGHAM,
1981].

La sintesis y secrecion de la proteina de unién y de la proteina central son
independientes, pero estin intimamente unidas [RATCLIFFE y cols., 1985}, ya que
comparten el mismo proceso de biosintesis, pudiendo interaccionar antes de la
secrecion.

Se cree que la sintesis del acido hialurdnico se realiza en la superficie interna
de la membrana plasmética [PREHM, 1984], para ser luego secretado al exterior de la
superficie celular. :

El hecho de que los lugares y los mecanismos de sintesis de los PG y de AH
sean diferentes, impide que éstos interactien antes de abandonar la célula [CARNEY
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y MUIR, 1988).

La formacién de agregados de PG se realiza en el exterior de la célula, una vez
han sido secretados los PG, las proteinas de union [FARQUHAR, 1985] y el AH.

La unién de PG al AH se produce tras la maduracion de los monomeros de
PG, observandose que la tasa de maduracion es directamente proporcional a la tempera-
tura y esta relacionada con la formacion de uniones disulfuro en ¢l HABR [BAYLISS
y cols., 1983a y 1984].

11.2.3.2.- Degradacién de macromoléculas

La degradacion de la matriz extracelular es un proceso basico para el
crecimiento, desarrollo, morfogénesis, remodelado y reparacion de los tejidos, tanto en
condiciones fisiologicas como en condiciones patoldgicas. En ella intervienen mecanis-
mos cuya variacion estd en relacion con: a) los diferentes tipos de tejido, b) las
condiciones en que se llevaran a cabo y c) la variabilidad en las estructuras primarias
de los diversos tipos de colagenos genéticamente distintos, glucoproteinas y proteoglu-
canos, que requieren para su degradacion enzimas especificos. A esto hay que afiadir
la circunstancia de que cada tipo de célula realiza combinaciones de proteinasas,
inhibidores de las mismas y activadores de proenzimas determinados. [BARRET y
STARKEY, 1973 ; YAMADA vy cols., 1987]

_ El cartilago articular, al igual que los demas componentes de la articulacion,
esta sujeto a cambios funcionales y metabdlicos en los que, independientemente de sus
connotaciones fisiolégicas o patoldgicas, es preciso un continuo balance en la forma-
cion y destruccién de su estructura. Aun cuando comparte procesos y mecanismos con
otros tejidos conjuntivos, posee caracteristicas particulares dignas de ser observadas
especialmente y que son consecuencia de las condiciones estructurales y de avascu-
laridad y "aneuralidad" propias de este tejido que, por otro lado, son unicas en el
organismo.

La degradacion del cartilago articular puede deberse a dos mecanismos
principales: un mecanismo de resorcion intrinseca, en el que la lisis de la matriz se
consigue por la accion de enzimas producidos por el propio condrocito, y un mecanismo
de resorcidon extrinseca, en el que intervienen enzimas producidos por células no
cartilaginosas [MOHR, 1986]. Si bien es cierto, la total individualizacién de ambos
mecanismos es puramente tedrica ya que siempre se puede producir la combinacién de
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ambos en un mayor o menor grado.

En condiciones de normalidad, el mantenimiento o renovacion de la matriz del
cartilago se produce mediante un intercambio lento de los componentes matriciales
preexistentes por moléculas recién sintetizadas. Esto supone una lenta degradacion
matricial que se localiza, al menos, en dos territorios diferentes. Uno a nivel pericelular,
donde intervienen, fundamentalmente, enzimas que el propio condrocito sintetiza y
secreta. Otro en compartimentos matriciales mas distantes (MIT), que es controlado
mediante la activacion relativa de enzimas. Los productos resultantes de la degradacion
extracelular (componentes de la matriz parcialmente degradados: bien sean moléculas,
aminoacidos u oligopéptidos), entran en la célula y es entonces cuando tiene lugar el
ultimo paso de la degradacién, en el interior de los lisosomas [MALEMUD, 1985].

Como hemos apuntado anteriormente, existe una regulacion de los mecanismos
de degradacién en el sentido de que las células controlan la sintesis de proenzimas y
enzimas, asi como su activacion e inhibicion. La actividad proteolitica puede ser
limitada a la inmediata vecindad del lugar de secrecion de un enzima activo, donde
puede ser controlada mediante la secrecion de mhlbldores del mismo.

Los enzimas también pueden ser secretados en su forma proenzimatica al
mismo tiempo que s¢ sintetiza la matriz y permanecer unidas a sus sustratos
[CAMPBELL y cols., 1986b,c]. De esta manera, cuando son activados, el proceso
proteolitico se desarrolla alli donde el proenzima es activado y no necesanamente enla
vecindad de la célula.

La localizacién de la degradacion, intra o extracelularmente, y el momento
funcional son condicionantes que determinan el mecanismo de degradacién. Asi, es
evidente que, por ejemplo, el coldgeno y los proteoglucanos recién sintetizados son
degradados con mayor facilidad que las moléculas matriciales, del mismo modo que es
distinta la finalidad de la degradacién [BERG y cols., 1980]. La destruccién
intracelular de elementos recién sintetizados, suele estar dirigida a ejercer una especie
de control de calidad del material producido y a conseguir la proporcionalidad entre los
clementos sintetizados [BIENKOWSKI y cols., 1978; BIENKOWSKI, 1983, 1984].

Los mecanismos necesarios para la degradacion de la matriz extracelular,
evidentemente, guardan relacion con ¢l tipo de organizacion supramolecular de los
clementos que la constituyen, ya que de las caracteristicas de tal organizacion, va a
depender la susceptibilidad proteolitica de la matriz.
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No vamos a incidir en la descripcion detallada de los tipos de enzimas que
intervienen en la degradacion de la matriz de! cartilago, su lugar de sintesis, actuacion
e inhibicion, puesto que resultaria excesivo para los fines de esta tesis. Insistimos en la
especificidad de los enzimas que intervienen en la degradacion, dadas las caracteristicas
de organizacién supramolecular de la matriz del cartilago.

Teniendo en cuenta que los principales componentes de la matriz extracelular
son los colagenos, proteoglucanos y otras glucoproteinas de adhesion, la degradacién
de la matriz, sea cual fuere su finalidad, se debe, fundamentaimente, a procesos
proteoliticos.

Los enzimas involucrados en dichos procesos, denominados proteinasas o
endopeptidasas, se localizan intracelularmente en los lisosomas [BOND y BUTLER,
1987], y extracelularmente en el espacio pericelular o a distancia de las células que los
producen. Dichos enzimas requieren para su actuacion la presencia de ciertos ami-
noacidos, de tal modo que se clasifican segun el mecanismo catalitico, indicandose en
la denominacién de cada grupo el aminoacido en cuestion:

1. Proteinasas aspartico. La mis destacable es la catepsina D
[SCOTT y PEARSON, 1978; WERB, 1989].

2. Proteinasas cisteina. En este grupo se incluyen las catepsinas
B y L [ROUGHLEY, 1977; KIRSCHKE vy cols., 1982;
PORTNOY y cols., 1986; TROEN y cols., 1988; NGUYEN,
1990].

3. Proteinasas serina. Son las mas abundantes [TRAVIS y
SALVESEN, 1983] y en este grupo se encuentran la plasmina
[CHRISTMAN y cols., 1962, YAMADA y cols., 1988], los
activadores del plasmindgeno [BUNNING y cols., 1987,
PEPPER vy cols. 1987, COLLIER y GHOSH, 1988], la kali-
creina plasmatica [NAGASE vy cols., 1982], la elastasa y la
catepsina G [VIRKA y cols., 1983].

4, Metaloproteinasas. Dentro de este grupo se han localizado
la colagenasa especifica (MMP1) [CAMPBELL vy cols.,
1987, CAWSTON vy cols., 1983; MOSCATELLI y cols.,
1985, WERB y REYNOLDS, 1985], la estromalisina
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(MMP3) [CHIN y cols., 1985; OKADA y cols., 1986, 1989;
COLLIER y cols.,, 1988; HASTY, 1990], dos tipos de
gelatinasa [HIBBS y cols., 1985; SALO y cols.,, 1985;
GARBISA y cols., 1986; HASTY y cols., 1990] y la
metaloproteinasa acida [AZZO y WOESSNER, 1986].

Las proteinasas pertenecientes a los dos primeros grupos son generalmente
activas a pH 4cido, mientras que las de los dos ultimos son activas a pH neutro o
ligeramente alcalino [BOND y BUTLER, 1987].

Los eventos degenerativos matriciales, fundamentalmente proteoliticos y
glucoliticos, no deben equipararse con la patologia del cartilago, pues, como en la
mayoria de los tejidos conectivos, es necesario un componente de renovacion (furnover)
normal de la matriz. La degeneracion del cartilago solamente ocurre cuando la actividad
proteolitica esta fuera de control.

Los posibles origenes de la degradacién matricial pueden dividirse en procesos
enzimaticos y no enzimaticos. Los agentes enzimaticos podrian ser, tedricamente,
proteinasas o glucosidasas, aunque la mayoria de las glucosidasas producidas por las
células de los mamiferos son almacenadas intracelularmente en los lisosomas y se cree
que no juegan un papel activo en la matriz extracelular. Sin embargo, bajo algunas
condiciones patoldgicas, esto no es asi. En contraste, se fabrican muchas proteinasas, -
especialmente para la secrecion y la accion fuera de las células y estos agentes son, por
lo tanto, los primeros candidatos para causar la destruccion del cartilago. Los agentes
no enzimaticos son principalmente metabolitos reactivos del oxigeno, los cuales pueden,
potencialmente, degradar tanto las proteinas como los carbohidratos, y podrian ser de
particular relevancia en la degradacion extracelular de carbohidratos como el acido
hialurénico. De este modo, la necesidad de una glucosidasa extracelular podria ser
soslayada.

Como hemos visto, son muchas las proteinasas que podrian estar potencial-
mente implicadas en la degradacién del cartilago. Los candidatos mas probables son
aquellos que se segregan directamente desde los condrocitos y que incluyen a varios
miembros de la familia de la metaloproteinasas, incluyendo la colagenasa (MMP1) y
la estromalisina (MMP3) [WOESSNER, 1991]. La estromalisina tiene un gran
potencial para destruir la matriz del cartilago a causa de su habilidad para degradar no
sélo el micleo proteico de los proteoglucanos, sino también los telopéptidos del colageno
fibrilar [WU y cols., 1991]. El mismo grupo de metaloproteinasas es producido por
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células de otros tejidos conectivos, incluyendo la sinovial, particularmente durante la
inflamacion articular. Sin embargo, bajo estas condiciones, también habra de tenerse
en cuenta el aumento de proteinasas procedentes de células pertenecientes a tejidos no
conjuntivos [POOLE, 1990]). De particular importancia son los enzimas de los
leucocitos polimorfonucleares (elastasa y catepsina G), de las células cebadas (triptasa
y quimasa), y una variedad de proteinasas del plasma sanguineo que incluyen la
plasmina, la trombina y la kalicreina. Finalmente, bajo ciertas circunstancias, habria
un papel para la accion de las proteinasas lisosomiales de los condrocitos, incluyendo
las catepsinas D, B y L. Con el vasto potencial degradativo resefiado anteriormente
contra el cartilago articular, es sorprendente que, con su habilidad tan limitada para
reparar, pueda sobrevivir las siete o mas décadas de esperanza de vida en un ser
humano normal. En la mayoria de los humanos, esta supervivencia es facilitada por
cierto numero de mecanismos de control. El primero de estos puede denominarse
"compartimentacién”, por el cual, la mayoria de las proteinasas no son liberadas
directamente en la matriz del cartilago y tienen dificultad para acceder a ella en
circunstancias normales. Solamente las metaloproteinasas del condrocito evitan los
problemas de la compartimentacion. Sin embargo, son objeto de una segunda forma de
control. Al igual que todas las proteinasas son sintetizadas como proenzimas inactivos
y requieren su activacion antes de que pueda sobrevenir algun dafio. La tercera linea
de control viene representada por la necesidad de un agente estimulador, como por
ejemplo una citoquina inflamatoria, para obtener los niveles maximos de produccion
de proteinasas. Los estimulos exdgenos también son necesarios para la liberacion de las
proteinasas almacenadas intracelularmente. Como tltima linca de defensa, la matriz del’
cartilago y los fluidos corporales circundantes contienen varios inhibidores de
proteinasas que pueden evitar la accion enzimatica. Solo cuando la totalidad de los
cuatro niveles de control han sido superados, es probable que acontezca la degencracion
del cartilago.

La degradacion del cartilago provocada por metabolitos reactivos del oxigeno
merecen una consideracion diferente [HALLIWELL y GUTTERIDGE, 1986]. Estos
agentes son producidos, principaimente, por los procesos fagociticos de los macréfagos
y los leucocitos polimorfonucleares, que provocan la aparicion de superéxido por la
accién de una oxidasa NADPH de la membrana celular. Intracelularmente, el
superdxido se convierte en peroxido de hidrogeno por la accion de la superoxido
dismutasa y, a su vez, éste se convierte en agua por la accién de la catalasa o es
utilizado por una peroxidasa. Si el peroxido de hidrégeno escapase de su confinamiento
celular podria participar indirectamente en la degradacion de la matriz porque, en
presencia de iones metalicos de transicion disponibles, como el hierro o el cobre, puede




86 introduccin

convertirse en un radical hidroxilo. El peréxido de hidrégeno es improbable que lo
consiga, pero los radicales hidroxilo pueden romper rapidamente una importante
variedad de proteinas y carbohidratos, incluyendo al colageno, los proteoglucanos y el
acido hialurénico. Este proceso es de interés en condiciones normales porque se ha
demostrado que los condrocitos tienen capacidad para producir peréxido de hidrégeno
[TIKU y cols., 1990]. En la matriz extracelular existen dos mecanismos: principales
para controlar el dafio excesivo debido a los radicales hidroxilo. En primer lugar, el
hierro y el cobre son normalmente inaccesibles a la reaccién de Fenton, que conduce a
la produccién de radicales hidroxilo a partir del peroxido de hidrégeno, pues aquéllos
s encuentran unidos de manera estable a proteinas transportadoras, como la
transferrina o la ceruloplasmina. En segundo lugar, la matriz extracelular contiene
cierto nimero de metabolitos de bajo peso molecular, como la vitamina C y el glutation,
que son susceptibles de modificar los radicales y sirven como "limpiadores" o
neutralizadores de la accion de los radicales. Por lo tanto, al igual que ocurria con las
proteinasas, s¢lo bajo determinadas circunstancias, es probable que la degradacion
mediada por radicales cause un dafio significativo en las moléculas estructurales de la
matriz del cartilago.

Si se acepta que la rotura proteolitica de la proteina de union del PG al AH es
un reflejo general de los sucesos proteoliticos que acontecen en la matriz del cartilago,
entonces, €l inico agente proteolitico que parece ser activo en la matriz durante toda la
vida es la "estromalisina”. Este resultado no es particularmente sorprendente por cuanto
los condrocitos son capaces de producirla [MORT vy cols., 1983]. La estromalisina
podria representar el medio por el cual se mantiene la renovacion normal de la matriz,
concretamente en la juventud, cuando tiene lugar el crecimiento del tejido. De hecho,
de acuerdo con los datos sobre las proteinas de unién, la estromalisina podria ser el
unico agente proteolitico activo en la matriz del cartilago joven. De igual forma, es
indudable que en el caso de los adultos actiian agentes proteoliticos adicionales, aunque
no esta claro st esto viene determinado o es la consecuencia de la acumulacién de
insultos o agresiones subclinicas de la articulacién.

La produccion de proestromalisina por los condrocitos varia desde el
nacimiento hasta la edad adulta, al menos, lo hacen los niveles de mRNA [NGUYEN
y cols., 1992]. Hay una expresion considerablemente mayor de proestromalisina en el
adulto que en el neonato por cada célula. La mayoria del aumento de esta expresion en
eladulto ocurre en la superficie articular. Teniendo en cuenta que la superficie articular
permanece intacta en los individuos normales, se presume que la mayor parte del
proenzima no se convierte en estromalisina. Esto es compatible con los experimentos
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de cultivo organico que indican la secrecion nica en el medio de cultivo de proestroma-
lisina, pero proporciona una evidencia indirecta de la presencia de estromalisina en la
matriz [CAMPBELL vy cols., 1986a; CAMPBELL y cols., 1986c]. No se sabe qué
agentes controlan la actividad del proceso, pero el mecanismo es de primerisima
importancia porque se podria considerar que el cartilago adulto contiene una bomba de
relojeria, formada por enzimas latentes, que aguarda preparada. De hecho, se puede
especular que en aquellos individuos en los que se pierde el control de la activacion
estarian predispuestos para la degeneracion articular.

El hecho de que la actividad de fa estromalisina esté controlada en un adulto
normal es corroborado por la reciente aportacion de datos sobre un anticuerpo
monoclonal (CH3) que reconoce solamente la nueva secuencia amino terminal presente
en la estromalisina generada LP3 [HUGHES vy cols., 1992}. Este anticuerpo no
reconoce dicha presencia cuando las proteinas de union estan intactas, ni reconoce otras
formas LP3 generadas para diferentes proteinasas. El anticuerpo pudiera servir para
determinar la proporcion de proteinas de union modificadas por proteolisis y presentes
en una edad concreta y que podria haber sido causada por la accion de la estromalisina.
Mientras la cantidad total de formas LP3 de las proteinas de union aumenta con la edad
en el cartilago humano, las LP3 derivadas de la estromalisina sufren una disminucion
real, Esto implica que mientras la estromalisina pudiera jugar un papel importante en
el remodelado del cartilago epifisario en las edades tempranas de la vida, su papel
disminuye con la edad, cuando otros enzimas serian los responsables de la proteolisis
matricial. Todavia permanece abierta la cuestion sobre la presencia de una proteinasa
condrocitana sin identificar que pudiera ser la responsable de control de la renovacion
normal de la matriz de los adultos. La presencia de cada enzima se sostiene por los
datos presentados sobre la ruptura de las proteinas de union y datos similares obtenidos
de los productos de degradacion de los agregantes [SANDY y cols., 1991; FLAN-
NERY vy cols., 1992]. La molécula agregante es susceptible de proteolisis adyacente a
su region globular G1, y ¢l lugar de accion in vitre de la estromalisina no es el mismo
que el generado cuando el cartilago se mantiene en un cultivo organico en presencia de
interleucina 1 (IL-1). Esto sugiere que la IL-1 puede estimular la secrecion de una
"agregantasa" ademas de la estromalisina. Sin embargo, cuando el cartilago articular
humano se mantiene en cultivo organico en presencia de IL-1, no hay mas evidencia de
actividad degradativa de PG en el medio de cultivo que la que puede ser generada por
la proestromalisina [NGUYEN vy cols., 1989].

~ Mientras que €l papel de la estromalisina en el cartilago normal de edad podria
ser ambiguo, parece mucho mas definitivo en la degeneracion del cartilago osteoartriti-
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co. Asi, los datos comunicados hasta ahora sostienen la produccion aumentada de
metaloproteinasa, compatible con las propiedades de la proestromalisina, en el cartilago
osteoartritico comparandolo con los cartilago normales, encontrandose las mayores
cantidades en las regiones adyacentes a las lesiones, y detectandose estromalisina activa
[DEAN y cols., 1989]. Ademas, la capacidad inhibitoria que confiere al tejido el
"inhibidor tisular de las metaloproteinasas" (TIMP: "Tissue Inhibitor of Metalloprotei-
nases") no sufre una gran alteracion en el cartilago osteoartrésico, por lo que se deduce
que el potencial proteolitico aportado por la proestromalisina excede a la capacidad
inhibitoria. Esta situacion es compatible con la accién de una citoquina como la IL-1
en el cartilago osteoartrosico: se sabe que este agente estimula la produccion de
proestromalisina en los explantes de cartilago humano sin afectar de manera importante
a la produccién de TIMP [NGUYEN vy cols., 1992]. Para mas abundamiento, en
sistemas de cultivo organico, la IL-1 estimula la produccion de estromalisina en todos
los condrocitos a través de la matriz, y genera en ésta una depleccion de PG, lo que
sugiere que, al menos dentro de la matriz, tiene lugar la sintesis de estromalisina activa.

NGUYEN y cols. [1992] obtuvieron resultados aparentemente paradéjicos en
sus estudios sobre cartilago articular extraido durante una artroplastia en articulaciones
con osteoartrosis de larga evolucion. Se encontraron con que los niveles del mRNA de
la proestromalisina en los condrocitos eran menores en el "cartilago artritico” que los

.detectados en el cartilago articular adulto normal. Ademas, los estudios de hibridacién
in situ revelaron niveles reducidos para el mensajero de la proestromalisina incluso en
la superficie articular, donde su abundancia es caracteristica de los adultos normales.
Por lo tanto, en estos especimenes, la produccion de proestromalisina parecia haber
sufrido una disminucién en su regulacién. Ciertamente, esto no es compatible con el
tipo de estimulacion que cabria esperar por la accién de las citoquinas inflamatorias.
Tanto es asi, que esto sugiere que el cartilago se encuentra bajo un proceso de
reparacion mas que bajo un proceso degenerativo. Estos conceptos se sustentan por el
estado de los PG del tejido pues, con la utilizacton de la Safranina O, no habia
evidencia de depleccion de los mismos en la matriz. Ademas, las moléculas agregantes
extraidas eran de un tamafio mayor que sus correspondientes en el cartilago adulto
normal, y las componentes de las proteinas de unién de la matriz estaban, principalmen-
te, en sus formas LP1 y LP2 intactas. Sin embargo, las formas LP3 que estaban
presentes en el "cartilago intacto” mostraban los mismos lugares de rotura que el
cartilago adulto normal. El hecho de que las formas LP3 de las proteinas de unién estén
depleccionadas y que sea evidente la pequefia fragmentacion caracteristica del cartilago
adulto normal, corroboran la idea de que los componentes matriciales de este tejido han
sido depositados recientemente. Como corolario de esta observacién puede afirmarse
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que ¢l cartilago procedente de articulaciones osteoartrosicas no ¢s adecuado para
determinar si fueron agentes proteoliticos tnicos los que pudieron actuar durante el
proceso artritico.

1.2.3.3.- Mantenimiento de la matriz y regulacién de! metabolismo

La renovacion del colageno y los proteoglucanos parece ser un proceso muy
rapido en los tejidos en crecimiento, pero en ¢l cartilago adulto es muy lento, aspecto
importante cuando se consideran los mecanismos de reparacion. Las variaciones en los
niveles de renovacién que se aprecian en distintos cartilagos pueden estar en relacion
con las diferencias en la densidad celular, asi, cuanto mas celular es un tejido, mas
rapida es la renovacién de los proteoglucanos. [MAROUDAS, 1975].

Las estimaciones basadas en los niveles de '“C en cartilago humano sugieren
que la renovacion del colageno es pequefia o nula en los adultos [LIBBY y cols.,
1964]. Sin embargo, los experimentos en animales permiten detectar una sintesis de
colageno [REPO y MITCHELL, 1971]. Aun asi, los tiempos de renovacion del
colageno son de 120 afios para el cartilago normal en el perro y 360 afios para ¢l
cartilago articular humano [MAROUDAS, 1980a). Esto sugiere la existencia de una
escasa reposicion del coligeno que podria ser suficiente para restaurar lesiones
diminutas.

La renovacién de los proteoglucanos es mucho mas rapida que la del
colageno. En conjunto, en el cartilago articular del conejo adulto y del perro es
aproximadamente de 300 dias v en el cartilago articular de cadera humana es
considerablemente mas lenta, alrededor de 1.800 dias [MAROUDAS, 1680a]. La vida
media del queratan sulfato (2 o 3 meses) es mucho mas larga que la del condroitin
sulfato (3 o 4 dias) [LOHMANDER v cols., 1973].

La regulacién del metabolismo del cartilago involucra mecanismos genéticos
y ambientales. Se conoce poco acerca de los primeros en el tejido normal, ain cuando
tengan especial importancia en la condrogenesis, maduracion y envejecimiento de
cartilago.

En los diferentes tejidos conjuntivos (sinovial, cartilago, hueso, cte.) se
encuentran células de origen muy diverso que, convenientemente estimuladas, pueden
producir cantidades enormes de enzimas que intervienen en la regulacion de los
mecanismos de degradacion.




90 Introduccién

Dentro de las finalidades de tal degradacion se encuentra el mantenimiento o
turnover de la propia matriz. Ello implica la ruptura previa de la organizacion
supramolecular de los constituyentes, que necesariamente tendra lugar en el comparti-
mento extracelular. Este es el momento en el que intervienen enzimas con actividad
depolimerasa, como la elastasa de los granulocitos o la catepsina G que actaan sobre
las fibras de colageno.

La intervencién celular se ve modulada por la accién de sustancias que
inducen o reprimen el desencadenamiento de los procesos proteoliticos. Esta
modulacién se realiza a diferentes niveles que afectan a la induccion o represién de la
produccion celular de enzimas o incluso al reclutamiento de células con potencial
proteolitico. [HAMERMAN y KLAGSBRUN, 1985].

Los agentes moduladores no especificos son de procedencia y naturaleza muy
diversas y tienen un peso molecular lo suficientemente bajo (menos de 60.000 daitons)
[MIOSSEC y SANY, 1989] como para que sea posible su difusion a través de la matriz
y tengan acceso al condrocito. Entre ellos se encuentran las citoquinas: IL-1
("interleukin 1") [KRANE y AMENTO, 1980; WOOD y cols., 1983; DEWHIRST y
cols., 1985, DAYER vy cols., 1986], IL-6 ("interleukin 6"y [AARDEN vy cols., 1987;
van DAMME vy cols., 1987, GUERNE, 1989], TNF-¢ y  [DINARELLO y cols.,
1986, MIOSSEC y SANY, 1989}, que son importantes para las interacciones entre
células y la respuesta inmunitaria. Otras sustancias moduladoras son los factores de
crecimiento, las prostaglandinas E [KUNKEL y cols., 1986; KARBOWSKI y
MATTHIASS, 1990} y la PLA2 [GILMAN y CHANG, 1990].

Es muy probable que las prostaglandinas induzcan la intercomunicacion
celular local, interviniendo asi en el metabolismo del cartilago y del hueso. Se las
considera como mediadores en el estrés mecanico, en los fendmenos eléctricos y en los
mecanismos de control hormonal de las reacciones citobiologicas y citoquimicas del
sistema esquelético [KARBOWSKI y MATTHIASS, 1990].

Estos factores, e incluso los mismos enzimas, intervienen en mecanismos de
regulacién muy complejos, dentro de los cuales se encuentra la propia autorregulacion.
Los mismos productos de la degradacién matricial pueden actuar como agentes
quimioticticos y activadores sobre las células que intervienen en la degradacion. Asi,
los componentes del cartilago articular actuarian como estimulos para activar o
mantener los mecanismos de degradacion. [KRANE y cols.,. 1.980; MOORE y cols.,
1989].
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La patologia del cartilago articular consiste, la mayoria de las veces, en un
desequilibrio entre sintesis y de ion. Tal es el caso de la artrosis donde, indepen-
dientemente de la causa desencadenante, se produce la activacion metabélica del
condrocito que resulta en un balance global negativo con un furnover aumentado
[GARDNER, 1983; MIOSSEC y SANNY, 1937].

Es probable que en ¢! mantenimiento de la matriz, en condiciones normales,
predominen los mecanismos de resorcion intrinseca, mientras que en los procesos
patologicos, sea cual fuere su etiologia, predomina la induccién extrinseca de la
resorcion matricial, que es la causante del desequilibrio entre la sintesis y la degrada-
¢ién, cuya perpetuacion conduce a la destruccion articular [MOHR,, 1986].

En otras patologias como la artritis reumatoide, en la que intervienen ademas
factores inmunolégicos, predominan los procesos destructivos con estimulacion
condrocitaria y osteoclastica. Estos procesos, aun existiendo tambicn a distancia, son
claros en el lugar de contacto directo del pannus [GREILING y cols., 1987].

E! cartilago, dado su caracteristico aislamiento vascular' y poseyendo la
barrera inmunoldgica que supone su matriz, €s una estructura con una antigenicidad
funcional muy débil. Sin embargo, en el momento en que dichas condiciones se alteran,
se posibilita el establecimiento de interacciones entre los constituyentes modificados del
cartilago (PG, colageno, el propio condrocito, etc.) y ¢l resto del sistema inmunitario.

La mayor parte de los estudios sobre la regulacion del metabolismo
condrocitario estan restringidos a los proteoglucanos, probablemente debido a que la
sintesis y degradacion de los mismos se produce en un periodo de tiempo relativamente
corto.

Los condrocitos actiian regulando el balance dinamico entre la sintests y la
degradacion de PG, de manera que la cantidad de PG matriciales en el cartilago normal
s¢ mantiene en un nivel constante. Para ello, la relacion de PG sintetizados debe ser
mayor o igual a la de PG removidos del tejido [HANDLEY vy cols., 1986].

La renovacion de los PG en ¢l cartilago parece ser rapida en los individuos
jovenes (5-10 dias) frente a la mayor lentitud con que se realiza la renovacion en la
madurez (100-300 dias) [MAROUDAS, 1979].
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Cuando actiian sobre ¢l cartilago factores exdgenos, mecanicos y humorales,
el estado de equilibrio se rompe y el condrocito responde alterando la concentracion
local de PG. De tal manera, cuando una articulacion permanece inmévil, las concentra-
ciones de PG decrecen progresivamente, pero se vuelven a incrementar cuando dicha
articulacion se somete de nuevo a una carga normal, durando la respuesta un promedio
de varias semanas [PALMOSKI y cols., 1979].

En el caso de las enfermedades articulares degenerativas (osteoartrosis), la
pérdida de PG generalmente es mayor que la cantidad de PG repuestos [MANKIN y
cols., 1986]. La pérdida de PG irreversible y progresiva determina una disminucion de
la funcién tisular que conlleva la exposicion del hueso subcondral a fuerzas mecanicas
enormes, lo que redunda en la exacerbacion del proceso patolégico.

Quizas debamos comentar aqui el papel de la presion hidrostatica como
elemento regulador del metabolismo matricial del condrocito [LIPIELLO y cols., 1985]
y que reafirma la evidencia de que el cartilago necesita del movimiento y la carga para
desarrollar una actividad metabélica normal [TREADWELL y MANKIN, 1986).

El condrocito interviene en la degradacion proteolitica de los PG, bien a través
de la liberacion de enzimas lisosémicos (catepsinas D, B, Hy L), o bien a través de la
secrecion de metaloproteinasas. La actividad extracelular de las catepsinas tal vez sea
poco duradera, puesto que los niveles de pH extracelular no son los mis indicados
[ROUGHLEY y MORT, 1986].

Las metaloproteinasas condrocitarias, secretadas en forma de proenzimas, son
de dos tipos, unas especificas del colageno y otras con actividad proteolitica general
capaces de degradar ios PG. El pH 6ptimo para la degradacion de los PG se encuentra
alrededor de la neutralidad, requiriéndose para tal actividad la presencia de Ca?".

Se puede observar que en los cultivos de cartilago articular la cantidad de
metaloproteinasa latente secretada es proporcional a la cantidad de PG que se libera
[CAMPBELL vy cols., 1986b], de manera que al parecer, una porcién de enzima es
activada in situ. Una vez activado el enzima, degrada tanto monémeros de PG como las
proteinas de uniéon [CAMPBELL y cols., 1986¢] de manera que es la responsable, en
parte, de los cambios estructurales de los PG que se asocian a la edad: incremento de
monomeros de PG de menor tamaiio, acumulacion de HABR y aumento de proteinas
de union de menor tamafio [ROUGHLEY y MORT, 1986].
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) En condiciones normales el condrocito no produce grandes cantidades de
metaloproteinasas, pero la secrecion aumenta bajo estimulos tales como la IL-1
{CAMPBELL y cols., 1986a; MORT y cols., 1987].

Entre los factores que intervienen en la regulacion del metabolismo de los PG
no podemos olvidar al AH, que disminuye selectivamente la sintesis de PG en
condrocitos cultivados [SOLURSH y cols, 1974; WIEBKIN y MUIR, 1975], y cuyo
metabolismo esta intimamente coordinado con el de los PG, puesto que su proporcion
de sintesis, proporcion quimica y Ia vida media en los agregados es idéntica [MORA-
LES y HASCALL, 1988]. Finalmente, mientras el 90% de los PG liberados por el
cartilago articular aparecen en el medio de cultivo como macromoléculas parcialmente
degradadas, el AH no aparece en ¢l medio. Esto indica que el mecanismo para la
eliminacion de los macroagregados de PG puede consistir en: 1) la fijacion del AHala
superficie del condrocito, 2) la separacion del PG y proteina de union del AH seguidas
de su posible degradacion en los lisosomas.

De este modo, las molécuias de la superficie celular que interactian con el
AH, pueden ser esenciales en la regulacion tanto de los procesos sintéticos como
catabolicos, [RAJA y cols., 1988].

En definitiva, el metabolismo de los PG esta mediado por la interaccion de los
factores mencionados entre otros, dependiendo de las variaciones en las concentraciones
de éstos, de que los factores presentes sean activos fisioldgicamente y de la maneraen -
que el tejido responda a los posibles cambios.

I1.2.4.- Propiedades biomecanicas del carfilago articular

La Biomecdnica nace de la aplicacion de los principios de la mecanica
newtoniana al estudio del comportamiento o funcidn mecanica de organismos o
estructuras biologicas.

El cartilago articular es una entidad mecanica sumamente importante para la
funcion de la articulacion puesto que transmite y distnbuye altas presiones al hueso
subyacente, manteniendo las fuerzas de contacto en niveles aceptablemente bajos, al
tiempo que permite el movimiento con una friccion minima y absorbe importantes
fuerzas de choque.
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Estas funciones son posibles en virtud de las caracteristicas mecanicas del
cartilago articular que, fundamentalmente, dependen o son el resultado de la interrela-
cion de las propiedades mecanicas individuales de cada uno de los componentes del
cartilago y de la organizacién estructural de los mismos. Las propiedades fisicas, que
son unicas de este tipo de tejido conjuntivo, residen principalmente en su enorme
resistencia a la deformacion y compresion, y dependen de la organizacién y manteni-
miento de los componentes de su matriz extracelular (proteoglucanos, colageno, agua,
etc) [CATERSON y LOWTHER, 1978). |

Siseaplican al cartilago articular los modelos tedricos elastico y viscoelastico,
se le estd considerando como un material unifisico, es decir, se esta ignorando la
existencia del gran componente de fluido del cartilago. No se puede despreciar el hecho
de que la recuperacion de la forma inicial del cartilago requiere que éste se encuentre
sumergido en liquido [ELMORE y cols., 1963; SOKOLOFF, 1963]. Por otro lado, la
presion que el liquido desarrolla en los poros del tejido soporta en parte la fuerza
aplicada desde el exterior, de manera que influye de modo importante sobre la
transmision de la carga [ZAREK y EDWARDS, 1964].

El modelo bifasico desarrollado por MOW vy cols. [1980] para el cartilago
tiene en cuenta los efectos del flujo de fluido sobre la respuesta mecanica del tejido. En
este modelo se combinan las ecuaciones que rigen en la presion y tension de los com-
ponentes liquidos y de los componentes sélidos para explicar los procesos dependientes
del tiempo, tales como la deformacion (creep) y la "relajacion” (mitigacion) de la
presion.

De 1as dos fases de que consta el madulo, la matriz sélida se considera
linealmente elastica e incompresible y el fluido intersticial se considera no viscoso e
incompresible.

La matriz sélida es porosa y permeable, y el movimiento de fluido a través de
la matriz se ve obstaculizado por la friccion entre el agua y las paredes del poro. Existe,
por lo tanto, un mecanismo de transmision de la presion entre la matriz solida y el
liquido intersticial del tejido. De este modo, si se aplica desde fuera una fuerza sobre
un material bifasico, la presion y la tensién cambian con el tiempo hasta que cesa el
movimiento del fluido. A partir de este momento la carga soportada por el material
depende de la consistencia de la matriz sélida.
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El movimiento del liquido de un material bifdsico se puede conseguir de dos
formas, bien aplicando un gradiente de presion de fluido o bien deformando la matriz,
como sucede en la extrusion [TORZILLI y MOW, 1976].

En el modelo bifisico aplicado al cartilago se simplifica al maximo el
componente sélido de la matriz, quedando incluido en éste los distintos elementos matri-
ciales del cartilago, de manera que se reiinen en dicho componente las caracteristicas
de todos los elementos matriciales. ‘

Recordemos que el cartilago articular es un material bifasico, poroso, que se
compone de hasta un 80% de fluido y un 20% de sélido.

La fase sélida se considera compuesta por una matriz de fibras colagenas, un
gel de proteoglucanos, que suponen aproximadamente el 50-60% y el 30-35%
respectivamente del peso seco del cartilago, y las células (condrocitos), glucoproteinas,
lipidos, etc., que constituyen el porcentaje restante (5%-10%) de dicho peso seco.

La fase liquida intersticial, que en su mayor parte es agua, contiene solutos
libres que proceden del liquido sinovial que bafia ¢l tejido y de los productos del meta-
bolismo celular.

La composicion que acabamos de relacionar es siempre aproximativa, puesto
que, como veremos, todos los constituyentes varian su proporcion en funcion de la
edad, localizacion y estado de salud del cartilago.

La conservacion de las propiedades biomecanicas depende muy directamente
de la utilizacion de Ia articulacién, pues la inmovilizacién las deteriora significativa-
mente [JURVELIN vy cols., 1986b, c] y, cuando ésta es prolongada, la recuperacion
munca sera completa [JURVELIN y cols., 1989].

II.2.4.1.- El agua

En ausencia de compresion del cartilago (reposo), la mayor parte del agna que
contiene es intercambiable con el medio externo, de modo que puede transportar electro-
litos méwiles hacia o desde el tejido.

En cuanto a la proporcién del contenido total de agua que se puede
intercambiar por difusion existe cierto grado de desacuerdo, considerandose entre ¢l
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70% [DETHMERS y cols., 1981] y el 100% [MAROUDAS, 1980b], mientras que la -
mayoria de los autores coinciden en que el fluido intersticial puede ser exprimido por
la accion de las fuerzas compresivas.

En los materiales compuestos por liquido libremente movible y un sélido
permeable, como en el caso que nos ocupa, las presiones se ven reducidas por el
movimiento del fluido a través del solido. Por lo tanto, el contenido de agua del
cartilago y el grado de permeabilidad de la matriz organica son factores determinantes
sobre la deformabilidad y la transmision de la carga.

No podemos dejar de resefiar aqui que el liquido excluido del cartilago, cuando
es sometido a presion, también puede intervenir en la lubricacion de la articulacion
sinovial [ARMSTRONG y MOW, 1980].

I1.2.4.2.- Los proteoglucanos

Los PG en solucion se extienden ocupando voliimenes hidrodinamicos enormes
con relacion a su peso molecular [HASCALL y SAJDERA, 1970} debido a la gran
apetencia hidrica que determina la alta carga anidnica de estas macromoléculas.

Sin embargo, en el tejido los PG no se hidratan totalmente porque se lo impide

la red de colageno matricial y este estado de hidratacion "contenida” genera una alta
 presion osmética de DONNAN. De este modo, la presion de imbibicion o tumefaccion
de los PG es contrarrestada por las fuerzas de tension que se desarrollan en la red de
colageno, manteniéndolas pretensadas atn en estado de reposo del cartilago [MAROU-
DAS, 1976a].

Siel cartilago es sometido a compresi6n se produce un incremento instantineo
de la presion hidrostatica al tiempo que el agua tiende a ser "expulsada” del lugar de
compresion. Asi, se produce localmente una mayor concentracién efectiva de PG,
creciendo también la presion de tumefaccion hasta alcanzar un nuevo equilibrio en el
que se contrarresta la presion aplicada.

Tendremos también en cuenta que cuando el agua es expulsada del territorio
molecular del PG, las cargas negativas de los GAG estan mas préximas, viéndose por
lo tanto incrementadas las reacciones intermoleculares (fuerzas de repulsion) [GROD-
ZINSKY v cols., 1981].
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Una vez se ha alcanzado el nuevo equilibrio cesa el flujo de agua. Sin
embargo, cuando desaparece la compresion los territorios moleculares de los PG se
expanden, el cartilago vuelve a embeber el agua disipandose el incremento de la presion
de tumefaccion y se alcanza otra vez el primitivo equilibrio precompresion.

De este modo, los PG controlan el contenido hidrico del cartilago durante la
compresion [COMPER y LAURENT, 1978] e intervienen en el grado de dificultad o
facilidad con que el agua puede fluir hacia o desde el cartilago, puesto que actian direc-
tamente sobre la permeabilidad del mismo.

La interrelaciéon colageno-proteoglucanos es responsable de la estructura
porosa del cartilago [MOW y cols., 1984], de manera que la permeabilidad es
inversamente propotcional a la concentracidn de proteoglucanos [MAROUDAS, 1975].
Esto explica el descenso de la permeabilidad durante la compresién [ARMSTRONG
y MOW, 1982] v que también disminuya segun descendemos desde la superficie hacia
la profundidad del cartilago.

Para el normal funcionamiento del cartilago es importante que el contenido de
proteoglucanos sea alto, que sea también alta su densidad de carga y que los proteoglu-
canos sean incapaces de difundir libremente desde el lugar de compresion [ROUGH-
LEY y MORT, 1986].

Las propiedades biomecanicas de los proteoglucanos se originan por tres
razones;

1. Retienen agua en el tejido mediante la produccién de una alta
presion osmotica de DONNAN.

2. Ofrecen resistencia al flujo de liquido a través de la matriz, lo que
implica la generacion de altas presiones hidrostaticas v, por lo tanto, la
resistencia a la compresion.

3. Al estar inmovilizados en la red de colageno, mantienen tensada dicha
red haciéndola mas resistente a la deformacién [CARNEY y MUIR,
1988]. '
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Seha sugendo la posibilidad de que los proteoglucanos medien en la transduc-
cion de efectos mecanicos, quimicos o fisicoquimicos en efectos metabélicos en el
condrocito [COMPER y LAURENT, 1978]. LOTKE y cols. [1974] especulan con que
estas acciones estén relacionadas con la induccién de potenciales en el cartilago
articular, Dichos potenciales pudieran ser producidos por distintos mecanismos, tales
como piezoelectricidad, flujo de iones por ¢l desplazamiento del agua o efectos
electroquimicos, y quizas podrian modificar el metabolismo del condrocito influyendo
sobre ¢l potencial de membrana celular [CARNEY y MUIR, 1988].

I.2.4.3.- El colageno

La forma funcional del colageno del cartilago es la fibrilla, constituida por
series organizadas de moléculas de triple hélice. Las principales propiedades biomecani-
cas de dicha fibra son su consistencia y resistencia a la tensién. Son practicamente
nextensibles, puesto que soélo se alargan un 5% antes de la ruptura [BONNE vy cols.,
1986).

Por su morfologia se podria pensar que la fibrilla ofrece muy poca resistencia
a la compresion, ya que su relacién longitud/seccion es tan enorme que resultaria
facilmente deformable [MYERS y MOW, 1983]. Sin embargo, hay que considerar que,
al igual que ocurre con los demds componentes del cartilago articular, las propiedades
biomecanicas de cada elemento, individualmente considerado, son muy distintas de las
que ofrecen cuando se combinan en el tejido, y dependen también de la organizacion
estructural que éstos adopten.

Las fibrillas de colageno son haces de moléculas que se empaquetan de manera
holgada, formando un espacio intrafibrilar ocupado por agua ¢ iones. Consecuentemen-
te, se establece un gradiente de presién osmética entre el espacio intrafibrilar y el
extrafibrilar que contiene PG. La densidad de empaquetamiento fibrilar va a variar en
relacion con la concentracion de PG, de manera que éstos influyen también sobre las
propiedades mecanicas de la fibrilla. En el cartilago articular, por lo tanto, Ia densidad
de empaquetamiento de la fibrilla se incrementa con la profundidad, ya que es con ésta
con la que aumenta el contenido de PG [KATZ y cols., 1986].

La orientacién espacial de las fibras de colageno en el cartilago articular ha
sido un constante objeto de estudio. Ha generado teorias y modelos estructurales muy
diversos que intentan unificar las diferentes orientaciones zonales (tangencial, oblicua,
radial) y dilucidar o explicar su participacion o contribucién en el comportamiento
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biomecanico de dicho tejido.

Los métodos de estudio utilizados son muy diversos, de manera que et grado
de sofisticacion de los mismos es paralelo a la evolucion de los medios técnicos:

— Microscopia optica [BENNINGHOFF, 1925].

— "Picado” con punzén en la matriz y observacion macroscopica
de la orientacion de las hendiduras producidas [BULLOUGH
y GOODFELLOW, 1968).

— Luz polarizada y técnicas de interferencia [BROOM vy
MYERS, 1980a]. '

— Técnicas como MET y MEB, que aportan una mayor resolu-
cion e informacion sobre las fibrillas colagenas individuales.

Entre los modelos que surgen para explicar la orientacion espacial de las
fibras, destaca el sistema de arcadas propuesto por BENNINGHOFF, que ya hemos
descrito previamente y en el que no vamos a insistir.

BROOM [1982] ha utilizado, en trabajos sucesivos, todas las técnicas
mencionadas, llegando a la concepcion de un modelo de distribucion espacial fibrilar
segun el cual propone que la orientacion oblicua y aparentemente desordenada de las
fibrillas observada al MET, es el resultado de las frecuentes deflexiones laterales de
cortos segmentos de las fibrillas, que de este modo se desvian a intervalos de su
orientacion fundamentalmente radial. Los fragmentos fribrilares decusados se entrela-
zan, de manera que se forma una red tridimensional pseudodesordenada.

En virtud del sistema de entrelazado, la red colagena resulta una estructura
con refuerzos cortos y frecuentes, capaz de resistir sélidamente los cambios de forma
que inducen los PG cuando es aplicada una fuerza [BROOM, 1986a].

El MET ha permitido observar la existencia de distintas asociaciones
interfibrilares en la red colagena del cartilago articular, cuestionandose la posibilidad
de que dichas asociaciones sean las responsables de las frecuentes deflexiones laterales
de las fibras, cuya orientacion de base es radial [BROOM y MARRA, 1986].
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La red de fibrillas interconectadas y los PG hidratados que rellenan los espa-
cios limitados por la red, constituyen un sistema compuesto y reforzado [BROOM y
MARRA, 1985], de manera que, cuando actuan fuerzas de compresién, los mismos PG
son responsables en parte del mantenimiento de la estructura pseudodesordenada de la
red [BROOM y POLE, 1983].

Cualquier fallo en los factores que intervienen en el mantenimiento de la
estructura descrita, tendra como consecuencia ia alineacion y agregacion entre fibrillas
vecmas. Una matriz que ha sufrido tal reordenacion, respondera deficientemente a las
fuerzas de compresiéon [BROOM, 1936a).

Estas afirmaciones se han visto respaldadas al observarse que en cartilagos
articulares patologicos las fibras matriciales se disponen predominantemente de forma
radial y paralela, adoptando a menudo una disposicion ondulada, que se acompaiia de
la ausencia de asociaciones interfibrilares [BROOM, 1984, 1986b].

El modelo propuesto por BROOM vy cols., aparentemente complejo, es, sin
embargo, una representacion simplificada de la anisotropia estructural del cartilago
articular. En €l no se considera el componente celular que, aunque proporcionalmente
es escaso, va acompafiado de una compartimentacién de la matriz en la que cada
compartimento posee unas caracteristicas estructurales y biomecanicas especificas.

POOLE vy cols. [1984] han realizado, a nuestro entender, un trabajo suma-
mente interesante en el que estudian las caracteristicas morfolégicas y ultraestructurales
de los compartimentos matriciales en condiciones de reposo y bajo compresion
experimental, al tiempo que observan la respuesta fisiologica de la matriz del cartilago
articular sano.

La matniz pericelular se caracteriza por su alta concentracion de PG y la
carencia de fibrillas colagenas; se delimita de forma mas clara en la zona superficial del
cartilago, ya que aqui no existe €l compartimento territorial. En las capas mas profun-
das se produce una transicion suave entre los dos compartimentos.

La matriz pericelular estd rodeada por una estructura fibrilar denominada
cdpsula pericelular, que es mas ostensible en las zonas media y profunda. Esta capsula
es mas densa en el polo articular que en el polo basal, y se compone de fibras finas
entretejidas que constituyen una red en forma de cesta. El diametro de las fibras oscila
entre los 10-25 nm y, en ocasiones, presentan una escasa periodicidad similar a la de
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las fibras de la matriz territorial adyacente.

En la zona profunda del cartilago articular, el polo articular de la capsula, mas
compacto, parece separar los compartimentos, mientras que en ¢l polo basal las fibras
se tejen pobremente, orientandose al azar y a menudo se extienden hacia afuera para
entremezclarse con las fibras radiales de ta matriz territorial.

En las zonas media y profunda del cartilago articular, el polo articular de la
capsula estd atravesado frecuentemente por canales que parecen comunicar los
compartimentos pericelular y territorial. Estos canales pericelulares son de tamafio y
de forma variables, de diametros que oscilan entre 0,2 y 1,8 pm, pero se localizan
invariablemente en la cipula de la capsula y se orientan siempre en direccion a la
superficie celular. Son el resultado de la condensacion y reorientacion localizada de las
fibras de la capsula, d¢ manera que las sucesivas convergencias, angulaciones y
divergencias de las fibras producen areas de electrondensidad caracteristica alrededor
de !a luz de los canales. Existen practicamente en todas las capsulas pericelulares y es
infrecuente, pero no imposible, observar mas de un canal en una misma capsula.

POOLE y cols. [1984] han encontrado, de forma habitual, vesiculas revestidas
y material electrondenso en el interior de los canales; sin embargo, no han localizado
ningun canal en las capsulas pericelulares de los condrocitos superficiales, de por si
poco definidas en condiciones de reposo.

La matriz territorial se localiza inmediatamente por fuera de la capsula
pericelular y esta constituida por haces de fibras colagenas dispersas y separados por
espacios que ocupan los agregados de PG. Si se observan en cortes transversales,
contrasta con la matriz interterritorial, mucho mas compacta, apreciandose entre ambas
una transicion en la densidad de fibras colagenas.

La mayor electrondensidad de la matriz interterritorial no se debe solo a la
mayor proximidad de los haces de fibras colagenas, sino también al abundante material
granular electrondenso que se asocia a las fibras. La concentracion de este material
aumenta con la profundidad del cartilago, esta ausente de la capa superficial y no es
eliminado por la decalcificacién , ni se hace mas patente con ¢l uso de colorantes
catidnicos.

En la matriz interterritorial aparecen vesiculas matriciales cuyo contenido es
muy similar al material que recubre las fibras de colageno.




102 introduccién

En la zona mas superficial del cartilago, las vesiculas matriciales revestidas
de membrana estan restringidas a la matriz pericelular, mientras que en las zonas media
y profunda abundan en todos los compartimentos. Se disponen de un modo preferente
por encima del polo articular de la capsula pericelular, en la matriz pericelular y
frecuentemente en la luz de los canales pericelulares.

El tamafio de la vesiculas oscila entre los 70 y los 920 nm de diametro y su
contenido es también variable, siendo en ocasiones granular, poco regular o incluso
lamelar.

POOLE vy cols. [1984] describen el comportamiento de los elementos
estructurales compartimentales cuando se les aplican fuerzas de compresion,
observando que las fibras coldgenas de la matriz territorial se colapsan al unisono
onginandose una reorientacion sincrénica de las fibras, que adoptan una disposicion
ondulada ¢n la proximidad de la matriz pericelular.

En la matriz interterritorial también existe una respuesta de reorientacion
similar, pero que es menos pronunciada y afecta sélo a fibras coligenas individuales,
de forma desordenada y asincrénica.

En cuanto a la influencia de la presién sobre las células y grupos celulares,
~ han observado que en los condrocitos superficiales se acentiia su forma aplanada. En
la zona media, los condrocitos tipicamente esféricos, junto con la matriz y la capsula
pentcelulares, son comprimidos verticalmente adoptando una forma mas ovalada.

En la zona profunda, las columnas de condrocitos resultan comprimidas
verticalmente, produciéndose cierta deformacién lateral que, en ocasiones, causa el
desplazamiento y una ligera distorsion individual de los condrocitos y de las capsulas
que integran las columnas.

Los procesos celulares y las vesiculas matriciales sufren una deformacion
similar, pero la fuerza de compresion no parece afectar al niumero de canales obser-
vados. Las fibras de la capsula pericelular no se pliegan ni ondulan, sino que se
enderezan y alinean, de manera que el canal pericelular se define de forma mas clara.

La matriz pericelular bajo compresion se vuelve mas electrondensa y las
vesiculas matriciales se acumulan inmediatamente por fuera de los canales pericelula-
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ICs.

La observacion de estas respuestas estructurales ante la compresion facilita
la posibilidad de imaginar la dinmica de la respuesta del cartilago articular cuando se
le aplican fuerzas de compresion.

Probablemente, la reordenacién sincrénica de los haces de fibras colagenas de
la matriz territorial bajo compresion se deba al hermético empaquetamiento de las
fibras dentro del haz y la separacion de los haces por el sistema de PG que contienen
fluido. El mayor didmetro y la mayor densidad de las fibras coligenas de la matriz
interterritorial, sumados a la consistencia que aporta la concentracion tan aita de
queratin suifato, pueden aumentar su resistencia a la deformacién por compresion, que
se manifiesta por una reorientacion reducida y asincrénica de las fibras colagenas.

Bajo compresion, la capsula pericelular se hace mas evidente, compacta y
electrondensa. De hecho, en la zona superficial, es el Gnico momento en que se
distingue. Por otra parte, su deformabilidad y la de su contenido bajo presion, hacen
pensar que su papel sea el confinar e impedir el desplazamiento de la matriz pericelular
y del condrocito durante la compresion. '

El estiramiento y la alineacién de las fibras capsulares, que hacen mas visibles
a los canales pericelulares y la distribucion de las vesiculas matriciales durante Ia
compresion, sugieren que en este momento se esta produciendo un movimiento de fluido
y vesiculas desde la matriz pericelular hacia la matriz territorial.

El origen de las vesiculas parece ser la gemacion ¢ el desprendimiento fisico
desde los procesos celulares, pero la funcion fisiologica no esta totalmente esclarecida.
Las notables diferencias de sus caracteristicas ultraestructurales y de su distribucion
en la matriz, sugicren una gran variedad de funciones. Tales vesiculas podrian
representar €l modelo por el que una extensa variedad de sistemas bioquimicos latentes,
sintetizados por la célula y empaquetados, serian distribuidos aleatoriamente hacia
posibles lugares de accion en la matriz territorial o intersticial. De este modo, el
condrocito gjerceria el control homeostatico sobre la matriz del cartilago localizada a
cierta distancia de la célula.

De los analisis estructurales descritos se pueden extraer conclusiones
bicldgicas tales como que;
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— La capa de fibras colagenas tangenciales de la zona superfi-
cial constituyen un diafragma que resiste las tensiones y
distribuye las fuerzas sobre fa superficie articular del
cartilago, mientras que la disposicion radial de las fibras de
colageno de las zonas mas profundas y su alto contenido de
proteoglucanos sugieren una funcién de absorcion hidrostatica
de choques [ROTH y MOW, 1980].

— Laextrusion de fluido y particulas desde la matriz pericelular
hacia la matriz interterritorial a través de los canales pericelu-
lares, parece indicar la existencia o, al menos, la generacién
de gradientes de presion entre los distintos compartimentos
durante la compresion.

— La integridad funcional del cartilago articular depende de la
baja permeabilidad hidraulica y de la marcada tendencia a la
imbibicion del componente hidrofilico de los PG del cartilago,
asi como del atrapamiento y contencion del gel por parte de la
red de fibras colagenas.

— Las células mdividuales o los grupos de condrocitos, rodeados
por los distintos componentes matriciales, pueden actuar
sinérgicamente constituyendo un sistema de suspensién hidro-
elastica biolégico integrado.

Sin embargo, cada uno de los compartimentos puede sufrir una considerable
deformacion durante {a carga, puesto que el espesor del cartilago se reduce hasta un

30% cuando es comprimido [BROOM y MYERS, 1980b].

De este modo, ¢l cartilago articular puede considerarse constituido por una
serie de sistemas de suspension hidroelastica independientes, capaces de actuar juntos
o separadamente en funcién de la extension de la fuerza aplicada. La deformacién y la
variacion de flujos permanece controlada y localizada, permitiendo una mas rapida
recuperacion del estado de precompresion.,
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I.2.5.- Influencia de la edad, las condiciones mecanicas y la
osteoartrosis sobre el cartilago articular

11.2.5.1.- Variaciones morfolégicas, bioquimicas y biomecéanicas con la
edad

Al variar la estructura y la composicion del cartilago articular con la edad,
también se modifican las propiedades biomecanicas, perdiendo consistencia con el paso
de los afios [ARMSTRONG y cols., 1979; TKACZUK, 1986].

Sin embargo, hemos de distinguir los cambios que tienen lugar con la madurez
de aquellos que van ligados al envejecimiento.

En los individuos jovenes, en los que el crecimiento ain no ha cesado, el
cartilago, con un mayor grosor, en parte ¢s articular y en parte epifisario. La
estructuracion histolégica todavia no es definitiva, las zonas media y profunda no se
han definido y los compartimentos matriciales no estin del todo constituidos. La
disposicién tangencial de las fibras colédgenas, que en el adulto corresponden a la zona
superficial constituyendo el 10% del grosor total del cartilago articular, en ¢l individuo
inmaduro predominan en el 50% del grosor total del cartilago. En cuanto a los
proteoglucanos, monomeros y macroagregados, son mas ricos en condroitin sulfato, de
mayor tamaiio y con un volumen hidrodinamico mayor que cn el cartilago articular
maduro.

Por ultimo, hemos de tener en cuenta que el cartilago articular epifisario, por
naturaleza mas grueso, descansa sobre un tejido subcondral menos rigido que el que
subyace al cartilago articular maduro. Todas estas caracteristicas son responsables de
la gran plasticidad [CAMOSSO y MAROTTI, 1962] y de la mayor respuesta mecanica
del cartilago articular inmaduro [ROTH y MOW, 1980].

En los animales inmaduros los condrocitos (o condroblastos) sintetizan una
cantidad importante de proteinas para favorecer la sintesis neta de tejido cartilaginoso
y el crecimiento del niicleo epifisario subyacente que, posteriormente, sufrira osificacion
endocondral. A medida que los animales se hacen mas maduros, ¢l nivel de sintesis
disminuye y, finalmente, asume un valor constante que, presumiblemente, representa
el nivel necesario para compensar el desgaste natural [MANKIN y BARON, 1965].
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Los cambios primarios que se producen en los condrocitos como consecuencia
de la edad, son, por tanto, ia disminucién de la actividad proliferativa y sintética y un
cambio en ¢l tipo de proteoglucanos que sintetizan. Estos cambios serian debidos a la
senescencia celular [ THONAR vy cols., 1986; BUCKWALTER vy cols., 1993, 1994].
La densidad celular decae bruscamente al alcanzar la madurez esquelética, pero la
mayoria de los estudios sugieren que permanece relativamente constante en la vida
adulta [STOCKWELL, 1967,1979]. Sin embargo, con la edad, la morfologia celular
y la actividad sintética cambian. Las células acumulan filamentos intracitoplasmaticos
y podrian perder algo de su reticulo endoplasmico. Las células modifican sus patrones
de sintesis para producir proteoglucanos mas pequefios y variables, lo que podria
alterar de manera adversa la estabilidad y las propiedades mecanicas del entramado
macromolecuiar de la matriz[BUCKWALTER y cols., 1993, 1994, THONAR y cols.,
1986, FRONT y cols., 1989]. Ademas, las células son menos sensibles a los factores
de crecimiento que estimulan la sintesis matricial [MARTIN y BUCKWALTER,
1996]. Estos cambios podrian hacer que las células fuesen menos eficaces para
reemplazar las macromoléculas degradadas de la matriz y para reparar la matriz tras
una lesion.

Los estudios sobre las propiedades biomecanicas del cartilago no han
encontrado cambios significativos relacionados con la edad en sus propiedades
compresivas, pero ¢n cambio si han demostrado disminuciones significativas en la
resistencia a la tensién y a la fatiga [KEMPSON, 1982, 1991; ROBERTS vy cols.,
- 1986, BUCKWALTER vy cols., 1993], que podrian hacer al cartilago mas vulnerable
a las lesiones derivadas de impactos tinicos o repetidos y de las cargas torsionales. Las
alteraciones de la matriz responsables de los cambios relacionados con la edad en sus
propiedades tensiles no han sido identificadas, pero el contenido de agua generalmente
disminuye con la edad, y tanto los proteoglucanos como el colageno que forman los
componentes primarios del entramado macromolecular de la matriz del cartilago
articular sufren cambios relacionados con la edad [BUCKWALTER vy cols., 1993;
ROUGHLEY, 1993].

Los grandes agregados de protecoglucanos, responsables de proporcionar al
tejido su resistencia a la compresion y su elasticidad, estan sometidos a cambios
significativos con la maduracion esquelética. Con el MET se ha demostrado que se
producen cambios en las dimensiones de los PG del cartilago durante ¢l desarrolio fetal,
durante la maduracion esquelética postnatal y después de completarse el crecimiento
esquelético [ROSENBERG y BUCKWALTER, 1986, THONAR Yy cols., 1986], de
manera que s¢ puede hablar de la existencia de cambios en la estructura de los PG del
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cartilago que guardan relacién con la edad [BUCKWALTER y ROUGHLEY, 1987,
BUCKWALTER vy cols., 1993, 1994].

Los cambios en los PG en relacion con la edad se caracterizan por:

— Disminucién en el tamafio y niamero de las cadenas condroitin
sulfato acompafiada de un incremento de la sulfatacion 6 con
respecto ala 4.

- Incremento en el tamafio y namero de las cadenas queratan
sulfato que se asocia a un descenso del nimero de cadenas de
oligosacaridos unidos a O.

~ Cambio en la composicion de los aminoacidos de la proteina
central, aunque la estructura de la region HABR parece
mantenerse igual en todas la edades.

En consecuencia, los mondmeros de PG en el adulto son de tamafio mas
pequefio y estan menos glucosilados, afectando la mayoria de los cambios a la region
de anclaje de GAG de la proteina central. :

Estos cambios podrian tener tres origenes:

— Una modificacion (variacién) de la expresion genética de la
proteina central;

- la variacion en la actividad de los enzimas postraslacionales
responsables de la glucosilacion y la sulfatacion, y/o

- la modificacion proteolitica de los proteoglucanos intactos
después de su secrecion hacia la matriz extracelular.

La consideracion de estos cambios tiene una particular importancia, ya que
existe una intima relacién entre el envejecimiento, las alteraciones de los PG y la
osteoartrosis.

Mientras los cambios sintéticos se producen en un grado similar en lugares
anatomicos diferentes, pudiendo representar una respuesta preprogramada del
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condrocito, los cambios de degradacion suceden en grados distintos y en diferentes
lugares. Estos niveles de degradacion pueden ser reflejo de las distintas circunstancias
a que esta sometida cada articulacién y, en consecuencia, el diferente grado de actividad
de los enzimas proteoliticos. [ROUGHLEY y MORT, 1986].

Los agregados de PG también sufren cambios con la edad: se vuelven mas
cortos, con un menor namero de monémeros por agregado y un menor tamaiio de los
mondmeros que lo componen. Estos cambios en los grandes agregados se acompafian
de una disminucién o descenso en la tendencia a agregarse de los monomeros.
[ROUGHLEY y cols., 1985].

Segan ROUGHLEY [1987], la estructura de los proteoglucanos agregantes
del cartilago articular humano cambia continuamente desde estadios fetales tempranos
hasta la madurez adulta y s debe tanto a variaciones en la sintesis como a procesos de

degradacion.

Las variaciones en la sintesis son mas evidentes antes del final del crecimiento,
y de ellas se derivan los cambios estructurales y las variaciones en la cantidad de
cadenas de GAG.

Si1 bien los cambios ligados a procesos de degradacién suceden a lo largo de

“toda la vida, predominan durante el envejecimiento del adulto y el resultado es la

fragmentacion proteolitica tanto de las subunidades de PG como de las proteinas de

unién, con la consiguiente produccion de elementos que poseen capacidad de unirse al

acido hialurénico y acumularse en el tejido [MORT y cols., 1983, 1985]. El resultado

es muy similar al que producen los radicales hidroxilicos, cuya liberacion podria ser
uno de los mecanismos que actuan con la edad [ROBERTS y cols., 1987].

En conclusion, segiin avanza la edad, los monémeros de proteoglucanos son
mas pequefios debido a la disminucién del tamafio y el nimero de las cadenas de
condroitin sulfato, que va acompafiada del aumento en la proporcién de cadenas quera-
tan sulfato y la longitud de las mismas. Los agregados de proteoglucanos se vuelven
igualmente mas cortos y con un nimero menor de monémeros por agregado. A estas
variaciones hay que afiadir una menor capacidad de agregacién de los monémeros. La
proporcion de monoémeros agregados en ¢l hombre evoluciona desde mas del 75% en
el recién nacido, al 35,8% a los 70 afios y menos del 25% en individuos de mayor edad
[BUCKWALTER y ROSENBERG, 1988].
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La disminucion en la agregacion y en el tamaiio de los agregados probable-
mente de debe a cambios severos en las moléculas y en la matriz. La degradacion
proteolitica libera en la matriz fragmentos moleculares que ocupan espacio y que
podrian unirse al acido hialurénico, con lo que inhibirian la agregacién de moléculas
totalmente funcionales. Las proteinas de union, responsables de la estabilizacién y
organizacion de los grandes agregados de proteoglucanos también experimentan una
modificacion proteolitica con la edad y una acumulacion de moléculas alieradas en la
matriz. Aunque las proteinas de union alteradas se unen al cido hialurénico y agregan
proteoglucanos, serian menos efectivas en su estabilizacion [BUCKWALTER y cols.,
1994].

El acido hialurénico, filamento central de los agregados de proteoglucanos,
disminuye su tamafio y aumenta su concentracion en la matriz con la maduracion
[THONAR y SWEET, 1978]. No se conoce con certeza si el aumento de concentracion
del acido hialurénico se debe a un aumento de su sintesis ¢ a la acumulacién de

moléculas degradadas.

La matriz del cartilago también contiene una variedad de proteoglucanos no
agregantes, incluyendo la decorina, biglucano y fibromodulina [ROUGHLEY, 1993].
No se conocen los cambios de la fibromodulina relacionados con la edad. La
concentracion de biglucano permanece relativamente constante, mientras que la
concentracion de decorina se incrementa desde aproximadamente la mitad de la
concentracion de biglucano en recién nacidos hasta duplicar la concentracion del
biglucano en los adultos [ROSENBERG y cols., 1985a, POOLE y cols., 1991]. Las
funciones de estos proteoglucanos no han sido bien definidas pero afectan a la
formacién, organizacion y estabilidad de la matriz y pueden inhibir la adhesion y la
migracién y unirse a factores de crecimiento. Por lo tanto, una concentracion
aumentada de decorina podria afectar a la renovacién de la matriz e inhibir su
reparacion. ‘

El colageno del cartilago también sufre modificaciones relacionadas con la
edad que podrian alterar las propiedades del tejido [BUCKWALTER vy cols., 1993;
ROUGHLEY, 1993]. Con la edad, podrian incrementarse los puentes cruzados entre
las moléculas de colageno por medio de reacciones no enzimaticas de glucosilaciéon. La
fibras de colageno de la matriz aumentan su didmetro y la variabilidad del mismo con
la edad. Se piensa que estos cambios estan relacionados, al menos en parte, con la
disminucion del contenido de colageno tipo XI en relacién con el colageno tipo II. El
mayor diametro de las fibras de colageno, junto con un mayor numero de puentes
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cruzados podrian comportar una menor flexibilidad y hacer que la matriz cartilaginosa
fuese mas rigida.

Como consecuencia de las modificaciones sufridas por los PG y el colageno,
cabe esperar una presién osmotica baja que va en detrimento del pretensado de las
fibras coldgenas. La resistencia al flujo de liquidos sera menor y se vera agravada por
la mayor difusibilidad de los proteoglucanos, acusindose la tendencia a la deshi-
dratacion bajo compresion. El incremento de la rigidez del cartilago combinado con una
disminucion del contenido acuoso podria limitar la capacidad del entramado macromo-
lecular para deformarse repetitivamente sin dafiar su estructura cuando soporta carga
[BUCKWALTER y LANE, 1996].

La fatigabilidad de la red colagena ird unida a la disminucion de la resistencia
a la compresion en las zonas profundas. Si bien, la zona superficial conserva la
respuesta mecanica, cualquier disrupcion del colageno en la zona superficial expone
biomecanicamente las zonas profundas y permite la progresion de su deterioro [ROTH
y MOW, 1980].

Por otro lado, los estudios transversales de articulaciones humanas muestran
que la fibrilacién focal del cartilago articular aparece por primera vez proxima a la
edad de maduracién esquelética [BULLOUGH y BRAUER, 1993; BUCKWALTER
y cols., 1994]. Sin embargo, en la mayoria de los individuos la fibrilacion localizada
de la superficie articular no progresa, no se produce afectacion del resto de la superficie
articular ni se produce su avance hacia estratos mas profundos del cartilago.

I.2.5.2.- Variaciones morfolégicas, bioquimicas y biomecéanicas
producidas por las condiciones mecéanicas

Los parametros zonales del cartilago articular sufren variaciones en relaciéon
con su situacion topografico-funcional, o lo que es igual, en funcién de la carga que
soporta el cartilago articular. Los grados de estrés mecanico y de movimiento de la
articulacién son de la mayor importancia para el mantenimiento de la integridad
estructural del cartilago articular [SOOD, 1971].

La simple inspeccién visual denota un mayor grosor del cartilago en las
regiones articulares que soportan mayor carga, con un menor nimero de células de un
mayor tamafic y con una masa matricial también mayor. Estas caracteristicas se
invierten en las regiones que soportan menor carga. [HOLMDAHL ¢ INGELMARK,
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1948; VIGNON vy cols., 1976; EGGLI y cols., 1988]. Esta diferencia en el grosor
podria acentuarse con un incremento en las cargas fisiologicas [JURVELIN vy cols.,
1986a]. Sin embargo, desde que el cartilago alcanza el grosor medio normal correspon-
diente a una zona que soporta peso, la influencia de las cargas mecanicas parece ser
sélo uno de los diferentes factores que influyen en €l; las necesidades para la congruen-
cia articular podrian ser otro [KINCAID y van SICKLE, 1981].

El estudio individual de las zonas del cartilago con carga pone de manifiesto
la practica ausencia de células en la porcion mas superficial de la zona I, lo que implica
mas baja densidad numérica y volumétrica, con un volumen matricial por célula
aproximadamente dos veces mayor que en el cartilago sin carga. Esta escasez celular,
puesta de manifiesto por EGGLI y cols. [1988], coincide con los datos previamente
obtenidos por BULLOUGH y cols. [1985] en la zona no cubierta por el menisco del
platillo tibial del perro y por VIGNON y cols. [1976] en la zona de carga de 1a cabeza
femoral humana.

Las diferencias observadas en las zonas II y III de regiones funcionalmente
distintas son mucho menores vy estan ausentes en la zona IV en la proximidad del fide-
mark.

En lo que se refiere al tamafio celular, los condrocitos del cartilago con carga,
¢en la zona I son ligeramente mas grandes y con una forma mas redondeada. Existe un
incremento muy ostensible del tamafio celular, mas del triple, entre las zonas I y 11,
pero en la zona IV las diferencias se vuelven menores. Recordemos que en el cartilago
que soporta menor carga no existen variaciones zonales del tamaiio celular.

El contenido celular en RER, mitocondrias y Golgi, es similar en todos los
tipos funcionales de cartilago articular. Sin embargo, las zonas I, I y III del cartilago
con carga muestran un incremento enorme del contenido de glucégeno y filamentos
intermedios que, en parte, es el responsable del agrandamiento tan manifiesto del
volumen celular en las zona Il y 111

Las gotas de lipidos, frecuentemente asociadas al glucdgeno y los filamentos
intermedios, estan también aumentadas en el cartilago con carga, si bien y a pesar del
aumento relativo, la cantidad absoluta por célula es pequeiia.

EGGLI y cols. [1988] hacen una interpretacion funcional en base a la
heterogeneidad estructural de las zonas del cartilago articular. Asi, en la zona I, el
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volumen celular y €l volumen de organelas citoplasmaticas son similares a los existentes
en otras zonas, pero hay que tener en cuenta que solo el niicleo ocupa aproximadamente
un tercio del volumen celular y que el volumen matricial por célula es considera-
blemente menor que en las zonas III y IV. Tales proporciones pueden ser los
indicadores de que en la zona I existe un alto metabolismo matricial atin en condiciones
basales. Recordemos que en las zonas Il y HI el volumen celular es significativamente
mayor, fundamentalmente debido a un incremento de filamentos intermedios y glucé-
geno. Como habiamos comentado, se cree que los filamentos intermedios llevan a cabo
una funcién mecanica y, en efecto, las presiones parecen ser mas altas en la zona 111
FAKIZUKI y cols., 1986].

La presion que actiia sobre las células puede alcanzar las 2.5 atmosferas
cuando el cartilago articular es comprimido [URBAN y cols., 1979] y es posible que
las células de la zona Il necesiten una alta actividad metabélica para contrarrestar tales
fuerzas. De hecho se ha demostrado que la acumulacién masiva de glucégeno en los
condrocitos de esta zona guarda relacién con una sintesis alta de proteoglucanos
[MAZHUGA y CHERKASOQV, 1974]. La captacion de [*S]-Sulfato alcanza también
los valores maximos en esta zona [MAROUDAS y EVANS, 1974] y en la subyacente
[AYDELOTTE y KUETTNER, 1985], en las que también se¢ han encontrado las
concentraciones mas altas de condroitin sulfato matricial [BAYLISS y cols., 1983b).

Por lo tanto, la propuesta de GHADIALLY [1983] de que la acumulacién de
~ glucdgeno seria el exponente de un metabolismo bajo v de degeneracién de la célula,
carece, para EGGLI y cols., [1988] de fundamento.

En la zona 11, el volumen de RER por célula es mucho menor que en la zona
L, lo cual implica que la renovacion matricial de la zona I es relativamente mayor.

En definitiva, el gasto de energia en las zonas I y III obedece a influjos
biomecanicos, excepto en el caso de individuos en crecimiento. En estas circunstancias
las células de la zona III tienen también un gran volumen de RER [BRIGHTON y cols.,
1984] y un alto nivel de sintesis proteica [MANKIN y BARON, 1965].

En la zona IV se¢ da el volumen de matriz por célula mas alto, las células
poseen el mayor volumen absoluto de RER vy, en contra de lo que hasta ahora se
preconizaba, no muestran signos de degeneracion o desintegracién [EGGLI y cols.,
1988].
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El descenso de la celularidad, la ausencia de las células més superficiales y ¢l
incremento del volumen matricial por célula observados en la zona I del cartilago con
carga, puede sugerir dos explicaciones:

1 Ya que en la zona I s¢ encuentran mas frecuentemente restos
celulares y sufre las mayores cargas, podria pensarse que es
en esta zona donde se produce un mayor indice de muerte
celular. Este hecho también se ha interpretado como un signo
precoz de osteoartrosis [DUNHAM y cols., 1985].

2 Que en la zona I, al igual que en las zonas II y III, los
condrocitos tengan una mayor actividad de sintesis matricial
en el cartilago sometido a carga in vitro [De WITT y cols.,
1984, PALMOSKI v BRANDT, 1984; SLOWMAN vy
BRANDT, 1986].

El incremento del tamaiio celular [HOLMDAHL ¢ INGELMARK, 1948] y
¢l acumulamiento de glucogeno [MAZHUGA y CHERKASOV, 1974] observados en
las zonas Iy Il del cartilago con carga, son considerados como indicadores de una alta
actividad sintética del condrocito. El gjercicio fisico parece inducir también una eleva-
cion de dicha actividad sintética, ya que los condrocitos de las zonas II y III varian de
tamafio, que se ve aumentado fundamentalmente a expensas de la acumulacién de
glucdgeno y de filamentos intermedios [HOLMDAHL e INGELMARK, 1948; SAAF,
1950; PAUKKONEN y cols., 1984a].

En la zona III de las regiones con carga, el volumen medio celular es
considerablemente mayor que en las regiones que soportan una carga menor. Dicho
aumento se debe, una vez mas, al acumulamiento de glucdgeno y de filamentos
intermedios, pero existe también un alto contenido celular de RER y aparato de Golgi,
por lo que se asume que los condrocitos de dicha zona se encuentran en un estadio de
alta actividad metabolica. Sin embargo, aunque el contenido matricial de PG es
bastante alto en esta zona, el volumen matricial por célula y la densidad numérica
celular no difieren de forma significativa entre la zona IV de regiones con carga o sin
carga. [EGGLI y cols, 1988].
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La distribucion de los proteoglucanos depende de las condiciones mecanicas
tipicas de cada regién. El mayor contenide de PG, que podria contribuir a una mayor
"dureza” del tejido cartilaginoso [KEMPSON y cols., 1970] y los PG con mayor peso
molecular, se encuentran exclusivamente en las areas de cartilago articular que soportan
mas peso [MATTHEWS, 1952; BJELLE, 1975; YOSHIDA y AZUMA, 1982; BU-
LLOUGH y cols., 1985; SLOWMAN y BRANDT, 1986; KIVIRANTA y cols., 1987]
y también del cartilago que es sometido a un incremento de estrés mecanico [CATER-
SON y LOWTHER, 1978; TAMMI y cols., 1983; PAUKKONEN vy cols., 1984a].
Precisamente, en las areas que soportan mas peso la cantidad de GAG es mayor que en
las que soportan menos peso. Asimismo, la proporcién queratin sulfato/condroitin
sulfato es mayor en las primeras [SWEET vy cols., 1977a; THONAR vy cols., 1978;
YOSHIDA y AZUMA, 1982].

En ¢l cartilago articular maduro, tanto la concentracion total de GAG como
la proporcion de queratan sulfato aumentan con la profundidad del tejido [STOCK-
WELL y SCOTT, 1967, MAROUDAS y cols., 1969, 1973; MAROUDAS y VENN,
1977, STOCKWELL, 1970; JONES vy cols., 1977; VENN y MAROUDAS, 1977,
VENN, 1978, 1979; MEACHIM y STOCKWELL, 1979, KIVIRANTA y cols., 1985].
El contenido de GAG en la zona superficial del cartilago articular canino es,
aproximadamente, una quinta parte del que se encuentra en la zona profunda de
cartilago sin calcificar (zona III) [KIVIRANTA y cols., 1987]. La distribucion

tangencial de los GAG en el cartilago produce un aumento gradual de la presion
osmética interna y, en consecuencia, proporciona al cartilago la resistencia elastica
ante una fuerza aplicada a la articulacion [MARQUDAS, 1976a; GREENWALD y
cols., 1978]. Parece evidente que existe una relacion estrecha entre el contenido y
composicién de los GAG con las cargas mecanicas que soporta el cartilago, y que su
resistencia a la compresion depende de la concentracion de GAG, especialmente del
queratan sulfato [YOSHIDA y AZUMA, 1982]. Para una concentracion determinada,
la influencia de¢l queratan sulfato sobre la "dureza" del cartilago es mayor que la del
condroitin sulfato [KEMPSON vy cols., 1970].

PAUKKONEN y HELMINEN [1987¢] estudiaron la actividad sintética de los
condrocitos mediante la cuantificacion de la cantidad de RER. La carga extraordinaria
de una articulacion, provocada con una carrera continua (600 m/dia, 5 dias/semana, 8
semanas) o por la fijacion en extension de la pata contralateral, originé un incremento
de un 20% y un 30% del RER en las zonas media y profunda del cartilago, respectiva-
mente. En cambio, la inmovilizacion disminuyé la cantidad de RER de la zona
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superficial en un 30%. Consideran que la hipertrofia celular y de las organelas, asi
como la replicacion celular, son signos de procesos de reparacion. En cambio, la
acumulacion de filamentos finos intracitoplasmaticos, considerados como signo de
degeneracion celular, se redujeron con el gjercicio.

La disminucién persistente de la carga y de la movilidad de una articulacion
sinovial causa cambios en el cartilago articular que son paralelos a los cambios en los
tejidos fibrosos densos periarticulares: los condrocitos cambian su actividad sintética,
la concentracién de proteoglucanos del cartilago disminuye, la organizacion dela matriz
podria disminuir y las propiedades mecénicas se deteriorarian [BAKER vy cols., 1969;
BEHRENS vy cols., 1989; ENNEKING y HOROWITZ, 1972; EVANS y cols., 1960;
FINSTERBUSH y FRIEDMAN, 1973, 1975; GOOD, 1971; HALL, 1963, 1969,
HELMINEN vy cols, 1983; HOZSA y cols., 1987; JURVELIN y cols., 1989; OLAH
yKOSTENSKY, 1972; PALMOSKY y cols., 1979; ROTH y cols., 1988; ROY, 1970;
SAAMANEN vy cols., 1990; TAMMI y cols.,, 1983, 1988, THAXTER, 1965;
TROYER, 1975].

Aunque las contracciones musculares repetidas provocan carga en una
articulacion inmovilizada y podrian ayudar a preservar el cartilago articular, el
mantenimiento de Ia estructura, composicion y funcién de una articulacion sinovial
normal requiere la presencia de cargas y de movimiento [PALMOSKI y cols., 1980].

Las alteraciones del cartilago articular ocurren rapidamente tras una
disminucidn persistente en ¢l uso de la articulacion. Una semana de inmovilizacion,
provoca la aparicion de rugosidades, mas o menos importantes, en la superficie
articular [JURVELIN y cols., 1985], que indica una participacion temprana de la capa
mas superficial del cartilago en los cambios degeneratives [FINSTERBUSH y FRIED-
MAN, 1973; FREEMAN y MEACHIM, 1979; LANGENSKIOLD y cols., 1979;
MEACHIM y STOCKWELL, 1979; GARDNER, 1980, 1983; PAUKKONEN y cols.,
1984a). Por otro lado, la disminucion en ¢l contenido de coldgeno y proteoglucanos tras
una semana de inmovilizacion, sugiere que se produce una depleccion inmediata de
macromoléculas matriciales en respuesta a la inmovilizacion [PAUKKONEN y cols.,
1984a). La capacidad de respuesta variara segun la topografia articular. Asi, el
cartilago que estd sometido a carga mecanica tiene mas dificultad para restablecerse
que ¢l resto del cartilago. En cambio, el cartilago marginal, mas periférico y con menos
estrés mecanico, parece participar en la neosintesis de macromoléculas matriciales
durante fases mas tardias de la inmovilizacion [MUIR, 1980, PAUKKONEN vy cols.,
'1984a].
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La cuantificacién de los resultados histologicos atestigua un incremento de
células en la zona superficial del cartilago durante la inmovilizacién. Se especula con
la posibilidad de que la depleccién de macromoléculas matriciales del cartilago (debida,
por ejemplo, a la fibrilacién del cartilago), podria contribuir en la iniciacién de la
actividad mitdtica de los condrocitos [PAUKKONEN vy cols., 1984a]. Este intento de
reparacion viene corroborado por la confirmacién de que los condrocitos sintetizan
proteogiucanos ricos en condroitin-sulfato para intentar rellenar los defectos producidos
en la matriz [MUIR, 1980; TAMMI y cols., 1983; PAUKKONEN vy cols., 1984a].

La matniz de coldgeno se encuentra ligeramente reducida, entre un 9% y un
16%, en los condilos femorales de concjos sometidos a inmovilizacion durante un
periodo que oscila entre las 4 y las 8 semanas [PAUKKONEN vy cols., 1984a]. Tanto
el ejercicio como la inmovilizacion producen una disminucion en el diametro medio de
las fibras de colageno de la matriz territorial (perilacunar) de la zona media del
cartilago [PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a). Esta disminucion del diametro
podria ser reflejo de una neosintesis de colageno [EYRE y cols., 1980; VIDEMAN y
cols., 1981] o de un deterioro de la fibras [PELLETIER y cols., 1983]. Sin embargo,
¢l aumento del didmetro medio de las fibras de colageno que se produce en la misma
zona de los cartilagos contralaterales (en el caso de la inmovilizacién) parece indicar
que ¢l aumento de las cargas mecanicas junto con la disminucion en la concentracion
de PG conducen a determinadas alteraciones en la nucleacion de las fibras de colageno,
provocando la aparicion de fibras aparentemente mas gruesas [STOCKWELL, 1979].

- Por el contrario, se produce un descenso en la concentracién matricial de
proteoglucanos cuando, o bien se inmoviliza la articulacién, o cuando, sin inmo-
vilizarla, se libera de la carga [SALTER y FIELD, 1960, OLAH y KOSTENSKY,
1972; CATERSON y LOWTHER, 1978; PALMOSKI y cols., 1979, 1980; TAMMI
y cols., 1983; PAUKKONEN y cols., 1986; BEHRENS y cols., 1989]. Ademas de la
disminucién en la concentracion, la inmovilizacion provoca una alteracion rapida y
reversible en la agregacion de los proteoglucanos, lo que supone cambios en el
comportamiento biomecanico det cartilago [PALMOSKI y cols., 1979] que consisten
en un reblandecimiento del mismo [JURVELIN y cols., 1986b).

De todo lo expuesto se deduce que fa inmovilizacion o 1a ausencia de estimulos
mecanicos en una articulacion provocan degeneracion o atrofia del cartilago articular,
alteraciones compatibles con la aparicion de osteoartrosis. La forma y el grado de
presentacion de estas alteraciones dependera de varios factores biolégicos y mecanicos
[RADIN, 1983], entre los que podemos incluir el tiempo de inmovilizacion y el modo
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de fijacién de la articulacion.

Seis o mas semanas de inmovilizacion disminuyen el grosor del cartilago, el
contenido de acido urénico, la sintesis de PG y la capacidad de éstos para formar
agregados. El cese de la inmovilizacion seguida de ambulacién libre en un corral
durante tres semanas provocé la reversion de los cambios. En cambio el gjercicio en
tapiz rodante al cesar la inmovilizacién impedia dicha reversion, lo que indica que la
carga frecuente ¢ intensa de una articulacion dafiada impide la reparacién [PALMOSKI
y BRANDT, 1982b].

BEHRENS vy cols [1989], demostraron que la rigidez de la articulacion
inmovilizada influye en la severidad del dafio articular. Para ello utilizaban dos
fijadores distintos, uno impedia cualquier movimiento de las rodillas mientras que el
otro permitia entre 8° y 15° de movimiento. El contenido en agua del cartilago estaba
aumentado en ambos grupos de rodillas, mientras la concentracion de hexuronato
disminuia un 23% cuando s¢ permitia algin movimiento y un 28% cuando no se hacia.
La fijacion rigida también producia una depresion mas severa en la sintesis de PG, un
incremento en su pérdida y mayor dificultad para la recuperacion del cartilago. Una
semana después de cesar la inmovilizacién, las articulaciones que habian disfrutado de
algun movimiento habian recuperado, casi, el contenido normal de hexuronato, mientras
que en las otras la recuperacion era muy escasa o no existia.

La inmovilizacion continuada de las articulaciones causa finalmente un dafio -

irreversible, incluyendo contractura de los tejidos fibrosos densos penarticulares, y de
los musculos que atraviesan la articulacion, pérdida del cartilago articular y
obliteracion de la cavidad articular por tejido fibroadiposo [ENNEKING y HORO-
WITZ, 1972; FINSTERBUSH y FRIEDMAN, 1975]. Una vez que este tejido ocupa
la articulacion, los intentos por restablecer forzadamente la movilidad lo desgarran,
generalmente en un plano diferente al de la cavidad articular original, y arrancan
fragmentos del cartilago articular [EVANS y cols., 1960; ENNEKING y HOROWITZ,
1972].

El tiempo de inmovilizacién necesario para daiiar irreversiblemente una
articulacion sinovial depende, probablemente, de la articulacion y de la especie animal.
La mayoria de los estudios animales indican que una removilizacion controlada puede
revertir el dafio causado por un mes o mas de inmovilizacion. En las articulaciones de
las ratas se consigue la reversion de los cambios provocados por treinta dias de
inmovilizacion; sin embargo, sesenta dias serian suficientes para causar cambios
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irreversibles [EVANS y cols., 1960]. Cuando se trata de las rodillas de conejos, dos
semanas de inmovilizacion no provocan cambios detectables permanentes, pero después
de seis semanas algunas articulaciones desarrollan contracturas [FINSTERBUSH y
FRIEDMAN, 1975]. En las rodillas de los perros, bastan seis dias de inmovilizacién
para disminuir la sintesis de PG un 41% y tres semanas para causar una pérdida de
agregacion de los mismos, que se restablece con dos semanas de movilidad activa
[PALMOSKI y cols., 1979]. En un estudio similar sobre articulaciones caninas se
comprobo que quince semanas de removilizacion aumentaban, pero no restablecian
completamente, las propiedades mecanicas del cartilago articular de perros sometidos
a once semanas de inmovilizacion [JURVELIN y cols., 1989].

Los cambios originados por la inmovilizacién son similares a los derivados de
la osteoartrosis, y sus manifestaciones dependeran de la manera en que se haya llevado
a cabo la fijacién de la articulacién. En la inmovilizacion en flexion, donde la
contraccién de los miisculos que mueven la articulacion esta reducida, se producen
cambios atroficos en el cartilago articular, pero no hay formacion de osteofitos ni
fibrilacion [PALMOSKI y BRANDT, 1982a). La inmovilizacion en extensidn (que
causa una excesiva presion intraarticular provocada por la contractura muscular y la
retraccion capsulo-ligamentaria) o con fuerzas de compresion continuas, tienen
efectos negativos y conducen a la osteoartrosis [SALTER y FIELD, 1960]. La
movilizacion articular en ausencia de cargas normales produce cambios articulares
atréficos y osteoartrosicos [PALMOSKI y cols., 1980], mientras que la compresidn
~ continua con movimiento articular generard osteoartrosis [GRITZKA y cols., 1973].

Aparte del mecanismo causante de la inmovilizacion, sus efectos dependeran
de la zona de la articulacién de que se trate, teniendo en cuenta si son lugares en los que
los cartilagos opuestos se mantienen o no en contacto [AKESON y cols., 1980].
Mientras que en ¢l primer caso, cuando los cartilagos se mantienen en contacto, la
- gravedad de los cambios producidos depende del grado de compresién, en las areas en
que no existe contacto puede tener lugar cierto crecimiento o invasion del tejido
conectivo sobre la superficie articular.

En todos los animales con un miembro inmovilizado se detectaron cambios
osteoartrosicos, de moderados a medios, en la extremidad contralateral [CATERSON
y LOWTHER, 1978; VIDEMAN y cols., 1981; VIDEMAN, 1982a). Desde ¢l punto
de vista cualitativo, los cambios degenerativos que se producen en el cartilago articular
de una articulacién inmovilizada también se encuentran en la articulacién contralateral,
si bien, en ¢sta Gltima los cambios no son tan obvios. [PAUKKONEN 'y cols., 1986].
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Aparentemente, estos cambios se deben cor mas probabilidad a un aumento en el peso
que soporta la articulacion mévil, pues la actividad motora (cantidad de movimiento)
no &s mayor que en animales controles [TAMMI y cols., 1983]. También se apunta un
posible mecanismo nervioso, pues LEVINE y cols. [1985] han descrito la aparicién de
una inflamacién por via nerviosa en la articulacion contralateral de la que sufre una
agresion. Pudo comprobar la aparicion de un infiltrado inflamatorio en la sinovial de
la articutacion contralateral sana que, en cierta medida, la prepararia o prevendria para
¢l caso de que ocurriese una agresion similar en ella.

El nimero de granulos de PG esta claramente disminuido, tanto en el cartilago
de una rodilla inmovilizada como en ¢l de la contralateral, que se encuentra sobrecarga-
da; en ambas se desarrollara una osteoartrosis [PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a).
Estos datos se corresponden con la depleccion del contenido de GAG observado en
estudios bioquimicos previos [MANKIN vy cols., 1971; EHRLICH y cols., 1975:
ERONEN vy cols., 1978]. Curiosamente, ¢l nimero de granulos de proteoglucanos
también se encuentra ligeramente disminuido en los cartilagos de animales sometidos
a gjercicio (carrera) [PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a]. Atendiendo a que el
contenido de GAG en los cartilagos sometidos a gjercicio se encuentra aumentado, la
disminucién en el namero de granulos de PG solo s¢ explica porque el tamaifio de los
mismos se encuentra aumentado [TAMMI y cols., 1983].

Los condrocitos de las diferentes zonas del cartilago articular tienen la
capacidad de producir subunidades de PG (granulos) de un tamaiio medio aproximada-
mente igual. El gradiente que se suele encontrar en ¢l cartilago articular normal
(disminucion del tamaiio con la profundidad) tiende a desaparecer con ia inmovilizacion
y el gjercicio [PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a]. En estos casos, el aumento en
el tamafio medio de los granulos se deberia a un cambio en el tamaiio y clase de los
mismos en todas las regiones del cartilago. El gradiente que se establece entre la matnz
pericelular y la interterritorial también esta alterado en el mismo sentido. Estas
observaciones sugieren la presencia de una poblacién homogénea de subunidades de PG
neosintetizadas.

PAUKKONEN y HELMINEN [1984a, b], basandose en los datos obtenidos,
proponen el siguiente modelo para explicar la influencia de las condiciones mecanicas
sobre ¢l cartilago articular. El estrés mecanico o la sobrecarga de la articulacion tiene
efectos tanto anabolicos como catabolicos sobre el cartilago articular, dependiendo del
grado de estrés, Inicialmente, incluso de manera fisiologica, las cargas leves (carrera)
sobre el cartilago articular causan un aceleramiento de la degradacion de las
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subunidades de PG ya existentes (disminuye su nimero). La pérdida de PG se -
compensa por ¢l aumento en la sintesis de nuevas y mayores subunidades (aumento de
tamafio). La porcién larga de la molécula rica en condroitin sulfato es, posiblemente,
la responsable del aumento del diametro de los granulos de la matriz. Fl condroitin
sulfato de los PG parece tener la mayor importancia en cuanto a las interacciones con
el colageno, y de aqui, su relevancia en el mantenimiento de la integridad del tejido
cartilaginoso. Asi pues, si el esfuerzo mecanico sobre el cartilago articular no es
excesivo, los condrocitos son capaces de reemplazar gradualmente las subunidades de
PG vigjas y parcialmente degradadas por subunidades nuevas y de mayor tamaiio, lo
que supone un aumento de la cantidad total de GAG. E! cartilago sera entonces mas
resistente ante el estrés mecanico. En cambio, si las demandas mecanicas sobre el
cartilago son excesivas, la degradacion de subunidades de PG (mayor disminucion de
su nimero) podria superar ¢l nivel de produccion de moléculas nuevas y de mayor
tamafio, causando un reducido namero de interacciones con la red de colageno. Como
resultado de este proceso, la integridad del tejido estaria disminuida y la red de colageno
se debilitaria. Finalmente, tendran lugar la fibrilacién y la osteoartrosis.

1.2.5.3.- Variaciones morfolégicas, bioquimicas y biomecénicas en la
osteoartrosis

La osteoartritis primaria consiste en una pérdida generalizada y progresiva
del cartilago articular, acompafiada de un intento de reparacién del mismo, de
" remodelacién del hueso subcondral y, en muchas ocasiones, de formacién de
osteofitos [BUCKWALTER y MARTIN, 1995]. Clinicamente, la osteoartritis se
presenta con dolor articular y pérdida funcional, sin embargo, no todos los cambios
degenerativos del cartilago articular estin asociados con dolor y pérdida de
movilidad, y no todas las personas con sintomas de osteoartritis tienen evidencia
radiogrifica de la misma. Tampoco todos los cambios degenerativos progresan con
la edad, incluso en personas que tienen un diagnéstico clinico radiolégico de la
enfermedad. A pesar de que el sufijo "itis" implica inflamaci6n, la osteoartritis es
una enfermedad degenerativa que infrecuentemente tiene asociado el componente
inflamatorio. M4s bien, consiste en una secuencia regresiva de cambios celulares y
matriciales que conducen a una pérdida estructural y funcional del cartilago
articular, acompaiiada de un intento de reparacién del cartflago y una remodelacién
del hueso subcondral. Precisamente, a causa de estos dos dltimos fen6émenos, la
osteoartritis mo tiene una secuencia progresivamente uniforme de cambios
degenerativos y el grado de degeneraci6n articular varfa entre los individuos y entre
las articulaciones del mismo individuo. Ocasionalmente la evolucién puede ser
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rapida, pero en la mayoria de las articulaciones progresa lentamente a lo largo de
muchos afios e incluso podria estabilizarse o llegar a mejorar de manera espontinea
con cierta reparacién parcial de la superficie articular y disminucién de los
- sintomas. '

La osteoartritis afecta a la totalidad de los tejidos que forman la articulacién
sinovial, incluyendo el cartilago articular, el hueso subcondral y epifisario, la
membrana sinovial, los ligamentos, la cdpsula y los misculos periarticulares. Sin
embargo, los cambios primarios consisten en pérdida de cartilago articular,
remodelacién de hueso subcondral y formaci6n de osteofitos.

La ostecartrosis o enfermedad articular degenerativa es una entidad
nosolégica en la que inicialmente los condrocitos del cartilago articular estin
alterados sin la intervencién de otro tipo de células, produciéndose, con el tiempo,
cambios en la bioquimica del cartflago que conducen al fracaso del tejido como
material capaz de soportar carga.

Aunque Ia artrosis es mas frecuente en individuos de edad avanzada, los
cambios en la composicion del cartflago artrésico son diferentes a los resultantes del
envejecimiento y se deben a alteraciones del metabolismo condrocitario [LUST y
SUMMERS, 1981; CARNEY y MUIR, 1988].

El primer signo visible de osteoartritis es una fibrilacién localizada o una
disrupcion de los estratos mis superficiales del cartilago articular, de manera similar
pero no idéntica a los cambios que se observan con la edad. Al contrario de la
fibrilacion superficial generada por el envejecimiento, que no es progresiva, la
fibrilacién provocada por la osteoartritis, si lo es: 1a mayor parte de 1a superficie
articular se vuelve rugosa e irregular y la fibrilacién se extiende hacia zonas mis
profundas del cartilago hasta alcanzar el hueso subcondral. Las fisuras del cartilago
crecen en profundidad, los extremos de los desgarros del cartilago fibrilado liberan
fragmentos hacia la cavidad articular y disminuyen el grosor del cartilago. Al mismo
tiempo la degradacién enzimitica de la matriz contribuye € la disminucién del
volumen del cartilago. Finalmente, la pérdida progresiva del cartilago articular
conduce a la exposicion del hueso. Muchos de los mecanismos responsables de la
pérdida progresiva del cartilago durante la osteoartritis primaria son descorocidos,
pero puede considerarse que el proceso ocurre en tres fases: dafio del cartflago,
respuesta condrocitaria y fracaso de dicha respuesta [BUCKWALTER y MARTIN,
1995].
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En la primera fase, antes o simultineamente a la aparicion de la fibrilacién,
el entramado macromolecular de la matriz se rompe y el contenido de agua aumenta.
La concentracidén de coligeno permanece constante y aparece una disminucién en
la agregaci6n y concentraci6n de los proteoglucanos y en la concentracién det 4cido
hialurénico [SWEET y cols., 1977b; BUCKWALTER y MARTIN, 1995]. Estos
cambios incrementan la permeabilidad y disminuyen la resistencia de la matriz,
alteraciones que podrian incrementar la vulnerabilidad del tejido. Los condrocitos
detectan el daifio tisular, posiblemente como resultado de ifos cambios en la
osmolaridad, o en la densidad de la carga, o en la presién aplicada a través de la
membrana celular.

Una vez que los condrocitos detectan dafio, liberan mediadores que
estimulan una respuesta tisular. Probablemente el 6xido nitrico tenga un papel en
esta respuesta, ya que los condrocitos producen esta molécula en respuesta a
diferentes estreses mecinicos y quimicos. Este 6xido difunde ripidamente y puede
inducir la liberacion de interleucina-1 que estimula 1a expresién de metaloproteasas
que degradan las macromoléculas matriciales. También los fragmentos de
fibronectina u otras moléculas presentes en el tejido dafiado podrian promover la
produccién continua de IL-1. La degradaci6n de los coligenos de tipo IX y XI 'y
otras molecular podrian desestabilizar la red de coligeno tipo II y, aungue estas
fibras resultan inicialmente intactas, se permitiria la expansi6n de los agregados de
proteoglucanos y un aumento del contenido acuoso. Esta degradacién enzimética
destruye los componentes dafiados de ta matriz y podrfa liberar citoquinas
anabélicas, previamente atrapadas en la matriz, que estimulan la sintesis de
macromoléculas matriciales y la proliferacién de los condrocitos. La respuesta
sintética contrarresta los efectos catabélicos de las proteasas y podria estabilizar o,
en algunos casos llegar a restaurar el tejido [BUCKWALTER y MARTIN, 1995].

El cambio cuantitativamente m4s importante en el cartilago osteoartr6sico
es un aumento en el nimero de células de la zona superficial. Este aumento se debe
a un incremento de la actividad mit6tica [HULTH y cols., 1970, 1972] que,
probablemente, esté estimulado por la pérdida de matriz extracelular [STOCK-
WELL, 1979].

El fracaso para estabilizar o restaurar el tejido conduce a la tercera fase de
la degeneracion cartilaginosa, una disminucién en la respuesta de los condrocitos
que podria resultar irreversible. Cuando esto ocurre, se acelera la pérdida de matriz
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extracelular y las células comienzan a morir [ROY, 1970; GRITZKA y cols., 1973].
La zona superficial, carente de células, estd abocada a convertirse en una superficie
erosionada. Este proceso, primero la pérdida de matriz que aumenta ia densidad
celular para luego disminuir y conducir a la erosién de la superficie articular, se
produce gradualmente en zonas cada vez mds profundas del cartilago articular, hasta
llegar a alcanzar al hueso subcondral [PAUKKONEN y cols., 1986]. Este
mecanismo, observado en animales y en perfodos de tiempo relativamente cortos,
probablemente se dé también en humanos a ms largo plazo. La diferencia serfa que
el incremento del niimero de células s6lo se encontrarfa en zonas de lesion reciente,
mientras que ¢l resto del cartilago seria hipocelular. -

El fracaso puede deberse al dafic mecénico y a la falta de proteccion que
una matriz funcionalmente normal ofrece a las células. Pero también parece estar
relacionado, o al menos iniciado, por una disminucién en la respuesta de los
condrocitos ante las citoquinas anabélicas. Esto podria ocurrir como resultado de
la sintesis y acumulacion de moléculas en la matriz que ligan c1toqumas anabolicas
[BUCKWALTER y MARTIN, 1995].

El cartilago articular se "hincha" por un incremento en su contenido de
agua [MANKIN, 1974] como consecuencia de la disminuci6n de las interacciones
entre el coligeno y los proteoglucanos y, subsidiariamente, por la "relajacion” de
la red de coligeno [BROOM, 1982]. En iltimo lugar, junto con la erosién
superficial, tiene lugar una reparacién hipertréfica en las zonas més profundas del
cartflago [VIGNON vy cols., 1983).

Los cambios estructurales en los proteoglucanos del cartilago articular
artrosico estin relacionados con un incremento relativo de la proporcién de
condroitin sulfato respecto al queratan suifato [VASAN, 1980; COX y cols., 1985}.
Existe una pérdida generalizada de proteoglucanos y una disminucién en el
contenido de dcido hialurénico del tejido [EGUCHI y cols., 1974]. Los agregados
de proteoglucanos son mis pequefios [ALTMAN y cols., 1984] y su capacidad de
agregarse es menor [TESHINA y cols., 1983]. A pesar de ello, en los momentos
iniciales de instauracion de una osteoartrosis podemos asistir a un aumento en la
sintesis de la matriz extracelular y, por lo tanto, del grosor del cartilago articular,
que permitird que el cartilago mantenga su capacidad funcional a pesar de la
presencia de una alteracién mecénica persistente [BRAUNSTEIN y cols., 1990]. El
cartilago osteoartrésico es capaz de conseguir una sintesis de PG cualitativamente
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casi normal mientras que en la matriz extracelular acontecen cambios degradativos
postsintéticos. Como veremos més tarde, estos intentos fracasar4n, pues el cartilago
pierde su funcionalidad y la articulacién su integridad. [MOSKOWITZ y cols.,
1982; GOLDBERG y cols., 1984)].

Diferentes estudios han demostrado que el cartilago osteoartrésico presenta
un aumento en la sintesis de PG [McDEVITT y MUIR, 1976; RYU y cols., 1984;
SANDY y cols., 1984] y coldgeno [LIPIELLO y cols., 1977; EYRE y cols., 1980;
RONZIERE y cols., 1990]. En las zonas media y superior se detecta la sintesis de
colégeno tipo I, en un intento de regeneracién de la matriz [AIGNER y cols.,
1992]. El colégeno tipo X se identificé en la matriz del cartilago profundamente
fibrilado o ecrosionado [von der MARK y cols., 1992a] y en los osteofitos
[HOYLAND y cols., 1991]. Como el colageno tipo X se sintetiza primariamente
en los condrocitos hipertréficos del platillo de crecimiento fetal [GIBSON vy cols.,
1982; REMINGTON y cols., 1984; SCHMID y LINSENMAYER, 1985, 1987],
su hallazgo en el cartilago osteoartrésico indicaria que en su destruccién podria
estar implicada una hipertrofia prematura de los condrocitos, hecho que conduce a
la formacién de coligeno tipo X matricial y a una calcificacién potencial
[GERSTENFELD y LANDIS, 1991; DESCALZI-CANCEDDA y cols., 1992;
KIRSCH y von der MARK, 1992].

La aparicidn de coligeno tipo X en el cartilago articular erosionado indica
~ una hipertrofia prematura de los condrocitos que en el cartflago sano permanecen
sintetizando colageno tipo II. Todavia no est4 claro el papel del coldgeno tipo X en
la etiologia de la enfermedad, pero se sabe que es incapaz de formar un entramado
comparable al de los coligenos tipos I/IX/XI, que debilitarfa a la matriz del
cartilago y que quizis la preparase para su calcificacién. La identificacién del
coligeno tipo X en el cartilago ostecartrésico podria usarse como un marcador
diagnostico para reconocer la alteracién irreversible del fenotipo condrocitario.
[AIGNER vy cols., 1993].

La pérdida de proteoglucanos permite una mayor hidratacién de los
existentes y, consecuentemente, la presién osmética y la presién de imbibici6n son
menores, por lo que el tejido cede mas ficilmente bajo presién. La menor concentra-
cién de proteoglucanos y la mayor hidratacién del tejido aumentan su permeabilidad
y, ademas, se facilita el acceso hacia la matriz de moléculas que en condiciones
normales estarian excluidas [BURTON-WURSTER vy cols., 1986).
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La morfologia, la composicién bioguimica y el nivel de sintesis del
colageno varian, sin que por ello se produzcan alteraciones apreciables en la
concentracién total del mismo [MANKIN, 1974]. Algunos autores [MAROUDAS,
1976a; FREEMAN, 1980] sugieren que }a fatiga y la disrupci6n de la red coligena
ocurren muy precozmente y serian las responsables del aumento del contenido de
agua. La ultraestructura del cartilago revela una disposicién mis préxima, paralela
y radial de las fibras coldgenas, agregados de fibrillas ondulantes en fase e incluso
rizados. Este aspecto de la estructura coldgena es ostensible incluso en tejidos
osteoartrésicos aunque no hayan sido sometidos a estrés. Estos cartilagos responden
precariamente incluso ante presiones muy ligeras {BROOM, 1986a; ROBERTS y
cols., 1986].

Si bien la deformaci6n instantinea bajo compresion depende mis directa-
mente de las fibras coligenas, los proteoglucanos intervienen en dicha respuesta ya
que modulan el pretensado a través de su efecto osmaético. De tal modo, cuando se
ha producido la depleccién de proteoglucanos existe un incremento dramético de
la deformacién instantinea [MIZRAHI y cols., 1986]. Aunque el cartflago
osteoartrésico contiene mayor cantidad de agua, ésta difunde mas ficilmente y la
rehidratacién del proteoglucano es mdés dificil y lenta. El cartilago se deshidrata y
adelgaza bajo la compresién, perdiendo la capacidad amortiguadora. Asf,
HOSHINO y WALLACE [1987], en su estudio sobre la capacidad de la absorcién
de impacto de la rodilla humana conciuyen que mientras en las rodillas normales se
absorbe el 52% de la fuerza, en las artrgsicas se absorbe solo un 24%. Si la
compresion es repetitiva el tejido se deforma en cada ciclo, agravandose el deterioro
por fatiga de la red colagena [MAROUDAS y cols., 1986].

La pérdida de cartilago articular estimularia la formacién de un tejido de
reparacién fibrocartilaginoso, que, en algunas ocasiones cubre parte de la superficie
articular, Este tejido carece de la estructura, composicion, propiedades mecénicas
y durabilidad del cartilago articular normal, pero puede funcionar como una
superficie articular [BUCKWALTER y MOW, 1992).

Las alteraciones del hueso subcondral, que acompafian a la degeneraciéon
del cartilago articular, incluyen el incremento de su densidad, la formaci6n de
cavidades del hueso (quistes) que contienen tejido mixoide, fibroso o cartilaginoso
y la aparicion de cartilago regenerado dentro y sobre la superficie 6sea subcondral.
El incremento de la densidad 6sea, consecuencia de la formacién de nuevas capas
de hueso sobre las trabéculas existentes, es, generalmente, el primer signo de




enfermedad degenerativa articular en el hueso subcondral. Sin embargo, en algunas -
articulaciones los quistes subcondrales aparecen antes [BUCKWALTER y LANE,
1996]. En el estadio final de la enfermedad el cartilago articular desaparece por
completo y en su lugar permanece un hueso subcondral denso y engrosado que se
articula con otro de las mismas caracteristicas.

I1.2.6.- Ejercicio y cartilago articular.

El gjercicio regular, incluyendo deportes recreativos y competitivos, puede
aumentar la salud general y posibilitar el incremento de 1a longevidad [PAFFENBAR-
GER y cols., 1986, LANE y cols., 1987, HASKELL, 1988 BLAIR y cols., 1992;
FRIES y cols., 1994]. Confiando en ello, cada dia es mayor el namero de individuos de
edad media o mayores que deciden participar en deportes. Muchas de estas personas,
que tienen articulaciones consideradas normales, quieren saber si participando en
deportes o en programas de gjercicios aumenta su riesgo de desarrollar una enfermedad
articular degenerativa, y la gente con enfermedad degenerativa temprana necesita saber
qué tipos de actividad fisica podrian acelerar la progresion de sus enfermedades
articulares y cudles mantendrian y/o posibilitarian un incremento de su movilidad.

Las respuestas a estas cuestiones no estan completamente claras. Los estudios

sobre la relacion entre el gjercicio y la artrosis sugieren que, al menos, algunos tipos de
uso repetitivo de la articulacién contribuyen al desarrollo de enfermedad articular

' degenerativa. El estudio de grupos de individuos con ocupaciones de demanda fisica,
incluyendo granjeros, trabajadores de la construccién y del metal, mineros, y
operadores de martillos hidraulicos (neumaticos), sugieren que la carga repetitiva
intensa de las articulaciones podria conducir a un comienzo temprano de la degenera-
cién articular [ LANE y BUCKWALTER, 1993; BUCKWALTER vy cols., 1995].
Entre las actividades laborales especificas que se¢ han asociado con la artrosis, se
incluyen el levantamiento o transporte repetitivo de objetos pesados, la postura
inadecuada en el trabajo, la vibracion, los movimientos repetidos continuamente, y el
trabajo rapido determinado por una maquina [HELIOVAARA y cols., 1993]. Otros
estudios han sugerido que la participacion en deportes competitivos aumenta el riesgo
de artrosis [LANE y BUCKWALTER, 1993; KUJALA y cols., 1994, 1995;
BUCKWALTER y cols., 1995; VINGARD y cols., 1995]. En contraste con estos datos
sobre la relacion entre la actividad fisica vigorosa y la artrosis, otros estudios muestran
que muchos individuos pueden participar en deportes durante toda su vida sin
desarrollar artrosis clinicamente aparente [BUCKWALTER vy cols., 1995; BUCK-
WALTER, 1995] y trabajos experimentales recientes muestran que el uso articular
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regular durante la vida no conduce a desgaste de la superficie articular NEWTON y
cols., en prensa). Por lo tanto, si la actividad fisica causa artrosis, lo hace por un
mecanismo que no es otro que el movimiento articular repetitivo.

El mecanismo por el que los deportes podrian causar degeneracion articular
es el dafio de la superficie articular debido a los impactos intensos o las fuerzas de
torsion. Los cambios debidos a la edad, podrian incrementar la probabilidad del dafio
tisular y la disminucién de la capacidad del tejido para repararlo. Los cambios debidos
a la edad en la propiocepcion articular, en los ligamentos, en las capsulas articulares
y en la funcion muscular también podrian contribuir a incrementar la probabilidad de
lesionar el cartilago articular.

11.2.6.1.- Efectos de los impactos repentinos y las fuerzas de torsion
sobre el cartilago articular

Los efectos de la aplicacion lenta o rapida de cargas difieren considerablemen-
te. La matriz extracelular del cartilago articular esta formada por agua y un entramado
constituido principalmente por colageno y grandes agregados de proteoglucanos
[BUCKWALTER vy cols, 1990]. El colageno proporciona al tejido su forma y su
resistencia a la tension; y la interaccion de los agregados de proteoglucanos con el agua
aportan resistencia a la compresion, elasticidad y, probablemente, durabilidad. La carga
sobre la superficie articular causa movimiento del fluido dentro de la matriz del
cartilago articular y distribuye de manera efectiva las cargas en el cartilago y hacia ¢l
hueso subcondral [MOW y ROSENWASSER, 1988].

Cuando esto ocurre lentamente, el movimiento del fluido permite al cartilago
deformarse y disminuir la fuerza aplicada sobre el entramado macromolecular de la
matriz. Si esto ocurriese demasiado rapido para permitir este movimiento del fluido y
la consecuente deformacién tisular, como sucede cuando se producen impactos
repentinos o cargas de torsion en las articulaciones durante la actividad deportiva, el
entramado macromolecular de la matriz soportaria una mayor proporcion de la fuerza.
Durante las competiciones deportivas se producen muy frecuentemente impactos y
fuerzas de torsion de las articulaciones sinoviales, mientras que son mucho mas escasos
los golpes directos en las articulaciones. Los trabajos experimentales demuestran que
los traumatismos directos, sean agudos o repetitivos, pueden daiiar ¢l cartilago sin
causar una disrupcion tisular visible {BUCKWALTER, 1992). La compresién
resultante y las fuerzas secantes aplicadas a una superficie articular pueden romper la
matriz del cartilago produciendo fisuras condrales, colgajos o fracturas, y las cargas
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de impacto transarticulares pueden provocar fracturas en la regién de la zona de
cartilago calcificado y del hueso subcondral coexistiendo con una superficie articular
intacta [BUCKWALTER vy cols., 1990a; THOMPSON v cols., 1991].

Ademas de las diferencias en los efectos sobre el cartilago articular, las cargas
aplicadas lenta o rapidamente durante la participacion en actividades fisicas pueden
diferenciarse en la cantidad de fuerza aplicada sobre la superficie articular. La
contraccion de los musculos puede llegar a proteger las superficies articulares ante los
impactos y las fuerzas torsionales. Cuando las cargas se aplican lentamente, la
contraccion muscular puede absorber mucha energia mecanica y estabilizar las
articulaciones. Cuando la carga se aplica repentinamente o de manera inesperada la
rapidez de la contraccién muscular no ocurriria con suficiente rapidez para estabilizar
las articulaciones y disminuir las fuerzas sobre las superficies articulares [BUCKWAL-
TER y LANE, 1996].

Ladisrupcion del cartilago articular normal con un inico impacto requiere una
fuerza considerable. Un estudio sobre la respuesta del cartilago articular humano ante
un trauma directo demostro que el cartilago articular podia soportar o resistir impactos
o cargas de mas de 25 N/mm’ sin dafio aparente. Las cargas que excedian este nivel
causaban la muerte condrocitaria y fisuras en el cartilago [REPO y FINLAY, 1977].
Los autores sugirieron que para alcanzar un nivel de estrés capaz de dafiar el cartilago
articular se necesitaba una fuerza mayor que para fracturar el fémur. HAUT [1989]
midio la presion sobre el cartilago articular patelofemoral de los humanos durante
cargas de impacto y encontré que niveles o cargas menores que las necesarias para
fracturar el hueso ya causaban un esfuerzo superior a 25 N/mm? en algunas regiones
de la superficie articular. Con Ia rodilla flexionada 90°, el 50% de la carga necesaria
para causar una fractura 6sea producia presiones articulares superiores a 25 N/mm? en
un area cercana al 20% de la superficie articular patelofemoral. Con un 70% de la
carga de fractura dsea, cerca del 35% del area de contacto superaba presiones de 25
N/mm’ y con un 100% de carga de fractura el 60% del drea de contacto superaba
presiones de 25 N/mm?. Estos resultados demuestran que una carga de impacto puede
romper el cartilago sin fracturar el hueso.

La carga de un impacto unico podria ocasionar dafio en la region del cartilago
calcificado y del hueso subcondral con una disrupcion minima de la superficie articular
[THOMPSON vy cols.,, 1991; OEGEMA y THOMPSON, 1995]. Una carga
transarticular de 2.170 N, aplicada en las articulaciones patelofemorales de perros,
causo fracturas en la zona del cartilago calcificado visibles al microscopio dptico
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[THOMPSON vy cols., 1991]. Los examenes histologicos mostraban fisuras del
cartilago articular que se extendian desde la superficie articular hasta la zona de
transicion o la porcién mas superficial de la zona radiada. Seis meses después de los
impactos, los exAmenes histologicos y las tinciones histoquimicas demostraron una
disminucion en la concentracién de PGs y fibrilacion de la superficie articular en la
region lesionada, sugiriendo que ¢l dafio de la zona calcificada del cartilago y del bueso
subcondral, como resultado del impacto de la superficie articular podria contribuir al
desarrollo de osteoartritis.

Otras investigaciones experimentales demuestran que las cargas producidas
por impactos repetidos rompen la matriz del cartilago articular y provocan una
degeneracién progresiva del cartilago [WEIGHTMAN, 1976; DEKEL y WEISSMAN,
1978]. La aplicacion de cargas ciclicas a muestras de cartilago humano in vitro caust
fibrilacién de la superficie [WEIGHTMAN, 1976] y la aplicacion periodica de
impactos sobre articulaciones metacarpofalangicas bovinas in vitro, combinada con
movilizacion de la articulacion, causé degeneracion de la superficie articular [RADIN
y PAUL, 1971]. La sobreutilizacion repetida de las articulaciones de los congjos in
vivo, combinada con la aplicacién de sobrecargas instantaneas, causo dafio al cartilago,
incluyendo la formacién de grupos de condrocitos, fibrilacion de la matriz, engrosa-
miento del hueso subcondral y penetracion de capilares subcondrales en la zona
calcificada del cartilago articular [DEKEL yWEIGHTMAN, 1978]. La extension del
dafio cartilaginoso parecia incrementarse con la prolongacion de los periodos de
sobrecarga repetitivos, y el deterioro del cartilago continuaba después de cesar las
sobrecargas. Este ultimo hallazgo sugiere la existencia de aigin dafio en el cartilago que
no es visible de manera inmediata.

Una investigacion realizada con piezas de cartilago también demostro que las
cargas repetitivas provocan una disrupcion del tejido y que la sevenidad de! dafio
aumenta con ei incremento de Ia carga y el namero de ciclos de aplicacién de la misma
[ZIMMERMAN vy cols., 1988]. La aplicacion de cargas de compresion a razon de 250
ciclos de 1.000 Ib/in? originé abrasiones superficiales. Cuando se aplicaron 500 ciclos,
se produjeron fisuras primarias que penetraban hasta el cartilago calcificado, y con
1.000 ciclos se producian fisuras secundarias que partian desde las fisuras primarias.
Tras la aplicacion de 8.000 ciclos las fisuras contactaban y provocaban fragmentos de
cartilago. Estas experiencias sugieren que la carga repetitiva puede causar la
propagacion de fisuras verticales del cartilago desde la superficie articular hasta el
cartilago calcificado vy, a su vez, la extension de fisuras oblicuas en areas de cartilago
intacto, lo que provoca la extension del dafio tisular y la aparicion de colgajos de
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cartilago y de fragmentos libres.

Los estudios clinicos han identificado fisuras, colgajos y fragmentos libres de
cartilago articular, y cambios en el hueso subcondral similares a los que se producen
experimentalmente por los impactos inicos o repetitivos de las cargas [BUCKWAL-
TER, 1992]. Al menos en algunos pacientes, el impacto agudo de una carga sobre la
superficie articular o los movimientos de torsién de la articulacién causan aparente-
mente, este tipo de lesiones. En otros pacientes, el dafio del cartilago podria ser el
resultado de cargas repetitivas. En ocasiones, las imigenes de resonancia magnética de
las articulaciones obtenidas inmediatamente después de la aplicacion de una carga
impactante aguda o de torsién, muestran cambios en el hueso subcondral acompafiados
de dafio en la zona de union del cartilago calcificado con el hueso subcondral, incluso
cuando la superfici¢ articular esta intacta [VELLET y cols., 1991]. Muchos pacientes
con osteoartritis no tienen un historial claro de agresién articular y, ademis, el
diagnostico de lesiones limitadas al cartilago articular o al hueso subcondral es dificil.
Al carecer de inervacion el cartilago, sus alteraciones no causan dolor de manera directa
y la exploracion fisica o los estudios radiograficos tradicionales no demuestran
anormalidades. Como resultado, la mayoria de estas lesiones permanecen sin detectar.

11.2.6.2.- Estudios experimentales de los efectos del ejercicio sobre las
articulaciones

Los experimentos animales han proporcionado una informacion considerable
sobre los efectos de la aplicacion repetitiva de cargas en las articulaciones. Concreta-
mente muestran que el aumento de uso y las cargas de impacto producen consecuencias
distintas y que los efectos de este uso articular difieren entre las articulaciones normales
y las articulaciones inestables y/o con una inervacion sensitiva disminuida.

1.2.6.2.1.- Articulaciones normales

El ejercicio fisico puede modificar diferentes parimetros del cartflago
articular, en un sentido u otro, dependiendo de una serie factores que luego se
comentarin. Quizis, lo mis llamativo de esta cuesti6n sea que el ejercicio puede
beneficiar, perjudicar o, aparentemente, no afectar al cartilago articular.

Las consecuencias del ejercicio sobre las caracteristicas estructurales del
cartilago son contradictorias. Mientras en algunos casos se observa un aumento en
la calidad del tejido, con la aparicion de un menor nimero de lesiones en los
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animales entrenados, en otros se constata todo lo contrario.

LANIER [1946] encontrd que los ratones sometidos a carrera' presentaban
menos lesiones de cartilago articular que los animales del grupo control.

Otros autores no encontraron medificaciones o alteraciones tras diferentes
tipos de ejercicio, en distintas especies animales:

- Después de un ejercicio de carrera exhaustiva en ratones,
KRAUSE [1969] no encontré cambios estructurales.

- SAAMANEN vy cols. [1988] hicieron correr a conejos
jovenes® y no encontraron alteraciones en la superficie del
cartilago. '

— Cuando se trata de una carrera moderada (4 km/dia, durante
15 semanas)’la estructura histologica general del cartilago es
similar a la de los animales del grupo control. La superficie
del cartilago se encuentra intacta en toda su extension
[KIVIRANTA y cols,, 1988].

— LAMMI y cols. [1993] no encontraron alteraciones estructu-
rales en las cabezas femorales de perros sometidos a una
carrera intensa’.

1
2

Periodo de entrenamiento de 12,5 meses.

Se trata de conejos jévenes machos (New-Zealand blancos) de entre 4 y 6 meses
de edad que corrian 2 veces al dia y § veces a la semana una distancia de 300 metros (24
min por turno), durante 8 semanas. El entrenamiento se instaurd de forma progresiva durante
las 3 primeras semanas.

Los animales (perras jdvenes de la raza beagle) corrieron 1 hora diaria (4 km/dfa),
5 dias por semana, durante 15 semanas sobre tapiz rodante con una inclinacién de 15°.
Previamente fueron sometidos a un procesc de adaptacion progresiva de 10 semanas que
comenzé cuando los perros contaban con 15 semanas de edad. Al final de ia experiencia, no
hubo diferencias significativas en el peso de los animales.

Los animales (10 perras beagle jévenes con controles apareados por edad y pesc)
corrieron 40 km/dia, con una velocidad de 6 km/h sobre tapiz rodante con una inclinacién de
18°, 5 dias a la semana y durante 15 semanas. Previamente fueron sometidos a un proceso

de adaptacion progresiva de 40 semanas que comenzé cuando los perros contaban con 15
semanas de edad.
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- En perros jovenes no se apreciaron signos de dafio en el
cartilago o alteraciones de la superficie tras un entrenamiento
intenso® (20 km/dia) [KIVIRANTA y cols., 1992].

— Un estudio reciente examino los efectos del ejercicio durante
toda la vida en perros (beagles) [NEWTON vy cols., en
prensa]. La actividad consistia en una carrera moderada con
lastre®. Los animales se dividieron en dos grupos, entrenados
y controles. Al finalizar el estudio, las articulaciones sinovia-
les de los animales sometidos a régimen de ejercicio no
presentaban diferencias macroscpicas ni microscopicas con
las articulaciones de los animales control, y las pruebas
mecanicas del cartilago articular tampoco mostraron diferen-
Clas.

Se podria concluir que el gjercicio moderado a lo largo de la vida, incluso con
sobrepeso, no aumenta la probabilidad de degeneracion articular.

En cambio, existen investigaciones cuyos resultados indican que el ejercicio
provoca daiio en la estructura histolégica del cartilago:

— Aparecen rugosidades v apariencia fibrilar de la estructura en

la superficie articular tras 25 dias de carrera’ en cobayas
[SAAF, 1950].

— Se encuentran alteraciones similares en ratas "bipedas” tras
seis meses de carrera [MAEDA vy cols., 1979].

Los animales (perras beagle jovenes) corrieron 20 km/dia), con velocidad de 6,1
km/h durante 15 semanas sobre tapiz rodante con una inclinacién de 15°. Previamente fueron
sometidos a un proceso de adaptacion progresiva de 25 semanas que comenzé cuando los

perros contaban con 15 semanas de edad. No encontraron diferencias en el peso final de los

animales.
° El ejercicio consistié en una carrera de 3 km/h durante 75 min, 5 dias a la semana

durante 527 semanas, con chalecos lastrados con una media 11,5 kg (I6 que significa un
130% del peso animal adulto). Los controles permanecieron en jaulas durante el mismo

periodo.
" Los animales corrieron 1 km diario durante aproximadamente 3 meses.
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- Degrada la integridad de la superficie articular del cartilago
[STOFFT y GRAF®, 1983; VIDEMAN y ERONEN’, 1984].

— El cartilago de la cabeza femoral mostraba erosion, hoyos y
fibrilacion, tras un periodo de entrenamiento de 8 meses
[VASAN, 1983]'°. El estrés mecanico excesivo posiblemen-
te rompia la red de colégeno, originando lesiones severas
y progresivas del cartilago articular que no podrian ser
reparadas.

— Elejercicio fisico moderado'' (carrera de 600 m/dia, durante
8 semanas) provoca la aparicion inicial de irregularidades en
la superficie del cartilago articular. [PAUKKONEN y cols.,
1984a).

— Lalisura del cartilago del conejo estaba ligeramente alterada
entre una y dos semanas después de iniciar un ejercicio de
carrera moderada'? (150 m dos veces al dia) [JURVELIN y
cols., 1985].

- SAAMANEN vy cols. [1988] en los estudios con microscopia
optica y electronica encontraron gue el cartilago presentaba
de manera ligera y transitoria un incremento en el aspecto
estriado de la superficic entre Ia primera y la segunda
semana del programa de entrenamiento®.

®  utilizaron cobayas a los que sometieron a un esfuerzo mecénico fijo sobre tapiz

rodante.

Utilizaron conejos sometidos a carrera en tapiz rodante durante periodos de 1,5y

30 dias. Uno de los grupos corrié en horizontal y el otro en pendiente.

0 Entrent a perros {beagle) jévenes sobre un tapiz rodante con inclinacién de 20° y

una distancia entre 9,7 y 12,9 km durante una hora al dia, y a lo largo de un periodo de 8
meses.

1 Conejos jévenes (2,5 a 5§ meses de edad) sometidos a carrera de 600 m/dia, 5

veces/semana, durante 8 semanas.

12" Los animales eran conejos jovenes, sometidos a una carrera sobre tapiz rodante

* de 150-300 m dos veces al dia, durante 12-24 min por turno, cinco veces por semana y
durante mas de 8 semanas.
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En opinion de PAUKKONEN vy cols. [1984a), la estriacion
inicial de la superficie podria deberse a una depleccion precoz de
proteoglucanos, pero no de coligeno. Lo contrario, que esta
estriacion ligera y transitoria se debe a la preponderancia de las
fibras de colageno superficiales, es la conclusién de JURVELIN y
cols. [1983] y SAAMANEN y cols. [1988].

En cualquier caso, convendria tener presente que se pueden producir cambios
en las capas subyacentes del cartilago, esto es: cartilago calcificado y hueso subcondral
incluso en presencia de una superficie intacta [STOUGARD, 1976; DEKEL vy
WEISSMAN, 1978; OETTMEIER y cols., 1989a y b].

Las variaciones del grosor del cartilago articular con el gjercicio han sido
estudiadas por diferentes autores y sus resultados son heterogéneos. Como veremos, no
existe uniformidad en ¢l protocolo experimental de los distintos trabajos, lo que podria
explicar las diferencias encontradas.

En la mayoria de los casos se produce un incremento en el grosor del cartilago:

- HOLMDAHL ¢ INGELMARK [1948] lo comprobaron en
congjos jovenes sometidos a un gjercicio' de carrera durante
8.5 meses.

‘= SAAF [1950] utilizé cobayas adultos jovenes a los que hizo
correr’ y encontrd un incremento del grosor del cartilago no
calcificado.

- Cuando se trata de una carrera moderada’ con perros, el
grosor del cartilago articular no calcificado aumentaba en un
19% en el condilo lateral, un 23% en la superficie patelar del
fémur y un 6% en la regién central de la porcién intermedia
del condilo medial. En el resto del cartilago, el grosor se
mantenia igual que en los controles, ¢ sufria un incremento
pequeiio. El grosor del cartilago mineralizado no presento
alteraciones o variaciones en el grosor [KIVIRANTA vy cols.,
1938). '

13 Ejercicio de carrera durante 8,5 meses,
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— Una carrera agotadora con mayor volumen de carga y menor
intensidad® originé un incremento significativo en el grosor del
-cartilago articular, precisamente, en los lugares donde no se
produjo disminucion de GAG. En ¢l caso de la superficie
patelar del fémur afectaba a todas ias zonas (mineralizadas o
no). [AROKOSKI y cols., 1993].

— QETTMEIER y cols. [1992b] comprobaron, en perros
sometidos a una carrera* (de 40 km), que todas las regiones
del cartilago articular, y tanto la porcién mineralizada como
la no mineralizada, sufrian un ligero aumento del grosor.
El cambio mis evidente se observé en las porciones lateral
y medial de los condilos, aunque también estaba presente
en la zona intermedia.

Se ha descrito que hay un correlacion fuerte entre el grosor del cartilago
calcificado y las cargas mec4nicas de la articulacién [SIMON, 1971 ; STOUGARD,
1976; LANE y BULLOUGH, 1980; KEIN-NULEND vy cols., 1987]. Bajo
condiciones normales el cartilago no calcificado y el calcificado son més delgados
en las 4reas que no soportan peso. Se puede observar un incremento del grosor del
cartflago calcificado con el ejercicio’, especialmente en las regiones que en
condiciones normales no estdn expuestas a grados elevados de carga mecéinica
[OETTMEIER Yy cols., 1992b}.

HOLMDAHL e INGELMARK [1948] comprobaron que el aumento de
grosor correspondia a un incremento de los componentes celular y extracelular. En
opinion de KIVIRANTA y cols. [1992] los cartilagos de los animales jovenes en
crecimiento se adaptan més ficilmente a las condiciones de carga fisiol6gica alta que
los de los animales adultos,

La disminucion del grosor del cartilago tras ejercicio fue encontrada por:

- MAEDA vy cols. [1979] en ratas “bipedas” sometidas a
entrenamiento.

— KIVIRANTA y cols. {1992] tras una carrera larga’, alcan-
zando una reduccion del 6 % en el cartilago no mineralizado
del condilo medial del fémur, concretamente, en la cuspide de




136 Introduccién

una seccion frontal. No se apreciaron diferencias en el resto
del cartilago no mineralizado, ni en lugar alguno del cartilago
mineralizado.

—~ HELMINEN vy cols. {1986] en perros y
— KEMPPINEN vy cols. [1986] en cobayas adultos jovenes.

La mayor parte de los estudios sobre el efecto del gjercicio intentan averiguar
las repercusiones sobre la composicion de la matriz extracelular y prestan menos
atencion a la cuantificacion celular (celularidad) y a su distribucion. Existe coinciden-
cia en que el gjercicio moderado™!! provoca un aumento del nimero de células en el
cartilago no calcificado [SAAF, 1950], un leve aumento del tamaiio celular [SAAF,
1950; PAUKKONEN vy cols., 1984a] y un incremento de! tamafio de los nucleos

celulares en la zona superficial [PAUKKONEN vy cols., 1985].

Al considerar los efectos del ejercicio sobre la composicién de la matriz
extracelular, volvemos a encontrar resultados diferentes. A excepcion de LAMMI v
cols. [1993], quienes no encontraron afectacion ni en la sintesis ni en la concentracion
de PG en el cartilago de la cabeza femoral de perros sometidos a carreras de larga
duracion®, y de KINCAID y van SICKLE [1982], que no consiguieron inducir cambios
en las vias metabélicas o en la sintesis de PG por los condrocitos en perros adultos a
los que hicieron caminar durante 6 meses', el resto de autores encontraron modificacio-
nes.

En general, cuando se trata de un ejercicio leve o moderado, la concentracion
de PG en la matriz se incrementa:

-~ TAMMIy cols. [1983] detectaron el incremento de PG en las
rodillas de conejos.

— PAUKKONEN vy cols. [1984a)] concluyeron que el cjercicioA
fisico moderado'' provoca un aumento ligero del contenido
total de PG, con la aparicion inicial de proteoglucanos ricos

% Formaron dos grupos de perros Shepherd. A uno se le obligé a caminar sobre

superficie plana durante S dias / semana a lo largo de 6 meses. A otro se le hizo, ademas,
caminar sobre plataformas interpuestas en su camino.




Introduccion

137

en queratan-sulfato.

SAAMANEN vy cols. [1988]® constataron alteraciones
significativas en los PG, concretamente un ligero aumento en
el contenido de condroitin sulfato.

KIVIRANTA y cols., [1988] también encontraron un incre-
mento en el contenido de PG en el cartilago articular de la
rodilla de perros jovenes’.

El incremento de PG no afecta a la totalidad del cartilago, y
presenta variaciones localizadas en las distintas zonas del
cartilago y en las distintas regjones de la superficie articular:

PAUKKONEN y cols. [1985] observaron un aumento de PG
en la zona superficial del cartilago articular de conejos
Jovenes.

KIVIRANTA y cols. [1988)° y SAAMANEN y cols. [1989]"
demostraron un aumento significativo del contenido de GAG
en la porcion central (en un corte frontal) del cartilago
articular femoral de la rodilla de perros jovenes. El aumento
de GAG fue mayor en las zonas I, I y calcificada y no se
apreciaba en la zona superficial. El contenido de Safranina O,
indicativa de la cantidad total de GAG, se encontrd aumenta-
da un 28% en las areas centrales de los condilos, mas en el
medial que en el lateral, y en la superficie patelar del féemur
(41%). El aumento de GAG parece ser predominantemente
debido al condroitin sulfato y estaba localizado en las zonas
intermedia, profunda e incluso en la calcificada, mientras la
zona superficial no mostraba cambios.

El leve aumento que se produce en el tamaiio celular apoya la idea de que el

gjercicio fisico'' es capaz de activar las células del cartilago para sintetizar moléculas
matriciales [PAUKKONEN y cols., 1984a).

15
km/dla.

Perros jévenes de |a raza beagle corrieron durante 15 semanas, a razén de 4
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El aumento del movimiento articular y de la carga soportada por el cartilago, -
hasta cierto nivel, podria incrementar la sintesis de componentes matriciales por encima
de la degradacidn, al menos en animales esqueléticamente inmaduros. Este incremento
de PG, se asocia con una mejoria en las propiedades biomecanicas del cartilago: mayor
dureza en estas areas [JURVELIN y.cols., 1986a].

En cambio otros trabajos indican que el gjercicio deprime el contenido de PG
del cartilago:

- El descenso del contenido de GAG, tras ejercicio de carrera
intenso, fue observada en ratones, en los que se produjo una
disminucion en la tincion de la matriz del cartilago articular
con azul alcidn y azul de metileno, aunque no se encontraron
cambios estructurales [KRAUSE, 1969].

~- VASAN [1983] encontré que Ia carrera prolongada'® en
perros disminuia la concentraciéon de PG en el cartilago
articular de la cabeza femoral, ain cuando la sintesis de PG
estaba significativamente estimulada.

— VIDEMAN y ERONEN, {1984] corroboran el mismo
comportamiento en conejos entrenados sobre tapiz rodante’,

- La disminucién del contenido de GAG tras ejercicio intenso
tambicn fue demostrada en cobayas [KEMPPINEN vy cols.,
1986].

— Una carrera larga’ (20 km/dia) [KIVIRANTA y cols., 1992]
provocaba una disminucion del 11% en contenido en proteo-
glucanos, medido a través de la intensidad de la apetencia por
la Safranina O, en los condilos femorales de perros.

— Una carrera agotadora con mayor volumen de carga y menor
intensidad* (40km/dia) origin6 una disminucién de la concen-
tracion de proteoglucanos del cartilago [AROKOSKI y cols.,
1993].
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La respuesta del cartilago articular ante el ejercicio muestra variacion
topografica y zonal [KIVIRANTA y cols., 1988, 1992; AROKOSKI y cols., 1993]:

— La reduccion en la tincién con Safranina O descrita por
KIVIRANTA y cols. [1988, 1992] era particularmente
pronunciada (41 %) en las 50 pm superficiales del cartilago.
El cartilago mineralizado presentaba una ligera disminucion
de la apetencia en las regiones centrales de los céndilos
femorales. En el resto de las superficies articulares no se
encontraron diferencias con los controles. Disminuye signifi-
cativamente el contenido de GAG en la zona superficial de la
porcion central (en un corte frontal) del condilo femoral. En
opinién de los autores, los cambios demuestran que los
cartilagos de los animales jévenes en crecimiento se adaptan
a las condiciones de carga fisiologica alta.

- Conuna carrera de mayor distancia* (40 km/dia) [AROKOS-
KI y cols., 1993], disminuy6 el contenido de GAG en la
matriz del cartilago de la zona superficial de las areas
sometidas a carga. Esta reduccién de GAG también se
extendi6 a 1a zona intermedia ¢ incluso a la profunda. Los
mayores efectos se localizaban en las zonas centrales del
condilo femoral, mientras que en los margenes €l contenido de
GAG era similar al de los controles.

La pérdida de PG es mas importante en la zona superficial del cartilago y,
posiblemente, sea una consecuencia del incremento de carga, de manera que la rotura
de PG no puede ser compensada por la neosintesis de moléculas [KIVIRANTA y cols.,
1992]. Esta pérdida de PG podria ser la lesion primania que hace al cartilago mas
vulnerable ante los efectos posteriores de una carga mecanica pesada.

Los altos niveles de sintesis y renovacion de PG se han encontrado como un
reflejo de su catabolismo incrementado [SANDY vy cols., 1984; CARNEY vy cols.,
1992]. A pesar de que la sintesis de PG esta aumentada, por estimulacion de la
actividad condrocitaria, resulta insuficiente para mantener su concentracion normal en
la matriz extracelular [VASAN, 1983; AROKOSKI y cols., 1993].
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Al ser la zona superficial la mas afectada, la liberacion de metaloproteinasas
desde los condrocitos o desde ¢l liquido sinovial, podria explicar la liberacion de PG
desde el tejido [VIGNON y cols., 1987; PELLETIER y cols., 1988]. En este sentido,
la difusion de PG desde la matriz superficial del cartilago ocurriria mas facilmente que
la difusién desde zonas mas profundas. La pérdida de PG desde el tejido también podria
estar incrementada por la ruptura de la red de coligeno del cartilago [DONOHUE,
1983; BROOM, 1986b]. Sin embargo, SAAMANEN vy cols. [1986] observaron un
cartilago articular aparentemente normal, lo que les lleva a proponer que el ejercicio en
animales jovenes en crecimiento afecta primariamente al metabolismo de los PG mas
que al colageno.

TAMMI y cols. [1988] estudiaron el efecto de la carga sobre el metabolis-
mo del coligeno del cartilago articular, no encontrando alteraciones debidas al
ejercicio’®. Tampoco encontraron modificaciones en la pata contralateral de perTos
a los que se entablillaba durante un periodo de 11 semanas. En cambio, en el
cartilago de la cabeza femoral del miembro fijado, se encontré un aumento
significativo en el metabolismo del coligeno que podria ser comparado al que se
encuentra en la osteoartrosis experimental [EYRE y cols., 1980; VIDEMAN vy
cols., 1981]. Probablemente se trate de una consecuencia de la atrofia por desuso
y una reaccion del tejido debida a la disminucién de la carga, més que a un proceso
definitivamente patol6gico. Todos estos datos contrastarian con las variaciones en
el contenido de PG con ejercicios similares.

- Por el contrario, VASAN [1983] estima que el estrés mecanico excesivo'®
probablemente rompa la red de colégeno, originando lesiones severas y progresivas del
cartilago articular que no podrian ser reparadas.

El ejercicio intenso® (40 km/dia) estimulé la remodelacién del hueso
subcondral, produciéndose un efecto similar al del grosor detl cartilago, posiblemente
compensatorio, sobre la formacion de osteoide en el hueso subcondral de la regién
patelofemoral [OETTMEIER vy cols., 1992a].

1% ge utilizaron beagies cachorros hembras a los que se sometit a una carrera sobre

tapiz rodante con 15° de inclinacién, de 4 km/dia con una velocidad de 1,1 m/s durante 5 dias
a la semana y durante un periodo de 23 semanas (8 semanas de acondicionamiento con
incrementos progresivos y 15 semanas en las condiciones finales). Al final, los animales
tenian 10 meses de edad y no presentaron diferencias en sus pesos con los control.
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OETTMEIER y cols. {1992b] comprobaron en perros sometidos a una carrera
de 40 km®*, que el grosor de la plataforma dsea subcondral tendia a ser mayor en los
corredores. Encontraron un incremento significativo en el volumen de hueso subcondral
y en los parametros de remodelacion 6sea que fueron mas llamativos en las regiones
lateral y medial del condilo. Se ha descrito que hay un correlacion fuerte entre el grosor
del cartilago calcificado y las cargas mecanicas de ia articulacion [SIMON, 1971;
STOUGARD, 1976; LANE y BULLOUGH, 1980; KEIN-NULEND y cols., 1987].

OETTMEIER y cols. [1992b] demostraron que debajo de una superficie
articular intacta el cartilago articular y el hueso subcondral podrian hacerse mis
gruesos en respuesta a las cargas mecénicas. Es posible que este proceso no tenga
lugar cuando han avanzado la esclerosis subcondral y el frente de mineralizacién,
alterando o deteriorando las funciones mecénicas de los tejidos, lo que disminuye
su capacidad para absorber impactos.

Todos estos cambios no suponen el desarrollo de enfermedad degenerativa
articular [OETTMEIER vy cols., 1992a; AROKOSKI y cols., 1993]. Las alteracio-
nes en el cartilago articular y en el hueso subcondral podrian reflejar la adaptaci6n
de la articulacion ante la movilidad y las cargas repetitivas y no significarian
cambios degenerativos tempranos.

En lo que concieme a las propiedades biomecanicas del cartilago, los
estudios con perros que corrieron 4 km/dia durante 15 semanas, y en los que se
producian aumentos significativos del grosor y del contenido de GAG del cartilago
articular femoral de la rodilla [KIVIRANTA vy cols., 1988; SAAMANEN vy cols.,
1989], demostraron una mejoria evidenciada por una mayor durcza del tejido
[JURVELIN y cols., 1986a] y una mayor resistencia a la indentacion [HELMINEN y
cols., 1986; KIVIRANTA y cols., 1988, 1992].

Una carrera agotadora con mayor volumen de carga y menor intensidad (40
km/dia) originé una disminucién de la resistencia del cartilago a la indentaci6n
localizada en los mismos lugares que la depleccién de PG [AROKOSKI y cols.,
1990]. Esto podria indicar un deterioro en las propiedades biomecanicas del tejido.

Aunque 4 km diarios se pueden considerar un ejercicio ligero o moderado,
exponen repetidamente ciertas 4reas de la articulaci6n de la rodilla a un incremento
de carga. Desgraciadamente, no se tiene un conocimiento exacto de la distribucién
de cargas en ia articulaci6én de la rodilla de los perros. Los estudios experimentales
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sobre articulaciones humanas [AHMED vy cols., 1983; BROWN y SHAW, 1984}
muestran que el compartimento patelofemoral y las porciones centrales de los
condilos femorales son lugares particularmente sometidos a un esfuerzo aumentado
durante los movimientos. Las fuerzas de tensién del misculo cuddriceps femoral
crean cargas de compresion y cizallamiento entre la superficie troclear del fémur y
la patela. Podriamos considerar que los mismos principios bisicos son aplicables a
la rodilla de los perros. En consecuencia, la superficie patelar del fémur y las zonas
centrales de los condilos femorales serén probablemente los lugares que soportan
mayor carga mecénica durante la carrera [AHMED y BURKE, 1983].

Las regiones centrales (en un corte frontal) de los céndilos femorales se
consideran las dreas de cargas de impacto m4s altas durante un ejercicio consistente
en carrera, como se demuestra radiogréificamente [KIVIRANTA vy cols., 1988].
Estas son las zonas que reaccionan negativamente al incremento de la carga. En
ellas se produce una disminucién del contenido de PG en la matriz [KIVIRANTA
y cols., 1992] y un deterioro de la resistencia y la dureza [JURVELIN y cols.,
1986]. Se puede decir que el ejercicio intenso provoca una inversion de los efectos
beneficiosos derivados de un ejercicio moderado, que inducia un aumento en la
concentracién de PG y del grosor [KIVIRANTA y cols., 1988] y un incremento en
la resistencia y dureza del cartilago [JURVELIN vy cols., 1986]). Aunque no se
observa dafio en la integridad del cartilago (20 km/dia) [KIVIRANTA y cols.,
1992], la reduccién de PG en la superficie podria preceder a la iniciacién de
- fibrilacién del cartilago, debido a que 1a depleccién de PG conduce al reblandeci-
miento del cartilago articular y a un aumento de la absorci6n de energia durante la
carga de la articulacién. [LEE y cols., 1981; JURVELIN vy cols., 1986]. Esto
sugiere que la distribucién desigual de la carga sobre la superficie articular ocasiona
variaciones topogrificas como respuesta del cartilago articular al incremento de la
carga. Existiria, por tanto, un control local sobre el metabolismo condrocitario
mediado por la carga [KIVIRANTA y cols., 1992].

El cartilago articular reduce el esfuerzo al incrementar la congruencia de
las articulaciones [SIMON, 1971; BERNARD y cols., 1982]. Las superficies
articulares normales no son completamente congruentes y eso motiva que en el
momento de aplicar carga los contactos entre ellas tengan lugar en 4reas limitadas
[BULLOUGH y cols., 1968, 1973; BULLOUGH, 1989]. El engrosamiento de las
dreas lateral y medial del cartilago del condilo y de la plataforma 6sea subcondral,
combinadas con la remodelacién 6sea acelerada, son mecanismos compensatorios
y adaptativos para servir a la congruencia [OETTMEIER vy cols., 1992b]. Las
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reacciones del hueso subcondral en respuesta a la carga son generalizadas. En casi
todas las localizaciones se encontré una remodelacidn 6sea claramente acelerada,
probablemente para proporcionar mayor cantidad de masa 6sea subcondral. El
didmetro de las trabéculas no vari6, sin embargo, se habian formado nuevos puentes
de hueso después de la carrera. Con microscopia dptica no se observé ninguna
microfractura trabecular [OETTMEIER y cols., 1992b]. -

AROKOSKTI y cols., [1993] y GIRALDEZ [1994] consideran muy probable
que la cuantfa y el tipo de cargas articulares difieren en las distintas dreas de la
rodilla. Las regiones centrales de los condilos femorales y de la cabeza humeral
soportan las cargas més pesadas [SCHERRER y cols., 1979; KIVIRANTA y cols.,
1988]. Las 4reas periféricas y marginales del fémur probablemente soporten cargas
mas ligeras que las regiones centrales de los condilos, incluso durante un incremento
importante de cargas debidas a la carrera. Esto explicaria que el mayor efecto se
observe principalmente en las regiones centrales. El compartimento patelofemoral
est4 sujeto a fuerzas de tipo tangencial, mientras que las porciones centrales de los
c6ndilos femorales y tibiales estardn expuestas a impactos mayores y a fuerzas de
mayor cuantia durante la carrera [AROKOSKI y cols., 1993]. Las fuerzas de
cizallamiento durante una carrera de larga distancia, incluso ascociadas con
compresiones importantes, como ocurre en la articulacion patelofemoral, parecen
ser mis beneficiosas que las de mayor intensidad de carga derivadas del soporte del
peso [AROKOSKI y cols., 1993]. ‘

Un estudio reciente examind los efectos del ejercicio durante toda la vida
en perros (beagles) [NEWTON y cols., en prensa]. Al finalizar el estudio, las
articulaciones sinoviales de los animales sometidos a régimen de ejercicio no
presentaban diferencias macroscopicas ni microscdpicas con las articulaciones de los
animales control, y las pruebas mecanicas del cartilago articular tampoco mostraron
diferencias. Esta investigacion indica que el ejercicio moderado a lo largo de la
vida, incluso con sobrepeso, no aumenta la probabilidad de degeneracion articular.

La naturaleza y la cuantia de los efectos de las cargas sobre el cartilago
articular dependeran de su magnitud, su tipo, su frecuencia y, por supuesto, de la
velocidad de aplicacion. Las cargas de impacto sobre las articulaciones normales
producen resultados diferentes a los originados por el incremento del usc articular
debido a la carrera. Las articulaciones sometidas a cargas impactantes y repetitivas en
periodos limitados, sufren cambios degenerativos similares a los que s¢ pueden ver en
la osteoartritis de los humanos [RADIN y PAUL, 1971; LUKOSCHEK vy cols., 1986;
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RADIN y cols., 1978, 1984], lo que sugiere que los periodos cortos de cargas °
impactantes repetitivas causan degeneracion articular con mas probabilidad que una
carrera a lo largo de la vida.

11.2.6.2.2.- Articulaciones anormales

Aunque el gjercicio moderado, aparentemente, no afecta de manera adversa
a las articulaciones normales en los animales, podria acelerar la degeneracion o incluso
impedir la reparacién de lesiones ya existentes del cartilago articular. En una
investigacion [PALMOSKI y BRANDT, 1981), la inmovilizacién de los miembros de
los perros durante seis semanas increment6 el contenido de agua del cartilago y
disminuy¢ el grosor, la sintesis de proteoglucanos y su agregacidn. La actividad ad
libitum permitia una reversion lenta de estos cambios, mientras que una carrera de 6
millas/dia, impedia la recuperacion del defecto de agregacion de proteoglucanos y
disminuia todavia mas el grosor del cartilago. Otros trabajos [PALMOSKI y
BRANDT, 1982a; WILLIAMS y BRANDT, 1984a] mostraron que la actividad
forzada después de lesionar el cartilago articular (digestion enzimatica o seccién del
ligamento cruzado anterior) podia provocar la degeneracion articular, mientras que la
inmovilizacion tras las lesiones podria impedirla.

La inestabilidad articular cronica también podria influir en la respuesta de una
articulacion ante el gjercicio. Los modelos experimentales de degeneracién articular
~ muestran que una inestabilidad mecanica creada por la seccion del ligamento cruzado
anterior y meniscectomia puede conducir a una degeneracién articular progresiva
[MOSKOWITZ, 1992). Estos estudios no han definido los mecanismos responsables
de la degeneracion de la superficie articular pero, posiblemente, los efectos adversos de
la mestabilidad incluyen la alteracién de la congruencia y de las regiones de contacto
de las superficies articulares enfrentadas, el aumento en el mimero v la intensidad en
los impactos de carga y ¢l aumento de las fuerzas de cizallamiento y de compresion
sobre algunas regiones del cartilago. De todos modos, la inestabilidad no causa
necesariamente una erosion progresiva de la superficie articular, porque el tejido puede
responder ante estos cambios mecanicos. En una serie de experimentos, la seccién del
ligamento cruzado anterior en perros aumentd la sintesis y la concentracién de los
proteoglucanos del cartilago [BRAUNSTEIN vy cols., 1990]. El grosor del cartilago
medido por resonancia magnética, tres afios después de la cirugia, también estaba
aumentado. Estos cambios podrian representar los estadios mas tempranos de la
osteoartritis, pero la experiencia clinica indica que en algunos pacientes las articulacio-
nes inestables se vuelven mas estables con el incremento en la edad de los pacientes y
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gue, incluso aunque algunas de estas articulaciones desarrollan osteofitos, no siempre
desarrollan otros sintomas o signos de degeneracion.

La inestabilidad articular combinada con una pérdida de inervacion sensitiva
puede incrementar dramaticamente la susceptibilidad de las articulaciones para
degenerar con su uso. La denervacion sensitiva mediante gangliotomia de la raiz dorsal
no causa enfermedad degenerativa articular en perros estudiados durante 16 meses,
pero, si se acompaiia de seccion del ligamento cruzado anterior, se provocan cambios
degenerativos muy severos en las tres semanas siguientes a la seccion del igamento
[O’CONNOR vy cols., 1989). La pérdida parcial de la inervacion articular también
acelera el desarrollo de enfermedad degenerativa articular en perros con seccion de
ligamento cruzado anterior [0’CONNOR vy cols., 1992]. Estos estudios indican que
la denervacién sensitiva acelera el desarrollo de enfermedades degenerativas en
articulaciones inestables y que desérdenes neurologicos o denervaciones articulares
parciales, al mismo tiempo que la cirugia, podrian acelerar el desarrollo de la
osteoartritis en humanos.

Los efectos de una aplicacion temprana de cargas y de moviinientos sobre un
cartilago lesionado varian con el tipo de lesion [BUCKWALTER vy cols., 1990b;
BUCKWALTER, 1992]. Las diferencias en el tipo de daiio tisular y en la respuesta
reparadora permiten diferenciar tres tipos de lesiones agudas del cartilago:

— Pérdida o anormalidades de las macromoléculas matriciales
sin disrupcion del tejido; '

— Dismupcion del cartilago sin lesion del hueso subcondral
- Disrupcion del cartilago y del hueso subcondral

Los condrocitos pueden restablecer la pérdida de PG si el colageno de la
matriz permanece intacto y si existen suficientes condrocitos viables. En cambio, los
condrocitos no pueden reparar disrupciones del tejido como fracturas condrales o
laceraciones del cartilago. Inmediatamente después de la lesion cartilaginosa los
condrocitos incrementan, durante poco tiempo, su actividad sintética y proliferativa,
pero no migran al lugar de la lesién ni producen nuevas células o matriz que rellene el
defecto. La disrupcién del hueso subcondral y del cartilago provoca hemorragia e inicia
la inflamacion y la reparacion con células procedentes del hueso y de los vasos
sanguineos. Se forma un coagulo de fibrina en el defecto. Las células mesenquimales
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migran hacia el coagulo y producen la reparacion del tejido que, generalmente, rellena
el defecto en el hueso y la mayor parte del defecto del tejido. Las células de la porcion
condral en el defecto producen un tejido de reparacidn, que suele presentar una matriz
con una composicion intermedia entre el fibrocartilago y el cartilago articular
[BUCKWALTER, 1992).

Las evidencias disponibles indican que un movimiento temprano y controlado
impide la degeneracion del cartilago como consecuencia de una lesién articular y podria
facilitar su curacién. Las observaciones de que la inmovilizacién y la descarga
prolongadas de la articulacion iesionan el cartilago articular, de que las cargas ciclicas
incrementan la actividad sintética de los condrocitos y de que la reanudacion del uso
tras la inmovilizacién articular aumenta la composicion del cartilago articular y sus
propiedades mecanicas, sugiere que una carga y una movilizacion controladas podrian
estimular la reparacién de una lesion del cartilago cuando esta limitada a una pérdida
de PG matriciales. En este sentido, Ia movilidad activa y pasiva tras una depleccion
experimental de PG estimulo su restauracion en la matriz [WILLIAMS vy cols., 1994],
pero no hay evidencia de que el uso de la articulacion promueva la reparacion de
lesiones con disrupcion del cartilago articular aunque no se daiie el hueso subcondral.
La movilidad temprana durante las fases de reparacion y remodelacion en la curacién
de lesiones osteocondrales puede disminuir o impedir adhesiones y el deterioro
provocado por la inmovilizacion en ¢l cartilago no lesionado, y los estudios del
tratamiento temprano con movilizacién pasiva sobre lesiones osteocondrales
experimentales indican que esta movilizacion aumenta la calidad inicial del tejido de
reparacion del cartilago [SALTER vy cols., 1980, 1982].

A pesar de que la carga y el movimiento son necesarios para mantener al
cartilago articular, aplicadas prematuramente o en exceso podrian retrasar la curacién
o romper el tejido de reparacion [AKESON y cols., 1969; PALMOSKI y BRANDT,
1982, WILLIAMS y BRANDT, 1984b; BUCKWALTER y cols., 1990].

En las lesiones con depleccion de PG en ia matriz, las cargas repetitivas ¢
intensas sobre ¢l cartilago (especialmente las cargas de impacto), aplicadas antes de que
los condrocitos restablezcan el contenido normal de PG, podrian causar daios todavia
mayores [BUCKWALTER y MOW, 1992]. WILLIAMS y BRANDT [1984b]
provocaron lesiones quimicas en las rodillas de cobayas y comprobaron que después
de tres semanas de utilizacion activa y desenfrenada de la articulacion aparecian
fibrilacion del cartilago y osteofitos. En cambio, la inmovilizacién durante el mismo
tiempo impidio tanto la fibrilacion como la formacion de osteofitos. Hallazgos similares
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obtuvieron PALMOSKY y BRANDT [1982], al demostrar que una carrera durante tres
semanas después de inmovilizar prolongadamente las rodillas de perros, impedia la
reversion de los cambios inducidos en los PG. La aplicacion temprana de cargas y
movilizaciéon podrian dafiar el tejido de reparacion que s¢ forma en las lesiones
osteocondrales. AKESON y cols. [1969] comprobaron que al proteger de cargas una
superficie abrasionada, en las cabezas femorales de perros, se permitia la formacién de
un tejido de reparacion del cartilago. Por el contrario, si se aplicaban cargas pesadas
no aparecia tejido de reparacion o era muy escaso.

i.2.6.3.- Estudios clinicos de los efectos del ejercicio sobre las
articulaciones

Los estudios en humanos sobre la relacion entre la osteoartrosis y €l gjercicio
son dificiles de realizar y de evaluar [BUCKWALTER vy cols., 1995], porque existe
gran variabilidad en la predisposicién individual para desarrollar degencracion
articular, en los patrones de ejercicios y en los traumatismos articulares. La susceptibi-
lidad personal ante la degeneracion articular varia, probablemente, debido a las
diferencias en la forma de las articulaciones, en la congruencia, en la estabilidad y en
la inervacion, en la fuerza muscular, en la masa corporal, en la respuesta de sus tejidos
ante el gjercicio y en la composicion y metabolismo del cartilago articular, que estan
determinados genéticamente. La predisposicion al desarrollo de la osteoartrosis podria
ser distinta entre las personas que practican gjercicio de manera regular y quicnes
deciden no practicarlo, Por ejemplo, las personas que son mas susceptibles al desarrollo
de la degeneracion articular podrian presentar sintomas articulares después de una
actividad fisica minima, lo que les llevaria a abandonar ¢l ejercicio. En consecuencia,
las personas que escogen practicar ejercicio de manera regular durante afios serian
aquéllos que presentan menos probabilidad de desarrollo de osteoartritis. Los distintos
tipos de ejercicio difieren en las demandas sobre articulaciones especificas y la
respuesta al gjercicio también seria distinta entre unas y otras articulaciones. Por
¢jemplo, un deporte o actividad recreativa que causa cambios degenerativos en la
rodilla, podria no afectar al tobillo o a la cadera. Ciertos deportes y actividades
recreativas incrementan el riesgo de lesiones articulares que pueden conducir a la
degeneracion articular. Estas lesiones no incluyen solamente fracturas, luxaciones,
alteraciones meniscales o lesiones ligamentosas, sino también contusiones articulares.
En este sentido las personas que realizan gjercicio regularmente y participan en
determinados deportes podrian tener una prevalencia mayor de osteoartritis como
consecuencia de una mayor frecuencia de lesiones cuando se comparan con personas
de menor actividad fisica.
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_ Son pocos los corredores de larga distancia (competitivos o recreacionales)
que presentan lesiones articulares severas. Al mismo tiempo, estos corredores pueden
recordar las distancias recorridas y la frecuencia con la que las realizan. Por ello, estos
individuos proporcionan una de las mejores muestras para examinar la relacion entre
el gjercicio y Ia osteoartrosis [LANE y BUCKWALTER, 1993; BUCKWALTER y
cols., 1995]. A pesar de los problemas metodolégicos para asignar aleatoriamente los
individuos a los grupos de corredores y controles y las dificultades para realizar el
diagnostico de osteoartritis, estos estudios proporcionan un acercamiento a la relacién
entre el uso regular de las articulaciones y el desarrollo de degeneracién articular en
indtviduos activos.

En una investigacion se compararon 41 corredores de larga distancia con 41
controles pareados [LANE y BUCKWALTER, 1993; LANE y cols., 1986, 1993]. Los
corredores, con una edad media de 60 afios y que habian corrido una media de 180
minutos a la semana durante 12 afios, no tenian una prevalencia mayor de osteoartritis,
aunque presentaban mas densidad (40% mayor) en sus cuerpos vertebrales. Otro
estudio compard a 17 personas con una edad media de 56 afios y que habian corrido
una media de 45 km por semana durante 12 afios con 18 controles no corredores
[PANUSH y cols., 1986]. Los corredores no tuvieron mas episodios de dolor o
inflamacién de caderas, rodillas, tobillos y pies que los no corredores, y los examenes
radiograficos de estas articulaciones tampoco mostraron diferencias. Las articulaciones
de la cadera de 74 antiguos campeones corredores de distancia con una media de edad
~ de 55 afios y que habian competido durante una media de 21 afios no presentaron mas
prevalencia de osteoartritis que los controles [PURANEN vy cols., 1975]. Sin embargo
otro estudio sobre corredores de larga distancia con una media de edad de 42 afios
mostré mas evidencia radiografica de enfermedad degenerativa en la cadera que los
competidores de bobsleigh [MARTI y cols,, 1989], y el aumento de la distancia
recorrida se asocié con un incremento en los signos radiograficos de la degeneracién
articular. :

Las evidencias clinicas demuestran que la carga de las articulaciones
lesionadas podria causar alteraciones del cartilago significativas e incapacitantes
[SOLONEN, 1966; FRANKEL vy cols., 1971].

La prevalencia de osteofitos en las articulaciones es mas alta en atletas que en
un grupo control apareado [SOLONEN, 1966). Se ha tratado de explicar que este
fenomeno se debia a cambios que alteraban la progresion y no a alteraciones propias
del cartilago [STULBERG y KELLER, 1984]. De acuerdo con la opinién mayoritaria,
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el gjercicio de una articulacion normal no produce cambios destructivos progresivos del
cartilago articular [STULBERG y KELLER, 1984].

Los individuos que participan en deportes que someten a las articulaciones
a impactos y cargas torsionales mas intensas que la carrera, podrian tener una
prevalencia aumentada de osteoartritis. Los practicantes de fiutbol americano tienen
una incidencia aumentada de cambios degenerativos en miltiples articulaciones,
posiblemente debida a lesiones articulares [VINCELETTE y cols., 1972; RALL y
cols., 1984; BUCKWALTER y cols., 1995]. RALL y cols. [1984] encontraron que
miés det 80% de los jugadores de fiatbol americano con una historia de lesién de
rodilla tenian evidencia de osteoartritis entre 10 y 30 afios después de la competi-
cién. Los lanzadores de béisbol presentan un riesgo aumentado de osteoartritis del
codo y del hombro [ADAMS, 1965; BENNET, 1941] y los jugadores de balompié
una prevalencia mayor de osteoartritis én las articulaciones de su extremidad inferior
cuando se comparan con los controles [LINDBERG y cols., 1993; KUJALA y cols.,
1994, 1995].

Aunque la viabilidad de los estudios clinicos tienen limitaciones significati-
vas, al combinarlos con los conocimientos actuales de los efectos de las cargas de
torsion y de impacto sobre las articulaciones y los cambios del cartilago articular
relacionados con la edad, es posible concluir que ciertos tipos de deporte pueden
incrementar el riesgo de osteoartritis en los individuos de mis edad.

En la tabla I1.5 se agrupan los deportes y otras actividades fisicas segin la
estimacion de la intensidad y la cantidad de las cargas de impacto o torsionales que
soporta la articulacién. Es indudable que estos parimetros varian entre los
individuos, aunque practiquen el mismo deporte debido a las diferencias en la
técnica de ejecuci6n, en el equipamiento (incluyendo superficies de competicién) y
con el nivel de competicion.
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Tabla Il.5.-Diferencias entre deportes y otras actividades fisicas segin los niveles de carga e
impacto articulares [BUCKWALTER y LANE, 1996].

Bajo Natacién recreativa, bicicleta, remo o esqui estitico, golf,
pasear, jardineria, etc.

Moderado Bolos, vallas, ciclismo, remo, patinaje sobre hielo, escalada,
dobles de tenis, danza-jazz y ballet, levantamiento de pesas,
navegacién, marcha, esqui de fondo y descenso, tenis de mesa,
motociclismo, hipica, patinaje en linea, etc.

Alto Béishal, baloncesto, voleibol, futbal, balonmano, carrera de
fondo, squash, fitbol americano, rugby, tenis individual, esqui
acudtico, kdrate, etc.

Existe una variedad de factores que puede incrementar el riesgo de
degeneracién articular con la practica deportiva (tabla I1.6), incluyendo las anormalida-
des del cartilago articular determinadas genéticamente [FELSON, 1995; WILLIAMS
y JIMENEZ, 1995].

Tabla H.6.- Factores que podrian incrementar el riesgo de degeneracién articular con la practica
deportivo [BUCKWALTER y LANE, 1986)

Cirugia o lesién articular previa Inestabilidad articular
Debilidad muscular Déficit neurolégico (sensitivo o motor)
Incremento de peso corporal

Incongruencia y/o displasia articulares | Anormalidades de] cartilago articular determinadas genética-
mente.

La inestabilidad articular o las alteraciones de la funcién mecanica, por
pérdida de la funcion normal de ligamentos o meniscos, podria acelerar el desarrollo de
cambios degenerativos con el ejercicio. Un estudio de 20 corredores de mediana edad
con dolor de rodilla durante al menos tres meses sugirié que las anormalidades
articulares podrian estar relacionadas con el desarrollo de enfermedad degenerativa
cuando se asocia con la carrera [McDERMOTT y FREYNE, 1983]. En este trabajo,
se incluyeron 20 individuos con una edad media de 39 afios y que habian corrido una
media de 100 km a la semana durante 20 afios, a los que se examiné clinica y
radiologicamente. Seis de ellos tenian evidencias de enfermedad articular degenerativa.
Los cambios radiograficos degenerativos estaban asociados con genu varum, una
historia de lesion articular severa previa y mas cantidad de afios corriendo. Los estudios
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de personas con lesiones de ligamentos y menisco indicaron que después de estas
lesiones el riesgo de desarrollar cambios degenerativos se incrementaba [JACKSON,
1968; JOHNSON vy cols., 1984; NEYRET y cols., 1993). Otros factores que podrian
aumentar el riesgo de degeneracion incluyen la incongruencia articular causada por
lesion o displasia articulares, debilidad muscular, deficiencias neuroldgicas e
incremento de peso corporal [KOHATSU y SCHURMAN, 1990; KUJALA y cols.,
1995; FELSON, 1995].







lIl.- Material y métodos







Material y métodos 155

lll.- Material y métodos

11l.1.- Animales

Hemos utilizado 20 ratas machos SPRAGUE-DAWLEY, de 23 dias de edad,
con un peso medio de 110,4245 .42 g y una longitud media de 14,54+0,33 cm (medida
desde la parte anterior del hocico hasta la base de la cola).

Las condiciones de vida, dieta, fotoperiodicidad y dimensiones del habitaculo
fueron las mismas para todos los animales.

Inicialmente se establecié un
breve periodo de familiarizacion de los
animales con el medio y las condiciones
del entrenamiento que consistio en lo
siguiente:

1°.- El primer dia se destiné a la
familianzacion de los animales
con sus nuevos habitiaculos y
condiciones de vida.

2°.- Los dos dias siguientes los ani-
males corrieron sobre el tapiz
rodante durante 3 y 5 minutos,
respectivamente, a una veloci-
dad de 20 m/min, en un plano
horizontal y con una intensidad
de descarga de 0,5 mA.

Distribucién en grupos.

Para distribuir a los animales en los grupos control y entrenado, se llevo a cabo
una prueba inicial que permitié descartar a los animales con una respuesta inadecuada
al gjercicio. Se realizd cuando los animales contaban con 26 dias de edad y consisti6
en un test de 20 minutos de carrera, sobre el tapiz rodante, a una velocidad de 20
m/min, en un plano horizontal y con una intensidad de descarga de 0,5 mA.
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Durante la prucba se contabilizaron el nimero de caidas en la zona de -
descarga, y ¢l tipo de respuesta del animal ante el dispositivo eléctrico de rechazo,
considerando que respondia adecuadamente si volvia al tapiz y continuaba la carrera.
A estos efectos no se tuvieron en cuenta los 5 primeros minutos del test.

De los 20 animales sometidos al test inicial se descartaron los 8 que
manifestaron un mayor nimero de respuestas incorrectas. Los 12 animales restantes se
emparejaron en funcion de sus caracteristicas, procurando su similitud en:

1.- Peso.
2.- Longitud.
3.- Numero de respuestas incorrectas.

Una vez seleccionadas las parejas, se realizé un muestreo aleatorio entre cada
una, constituyéndose los definitivos grupos control y entrenado, compuestos cada uno
de ellos por seis animales (figura II1.1) y garantizando la homogeneidad inicial de Ia
poblacion en relacion a las caracteristicas de estudio.

Figura IT1.1 - Distribucién en grupos

lll.2.- Entrenamiento

El entrenamiento consistié en una carrera continua sobre tapiz rodante, a una
velocidad de 20 m/min, en un plano horizontal. Si los animales dejaban de correr caian
sobre una placa metalica recibiendo un estimulo (descarga eléctrica de 1 mA de
intensidad) para lograr su regreso al tapiz rodante. Los animales corrieron 5 dias
consecutivos por semana, en ¢l horario de su fase activa (tras la puesta del sol).

El entrenamiento se instauré de manera progresiva;

1°.- El primer dia los animales, con 30 dias de edad, corrieron durante 20 minutos.
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2°.- La duracion de la carrera se incrementé 5 minutos cada dos dias de entrena-
miento hasta ilegar a los 60 minutos por sesion.
3°-  Apartir de este momento se mantuvo la duracion de la carrera, hasta completar
las 10 semanas de entrenamiento.

lil.3.- Obtencion y procesamiento de las muestras.

lI.3.1.- Obtencién del cartilago articular y del hueso subcondral.

Finalizado el periodo de entre-
namiento, y tras una semana de espera
para evitar cualquier efecto agudo del
gjercicio, se procediod a la obtencion de
las muestras. Para ello, las ratas se
anestesiaron mediante fa administracion
intramuscular de diazepam (Valium®,
10 mg/kg de peso) y ketamina (Keto-
lar®, 50 mg/kg de peso), utilizando éter
por inhalacion cuando fue necesario. Se
mantuvieron vivas hasta que se hubo
completado la extirpacion del extremo
distal del fémur izquierdo, tras lo cual se sacrificaron con una sobredosis por inhalacion
de ¢éter. Seguidamente, se aislaron los condilos internos y, mediante un corte sagital
perpendicular a la superficie articular, se fragmentaron con una cuchilla en dos mitades,
obteniéndose dos bloques de cartilago articular unido al hueso subcondral: un
fragmento lateral y otro medial.

Desde el momento de la apertura de la articulacion, y durante todo €l tiempo
de manipulacion, las piezas s¢ mantuvicron a baja temperatura mediante lavado con

solucion salina al 9 %oy a 4°C.
Il.3.2.- Obtencién del fémur.

Una vez sacrificados los animales, se procedio a la amputacion del miembro
posterior derecho para la extraccion integra del fémur.
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lll.4.- Procesamiento para microscopia éptica.

Los fragmentos correspondientes a ambas mitades de los condilos intemos se
fijaron en formaldehido al 4% en tampon fosfato 0,07 M y pH 7,0 durante 48 horas a
4° C. Se descalcificaron con E.D.T.A. (Sigma) al 10% y formaldehido al 4 % en
tampén fosfato 0,1 M, pH 7,4 y a4 °C [KIVIRANTA y cols., 1984] durante al menos
20 semanas.

Una vez descalcificadas, las muestras s¢ lavaron en el tampén correspondiente
y se procedi6 a su deshidratacion en soluciones alcohélicas de concentracion creciente,
aclaramiento en xilol ¢ inclusion en Paraplast Plus Wax (MONOJECT Scientific
Division of Sherwood Medical, Kildase, Ireland) [KIVIRANTA y cols., 1985].

Las secciones histologicas se realizaron en un microtomo de parafina
(Microtomo Universal AS 500, Anglia Scientific, Cambridge, Inglaterra), con un
espesor de 5 um y perpendiculares a la superficie articular. Sélo se utilizaron las
porciones centrales, inmediatas al plano de corte, de cada uno de los bloques, con el fin
de evitar la aparicién de variaciones estructurales, morfoldgicas y bioquimicas de las
porciones mas periféricas, derivadas de sus diferentes condiciones biomecanicas
[BULLOUGH y cols., 1985] y de la presencia de los lugares de transicion entre el
cartilago y la membrana sinovial. Se obtuvieron 10 portacbjetos de cada animal.

Las muestras se secaron durante una noche a 37°C y, una vez desparafinadas
¢ hidratadas, se colorearon con Hematoxilina Férrica - Fast Green - Safranina O y con
Hematoxilina Férrica - Escarlata de Biebrich - Azul de Picroanilina segin LILLIE
[1954].

Para poder establecer comparaciones idoneas en la intensidad de las apetencias
tintoriales entre la preparaciones pertenecientes a los animales del grupo control y del
grupo entrenado, las muestras de ambos grupos fueron emparejadas ¢ incluidas en la
misma canastilla para la realizacion de las tinciones.

lI.4.1.- Tincién con Hematoxilina férrica-Fast green-Safranina O
(HFS).

Elegimos este tipo de coloracion para observar el contenido y disposicion de
los componentes matriciales, fundamentalmente las posibles variaciones en el contenido
y disposicion de los proteoglucanos. A lo largo del texto nos referiremos a esta tincién
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con el acronimo que incluye las iniciales de sus colorantes: "HFS” (Hematoxilina
Férrica, Fast Green y Safranina O).

Preferimos esta técnica de tincion porque incluye la utibizacion de la Safranina
0, colorante catiénico que, segin ROSENBERG [1971] y KIVIRANTA vy cols.
[1985]:

1.-  Se une a los proteoglucanos de forma ortocromatica.

2.- Presenta un grado o intensidad de coloracion que guarda una relacion
directa con la concentracién de proteogiucanos en el tejido, pues se
une a éstos de forma estoiquiométrica, y

3.- Es una tincion de realizacion sencilla, y en las secciones montadas de
forma permanente la coloracién permanece estable, conservandose la
proporcién entre el grado de coloracién vy el contenido de proteoglu-
canos tisulares, lo que facilita su reproduccion.

La Safranina O no se une al colageno, de manera que éste solo se hace aparente
mediante Ia utilizacion del Fast green en la contratincion. Finalmente, la Hematoxilina
férrica de WEIGERT permite la visualizacion de los micleos celulares y en cierto grado
del citoplasma.

Las pautas de tincién fueron las siguientes:

- Hematoxilina férrica de WEIGERT: 6 minutos.

- Lavado en agua.

- Fast green 1/50.000: 3 minutos.

- Difereaciacion en acido acético 1%.

- Safranina O 0,1%: 6 minutos.

— Deshidratacién en alcoholes de concentracidn creciente,
— Aclarado en xilol.

~ Montaje en medio sintético (Entelian).

lli.4.2.- Tincién con Hematoxilina férrica - Escarlata de Biebrich -
Azul de picroanilina (HEA). '

Utilizamos esta técnica, propuesta por LINCH y cols. [1972], para teiiir las
fibras del tejido conectivo, porque permite una visualizacién, a nuestro parecer
excelente, del componente fibrilar de la matriz del cartilago. A lo largo del texto nos
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referiremos a esta tincién con el acronimo que incluye las iniciales de sus colorantes:
“HEA” (Hematoxilina férrica, Escarlata de Biebrich y Azul de picroanilina).

Las fibras colagenas de pequefio calibre son nitidamente visibles en un azul
intenso, mientras que los haces coldgenos gruesos aparecen en un tono escarlata
brillante. De esta manera, ademas de ser una técnica de tincidn de realizacion sencilla,
nos parece que complementa en gran manera a la anterior.

Las pautas de tincion fueron las siguientes:

— Hematoxilina de WEIGERT: 5 minutos.

— Lavado en agua..

- Escarlata de BIEBRICH 0,2% en acido acético 1%: 4 minutos.

— Lavado en agua.

— Aazul de picroanilina (azul de anilina 0,1% en solucion saturada de acido
~ picrico): 5 minutos. '

— Diferenciacién en acido acético 1%.

- Deshidratado en acetona.

— Aclarado.

- Montaje con Entellan.

Finalmente, las preparaciones histologicas fueron estudiadas y fotografiadas en
un microscopio de luz Microphot-Fx (Nikon).

lil.5.- Organizacién y disefo de la obtencién y tratamiento de
los datos.

ll.5.1.- Estudio del patrén normal de crecimiento de los animales
y el efecto del ejercicio sobre el mismo.

Para cumplir el primer objetivo del presente trabajo (“Obtener el patrén
normal de crecimiento de las ratas y el efecto del ejercicio fisico sobre el mismo”),
utilizamos cinco variables cuantitativas, que se estudiaran en torno a tres variables de
agrupacion: grupo, animal y temporalizacion.
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18.5.1.1.- Variables de estudio.

Variables dependientes.

Considerando al entrenamiento como la variable independiente, utilizaremos
cinco variables dependientes para determinar su comportamiento:

Cuantitativa Peso en g de cada animal.
Peso Continua g Bdscula de precisién 1 g.
Escala de razén
Cuantitativa ’ .
Longitud Continua cm ;‘:"?:l;d encm .gf‘ ?da animal.
Escala de razén egia de precis| mm.
Longitud gm"’ om Longitud de! fémur derecho en cm.
bsea Escala de razén Regla de precision 1 mm.
Cuantitativa i . )
Comida Continua gdia Igg’::lllgn dr:edr:gtiaé:?nso en g/dia.
Escala de razdn P 9
Cuantitativa Ingestién media de agua en cm® /dia.
Bebida | Continua cm’/dia Probeta de precisién 1 cm®.
Escala de razén

Variables de agrupacion:

Para afiadir informacion a las variables dependientes, es necesario establecer
las siguientes variables de agrupacion:

] Identificacién del animal con un nimero.
Animal Nominal Escrito con rotulador indeteble en Ia piel del animal.
. Grupo al que pertenece cada animal.
Grupo g::‘:gr::a da g:;eﬂ:’a do Grupo control: animales con los nimeros del 1 al 6,
Grupo entrenado: animales con los nimeros del 7 al 12.
Datos obtenidos antes del inicio del proceso de entrena-
: Nominal Antes miento.
Temporalizacion Categorizada | Despuéds Datos obtenidos después de la finalizacién del proceso
de entrenamiento.
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lil.5.1.2.- Metodologia de trabajo.

Durante €l periodo de entrenamiento se registraron ¢l peso y la longitud de los
animales, asi como la ingestion solida y liquida de los grupos. Se hizo siempre en
ambos grupos, inmediatamente antes de someter a los animales del grupo entrenado a
su tratamiento.

La longitud se midi6 evitando que ¢l animal adoptara posiciones no rectilineas,
desde la punta del hocico hasta la base de la cola, utilizando como referencia la
columna vertebral y su alineacion con el craneo.

Para el calculo de la ingestion de comida se dispone el pienso, previamente
pesado, en un recipiente al alcance de los animales. Antes de la reposicién de comida
se pesa la sobrante. La diferencia entre ambas es la comida ingerida por los animales
de una janla entre una reposicion y la siguiente. La cantidad media diaria para cada
animal, se obtiene dividiendo por el niimero de animales de la jaula y por el nimero de
dias que transcurre entre dos reposiciones.

Para ¢l calculo de la ingestion de agua se procede de manera similar. El agua
(cuyo volumen se mide previamente) se deposita en un recipiente al alcance de los
animales. Antes de reponeria se vuelve a medir el volumen de la sobrante, la diferencia
entre ambas sera el agua ingerida por los animales de una jaula entre una reposicion y
la siguiente. La cantidad media diaria para cada animal, se obtiene dividiendo por el
numero de ammales de la jaula y por el nimero de dias que transcurre entre dos
reposiciones.

La relativizacién de las variables comida y bebida s¢ hizo dividiendo sus
valores medios por animal y dia entre el peso medio diario de los animales, obteniendo
de esta forma las variables dependientes comida relativa y bebida relativa.

Para determinar la longitud del fémur, las mediciones se realizaron apoyando
la parte posterior del hueso sobre una regla, situando la cabeza del fémur sobre la
marca del cero y observando desde una posicion cenital y perpendicular a la regla el
plano de corte de los condilos femorales sobre la misma.

111.5.1.3.- Diseno estadistico.

Una vez establecidas las variables de estudio, y realizadas las mediciones en los
doce animales, interesa;
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1°.- La presentacién de tablas de medias y desviaciones tipicas para las cinco
variables consideradas. _
2° .- La normalidad de la poblacion, en relacion a las variables peso, longitud y

tamafio dseo. Para ello tomamos las mediciones de peso y longitud de los
doce animales antes de comenzar el entrenamiento (n=12), asegurando que
representan a poblaciones normales. Sitenemos en cuenta que las mediciones
de tamafio 6seo sélo pueden hacerse tras el sacrificio de los animales,
comprendemos que para garantizar la normalidad solo se utilicen los datos
del grupo control al final de la experimentacién. Usamos las pruebas de
Kolmogorov-Smimov y Kolmogorov-Smirnov-Lillefors (pruebas no
paramétrica y paramétrica, respectivamente), y, en funcion de sus resultados,
se realizan las transformaciones pertinentes.

3°.- Laigualdad de varianzas entre las poblaciones determinadas por la variable
entrenamiento. Para ello tomamos las mediciones de peso y longitud y
tamafio d0sec de los seis animales pertenecientes a cada grupo (n=6).
Utilizamos el test de Levene y, en funcion de sus resultados, se realizan las
transformaciones pertinentes.

4° - Las diferencias dentro de cada grupo en relacion a la variable de agrupacion
temporalizacion. Realizamos para ello un t-test para muestras apareadas a
los seis animales de ambos grupos, antes y después del proceso de entrena-
miento (n=6).

5°- Elestudio de las diferencias entre grupos control y entrenado, para lo que se
realiza un analisis de la varianza con un factor (grupo) para el peso y la .
longitud, antes y después del proceso de entrenamiento y para el tamafio
dseo después del proceso de entrenamiento.

6°.- La construccion de graficas evolutivas para la comida y la bebida a lo largo
de todo el periodo de entrenamiento, del grupo control y del entrenado.

I.5.2.- Estudio para la caracterizacion de las regiones del
cartilago articular.

Para cumplir el segundo objetivo ( “Establecer una division del cartilago
articular en regiones morfofuncionales distintas”) trataremos con varables
cualitativas que nos den informacién acerca de estas regiones.
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lli.5.2.1.- Variables de estudio.

Disposicién de los condrocitos en columnas

e perpendiculares a la superficie. La radializacién en

':::::?;:3: Cualitativa Presencia la zona llles caract'eri_stica Yy, junto con el grosor

Cartilago no mi- ' relativo de la zona, indica la presencia 1_:Ie cargas

zad Ausencia de notable intensidad en el cartilago articular.

neralizado Se estudia mediante observacién de las muestra
en el micrescapio dptico.

. Frente de mineralizacién entre las zonas il {pro-

d;:;g:‘:;:‘m Cualtativa | Fresencia funda) y IV (mineralizada) del cartilago articutar.

zonas IV Ausencia Se estudia mediante observacién de las muestra
en el micrescopio optico.

Cartilago :zi:’ga ° Tejido presente entre la zona mineralizada del

epifisario Cualitativa cartifago y el hueso subcondral.

bajo zona IV Estratificacién Se esll{dla med!anle pbservacién de las muestra
celular en el microscopio dptico,

Compartimento interdigitaciones | Interfase hueso-cartilago. ‘
subcondral Cualitativa | de la matenia Se estudia mediante observacién de las muestra
bajo cartilago osteoide con ef | en el micrascopio éptico.

epifisario cartilago articular

.5.2.2.- Metodologia de trabajo.

Una vez realizados los estudios histologicos pertinentes, determinadas las
regiones de estudio y descritos los atributos de las variables, intentaremos extracr
patrones de comportamiento comunes a cada uno de los grupos y buscar diferencias
entre grupos. :

l.5.3.- Estudio de la longitud y la curvidad de la superficie
articular.

Para cumplir el tercer objetivo (“Estudiar la longitud y la curvidad de la
superficie articular completa y de cada una de las regiones morfofuncionales del
carttlago articular, asi como el efecto del ejercicio sobre las mismas”) se utilizaran
las siguientes variables.
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lll.5.3.1.- Variables de es_tudio.

Las variables de estudio nos permitiran describir la normalidad del grupo
control y cuantificar posteriormente sus diferencias con el grupo entrenado, region a

region y globalmente.

Arco por
regiones

Continua

Longttud del arco de la curva desarrollada por el perfil del céndito
en cada una de las regiones morfofuncionalmente diferentes.

Se obtiene a través de mediciones realizadas con e microscopio
de camara clara.

Cuerda
por regién

Continua

pm

Longitud de la cuerda del arco de la curva desarrollada por el perfil
dei céndilo en cada una de las regiones morfofuncionalmente
diferentes.

Se obtiene a través de mediciones realizadas con el microscopio
de camara clara.

Arco total

Continua

pm

Longitud total del arco de la curva desarrollada por el perfil del
céndilo (su limite anterior es la regidn con caracteristicas de
cartilago articular situada distaimente a la ranura condilotroclear;
su limite posterior es la aparicidn del tejido sinovial).

Se obtiene a través de mediciones realizadas con el microscopio
de cdmara clara.

Cuerda
total

Continua

gm

Sumatorio de las 4 cuerdas de las regiones morfofuncionalmente
diferentes que conforma, grificamente, un poligono de cuerdas.
Se obtiene a través de mediciones realizadas con el microscopio
de cdmara clara.

Cuello del
condilo

Continua

Hm

Minima distancia entre los {imites anterior y posterior del cartilago
antes definidos.

Se obtiene a través de mediciones realizadas con el microscopio
de camara clara.

.5.3.2.- Metodologia de trabajo.

El proceso de medicion se realizara de la siguiente manera:

1°.- Inicialmente construimos una regla sobre papel. Para ello utilizamos un
microscopio de camara clara con un objetivo 10x y un porta micrometrado
cuya regla tiene un paso de 0,01 mm y una longitud de 1 mm. Marcamos
sobre el papel los limites de la regla original (la del porta micrometrado) y
establecemos las divisiones mediante operaciones algebraicas. De esta
manera se obtiene una regla a escala 141,7:1 de la original.
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| 2°.-

3.

8-

5°.-

6°.-

1i.5.3.3.-

Con el mismo método se trazan el perimetro condileo y la unién osteocon-
dral de todos los animales. Los 12 dibujos obtenidos del cartilago estin en
escala 141.7:1.

En los 12 dibujos se trazan las divisiones entre las regiones observando en
las muestras histologicas las caracteristicas diferenciadoras de aquéllas.
Para realizar las mediciones de las cuerdas en cada una de las regiones y el
cuello del condilo completo sobre papel, utilizamos una regla convenciones
de precision 0,5 mm.

Los arcos se miden sobre los dibujos, utilizando un carton flexible que a su
vez se medira con la regla convencional.

Finalmente se obtendrin las mediciones en micras por equivalencia entre la
regla convencional y la construida sobre papel.

Disefio estadistico.

Una vez establecidas las variables cuantitativas de estudio, y realizadas las
mediciones en los doce animales, interesa conocer:

1°.-
2°-

3°.-

4 -

Las tablas de medias y desviaciones tipicas para las variables de estudio.
La normalidad de la poblacién, en relacion a las variables cuerda y arco
por regidn para los animales del grupo control. Utilizamos las pruebas de
Kolmogorov-Smimov y Kolmogorov-Smimov-Lillefors (prucbas no
paraméirica y paramétrica respectivamente), y, en funcion de sus resultados,
se realizaran las transformaciones pertinentes.

La igualdad de varianzas entre las poblaciones determinadas por la variable
entrenamiento, para lo que tomaremos las mediciones de cuerda y arco por
region de los seis animales pertenecientes a cada uno de los dos grupos
(n=6). Utilizamos el test de Levene y, en funcién de sus resultados, se
realizaran las transformaciones pertinentes.

Para el estudio de las diferencias entre los grupos control y entrenado se
realiza un analisis de la varianza con un factor (grupo).

ll.5.4.- Estudio del grosor y la celularidad del cartilago articular.

Para cumplir parcialmente (aspecto cuantitativo) el cuarto de los objetivos del
presente estudio ( “Establecer las caracteristicas histolégicas normales para cada una
de las regiones morfofuncionales del cartilago articular (grosor, celularidad,...) y sus
variaciones con el ejercicio fisico”), utilizaremos dos variables cuantitativas, que
agruparemos en tomo a variables de agrupacion.
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l.5.4.1.- Variables de estudio.

Variables cuantitativas.

Grosor medido en pm, perpendiculamente a la superficie

Grosor absoluto articular, desde ésta hasta ¢l hueso subcondral o, en su
del Continua Hm caso, hasta ¢l cartitago epifisario.
cartilago articular Se obtiene sobre dibujos del céndilo realizados con el
objetivo 40x. :
Grosor relativo Cociente cbtenido por la division entre el grosor absoluto
del Continua Hm del cartilago articular y la longitud total det fémur corres-
cartilago articular pondiente,

Numero de células por 1.000 pm?.
Continua pm Se obtiene sobre dibujos del céndilo realizados con el
. objetivo 40x.

Celularidad del
cartilago articular

Variables de agrupacién

1- Animal 1 Cada uno de los animales sometidos a estudio,
2- Animal 2 Se asignan los nimeros del 1 al 6 a los animales del grupo
Animal ] Discreta control.
. Se asignan los nimeros del 7 al 12 a los animales del
12- Animal 72 grupo entrenado.
Control Conjunto de animales con iguales condiciones de vida.
Grupo Discreta Entrenado Seagrupan en 6 animales control y 6 animales entrenados.
1- Regidn 1 Cada una de las 4 regiones morfofuncionales diferentes
2- Region 2 del cartilago articular del céndilo femaral.
Regién | Discreta 3- Regitn 3 En cada uno de ios 12 animales encontramos las 4
4- Region 4 regiones de estudio.
Ll Cada una de las capas o estratos en que se divide el
" carntflago articular de superficie a profundidad.
Zona Discreta W En cada una de las 4 regiones pueden encontrarse las
L cuatro zonas o capas determinadas de superficie a
Cartliago epifisario. profundidad de igual modo que en la etiqueta.
* Siendo dificil la diferenciacién individual de cada una de estas capas, se observaran conjuntamente.
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111.5.4.2.- Metodologia de trabajo

El proceso de medicion se realizara de la signiente manera:

1°.-

2°-

3°.-

Inicialmente construimos una regla sobre papel. Para ello utilizamos un
microscopio de camara clara con un objetivo 40x y un porta micrometrado
cuya regla tiene un paso de 0,01 mm y una longitud de 1 mm. Marcamos
sobre el papel los limites de la regia original (la del porta micrometrado) y
establecemos las divisiones mediante operaciones algebraicas. De esta
manera se obtiene una regla a escala 687,5:1 de la original.
Con el mismo método se trazan el perimetro condileo y la unién osteocon-
dral de cada una de las regiones para todos los animales. Los dibujos
obtenidos estan en escala 687,5:1.
Dibujos por muestra:
Se analizan campos de las porciones anterior y posterior de cada una de las
regiones 1, 2 y 3. En la region 4, debido a sus pequefias dimensiones, se
analiza un unico campo. En la ¢leccion de los campos estudiados se eliminan
las regiones de transicion. De cada campo analizado se obtiene un dibujo.

Dibujos obtenidos en cada seccién histoldgica

:f,g

1 1 anterior y 1 postetior 2
2 1 anterior y 1 posterior 2
3 1 anterior y 1 posterior 2
4 1 de toda Ia regién 1
Total por muestra 7
Dibujos por animal;

De los 10 portas obtenidos de cada animal se eligen 3 de forma aleatoria,
escogiendo cuidadosamente el mejor corte en cada uno. Es decir, se
estudian 3 cortes de cada amimal y, por lo tanto, s obtendran 21 dibujos de
cada uno: 6 dibujos par cada una de las regiones 1, 2 y 3, mientras que en
Ia regién 4 solo se obtienen 3.
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4.

5°.-

2
{1 anterior y 1 posterior) 6 36
2 6 38
{1 anterior y 1 posterior)
2 8 36
(1 anterior y 1 posterior)
1 3 18
: (regién completa))
7 21 126

Para la medicion del grosor y de la ceiularidad se trazan sobre los dibujos
cuadriculas de 250 pm de ancho (25 pasos del porta micrometrado) y 200
um de altura (20 pasos del porta micrometrado). .

La anchura es fija ¢ inmutable para todos los dibujos, mientras que ia

altura es un simple valor de referencia que habra de ajustarse al grosor
(altura) de ia muestra estudiada en cada caso.
Para calcular el grosor en cada uno de los dibujos resultantes se mide con
la regla convencional la altura comprendida desde la superficie del cartilago
articular hasta el hueso subcondral o, en su caso, el cartilago epifisario,
sobre lineas verticales trazadas en la cuadricula con una separacion entre
ellas de 50 pm.

Considerando que la cuadricula tiene una anchura de 250 um y que
la medicién del grosor se hace cada 50 um, obtenemos cinco mediciones de
grosor por cada cuadricula o dibujo.
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Niimero de mediclones del grosor por muestra, animal y grupo

6°.- Para determinar la celularidad se cuentan las células de cada cuadricula y
para conocer el area de tejido comprendida en esa cuadricula se multiplicara
el ancho fijo de 250 pm por el grosor medio de cada regién en cada muestra.
A continuacion, se interpolara el nimero de células que corresponderia a
1.000 pm?.

Numero de mediciones

de celularidad por muestra, animal y grupo
G 2

1 posterior

2

1 anterior y 2 6 8 36 36
1 postarnior

2

1 anterior y 2 6 ] 36 36
1 postarior

1 .
regién 1 3 3 18 18
completa

7 7 21 21 126 126
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1.5.4.3.- Diserio estadistico

Una vez establecidas las variables de estudio, y realizadas las mediciones en
los doce animales, interesa conocer:

1°.- Las tablas de medias y desviaciones tipicas para las variables de estudio y
las descripciones detalladas por grupo y region.

2°.- La normalidad de la poblacion en relacion a las variables grosor y
celularidad. Para ello tomamos las mediciones en los seis animales del
grupo control (n=6). Utilizamos las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y
Kolmogorov-Smirnov-Lillefors (pruebas no paramétrica y paramétrica
respectivamente) y, en funcion de sus resultados, se realizaran las transfor-
maciones pertinentes.

3°-  Laigualdad de varianzas entre las poblaciones determinadas por la variable

entrenamiento. Para ello tomamos las mediciones de grosor y celularidad
de los seis animales pertenecientes a ambos grupos (n=6). Utilizamos el test
de Levene vy, en funcion de sus resultados, se realizaran las transformacio-
nes pertinentes. '

4°.- E! comportamiento por separado de las cuatro regiones de estudio de los
grupos control y entrenado. Se realiza mediante un analisis de la varianza
con un factor (region) para las variables de estudio. En la comparacién de
los grupos realizaremos el mismo proceso para el factor (grupo) y para cada
una de las regiones.

Il.5.5.- Estudio cualitativo del cartilago articular, del cartilago
epifisario y del compartimento subcondral.

Para cumplir parcialmente (aspecto cualitativo) el cuarto de los objetivos del
presente estudio ( “Establecer las caracteristicas histolégicas normales para cada una
de las regiones morfofuncionales del cartilago articular (.., definicion zonal,
caracteristicas estructurales y apetencias tintoriales) y sus variaciones con el ejercicio
Sisico"), asi como ¢l quinto de los objetivos ( “Estudiar las caracteristicas histolégicas
normales del tejido cartilaginoso epifisario (agrupamiento celular, estratificacion y
apetencias tintoriales) y hueso subcondral ( organizacion trabecular, presencia de
tejido osteoide e interdigitaciones osteocondrales) en cada una de las regiones
morfofuncionales del cartilago articular y su variacion con el ejercicio fisico”)
utilizaremos las mismas variables de agrupacién que en el estudio cuantitativo y
realizaremos una descripcion detallada de lo observado mediante el siguiente protocolo:
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11.5.5.1.- Variables de estudio
En el cartilago articular:
Definicién zonal. Bajo este epigrafe estudiamos la existencia, organizacion

y proporciones de los distintos estratos del camlago articuar; del tejido
epifisario y del compartimento subcondral.

Estudiaremos las zonas I, II, III, correspondientes al cartilago no
calcificado y zona IV, constituida por cartilago calcificado, para lo que nos
basamos en la morfologia y la distribucion celulares. La presencia o ausencia
del tidemark, determinara la existencia o no de la zona IV.

Definicién zonal del cartilago articular Existencia Presencia
Ausencia
Organizacién Normnal
Anormal
Proporcién Normal
Anormal

Caracteristicas estructurales.- Aqui valoramos si el cartilago presenta o no
irregularidades superficiales y grietas, con su localizacién, direccion y grado
de profundidad (zonas de transicion, radial o calcificada), asi como el aspecto
y la distribucion gencrales de los componentes celular y matricial, valorando
si existe o no desorganizacion estructural del tejido que, de existir puede ser
parcial y localizada o extensa.

Caracteristicas estructurales Regulandad superficial Presente (suporﬁc;e nsa)

Ausente (superficie irregular)
Integridad estructural Presente (continuidad)
Ausente (grietas)

Aspecto y distribucién gene- Conservado
rales de los componentes Desorganizacién localizada
celular y matricial Desorganizacién extensa
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Apetencias tintoriales de la matriz para los distintos colorantes (basicamen-
te, Safranina O, Fast Green, Escarlata de Biebrich y Azul de Picroanilina). En
este apartado se hace referencia a su intensidad y al patron de distribucion de
la coloracion de ta matriz, calificindola como redistribuida cuando es atipica.

Apetencias tintoriales Intensidad Normal
Aumentada

Disminuida

Distribucién Normal
Redistribulda

En el tejido epifisario:

Estudiaremos el grado de aislamiento o agrupamiento celular y su
estratificacién o distribucion en capas.

Caracteristicas estructurales del tejido epifisario | Agrupamiento celular | Presente
Ausente

Estratificacion Fresente
Ausente

Ademas, se estudian las apetencias tintoriales, siguiendo los mismos
cnterios que en el cartilago articular.

En el compartimento subcondral:

Nos interesa conocer Ia organizacion trabecular, esto es, la orientacion y grado
de complejidad de su distribucion espacial. Ademas analizaremos la proporcién y
distribucion del tejido osteoide en las trabéculas y la interdigitacion entre el hueso
subcondral y ¢l tejido suprayacente.
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e

Caracteristicas histolégicas Organizacién trabecular Orientacién

del compartimento subcondral Grado de complefidad
Presencia de tejido ostecide | Proporcin
Distribucién
Interdigitaciones Grado

.5.5.2.- Metodologia de trabajo

Comenzamos estudiando las muestras correspondientes a los animales del grupo
control para establecer las caracteristicas que pueden considerarse normales para todas
y cada una de las variables. En este estudio y para la mayor parte de las variables
analizadas, se tratara de tomar como referencia a fa region de mayor carga y comparar
con ella a las demas.

Posteriormente se aborda el estudio de las muestras correspondientes a los animales
del grupo entrenado. Para poder calificar los hallazgos obtenidos se hace necesario
compararlos con los datos de normalidad obtenidos previamente en el grupo control.
Para las comparaciones intragrupo sigue tomandose como referencia la region de
maxima carga.
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IV.- Resultados.
IV.1.- Estudio del patrén de crecimiento. (material y métodos, pg. 160)

IV.1.1.- Variables de estudio

Peso en g de los animales. Peso y longitud de los animales, antes y después del periodo de
Longitud en cm de los animales. entrenamiento y comparacién entre grupos.
Estudio evolutivo por grupos del peso y la longitud.

Comida en g por animal y dla. Comida y bebida por grupo y comparacién entre grupoes.
Bebida en cm? por animal y dia. Estudic evolutivo por grupos de la ingestién sélida y liquida.

Longitud del fémur en mm. Longitudes de los fémures por grupo y comparacién entre grupos.

IV.1.2.- Estudio por grupos
IvV.1.2.1.- Grupo control

El peso medio inicial de los animales fue de 111,67 + 4,08 g, alcanzando
477,50 £ 43,33 g al finalizar la experiencia. La longitud de los animales también
aumento durante este tiempo, desde 14,45 + 0,35 cm al principio, hasta 26,10 + 0,60
cm al final (tabla y figura IV.1.1).

Tabla IV.1.1.- Estudio general de
la longitud y el peso: grupo control, = 14,4510,38 con—

111,67 £+ 4,08

Después 477,50 £ 43,33 A 26 100,60 cris——>
Antes 14,451 0,35 .

Después 26,10+ 0,60

La normalidad de las variables
peso y longitud se garantiza con el test h
de Kolmogorov-Smirnov (variante Lille-  Figura Iv.1.1.- Estndio general de Is longited y
fors) antes de iniciar el proceso de entre- P Grupe sontrol
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namiento, obteniendo para las variables logaritrmo neperiano del peso y de la longitud
un K-S Lillefors con p >0,200 y un & = 0,05, en ambos casos.

La igualdad de varianzas se determina, para un & = 0,05, mediante el test de
Levene aplicado sobre las mismas variables transformadas, obteniendo los p valores de
0,545 para ¢l peso y 0,786 para la longitud.

Realizado un t-test para muestras apareadas (antes y después de finalizada la
expenimentacion) obtenemos significaciones, tanto en el peso como en la longitud
(p<0,00).

Los animales comieron diariamente una cantidad de 27,29 + 2,51 g de pienso
y bebieron 29,08 + 2,66 cm’® de agua.

La longitud media de los fémures pertenecientes a los animales del grupo
control fue 38,45 = 1,03 mm.

IV.1.2.2.- Grupo Entrenado

El peso medio inicial de los animales fue de 109,17 + 6,65 g, alcanzando
418,33 + 41,31 g al finalizar la experiencia. La longitud de los animales también
aumento durante este tiempo, desde 14,63 + 0,31 em al principio, hasta 25,25 + 0,67
cm al final (tabla y figuraIV.1.2).

Tabla IV.1.2.- Estudio general de la
longitud y el peso: grupo entrenado.

E—14,6340,31 com i

108,17 £ 6,65

Después 41833+ 4131 X
Antes 14,63 £ 0,31 = 25,25+0,67 cm——>

Después 25251067

La normalidad de las variables
peso y longitud se garantiza con el test
de Kolmogorov-Smirnov (variante Lille- )
fors) después de finalizar el proceso de  Figura IV.1.2.- Estudio general de Ia longitud y
entrenamiento, obteniendo para las va-  Pes°: Gropo entreasdo
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riables logaritmo neperiano del peso y de la longitud un K-S Lillefors con p >0,200
y un ¢ = 0,05, en ambos casos.

La igualdad de varianzas queda garantizada, para un & = 0,05, mediante el test
de Levene aplicado sobre las mismas variables transformadas, obteniendo los p valores
de 0,650 para ¢l peso y 0,293 para la longitud.

Realizado un t-test para muestras apareadas (antes y después de finalizada la
experimentacion) obtenemos significaciones, tanto en €l peso como en la longitud
{(p<0,00).

Los animales comieron diariamente una cantidad de 24,79 % 1,93 g de pienso
y bebieron 26 37 + 1,79 em® de agua.

La longitud media de los fémures pertenecientes a los animales del grupo
entrenado fue 37,23 + 0,44 mm.

IV.1.2.3.- Diferencias entre el grupo control y el grupo entrenado
Antes de iniciar el proceso de entrenamiento

Garantizamos la normalidad para todos los animales en relacion a las variables
peso y longitud, con a = 0,05, mediante el test de Kolmogorov-Smirnov en variante de
Lillefors, obteniendo para las variables transformadas logaritmo neperiano del peso
y de la longitud un K-8 Lillefors con p >0,200.

La igualdad de varianzas para un ¢ = 0,05 se garantiza mediante una prueba
de estabilizacion (test de Levene) sobre las mismas variables transformadas, resultando
los p valores de 0,545 para el peso y 0,786 para la longitud.

Se realiza un analisis de la varianza, con un factor (grupo), para el peso y la
longitud, obteniendo que los p-valores asociados al estadistico F toman los valores de
0,434 y 0,357, mayores que & = 0,05, por lo que se aceptara la hipotesis nula que
supone iguales a los dos grupos definidos por la variable.

Se realiza, ademas, un t-test para muestras independientes de longitud y de
peso, sin obtenerse diferencias significativas, lo que en principio resulta légico, puesto
que todos los animales pertenecen a la misma poblacion.




© 180 ) Resultados
Finalizado el proceso de entrenamiento

Garantizamos la normalidad para los animales no entrenados en relacion a las
variables peso y longitud, con & = 0,05, mediante el test de Kolmogorov-Smimov en
variante de Lillefors, obteniendo para las variables transformadas logaritmo neperiano
del peso y de la longitud un K-S Lillefors con p >0,200.

La igualdad de varianzas para un & = 0,05 se garantiza mediante una prucba
de estabilizacién (test de Levene) sobre las mismas variables transformadas,
obteniendose los p valores de 0,650 para el peso y 0,293 para la longitud.

Se realiza un analisis de la varianza con un factor (grupo), para el peso y la
longitud, resultando que los p-valores asociados al estadistico F toman los valores de
0,036 para el peso y 0,043 para la longitud, menores que & = 0,05, por lo que se
rechazara la hipétesis nula que supone iguales a los dos niveles definidos por la variable
grupo. Asi pues, el peso y la longitud son mayores en el grupo control que en el
entrenado.

Realizadas las mismas pruebas (t-test para muestras independientes) para la
longitud y el peso, obtenemos diferencias significativas (figura IV.1.3.)

Mayor longitud en el grupo control p<0,043.
Mayor peso en el grupo control p<0,036.

o 26,10+0,60 c;s ——>

e 25,3550,67 co el

Grupo Control Grupo Entrenado

Figurs IV.1.3.- Difereacias entve grapos coatrol y enstreasdo
La cantidad de comida ingerida por los animales del grupo control (27,29 %

2,51 g) es significativamente mayor (p<0,0001) que la ingerida por los entrenados
(24,78 £ 1,93 g). El volumen de agua bebido por los animales del grupo control (29,08
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* 2,66 cm®) también es significativamente mayor (p<0,0000) que el bebido por los
entrenados (26,37 = 1,79).

Para conocer las diferencias Figurs IV.1.4.- Longtind del fémur (mm)
por grupo de las longitudes de los
fémures, se garantiza la normalidad de
la muestra con el test de Kolgomorov-
Smirnov, obteniendo un p valor de
0,406. La igualdad de varianzas se
controla mediante la prucba de Levene,
obteniendo un valor de 0,131 con lo
que se supone la homoscedasticidad.

cadnBRERS

Realizando un analisis de la varianza con un factor {(grupo) se obticne que la
longitud del fémur del grupo control es significativamente superior a la del grupo
entrenado (p<0,0235) (figura IV.1.4).

IV.1.3.4.- Estudio longitudinal del peso (g), la longitud (cm), la comida
(g) y la bebida (cm?®).

Se representan 30 mediciones tomadas entre los dias 4 y 70, se realiza un
estudio del peso (fig IV.1.5), de la longitud (fig IV.1.6), de la comida (fig. IV.1.7) y de
la bebida (fig. IV.1.8) asi como estudios de la comida y la bebida, en relacién con el .
peso de los animales (figs. IV.1.9 y 10, respectivamente).

Fig. IV.1.5.- Estudio longitudinal del peso (g)

™
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Fig. IV.1.6.- Estudio longitudinal de la longitud (cm)
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Fig. IV.1.7.- Estudio longitudinal de la comida (g)
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Fig. IV.1.8.- Estudio longitudinal de la bebida (cc)
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En lo que se refiere a los valores relativos, analizamos las dos distribuciones
generadas por la variable grupo, para la comida y la bebida relativizados con el peso
del animal. Para conocer si la evolucion es distinta en los animales controles y
entrenados aplicamos la prueba de Kolmogorov-Smimov para dos muestras, obteniendo
los p-valores de 0,236 para la comida relativa y 0,945 para la bebida relativa, por lo
que no podemos establecer diferencias entre las distribuciones grupales, tanto para la

Fig. I'V.1.9.- Estudio longitudinal relativizado de la comida
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Fig. IV.1.10.- Estudio longitudinal relativizado de la bebida
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IV.2.- Estudio para el establecimiento de la division del
cartilago articular en regiones morfofuncionales
distintas. (material y métodos, pg. 163)

Para definir o establecer las regiones morfofuncionales del cartilago articular
necesitamos estudiar previamente las variables cualitativas. A pesar de ello, para
facilitar la comprension del lector, comenzaremos exponiendo la distribucion de las
regiones.

Podemos definir cuatro regiones con caracteristicas morfoldgicas diferentes y
cuantificar su tamaiio relativo en el condilo (proporcién). Las regiones que encontramos
de anterior a posterior y que caracterizaremos en funcién del comportamiento de las
variables cualitativas objeto de estudio se denominan |, 2, 3y 4.

Las regiones 1 y 4 se corresponden con los extremos anterior y posterior del
condilo, respectivamente. Ambas reciben bajos volumenes de carga y se pueden
denominar regiones de menor carga, una anterior y otra posterior.

Las regiones 2 y 3 se sitian en la porcién central del céndilo, que se
corresponde con el lugar que soporta la carga usual del mismo. La region 2 se puede
denominar regién de carga usual anterior o regién de carga intermedia y la region
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3 se denomina region de carga usual posterior o, teniendo en cuenta que recibe la
mayor intensidad de cargas, también puede Hamarse region de méxima carga.

1 Extremno anterior Bajo volumen de carga Regién de menor carga anterior

Region de carga usual anterior o

2 Porcién central anterior Carga usual intermedia Regién de carga intermedia

Regitn de carga usual posterior o

3 Porcidn central posterior | Carga usual méxima Regién de maxima carga

4 Extremo posteriar Bajo volumen de carga Regidn de menor carga posterior

Al no estar netamente definidos los limites entre las regiones, parece mas
adecuado referimos a ellos como regiones de transicion, en las que se observan cambios

graduales entre las caracteristicas morfologicas de las regiones contiguas.

A continuaci6n describimos el comportamiento de cada variable cualitativa en
cada una de las cuatro regiones definidas:

La radializacién condrocitaria y su grosor relativo en el cartilago se
comportan de manera que;

— Laregion 1 no presenta radializacién de sus células.

- La regién 2 presenta un intento de radializacion en una zona de menor
grosor que en la region 3.

- La region 3 presenta una clara radializacion condrocitaria y un grosor
aproximadamente el doble que en el resto de regiones.

~ La region 4 no presenta una radializacién clara de sus células.

El estudio del tidemark revelo que:

— Esta presente en la region de menor carga anterior del condilo o region 1.

— Esta presente en la region de carga usual anterior o regién 2.

— En la region de mayor carga o region 3 se difumina hasta desaparecer,
reapareciendo en las regiones de transicion con sus vecinas,

- En la region de menor carga posterior o region 4 esti perfectamente
definido.
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Resuitados

El compartimento subcondral presenta las siguiente particularidades:

En la region 1 encontramos una lamina continua dispuesta predominante-
mente paralela a la superficie articular. La porcion superior esta formada
por material osteoide, que raramente se interdigita con el tejido dseo
subyacente.

En la region 2 la lamina de osteoide es mas gruesa y se continiia con el
osteoide propio de las trabéculas secundarias que la sustentan.

En la region 3 la disposicion responde a un patron similar al de la region 2,
pero mucho mas complejo, debido a la presencia de una red trabecular.
En la region 4 esta formado por una capa muy delgada de material
osteoide, bajo la que se distingue una lamina continua de tejido éseo.

El cartilago epifisario, cuando existe, se ubica bajo el cartilago articular y

sobre €l hueso subcondral, si bien, sufre vanaciones:

En la region 1 el grosor es mucho menor que en la region 2, ¢ incluso llcga
a desaparecer.

En la region 2 presenta el mayor grosor.

En la region 3 apenas existe cartilago epifisario.

En la region 4 no existe.

IV.3.- Estudio de la longitud y la curvidad de la superficie del

cartllago articular.(material y métodos, pg. 164)

IV.3.1.- Variables de estudio

Arco por region. Longrtud delarcoylacuerda para cada regién en los animales de los

Cuerda por regién. grupos control y entrenado, y su comparacitn entre regiones del
Curvidad por regién mismo grupo y entre grupes.
(arcofcuerda). Célculo de la curvidad para cada region en los animales de los

grupos control y entrenado y su comparacion entre regiones del
mismo grupo y entre grupos.

Sumatorio de arcos. Suma de los arcos de todas las regiones del cartilago en cada grupo.
Sumatorio de cuerdas. Suma de las cuerdas de todas las regiones del cartilago en cada
Cuello del céndilo. grupo.

Medicién del cuello del céndilo en cada grupo.
Comparaciones de estos pardmetros entre grupos.
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Curvidad total. Célculo de la curvidad total en los animales de los grupos control y
(arco total/sumatorio de cuerdas) | entrenado:
Curvidad total - Divisién entre el sumatorio de arcos y el sumatorio de cuerdas.

(arco total/cuelto del condilo) - Divisién entre el sumatorio de arcos y el cuello del céndilo.

Comparacién enfre grupos,

Longitud relativa de las regiones Cdlculo de la longitud relativa de las regiones y su comparacién entre

regiones del misme grupo y entre grupos.

IV.3.2.- Estudio por grupos

IV.3.2.1.- Grupo control
Estudio de la superficie articular por regiones .

En el estudio por regiones, encontramos que la regién mas amplia es la 3, con
340,92 £ 16,90 um de arco y 262,12 + 11,16 pm de cuerda; su curvidad es de 1,30
0,04. '

Las regiones 1 y 2
presentan valores menores y
similares entre si; los arcos .
tienen un valor de 265,15 =

Regitn 2

Regidn 3

Arco = 247,35414,16 am

10,52 um vy 247,35 £ 14,16
pm, respectivamente. Las
cuerdas presentan el mismo
comportamiento 237,90 +
10,94 pm (region 1) y
228,40 £+ 15,14 pum (region
2); la curvidad en la region 1
es de 1,12 + 0,07 y en la
region 2 es de 1,09 + 0,04,

La region 4 es la que
presenta menores dimensio-
nes, 107,95 + 11,90 um de

Regidn 4

Cuerda = 228,40£15, 34 um

Arco = 340,92416,90 um
Cuerda = 262,12%11,16 ym

Regitn 1

Arco = 265,15410,52 pm
Cuerda = 237,50+10,94 pm

Arco = 107,95+11,30 ym
Cuerda = B5,6249,47 ym

Figura IV.3.1.- Estudio por regiones, grupo contral

arco, 85,62 + 9,47 um de cuerda, y una curvidad de 1,27 + 0,08 (tabla y figura

IV3.1).
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Resultados

E\-\. S 3

S S i e B 2 A R e R
5] 265,151 10,52 | 247,351 14,16 | 3409211690 | 107,95+ 11,90
- 2379041094 | 22840+ 1514 | 26212 11,16 8562+974
1,122 0,07 109+ 004 130+ 0,04 1,27+ 0,08

Estudio de Ia superficie articular completa

La longitud del arco es de
961,37 £ 14,88 um, las cuerdas
suman 814,03 + 15,48 um y el cue-

llo del condilo 479,08 + 12,77 um. -

La curvidad, calculada como cocien-
te entre el sumatorio de los arcos y
el de las cuerdas tiene un valor de
1,18 + 0,01 y calculada como co-
ciente entre el sumatorio de los arcos
y €l cuello del condilo tiene un valor
de 2,01 £ 0,16 (tabla y figura
IvV.3.2).

A = 961,37 21438

Figura IV.3.2 - Grupo contral

961,37 £ 14,88

Sura de [uevdes = $14,03215,48pm

814,03 £ 15,48

479,08 £ 12,77

1,18+ 0,01

201+ 016
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IV.3.2.2.- Grupo entrenado

Estudio de la superficie articular por regiones

En el estudio por regiones, encontramos que la region mas amplia es la 3, con
351,90 £ 5,97 ym de arco y 272,33 % 3,28 um de cuerda; su curvidad es de 1,29 £

0,06.

Las regiones 1 y 2 pre-
sentan valores menores y simi-

lares entre si; los arcos tienen

unvalorde 273,12+ 27,32 um
(region 1) y 280,70 = 14,27
pm (region 2), las cuerdas pre-
sentan ¢l mismo
comportamiento 252,28 <+
24,30 pum (region 1) y 251,52
+ 12,82 um (region 2); la cur-
vidad en la region 1 es de 1,08
% 0,04 y en la region 2 es de
1,12 £ 0,05,

La region 4 es la que
presenta menores dimensiones,
92,82 + 7,76 pm de arco y

Region 3

Regidn 4

Aco= 9282+ 7,76 im
Cuerda =73,85 +6,03um

Regitn 2

Areo =280,701 14,27um
Cuerda =251,52 12,82 um
Arco =351,90+ 5,87 pm

(uerda =27233+3,28 pm
Arco =273,12127,32um
Cuenda =252 28 £ 24,30pm

Figura IV.3.3.- Estudio por regiones, grapo entrenade

Regién 1

73,85 + 6,03 um de cuerda. La curvidad es de 1,26 = 0,09 (tabla y figura IV.3.3).

280,70t 14,27

R S

351,902 597

92821776

25228+ 24,30 | 251,52+ 12,82

272331328

73,85 £6,03

1,124 0,05

1,29 £ 0,06

1,26+ 0,08
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Esfddio de la superficie articular completa

La longitud del arco es de
998,53 + 29,38 um, las cuerdas
suman 849,98 £ 34,69 uym y el .
cuello del condilo 457,25 + 13,61
um. La curvidad, calculada como
cociente entre ¢l sumatorio de los
arcos y el de las cuerdas tiene un
valor de 1,18 + 0,04 y calculada
como cociente entre el sumatorio de
los arcos y el cuello del condilo
tiene un valor de 1,84 + 0,81 (tabla

y figura IV.3.4). Figwa V.3.4.- Grupo eetrenads

Aro =938 5329, 33 um

Sumeade [oerdas = $49,98£34,69 pm

RSO

998,53 £ 29,38

849,98 + 34,69

457,25 ¢+ 13,61

1,18+ 0,04

1,84+ 0,81

1V.3.3.- Estudios comparativos

Tras realizar un andlisis factorial general, donde s¢ estudian los grupos y las
regiones como fuentes de variacion, asi como su combinacién, obtenemos que la region
es el inico factor significativo como fuente de variacién con p<0,000. En consecuencia,
no tienen razon de ser las comparaciones intergrupales, por lo que sélo expondremos
los resultados de los estudios intragrupo.
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- IV.3.3.1.- Comparaciones regionales

Al no existir diferencias entre los dos grupos para las variables estudiadas, la
exposicion de los resultados regionales se hard considerando que ambos grupos
constituyen una misma poblacién.

Estudio de los arcos

La normalidad de los arcos por region se garantiza con el test de Kolmogorov-
Smimov con la correccion de Lillefors, obteniendo las significaciones de >0,200,
0,124, 0,175 y >0,200 para las regiones 1, 2, 3 y 4 respectivamente.

La igualdad de varianzas se demuestra mediante ¢l test de Levene cuyo nivel
de significacion es de 0,447.

Se realiza un analisis de la varianza con un factor (region) y se obtiene un valor
de p<0,000, por lo que se puede concluir que existen diferencias regionales.

Tras el analisis detallado de las diferencias regionales a través del test de
Scheffe (p<0,05), podemos establecer que la region 3 es la de mayor longitud de arco,
seguida de las regiones 1 y 2, aproximadamente iguales entre si y, a su vez, mayores
que la region 4:

R3>(R1= R2)>R4; (p<0,05)
Estudio de las cuerdas

La normalidad de las cuerdas por region se garantiza con el test de
Kolmogorov-Smirnov con la correccion de Lillefors obteniéndose las significaciones de
0,138, 0,175, 0,080 y >0,200 para las regiones 1, 2, 3 y 4 respectivamente.

La igualdad de varianzas se demuestra mediante el test de Levene cuyo nivel
de significacion es de 0,065.

Se realiza un andlisis de la varianza con un factor (regidn) y se obtiene un valor
de p<0,000, por lo que se puede concluir que existen diferenicias regionales.

Tras el analisis detallado de las diferencias regionales a través del test de
Scheffe (p<0,05), podemos establecer que las regiones 1, 2 y 3 presentan una longitud
de cuerda similar y menor que la regién 4:
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(R1= R2 = R3)>R4
Estudio de las curvidades

La normalidad de las curvidades por region se garantiza con el test de
Kolmogorov-Smirnov con la correccién de Lillefors, obteniendo las significaciones de
>0,200, 0,094, >0,200 y >0,200 para las regiones 1, 2, 3 y 4 respectivamente.

La igualdad de varianzas se demuestra mediante el test de Levene cuyo nivel
de significacion es de 0,054.

Se realiza un analisis de la varianza con un factor (region) y se obtiene un valor
de p<0,000, por lo que se puede concluir que existen diferencias regionales.

Tras ¢l analisis detallado de las diferencias regionales a través del test de
Scheffe (p<0,05), podemos establecer que las regiones 1 y 2 presentan una curvidad
similar y menor que las regiones 3 y 4 que también presentan una curvidad similar:

(R1= R2) < (R3 = R4)
Estudio de las longitudes relativas

El célculo permite establecer las longitudes relativas que corresponden a la
superficie de cada una de las regiones morfofuncionales del cartilago articular. Asi
podremos determinar las dimensiones de las regiones de mayor y menor carga.

Los arcos y cuerdas de cada una de las regiones representan, con relacion a los
sumatorios de los arcos y de las cuerdas de la superficie articular completa, los
porcentajes recogidos en la tabla y figura IV.3.5,

27,45+ 0,29 2694 ¢ 0,02 35371058 10,23+ 0,30

£ 29,441 0,33 28,841 0,02 32,141 063 9571029
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Region 2

Regién 3

Arco = 26,94 £ 0,02%
Cuerda = 2884 £ 0,02%

Aeo= 3537+ 058%
Ceerda = 32,14 £ 0,63 %

Regitn 1

Arco= 27,454+ 0,29°%
Arto= 10,23 £ 0,30 % Cuerda= 29,44 £ 033 %

Cuerda = 9,57+ 0,29%

Region 4

Figura I'V.3.5.- Estudio de longitudes relativas

IV.4.- Estudio del grosory la celularidad del cartilago articular
(material y métodos, pg. 166) .

IV.4.1.- Variables de estudio

R % Sl

Medida del grosor del cartilago articular para cada regidn en los
animales de los grupos control y entrenado, ¥ su comparacién entre

Grosor absoluto regiones del mismo grupo y entre grupes.
Medida del grosor del cartilago articular en relacidn con la longitud
Grosor relativo total del fémur para cada regién en los animales de los grupos control

¥y entrenado, y su comparacién entre regiones del mismo grupo y
entre grupos.

Medida y célculo de |a celularidad del cartilage articular para cada
Celularidad regién en los animales de los grupos control y entrenado, y su
comparacién entre regiones del mismo grupo y entre grupos.
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IV.4.2.- Grupo control

Los datos de los animales pertenecientes al grupo control, en las cuatro
regiones de estudio se muestran en la tabla y en la figura IV4.1.

- - Enlaregién 1 el grosor
absoluto del cartilago articular
es 14,29 £ 2,98 pum, el grosor
relativo 3,72 £ 0,79 y la celula- Regién 3

ridad 27,07 + 4,51 células /1000 13.51£2,52 ym ..
um?. En la regién 2 ¢l grosor 28224467 1 5y arens Region

Ceularidad cétulas/l 000m2
13,74 1,96

oélulas 0003m?2 Grosar
14,29+ 2,98 pm
Grasr Celularidad
14,08+ 4,53 um 27,07+ 4,51

absoluto es 13,51 £ 2,82 pum, el
grosor relativo 3,51 £ 0,73,
mientras que la celularidad es
21,47 £ 3,10 células/1000 pm?. Céularidad células/l D00m?2
En la region 3 el grosor absoluto Region 4 ‘e oooums
alcanza las 28,22 + 4,67 um, ¢l

grosor relativoes 7,34 £ 1,22 y Fi . . '

. gura I'V.4.1.- Estudio por regiones del grosory la
la celularidad 13,74 + _1’96 celularidad del cartilago articular del
células/1000 [.lmz. La reglén 4 grupo control

tiene un grosor absoluto de
14,08 + 4,53 pm, un grosor relativo de 3,66 £ 1,16, y una celularidad de 21,10 + 4,83
células/1000 pm? (Tabla y figura IV.4.1).

2822+ 467 | 14081 453

e

13,51+ 2,82

372:0,79 | 351073 | 7341122 | 366+1,16

2707451 | 2147£3,10 { 13742196 | 21,10+ 4,83
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IV.4.2.1.- Comparaciones intragrupo

Previamente, garantizamos la normalidad, para un ¢ = 0,05 en relacién a las
vaniables grosor y celularidad, a través del test de Kolmogorov-Smirnov, obteniéndose
para las variables transformadas logaritmo neperiano del grosor y raiz cuadrada de la
celularidad los p valores 0,458 y 0,312 respectivamente.

Se realiza, asimismo, una prueba de estabilizacion de la varianza sobre las
mismas variables transformadas, obteniéndose los p valores de 0,765 para el grosor y
0,098 para la celularidad, lo que garantiza la igualdad de varianzas para un o = 0,05.

Para analizar el comportamiento del las cuatro regiones de estudio (subpobla-
ciones o grupos establecidos de la variable independiente), se realiza un analisis de la

varianza con un factor (regién), tanto para el neperiano del grosor como para la raiz

cuadrada de la celularidad.
Grosor

En el analisis de la varianza del logaritmo neperiano del grosor en los cuatro
grupos establecidos por los valores de la region, el p-valor asociado al estadistico F
toma un valor de 0,0000, qué es menor que & = 0,05, por lo que se rechazara la
hipétesis nula que supondria iguales a los cuatro grupos definidos por la variable
region.

Rechazada la hipétesis nula, se sabe que existe por lo menos una diferencia
significativa ente algun par de regiones, pero no entre cual o cuales. Para ello se
considera ¢l método de Scheffé de comparacion multiple que no requiere tamafios
muestrales iguales (recuerdese que las regiones 1, 2 y 3, tienen los mismos tamafios
muestrales y la region 4 la mitad). Deshecha la transformacion de la variable, la
aplicacion de este test nos ofrece los siguientes resultados: las regiones 1, 2 y 4 tienen
valores similares, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre
ellas. La region 3 presenta valores aproximadamente dos veces mayores y con
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con ¢l resto de las regiones (tabla
y figura IV .4.2).
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: SN :
e e A P T e R AR RSO A ENER RS
S S Sy S
e

No Sig. p<0,05 No Sig.

No Sig. p<0,05 No Sig.

p<0,05 p<0,05 p<0,05

No Sig. No Sig. p<0,05

Figum IV.4.2.. Grosor (ym}, grupo control.

Celularidad

En el analisis de la varianza de la raiz cuadrada de la celularidad en los cuatro
grupos establecidos por los valores de la region, el p-valor asociado al estadistico

toma un valor de 0,0000, menor que « = 0,05, por lo que se rechazara la hip6tesis nula
que supondria iguales a los cuatro grupos.

Rechazada la hipétesis nula, se sabe que existe por lo menos una diferencia
significativa ente algun par de regiones, pero no entre cual o cuales. Para ello se
considera el método de Scheffé de comparacién multiple. Deshecha la transformacion,
la aplicacién de este test nos ofrece los siguientes resultados: las regiones 2 y 4 tienen
valores similares, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre
ellas. La region 3 presenta valores menores que el resto de las regiones, encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). La region 1 presenta una
celularidad significativamente mayor (p<0,05) que el resto de las regiones (tabla y
figura IV.4.3).
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% i i
& 3 p<0,05 p<0,05 p<0,05
: p<0,05 p<005 | Nosig.

. p<0,05 p<0,05 p<0,05

p<0,05 No Sig. p<0,05

Figura IV.4.3.- Celutaridad (células por 1000 ym3, grupo control

IV.4.3.- Grupo entrenado

Los datos de los ani-
males pertenecientes al gru- ..
po entrenado, en las cuatro Region 2
regiones de estudio sc Region 3
muestran en la tabla y en la

Caularidad Regmon
figuraIV.4.4. 35,91 437 jm Coarided &
Celularidad cbhulaa/1000mm2
.y 14,25+ 1,88
En la region 1 el céhalas/1000pm2 Grosr

grosor absoluto del cartilago
articular es de 13,51 + 2,58
um, el grosor relativo de ‘s 21,65+3,88
634 0.69 y Ia celularidad REBION 4 cihissio00mez
es de 28,10 £ 5,24 células/

1000 pum’. En la region 2 €l Figurs 1v.4.4.- Estudio por regiones del grosory Ia
grosor absoluto es de 12,83 celularidad del cartilago articular del
+ 2,36 um, el grosor relativo grupo entrenado

Gromor Catularidad
14,01+ 3,83 pm 28,10+ 5,24
Cdularidad cdtulas/1000pn2
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de 3,45+ 0,64, y la celularidad de 24,92 + 3,84 células /1000 um?. En la region 3 el
grosor absoluto alcanza las 35,91 + 4,37 pm, el grosor relativoes de 9,64 + 1,17y la
celularidad de 14,25 + 1,88 células/1000 um?. La region 4 tiene un grosor absoluto de
14,01 + 3,83 pm, un grosor relativo de 3,76 + 1,04 y una celularidad de 21,65 + 3,88
células/1000 pm? (Tabla y figura IV 4.4).

1351+£258 | 128312236 | 3591+ 437 | 1401+ 3,83

3632089 | 345064 | 9542117 | 3,76+ 1,04

281012524 | 2492+384 | 142521,88 | 21,65+3,88

IV.4.3.1.- Comparaciones intragrupo

Previamente, garantizamos la normalidad para las variables grosor y
celulanidad, a través del test de Kolmogorov-Smimov, obteniéndose para las variables
transformadas logaritmo neperiano del grosor y raiz cuadrada de la celularidad tos p
valores 0,209 y 0,261 respectivamente, lo que garantiza la normalidad con un ot = 0,05.

Se realiza una prueba de estabilizacion de la varianza sobre las mismas
variables transformadas, obteniendose los p valores de 0,176 para el grosor y 0,939
para la celularidad, lo que garantiza la igualdad de varianzas para un « = 0,05,

Para analizar el comportamiento de las cuatro regiones de estudio (subpobla-
ciones o grupos establecidos de la variable independiente), se realiza un analisis de la
vananza con un factor (region), tanto para el neperiano del grosor como para la raiz
cuadrada de la celularidad.

Grosor

En el analisis de la varianza del logaritmo neperiano del grosor en los cuatro
grupos establecidos por los valores de Ia region, el p-valor asociado al estadistico F
toma un valor de 0,0000, menor que & = 0,05, por lo que s¢ rechazara la hipétesis nula
que supondria iguales a los cuatro grupos.
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Rechazada la hipétesis nula, se sabe que existe por lo menos una diferencia
significativa ente algin par de regiones, pero no entre cual o cuales. Para ello se
considera el método de Scheffé de comparacién miltiple que no requiere tamafios
muestrales iguales (recuerdese que los tamafios muestrales son iguales en las regiones
1,2 y 3, teniendo la mitad de este tamaiio la region 4). Deshecha la transformacion, la
aplicacion de este test nos ofrece los siguientes resultados: las regiones 1 y 2 tienen
valores similares, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre
ellas, la region 4 es significativamente mayor que ¢llas (p<0,05) y menor que la region
3 que presenta valores aproximadamente tres veces mayores al resto de las regiones,

‘encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con el resto de las

regiones (tabla y figura IV 4.5).
s
NoSig. | p<005 | p<0o05
: No Sig. p<0,05 p<0,05
p<0,05 p<0,05 p<0,05
p<0,05 p<0,05 p<0,05

Figura IV.4.5.- Grosor (um), grupo shivenado.

condaBRER:

Celularidad

En el analisis de la varianza de la raiz cuadrada de la celularidad en los cuatro
grupos establecidos por los valores de la region, el p-valor asociado al estadistico
toma un vator de 0,0000, menor que & = 0,05 por lo que se rechazara Ia hipétesis nula
que supone iguales a los cuatro grupos.
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Rechazada la hipétesis nula, se sabe que existe por lo menos una diferencia
significativa ente algin par de regiones, pero no entre cual o cuales. Para ello se
considera el método de-Scheffé de comparacion multiple que no requiere tamaiios
muestrales iguales. Deshecha la transformacion, la aplicacion de este test nos ofrece los
siguientes resultados: las regiones son todas diferentes (p<0,05) de tal manera que la
de mayor celularidad es la regién 1, seguida por las regiones 2 y 4. Finalmente la region
3 tiene menor celularidad (p<0,05) que las demas (tabla y figura IV.4.6).

" e "
R "-’.-+_> S SRR epn

R R R e R SRRy

B : ; % :

L e o S D ot S

L,

p<0,05 p<0,05 p<0,05

p<0,05 p<0,05 p<0,05

p<0,05 p<0,05 p<0,05

P‘O- 05 p<0705 p<0 '05

Fgurs IV.4.8.- Colulriiad (c8l, 71000 m®), grupo enronaio,

IV.4.4.- Comparacion porregiones entre grupos control y entrena-
do.

IV.4.4.1.- Regién 1

Garantizamos la normalidad en relacion a las variables grosores absoluto,
relativo y celularidad, a través del test de Kolmogorov-Smimov y su variante de
Lillefors, obteniéndose para la variable transformada logaritmo neperiano del grosor
absoluto un p valor de 0,353 para el test K-S. El grosor relativo tiene un valor de 0,092
para el test K-S. La celularidad se comprueba con la variante Lillefors, obteniendose
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una p > 0,200. Con estos valores se garantiza la normalidad para un & = 0,05 en todos
los casos. '

La prueba de estabilizacion de la varianza (test de Levene) garantiza la
igualdad de varianzas para un & = 0,05. sobre las tres variables anteriores, obteniendo-
se los p valores de 0,625 para el grosor absoluto, 0,504 para el grosor relativo y 0,636
para la celularidad.

Grosores absoluto y relativo
Para establecer el efecto del entrenamiento, se realiza un anélisis de la varianza

con el factor grupo, para el neperiano del grosor absoluto y el grosor relativo,
obteniéndose que:

- Para ¢l grosor absoluto, el p-va-

lor asociado al estadistico F'LOMA  Foun VAT~ Compuaciin de grosarss v sbackace y rehron sty gripes
Raghsn 1

un valor de 0,003, menor que & =
0,05, por lo que se rechaza la
hipotesis nula gue supone la
igualdad de los dos niveles defi-
nidos por la variable grupo. El
grosor de los animales del grupo
control en la region 1 es signifi-
cativamente mayor que en los
entrenados (figura IV .4.7).

- En el grosor relativo obtenemos un p valor de 0,195 por lo que, al aceptar la

hip6tesis nula, no se pueden establecer diferencias entre ambos grupos (figura
IV4.7). ‘

Celularidad

FgraVAS des (céluins /4000 prwy

Para aveniguar el efecto del en-
trenamiento, se realiza un andlisis de la
varianza de la celularidad con el factor
grupo, obteniéndose que el p-valor aso-
ciado al estadistico F toma un valor de
0,416 mayor que & = 0,05, por lo que se

cooaB BB




202 Resultados

aceptara la hipétesis nula, no pudiendo establecer diferencias entre ambos grupos
(figura IV 4.8). '

IV.4.4.2.- Regién 2

Garantizamos la normalidad en relacion a las variables grosor absoluto, grosor
relativo y celularidad, a través del test de Kolmogorov-Smirnov y su variante Lillefors,
obteniéndose para la variable transformada logaritmo neperiano del grosor absoluto un
p valor de 0,079 para el test K-S. El grosor relativo tiene un valor de 0,104 para ¢l test
K-S. La celularidad se comprueba con la variante Lillefors, obteniéndose una p >
0,200. Con estos valores se garantiza la normalidad para un ¢ = 0,05 en todos los
Casos.

El test de Levene garantiza la igualdad de varianzas para un « = 0,05 de las
tres variables anteriores, obteniéndose los p valores de 0,421 para el grosor absoluto,
0,223 para el grosor relativo y 0,995 para la celularidad.

Grosores absolutos y relativos

Para establecer ¢l efecto del entrenamiento, se realiza un andlisis de la varianza
con el factor grupo, para el neperiano del grosor y el grosor relativo, obteniéndose que:

- Para el grosor absoluto, el p-

valor asociado al eStadiStiCO F'  pouy vas. Comparacin prosorss ny sbeshaos y ek sams opcs
toma un valor de 0,009, menor Ragin 2

que a = 0,05, por lo que se re-
chazard la hipétesis nula que
supone iguales a los dos niveles
definidos por la variable grupo.
El grosor de la region 2 en los
animales controles es significati-
vamente mayor que en los entre-
nados (figura IV .4.9).

- En el grosor relativo obtenemos un p valor de 0,328 por lo que, al aceptar la
hipétesis nula, no se pueden establecer diferencias entre ambos grupos (figura
IV.49).
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Celularidad

Para averiguar el efecto del en-  Fom VA1 Conpusin
trenamiento, se realiza un analisis de la
varianza con el factor grupo, obteniéndo-
se que el p-valor asociado al estadistico ' s
toma un valor de 0,0001, menor que ¢ = 10
0,05, por lo que s¢ rechaza la hipotesis
nula que supone iguales a los dos grupos
definidos por la variable. grupo. La celu- ] conn Ertrerado
laridad de la region 2 es significativamen-
te mayor en los animales del grupo entrenado (figura IV.4.10).

IV.4.4.3.- Regién 3

Garantizamos la normalidad para un & = 0,05 en las variables grosor absoluto,
grosor relativo y celularidad, mediante ¢l test de Kolmogorov-Smirnov y su variante
Lillefors. Para la variable transformada logaritmo neperiano del grosor absoluto se
obtiene un p valor de 0,376 para el test K-S. El grosor relativo tiene un valor de 0,376
para el test K-S y la celularidad se comprueba con la variante Lillefors, obteniéndose
una p > 0,200.

El test de Levene garantiza la igualdad de varianzas, para un ¢ = 0,05 de las
tres vaniables anteriores, obteniéndose los p valores de 0,397 para ¢l grosor absoluto,
0,741 para el grosor relativo y 0,607 para la celularidad.

Grosores absolutos y relativos

Para establecer el efecto del entrenamiento, se realiza un analisis de la varianza
con ¢l factor grupo, para el neperiano del grosor absoluto y el grosor relativo,
obteniéndose que:

- Para el grosor absoluto, ¢l p-valor asociado al estadistico 7/ toma un valor de
0,000 es menor que & = 0,05, por lo que se rechaza la hipotesis nula que
supone la igualdad de los niveles definidos por la variable grupos. El grosor
absoluto de la region 3 es significativamente mayor en los animales del grupo
entrenado (figura IV.4.11).
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- En el grosor relativo obtenemos
un p valor de 0,000 por lo que se
rechaza la hipétesis nula (dife-
rencia entre grupos control y
entrenado). En la region 3, el
grosor relativo es significativa-
mente mayor en los amimales
entrenados (figura IV.4.11).

Celularidad

Para establecer el efecto del
entrenamiento, se realiza un analisis de la
varianza con el factor grupo, obteniéndo-
se que el p-valor asociado al estadistico F
toma un valor de 0,258 mayor que « =
0,05, por lo que se aceptara la hipétesis
nula gue supone iguales a los dos niveles
definidos por la variable grupo, no pu-
diendo encontrar diferencias entre los
animales controles y entrenados para la
region 3 (figura IV .4.12),

IV.4.4.4.- Regién 4

ocandaBRERS

[ gy
SN ADEONLD

Flowa VA2 G " ridades (céhules /1000

Garantizamos la normalidad para un e = 0,05 en las variables grosor absoluto,
grosor relativo y celularidad, a través del test de Kolmogorov-Smirnov y su variante de
Lillefors. Para la variable transformada logaritmo neperiano del grosor absoluto se
obtiene un K-8 Lillefors con p>0,200. El grosor relativo tiene un valor de 0,074 para
el test K-S. La celularidad se comprueba con la vanante Lillefors, obteniéndose una p

> 0,200,

El test de Levene garantiza la igualdad de varianzas para un ¢ = 0,05 en las
tres variables anteriores, obteniéndose los p valores de 0,054 para el grosor absoluto,
0,146 para el grosor relativo y 0,123 para la celularidad.
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Grosores absolutos y relativos

. Para averiguar el efecto del entrenamiento, se realiza un analisis de la varianza
con el factor grupo, para el neperiano del grosor absoluto y el grosor relativo,

obteniéndose que:

- Para el grosor absoluto p-valor
asociado al estadistico F toma
un valor de 0,847 mayorque @ =
0,05, por lo que se acepta la
hipdtesis nula que supone los
dos grupos definidos por la va-
riable grupos son iguales, no
pudiéndose, de este modo, esta-
blecer diferencias significativas
entre fos animales controles y los

Rgura VA3 <

anka goupea

entrenados para esta region 4 (figura IV.4.13).

- En el grosor relativo obtenemos un p valor de 0,484 por lo que, al aceptar la
hipatesis nula, no se pueden establecer diferencias entre ambos grupos (figura

IV.4.13).

Celularidad

Para conocer el efecto del entre-
namiento, se realiza un analisis de la
varianza con el factor grupo. Se obtiene
un p-valor asociado al estadistico F de
0,709, que es mayor que o = 0,05, por lo
que s¢ acepta la hipotesis nula que supo-
ne iguales a los dos mveles definidos por
la variable grupo, no pudiendo encontrar
diferencias entre los animales controles y
entrenados para la regién 4 (figura
IV4.14).

15
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IV.5.- Estudio cualitativo de los cartilagos articular y epifisa-
rio, y del compartimento subcondral (material y metodos, pg. 171)

IV.5.1.- Grupo control

Con la finalidad de extraer patrones comunes en relacion a las variables
cualitativas, realizamos una descripcion conjunta de los seis animales del grupo control,
resefiando, en su caso, €l animal o animales que presentan comportamientos diferentes.

IV.5.1.1.- Cartilago articular
IV.5.1.1.1.- Definicién zonal por regiones

A continuacion presentamos las caracteristicas histologicas que permitiran
reconocer la presencia o no de las distintas capas, zonas o estratos del cartilago

articular. Todo ello sera expuesto en una tabla para cada una de las regiones
morfofuncionales en que hemos dividido al cartilago articular.

Zona | o tangencial Es dificil separarlas. Su grosor es similar al que tienen en otras regiones

Y, en conjunto, ocupan la préctica totalidad del espesor del cartilago y.
Desde el tidemark hacia la superficie las células tienen disposicidén
tipica de zona II.

Zona il o de transicién

Zona Ml o radial No existe disposicién celular gue permita identificarla.

Interfase 4V o linea Existe pero estd poco marcada, con menor intensidad que en la regioén
de marea (tidemark} siguiente. Esta débil apetencia tintorial coincide con una disminucién
generalizada para la SO en la capa subyacente,

Zona IV o mineralizada | Presenta escaso grosor, con una o dos capas de células que tienen
tendencia a la formacién de grupos isogénicos con disposicién paralela
a la superficie y compuestos por dos células.
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Zona | o tangencial

it R o

Presenta dos filas de células aplanadas, con su didmetro mayor paralelo
a la superficie y muy préximas entre si.

Zona |l o de transicion

Es de menor grosor que su correspondiente en la region 3. Se encuen-
tran grupos isogénicos de dos células, que estén separados entre si y
que se orientan siguniendo direcciones paralelas a la superficie articular,
de tal manera que las células se sitian una al lado de la otra yno en
todas las direcciones, como suele ser habitual.

Zona It o radial

También presenta menor grosor que en la regién 3 pero, alin asi,
representa la porcion més importante del cartilago no mineralizado. Sus
células muestran tendencia a la disposicion columnar y, debido a la
importancia relativa de esta capa, parece como si todo €l cartilago no
mineralizado adquierese disposicién radial.

interfase 14V o linea de
marea (tidemark)

Existe un linea de marea en toda la regién que es casi siempre doble o
triple. La linea mas profunda del tidemark limita por debajo a la zona
IV, separindola del teyido subyacente.

Zona IV o mineralizada

EstA bien definida y sus células se disponen de forma distinta a la
region 3: son células aisladas que raramente forman grupos isogénicos
y no mantienen disposicién radial.

Zona | o tangencial

Rt ndmiinioni e S dtaniberiias
Esta constituida por una sola fila de células, aisladas y ampliamente
separadas entre si. Estos condrocitos son aplanados, con su didmetro
mayor paralelo a la superficie.

Zona |l o de transicién

Es de mayor grosor que la anterior, es muy celular, con poca cantidad
de matriz. Sus condrocites, redondeados y de mayor tamaifio que en la
zona anterior, s¢ disponen en 2 o 3 capas y llegan a formar grupos
isogénicos, :

Zona Il o radial

Sus células presentan una disposicion claramente radial y representan
casi todo el grosor del cartilago, aunque donde existe zona IV disminu-
ye su grosor. La proporcion matriz/célula es mayor que en la zona
suprayacente y que en la regioén 2.

Interfase MV o linea de
marea (tidemark)

En la porcién central de esta regién no esta definido y comienza a
hacerse evidente al acercarse a sus extremos anterior y posterior. En la
regién de transicién 3-4 existen maltiples lineas de marea: 2,3, 4y, en
algunos casos, hasta 6, mientras que en la regién de transicion 3-2 es
simple y, en ocasiones, doble.
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Zona IV o mineralizada

Sélo en las regiones de transicién se cumplen los reguisitos para
considerar la presencia de una verdadera zona IV. Las células son de
menor tamaiio que en la capa suprayacente, se encuentran aisladas y
con mucha matriz intercelular, con ligera tendencia a la radializacién,

Zona | o tangencial

Zona li o de transicién

Aunque no existe un patrén comin para todos los animales, en la
mayoria de los casos puede describirse la presencia de zonas [ y IL. El
grosor relativo de las mismas varia en cada caso. La zona I estd formada
por una capa de células aplanadas y paralelas a la supetficie; la zona II
estd integrada por 2 o 3 capas de células més redondeadas.

Zona lll o radial

Sélo en dos animales se aprecia una discreta disposicion radial de las
celulas en la zona profunda, sin que se pueda considerar una zona IIl
propiamente dicha.

Interfase llI4V o linea de
marea (tidemark)

Es multiple y las lineas estn perfectamente definidas.

Zona IV o mineralizada

Es muy delgada, formada por una fila de células hipertréficas.

IV.5.1.1.2.- Caracteristicas estructurales

Regularidad | La superficic dei cartilago articular es lisa en todos los animales, no aprecidndose
superficial en ella alteracién o itregularidad alguna.

Integridad La continuidad del tejido se conserva en cinco casos, mientras que en el restante
estructural (animal nimero 4) se observan grietas perpendiculares a 1a superficie en la region
de mayor carga, que alcanzan a la zona més profunda y no se acompafian de otras
alteraciones.

generales del
componente
celular

distribucién
generales del
componente

Aspecto y El aspecto y la distribucidon general de ambos componentes es normal y se
distribucién | corresponde con la edad de los animales. La descripcion detallada de los mismos,
para cada una de las regiones ya se hizo en el apartado anterior y resulta
completada con el estudio de las apetencias tintoriales que se recoge en el apartado
siguiente. )

Aspecto y Podemos decir que sblo existen variaciones en dos casos:

— En el animal 1 aparecen grandes espacios sin presencia celular en las zonas
LI de la region 1, sin signos aparentes de necrosis.

matricial - En el animal 4 cuyas alteraciones ya han sido descritas.
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IV.5.1.1.3.- Apetencias tintoriales de la matriz extracelular

Regidn 1

SRR AR,

Comparada con la regién 3 se observa una
escasa apetencia por'la 8O y un predominio
del FG en el cartilago no mineralizado. En la
zona IV la apetencia por la SO también es
menor que en la regién 3, sobre todo en las
propias lineas del tidemark y en la matriz
territorial.

La matriz territorial se tifie con APA. En la
matriz interterritorial predomina la apeten-
cia por ¢l EB en las zonas I y IV y coexiste
con el APA en zona II (recuérdese que no
existe zona IM).

Regién 2

El FG predomina en la zona L En las zonas I
y III coexisten, sin diferencias entre la MT y
la MIT, las apetencias por la SO y el FG, sin
que ninguna de las dos sea intensa ni predo-
minante. En la zona IV la apetencia por la SO
es clara, sobre todo en la MT y en el tide-
mark. Sin embargo su intensidad es menor
que en la regidn 3.

La matriz territorial se tifie con APA . Enla
matriz interterritorial predomina el EB en
las zonas I y IV, coexiste con el APA en las
zonas Iy IIL

" Regi6n3

Laapetencia por 1a SO tiene su mayor intensi-
dad en la zona mas profunda (zona minerali-
zada). Tiiie también la matriz interterritorial
del cartilago no mineralizado y se atena
progresivamente hacia la superficie, donde
hay mayor apetencia por el FG. A medida que
nos acercamos a los mérgenes de la region, la
apetencia por el FG alcanza también a la zona
I

El1 APA tifie la matriz territorial de todos los
condrocitos, con independencia de la zona
estudiada. En la matriz interterritorial, las
zonas I, Il y IV muestran apetencia intensa
por el EB, mientras en la zona If predomina
el APA. Sin embargo, en la zona Ifl, a medi-
da que nos acercamos & las regiones de
transicion, la apetencia por el APA ya no
queda restringida a la matriz territorial, si
no que también se extiende a la interterrito-
rial.

Region 4

En las zonas 1 y II existe un predominio abso-
luto del FG, con ausencia completa de SO.
(Es conveniente recordar que no existen

zonas II ni IV).

La matriz territorial tiene apetencia por el
APA. En la matriz interterritorial predomina
el APA en todas las capas, excepto en pe-
quefios espacios de la zona profunda.

IV.5.1.2.- Cartilago epifisario

IV.56.1.2.1.- Caracteristicas estructurales

Conviene recordar que se trata del tejido presente entre la zona mineralizada del
cartilago articular y el hueso subcondral. En general, podemos decir que este tejido se
organiza en dos estratos; uno superficial integrado por células separadas y de pequefio
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tamafio; otro profundo compuesto por células de gran tamaiio y que ocasionalmente
forman grupos isogénicos.

Regi6n 1

Se observa una zona de cartilago epifisario, cuyo grosor es mucho menor que en la
region siguiente, llegando incluso a desaparecer. De las dos capas en que normalmente
se organiza el tejido epifisario de otras regiones, la profunda esta casi ausente y, cuando
existe, se localiza en las escasas interdigitaciones entre este tejido y el componente
subcondral.

Regidn 2

Se encuentra una zona de cartilago epifisario de grosor variable. En ella se pueden
reconocer dos capas: las més superficial presenta células pequefias que se distribuyen
de forma aislada.o en grupos isogénicos, y la mas profunda, muy reducida en grosor,
esta formada por grupos isogénicos con célules hipertréficas.

Regidn 3

Apenas existe cartilago epifisario: s6lo hay células aisladas. En los extremos de esta
region, donde se produce la transicién con las regiones vecinas, adquiere mayor grosor
y esta constituido por dos capas mas delgadas que en la regién 2.

Regién 4

No existe evidencia de tejido epifisario.

IV.5.1.2.2.- Apetencias tintoriales de la matriz extracelular

Aunque la matriz muestra apetencia por el
EB y el APA, la intensidad de la primera
es ligera, mientra que la del segundo pre-
domina. La MT presenta apetencia exclusi-
va por el APA.

La intensidad por la 8O es menor que en
la zona IV v se parece a la de las zonas I y
1 Il del cartilago articular.
(Recuérdese que en la regién 3 practica-
mente no existe tejido epifisario).
2
3
4 No existe cartilago epifisario.

La matriz territonal se tifie con APA v, con
respecto a la region anterior, en la interte-
mitorial se incrementa la intensidad de la
apetencia por el EB.

(Recuérdese que en las regiones 3 y 4
practicamente no existe tejido epifisario).

IV.5.1.3.- Compartimento subcondral

Region 1

Encontramos una disposicién continua del hueso subcondral, de manera que se forma
vna lémina horizontal de tejido 6seo, en la que se interdigita el cartilago. A dicha
lémina llegan escasas trabéculas dseas de segunda generacion, separadas por grandes
espacios ocupados por médula 6sea. Las trabéculas de segunda generacién, que
alcanzan oblicuamente a la lamina dsea subcondral, son ramificaciones de 4 o 5
trabéculas Oseas subyacentes, gruesas y de primera generacion.
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Regién 2

La lamina horizontal de tejido 6seo no aparece tan claramente como en la region 1,
porque el cartilago s¢ interdigita con mayor profusién. A dicha lamina llegan mayor
numero de trabéculas dseas de segunda generacion y con menor grado de oblicuidad que
en la regién anterior.

Regién 3

En la vecindad de la region 4 hay una placa de hueso subcondral a la que llegan
trabéculas de primer orden (“pilares”) en disposicion perpendicular. Esta situacién se
va modificando a medida que nos acercamos a la regién 2, pues la placa deja de ser
continua, porque estd interrumpida por ostecide, que se encuentra formando ¢l cje de
las trabéculas y que es mas abundante en los margenes de la region, sobre todo en el
anterior. Estas trabéculas suelen ser de segundo o tercer orden y se encuentran en
nimero muy elevado, tomando el aspecto de una “masa trabecular”.

Region 4

Hay una fina lamina de hueso horizontal paralela a la superficie. Pricticamente no
existen trabéculas y la médula dsea esth separada del cartilago por esta fina capa de
hueso.

IV.5.2.- Grupo entrenado

En la presentacion de los resultados hemos optado por la utilizacion de tablas para
que el lector ubique con mas facilidad la region y la zona que se describen en cada
momento. Ademds, al figurar en el mismo cuadro la informacién referente a distintas
zonas, regiones ¢ incluso animales, las comparaciones se pueden establecer de manera
mas sencilla.

Siempre que fue posible, extrajimos patrones comunes en la descripcion de las -
variables, realizando un tratamiento conjunto de los 6 animales det grupo entrenado, -
bajo el epigrafe de “Descripcion general”. Cuando esto no fue posible o algin individuo
escapaba a este comportamiento comiin, se recogio la informacion bajo el epigrafe de
“Descripciones particulares™,
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IV.5.2.1.- Cartilago articuiar

IV.5.2.1.1.- Definicién zonal por regiones

Se consideran juntas las tres zonas porque en ningun caso fue posible identificarlas
separadamente. Con las salvedades que se describen a continuacién, podemos decir que las
células tienden a ser planas y con disposicion horizontal en las zonas més superficiales, y que
se hacen més redondeadas y sin orientacién definida en los estratos subyacentes. En algunos
casos se observa cierta tendencia a la radializacién en los estratos més profundos.

Con respecto a los controles, tienen mayor disposicién horizontal en el estrato superficial y
orientacion peot definida en las porciones subyacentes.

Con respecto a la regidn 3 del mismo grapo, 1o se identifican las zonas

Animal 7.- No es posible identificarlas aisladamente. Es de aspecto muy celular, con pocas
células tipicamente aplanadas, la mayoria son células algo més redondeadas, con nicleos
muy tefiidos. En la porcién superficial se orientan paralelas a la superficie. Por debajo se
disponen sin una orientacioén definida, aunque en las porciones mas profundas se aprecia
cierta tendencia a la radializacién. Asi se alcanza la zona profunda, por lo tanto, no existe
una zona I claramente definida..

Animal 8.- Se diferencia del anterior en que las células se disponen sin orentacién definida,
mientras los grupos isogénicos se sitGan horizontalmente.

Animal 9.- Encontramos dos o tres capas con células aplanadas y paralelas a la superficie,
aunque muchas de ellas estan hipertrofiadas y con un aspecto mas redondeado. Al contrario
de los animales anteriores no existe evidencia alguna de radializacién celular y por tanto
de zona II.

Animales 10, 11 y 12.- No se puede identificar estratificacién alguna. Desde la superficie a la

profundidad encontramoes muchas células redondeadas, muy abundantes en la mitad

superficial y mas escasas y con menor tamafio en la mitad inferior.

En todos los animales entrenados se encuentra un tidemark bien definido, en ocasiones, doble
o triple.

Con respecto a los controles, esti mejor definido.

En la regidn 3 del mismo grupo, no existe.
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{ Es delgada en todos los casos y esta formada por 1 o 2 capas de células de tamafios y con
| orientaciones distintas

| Con respecto a los controles, presenta menor uniformidad en la forma y tamafio celulares, no
] forma grupos isogénicos y carece de disposicién horizontalizada.

1 La region 3 del mismo grupo carece de zona IV.

Animales 7 y 12.- Es muy delgada, con grupos isogénicos dispuestos en una o dos hileras
horizontales. Dichos grupos estin constituidos por 2 a 5 células en el primer animal y
solamente 2 en el segundo.

| Animal 8.- En el animal nimero 8 se encuentran escasas células con caracteristicas tipicas de
esta zona, mientras que abundan células hipertréficas de gran tamafio que recuerdan a las
del cartilago epifisario.

| Animales 9, 10y 11.- Encontramos una o dos capas de células hipertrofiadas, horizontalizadas
: en el animal 9 y sin orientacién predominante y formando, a veces, grupos isogénicos en
los animales 10y 11.

] Las células, algo redondeadas, estan dispuestas en una o dos capas.
| Con respecto a los controles, las células son menos aplanadas.
| Con respecto a la regidn 3 del mismo grupo, las células estin més separadas.

Animales 7, 9, 10 y 12.- Las células son especialmente redondeadas, mas gruesas y mis
: cercanas entre si.

| Presenta un grosor reducido. Las células son de un tamafio pequefio y constituyen grupos
{ isogénicos de 2 a 4 células pricticamente en la totalidad de la regién.

Con respecto a los controles, los grupos isogénicos no presentan una orientacién paralela a la
] superficie articular.

| Con respecto a la regidn 3 del mismo grupo, las células son de menor tamafio.

Animales 8 y 11.- Es similar a la de los pertenecientes al grupo control.
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| celular claramente radial.

Con respecto a los controles, es mas pruesa y la disposicién radiada es més evidente.
Con respecto a la regidn 3 del mismo grupo, presenta un grosor més reducido, con disposicién

1 Animales 10 y 12.- Aparecen bastantes espacios sin presencia celular o con células muertas,

que alteman con porciones normales (fotografia 8, Anexo |, pg. 1/9).

Con respecto a los controles, esti menos definido y, aunque es miltiple, las lineas se presentan

mas separadas y menos nitidas.
En la regidn 3 del mismo grupo, no existe,

| Animales 8, 9 ¥ 1L.- En ellos la linea de marea més superficial estd mejor definida.

Es gruesa, llegando a representar la mitad del grosor del cartflago, y con importante
proliferacton celular.

Con respecto a los controles, es mas gruesa y con mayor proliferacién celular.

Con respecto a la region 3 del mismo grupo, también es ligeramente més gruesa,

Esta formada por una o dos filas de células. Los condrocitos son aplanados (animales 8 y 9),
o algo mas redondeados (animales 7 y 10), pero siempre con su didmetro mayor paralelo a la
superficie. En el animal mimero 8 existe un nimero importante de células muertas, lo que hace
que las células vivas estdn mas separadas entre si.

Con respecto a los controles, ests formada por una capa mis de células que se encuentran mas
préximas entre si.
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| Animal 11.- No se identifica ¢l estrato tangencial, las células existentes son ovaladas,
hipertroficas y muy distantes entre si.

{ Animal 12.- Presenta un aspecto similar a los animales del grupo control (una fila de célutas
planas de distribucién tipica).

Con respecto a los controles, las células estin separadas por mayor cantidad de matriz,

Animal 7.- Esta zona es de menor grosor que en los controles y aparentemente presenta menos
células con més cantidad de matriz intercelular.

Animales 8- Es dificil diferenciarla del estrato superficial porque las c€lulas de la zona I tienen
cierto grado de hipertrofia. Existen grupos isogénicos pequefios, distantes entre si y més
separados por matriz que en los controles, pero hacia la profundidad desaparecen los
grupos isogénicos y se encuentran células pequefias y redondeadas con una distribucién
aparentemente andrquica. ,

[En estos animales (7 y 8} la capa Il estd muy adelgazada como consecuencia del predominio

de la zona Il subyacente. |

Animales 9 y 10.- Existen grupos isogénicos pequefios, distantes entre si y mas separados por
matriz que en los controles, constituyendo una zona II perfectamente definida y dificil de
discernir su limite con la “supuesta™ zona I,

Animal 11.- Esta zona queda practicamente reducida a una o dos hileras de células agrupadas
en parejas y por debajo se continiia con la porcién mas superficial de una zona I muy
alterada.

Animal 12.- Se aprecian dos filas de células. La primera contiene células de aspecto més

aplanado y la segunda estd formada por grupos isogénicos pequefios, con células

redondeadas y més separadas entre si que en los controles.

Aun con ciertas variaciones entre ellos, 1a zona III predomina en el grosor total del cartilago.
Hacia la porcién anterior existen tipicas columnas verticales (disposicién claramente radial),
con células finalizando procesos mitdticos. Hacia la porcién posterior, y en su mitad profunda,
se aprecia una desestructuracién importante, que se describird mas adelante. E]l animal nimero
9 tiene una disposicion celular desordenada que se extiende por delante del defecto estructural.,
Con respecto a los controles, se diferencian fundamentalmente por la actividad mitética y por
la presencia de alteraciones estructurales.
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Animales 8 y 10.- Las células son redondeadas, individuales (rara vez forman un grupo
isogénico) y no conservan el patron radial. Este aspecto “desordenado™, predormina en el
grosor total del cartilago. También aparecen alteraciones estructurales, mas Hamativas que
en los animales anteriores, que se describen en el siguiente apartado..

El tidemark sélo aparece en las regiones de transicion y es miltiple.
Con respecio a los controles, presenta una multiplicidad menor.

Animales § y 10.- No existe linca de marea en toda 1a amplitud de la regién.

Es dificil hablar de una verdadera zona IV porque no existe tidemark.. El grosor es pequeiio,
a expensas de la zona [l suprayacente. Las células, estan aisladas, son de menor tamaiio que
en la zona III pero presentan poca matriz intercelular.

Con respecto a los controles, alli donde existe es de menor grosor y la matriz intercelular es
InAs escasa.,

Animales 8 y 10.- La capa de cartilago mineralizado es mas delgada que en el resto de los
animales. -

Hay una o dos filas de células planas ligeramente hipertréficas, con frecueates grupos
isogénicos de 2 células.

Con respecto a los controles, es mis gruesa y con células de mayor tamaiio.

En la regidn 3 del mismo grupo, las células estin mas hipertrofiadas.

Se puede identificar en todos los animales con presencia de grupos isogénicos.
Con respecto a los controles, su presencia es mis constante, con mayores grosor y cantidad de
grupos isogénicos.

Con respecto a la regidn 3 del mismo grupo, tiene un grosor relativo mayor y menor cantidad
de matriz intercelular.
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Animales 10 y 11.- Al carecer de zona III, llega hasta el tidemark.

Sélo esth presente en cuatro animales, con un débil intento de radializacion.
Con respecto a los controles, aparece en mayor niimero de animales pero con un aspecto
similar.

Con respecto a la region 3 del mismo grupo, aparece con menos frecuencia, con menor
definicién y con menor grosor relativo (recuérdese que en la region III estaba muy bien definida
y representaba la mayor parte del grosor del cartilago).

Es multiple y est4 bien definido.
Con respecto a los controles, es similar.
En la regidn 3 del mismo grupo, no existe,

Esta formada por una o dos filas de células hipertréficas que forman grupos isogénicos
Con respecto a los controles, presenta una capa mds de células y forman grupos isogénicos.
En la region 3 del mismo grupo, no existe o es muy delgada. '

Animal 7.- En este caso est4 radializada.
Animal 12.- Casi no hay células.

1V.5.2.1.2.- Caracteristicas estructurales

La superficie articular es lisa en casi todos los animales, a pesar de la presencia de abultamientos
en algunos.

Animal 7.- Se observan sendos abultamientos en las regiones de transicién (limites anterior y
posterior de la regién 3). Da la impresion de que el hueso subcondral se acerca hacia la
superficie, formando un dngulo situado justamente bajo el abultamiento (fotografia 10, Anexoi,
pg. 19). Al mismo tiempo, aparenta un aplanamiento de la regién 3 y provoca una angulacion
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mayor en el lugar de continuidad con las regiones vecinas, rompiende la suavidad de la curva
del perfil condileo

Animales 9 y 12.- También presentan abultamientos, pero de menor intensidad.

Animal 11.- Presenta algunas irregularidades en la transicién de las regiones 3 y 4,

En dos animales (8 y 11) se observan grietas o dehiscencias perpendiculares a la superficie que se
encuentran inmersas en la zona Il de las porciones anterior y posterior de la region 3, coincidiendo
con los lugares en los que se aprecia una importante depleccién de proteoglucanos.

Con respecto a los controles, la integridad estructural esta alterada.

Animal 8.- Las fisuras son de escasa longitud (entre una y dos veces el didmetro de los condrocitos
vecinos) y en ningin caso alcanzan la superficie.{fotografia 11, Anexo I, pg. I/£0).

Animal 11.- Las grietas se localizan debajo de las irregularidades superficiales en la transicién de
las regiones 3 y 4.

En todos los animales se aprecian defectos estructurales de caracteristicas similares, localizados en
la porcidn profunda de la zona II correspondiente a la region de maxima carga. La extension de los
defectos y la intensidad de sus manifestaciones son distintas para cada animal. Estos defectos
consisten en: una pérdida de apetencia matricial por la SO, lo que hace mas visibles las fibras de
coldgeno de aspecto ondulado, la aparicion de grandes espacios acelulares, en algunos casos debidos
a necrosis celular (fotografia 12, Anexo I, pg. 1/10); y una desorganizacion de la disposicién celular.
En los controles, no existen.

Animales 7.- Se localizan en la Zona profunda de la regitn 3 (cerca de la regién 2 y en la vecindad
de laregion 4, aunque mds intensamente en esta Gltima), por encima del tidemark (fotografia 12,
Anexo |, pg. 110).

Animales 8 y 10.- Las células son redondeadas, individuales (rara vez forman un grupo isogénico)
y no conservan el patron radial. Este tejido “desordenado”, predomina en el grosor total del
cartilago. Los defectos aparecen en toda la extensién de la zona profunda de la regién 3
{fotografia 13, Anexo |, pg. I/11), Se aprecia depleccién de PG y muerte celular, siendo mas
intensas en la regién de transicién 3-4, incluso por debajo del cartilago mineralizado. Las fibras
de coldgeno tienen una disposicién multidireccional (no radial) y muestran apetencia por el
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APA. En general toda esta region 3 es de aspecto friable. La intensidad de las manifestaciones
es menor en el animal 10.

Animal 9.- Las alteraciones afectan también la mitad posterior de la region 3, y el tejido presenta
ausencia practicamente total de células,

Animal 11.- Las alteraciones de la matriz afectan a la mayor parte del grosor del cartilago en la
region de transicién 3-4 y la mitad posterior de la regién 3.

Animal 12.- Las alteraciones son intensas . y se ubican en la transicion de las regiones 3 y 4, sin
llegar a afectar a la region 3.

Entre las alteraciones encontradas figuran la aparicién de espacios sin células, cierto desorden en
la disposicién celular, con grados diferentes segin el animal.

Animsal 7.- En todas las zonas encontramos lugares con ausencia de células, aunque predominante-
mente en las capas I y II. Los nicleos celulares aparecen mas tefiidos con hematoxilina que en
los animales controles, son mas cromaticos.

Animal 8.- Existe un nimero importante de células redondeadas y de gran tamafio (hipertroficas),
de disposicién desordenada e independientes (no dispuestas en grupos isogénicos), localizadas
en teda la extension de la region 3, en las zonas profundas.

Animal 9.- Ocurre lo mismo que en el animal 8, pero con una intensidad menor. Hacia la parte
anterior de la regién 3, encontramos un pequefic desorden de la distribucion celular, similar,
aunque en mucho menor grado que en el animal 8. Por delante se vuelve a encontrar la
disposicion radial tipica de la zona IIL

IV.5.2.1.3.- Apetencias tintoriales de la matriz extracelular

Region 1

La apetencia por la SO es similar en casi todo
el cartilago, aunque mas intensa en el tide-
mark v en la matriz territorial de la zona [V
Con respecto a los controles, 1a apetencia por
la SO es mucheo mayor.

Con respecto a la regidn 3 del mismo grupo,
ligeramente menor.

Las apetencias tintoriales son intensas y se
observa una redistribucion: la matriz interte-
mitorial de las zonas I y 1T estin muy teflidas
con APA.

Con respecto a los confroles, hay mayor
intensidad de la coloracién y una redistribu-
cién: el APA alcanza la zona I, que en los
controles se tifie con EB.

Con respecto a la region 3 del mismo
grupo, aumenta la apetencia por el APA en
la matriz interterritorial de las zonas I-IL
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Regién 2

Presenta la maxima intensidad en la linea de
marea y en Iz matriz territorial de la zona IV
Con respecto a los controles, 1a apetencia por
la SO tiene la misma distribucion pero es mas
intensa.

Con respecto a la regidn 3 del mismo grupo,
es similar en el cartilago no mineralizado
(recuérdese que en la regién 3 no existe
cartilago mineralizado).

tifie predominantemente las zonas I, T y IV.
El APA tifie las matrices territorial e interte-
rritorial de la zona II. En cambio, en la
mitad proxima & la region 1, el APA se
encuentra circunscrito a la matriz territorial
y el resto presenta una apetencia clara por el
EB.

Con respecto a los controles, es mas intensa
la coloracién y la porcion anterior de esta
regién no conserva la apetencia generalizada
por el APA.

Con respecto a la region 3 del mismo
grupo, s0lo se diferencia en una apetencia
ligeramente menor por el EB que es mas
llamativa en la zona II.

Regién 3

La apetencia por la SO estd redistribuida
(llega hasta la superficie) y es muy intensa. Se
encuentra una disminucién importante en los
defectos estructurales antes referidos.

Con respecto a los controles, alcanza niveles
mas superficiales y es mucho mas intensa.

Llama la atencién el incremento generaliza-
do de la apetencia por el EB. El APA queda
restringido a la matriz territorial. Las irre-
gularidades superficiales de las regiones de
“transicion” muestran apetencia exclusiva
por el EB en la matriz que corresponde a la
zona L. En aquellos lugares en los que existe
una depleccion de PG, con matriz deteriora-
day fibras desnudas y onduladas, existe una
apetencia clara por el APA.

Con respecto a los controles , 1a apetencia
de la MT por el APA estd mas reducida en
extensién y la de la MIT por el EB muy
incrementada.

Regi6n 4

La distribucion de la SO no es uniforme y
tiene menor intensidad en el cartilago no
mineralizado,

EI FG sélo se manifiesta en la zona L.

Con respecto a los controles, la apetencia por
la 50 esta muy aumentada.

Con respecto a la regidn 3 del mismo grupo,
se encuentra una apetencia similar

Predomina el EB y el APA estd restringido
a la matriz territorial de todas las células
vivas y a la interterritorial de la zona 11
Con respecto a los controles, hay mayor
intensidad de la coloracién y una redistribu-
cion del EB, que tiiie practicamente toda la
MIT del cartilago. E1 APA queda restringido
a la MT, con escasa presencia en la MIT de
lacapall

Con respecto a la regidn 3 del mismo
grupo, el APA tiene mayor presencia en la
MIT de la zona II.
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IV.5.2.2.- Cartilago epifisario

IV.5.2.2.1.- Caracteristicas estructurales

] No es posible identificar caracteristicas comunes a todos los animales.

1 Animal 7.- Estd presente de manera constante, con mayor grosor que en los controles y con las

Animal 8.- El grosor es menor que en los controles y las células se disponen en las dos capas

| Animales 9 y 12.- Esta muy reducido, se limita a la profundidad de las interdigitaciones.

dos capas bien definidas (recuérdese que en los controles no existia siempre y la capa
profunda, cuando aparecia, quedaba restringida a las escasas interdigitaciones). Llama la
atencion la disposicién de las células en hileras paralelas a la superficie (fotografia 14,
Anexo |, pg. I111).

tipicas pero con una orientaciéon claramente horizontal.

Practicamente no existe capa superficial y las células de la capa profunda no estin

horizontalizadas, por lo que guarda parecido con los animales controles.

Animal 10.- Existe tejido epifisario en toda la regién, formado por dos capas y con predominio
de 1a capa profunda, cuyas células, hipertroficas, carecen de una orientacién predeminan-
te.

Animal 11.- Se parece al 10 pero no es posible la discriminacién en capas. Las células

incrementan su tamafio desde la superficie hacia la profundidad y llama la atencién la

enorme actividad proliferativa {fotografia 15, Anexo §, pg. 112).

entre los distintos animales. Estd constituida por dos capas: la més superficial, presenta
numerosas células pequefias (muchas mas que la profunda) que se distribuyen de forma aislada
o en grupos isogénicos; las més profunda estd formada por grupos isogénicos con células
hipertréficas.

Con respecto a los controles, presenta mayor grosor.

El cartilago epifisario aparece solamente en los lugares de transicion con las regiones vecinas,
donde su aspecto es variable.
Con respecto a los controles, es similar.

Animales 7, 9, 11 y 12.- Las células, hipertréficas y escasas, tienen una orientacién
radializada. Hacia la porcion anterior desaparece la radializacion en el animal 12 y en los
animales 7y 11 se encuentran células de menor tamafio (tipicas de capa superficial) ¥

£5casas.
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Animales 8 y 10.- Este tejido es practicamente inexistente.

La intensidad por la SO es menor que en
la zona IV y se parece a la de las zonas I
y I del cartilago articular.

{Recuérdese que en la regién 3 préctica-
mente no existe tejido epifisario).

Es muy similar a los coniroles.

RS

El APA predomina en la MT de todas las
regiones, mientras que en la MIT coexiste
con el EB. La apetencia por el EB es mas
intensa en las regiones 1 y 4.

Con respecte a los controles, la MIT
presenta mayor apetencia por el EB.

IV.5.2.3.- Compartimento subcondral

r

Practicamente no existe lamina de tejido 6seo horizontal. Las trabéculas alcanzan el cartilago
articular son delgadas y casi sin ramificaciones.
Con respecto a los controles, no existe disposicion continua del hueso, no se identifica una
lamina 6sea horizontal y las trabéculas son mas delgadas.

Con respecto a la regidn 3, las trabéculas son mas gruesas y menos frecuentes,

El compartimento subcondral inmediatamente subyacente al cartilago de la region 2 tiene un
aspecto similar al

Animales 7 y 9.- Las trabéculas llegan directamente al cartilago articular. Son mas finas, mas
frecuentes y menos ramificadas que en los controles. En consecuencia, hay mayor nitmero
de espacios ocupados por médula dsea y menor continuidad del hueso. El grado de

osificacién es mayor en el animal 9.

Animales 8, 10, 11 y 12.- Las trabéculas no alcanzan el cartilago articular directamente. Entre
ambos se encuentra gran cantidad de hueso y osteoide interdigitados con el cartilago
epifisario. El grado de osificacion es mayor en el animal 11.
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Cambia la arquitectura con respecto a los controles: las trabéculas tienen una disposicién mas
radial, més delgada., mas alargada y menos ramificada. La médula éses, que se disponia en
forma de pequefias lagunas, ahora se encuentra formando “regueros” perpendiculares a la
superficie y paralelos entre si.

Animales 7, 8, 11 y 12.- Las trabéculas tienen una disposicion perpendicular en la porcién
posterior y més plexiforme en la porcién anterior.

Animales 9 y 10.- Las trabéculas son de orden secundario y terciario, con més radializacién y

mejor definicion.

Se limita a una ldmina dsea fina de disposicién paralela a la superficie, similar a la de los
controles. .

IV.5.3.- Comparacion entre grupos

No consideramos necesario realizar esta comparacion en un apartado propio
porque, como se puede comprender, para describir y valorar los hallazgos en el grupo
entrenado se ha tenido que recurrir continuamente a la comparacion con las caracteristi-
cas del grupo control, consideradas como patrones de normalidad.
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V.- Discusion

En los iltimos tiempos el deporte, vy en general la actividad fisica, han
adquirido una notable popularidad. Por ello, asistimos a un incremento considerable de
su practica, aunque la finalidad que se persigue pueda llegar a ser bien distinta. En
algunos casos el gjercicio se convierte en la actividad profesional del individuo y su
objetivo ultimo es la consecucion del éxito deportivo. A este fin se llega a supeditar todo
lo demas, incluso, en ocasiones, la salud del sujeto. En el extremo contrario se
encontrarian todas aquellas personas que realizan gjercicio para conservar o mejorar
su estado de salud. Entre ambas opciones cabrian todo tipo de motivaciones.

Hasta hace relativamente poco tiempo, el deporte y la actividad fisica se
consideraban elementos de un estilo de vida sana, sin llegar a pensar que pudiese
generar algun perjuicio. En la actualidad, cada vez son mas los datos que demuestran
que el entrenamiento, cuando es excesivo puede, no sélo no aumentar el estado de salud,
si no todo lo contrario, daiiarlo.

Como en muchas otras actividades de la vida, la bondad o la maldad del
ejercicio sistemdtico no son cualidades intrinsecas a él, mas bien dependen de su forma
de utilizacion. Podriamos decir, sin temor a equivocarnos, que la practica de ejercicio
en su justo término es beneficiosa. Sin embargo, definir en qué consiste este “justo
término” se antoja una tarea harto complicada. Resulta muy dificil establecer qué
gjercicio es saludable, con qué intensidad, con qué frecuencia, etc. Estas respuestas, atin
en caso de obtenerse, no podrian generalizarse, por cuanto no serian aplicables a la
totalidad de los individuos.

Podemos concluir afirmando que el gjercicio fisico es una practica generalizada
que facilita una mayor longevidad pero, al mismo tiempo, su abuso 0 mal uso puede
causar, entre otras, enfermedades del aparato locomotor que involucran al cartilago
articular.

En nuestro caso concreto, teniamos especial interés por averiguar los efectos
de un ejercicio de carrera estandar continua y uniforme sobre el cartilago articular.
Desde siempre, se ha aceptado, con o sin fundamento, que ¢l paso del tiempo y un uso
abusivo de las articulaciones son elementos que conducen a una degeneracion de la
superficie articular. En este sentido, una practica intensa de ejercicio fisico sistematiza-
do en la juventud, que fuese suficiente para provocar una sobrecarga de las articulacio-
nes, habria de conducir a cambios degenerativos del cartilago articular,
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Para abordar ¢l estudio de las repercusiones del entrenamiento sobre el
cartilago articular, elegimos ratas, animales manejables, es decir, que su tamafio los
hiciese susceptibles de entrenarse en el tapiz rodante del que dispone nuestro
laboratorio. En cuanto a su edad, preferimos utilizar animales muy jévenes porque,
ademas de presentar un grado mayor de adaptacién de sus tgjidos a los cambios
mecanicos y ser menos vulnerables a la degeneracién inducida por estrés fisico
[SAAMANEN vy cols., 1988], nos permitiria comprobar los efectos del entrenamiento
sobre su crecimiento. '

V.1.- Patrén de crecimiento

La ausencia de vasos sanguineos y linfaticos es una caracteristica del cartilago
articular que en otro tiempo sugiri6 una cierta desconexion del resto del organismo y
que, unido a la aparentemente baja actividad celular, condujo a considerarlo como un
tejido inerte, desconectado de resto del organismo [MANKIN, 1974]. Sin embargo, en
la actualidad esa concepcion ha cambiado. GREILING y cols., en 1986, establecieron
¢l concepto de "sistema sinovial", integrado por e/ cartilago articular, la membrana
sinovial y la sinovia, sobre la base de que ninguno de estos componentes puede
considerarse funcionalmente independiente de los demas. En este sentido, el sistema
sinovial es la diana de todas las incognitas que probablemente esconden las claves sobre
la salud y la enfermedad articulares. Sus interacciones y los mecanismos fisiopatolo-
gicos que las condicionan son el objetivo de la gran mayoria de las investigaciones
actuales. :

Considerando al cartilago articular integrado en un conjunto funcional mayor,
y en absoluto aislada del resto del organismo, parece razonable que al estudiar los
efectos gencrales del gjercicio sistematico sobre el cartilago articular, se tengan en
cuenta las repercusiones sobre el individuo, pues el cartilago no sera ajeno a ellas. Esta
concepcion global del problema nos permitira analizar el comportamiento del cartilago
articular desde una dimension integral del individuo, facilitando la contextualizacion y
la interpretacion adecuada de los hallazgos obtenidos.

En nuestro estudio, los animales entrenados presentaron un crecimiento menor
que los animales del grupo control. La alteracién del crecimiento afectd a todas las
variables cuantificables: la dimension corporal (longitudes corporal y femoral menores)
y la composicion corporal (menor peso).

Teniendo en cuenta que nuestro estudio va dirigido al cartilago articular de la
rodilla, convendria matizar que, a pesar de que los fémures de los animales entrenados
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fueron de menor tamafio que los de los animales controles, no se apreciaron diferencias
significativas en las dimensiones de los condilos. Parece como si la alteracion del
crecimiento afectase mas a las difisis que a las epifisis 0seas, y mas al crecimiento en
longitud que en anchura.

Los estudios sobre la ingestién de comida y bebida se consideraron, a priori,
como una informacion complementaria para valorar la nutricién de los animales e
interpretar su posible repercusion sobre ¢l crecimiento. Parece 1ogico pensar que cuanto
mayor sea ¢l gasto energético del individuo, mayores habrian de ser sus ingresos
caléricos. Sin embargo, en nuestro caso ha ocurride lo contrario, los animales
sometidos a entrenamiento ingirieron menos comida y bebida que los controles, siempre
que consideremos los valores absolutos. En cambio, si relativizamos estos datos,
relacionando la comida ingerida con el peso del animal (g de comida/g peso animal), no
encontramos diferencias significativas entre animales controles y entrenados.

Parece como si los animales entrenados sufriesen un retraso del crecimiento al
comienzo del entrenamiento, momento ¢n ¢l que también comieron menos y, a partir de
ahi, aunque las diferencias no sean significativas, proporcionalmente ingieren mas
comida. Se podria entender que al principio existe un sobreentrenamiento y que,
pasados los momentos iniciales, los animales consiguen adaptarse, aunque no lleguen
a recuperar los niveles basales de los animales controles.

La observacién de que existié un sobreentrenamiento inicial podria explicarse
porque la intensidad del gjercicio (velocidad de la carrera) se mantuvo constante todo
¢l periodo de entrenamiento, mientras que ¢l tamaiio de los animales fue incrementindo-
se a lo largo del tiempo. Estas circunstancias provocaron que al comenzar el
entrenamiento, los animales de pequefio tamaiio, tuvieran que hacer grandes esfuerzos
para mantenerse sobre el tapiz rodante, mientras que al final, cuando los animales eran
mas grandes, el esfuerzo resultaba considerablemente menor. Por consiguiente, la
dominancia o preponderancia de la ruta metabolica utilizada en cada caso seria distinta.
En contra de esta hipotesis, se podria argumentar que, aparentemente, el nivel de fatiga
de los animales entrenados no fue mayor que el de los del grupo control, porque su
actividad motora espontanea fuera del entrenamiento no parecia distinta. Si bien es
cierto que este extremo, al no constituir un objetivo del trabajo, no se cuantific.

Probablemente hayan sido las exigencias al comienzo del entrenamiento,
concretamente en la segunda semana, las responsables de las alteraciones del
crecimiento y de la alimentacién. La recuperacion o no de estos retrasos dependeria de
la reversibilidad, no de los trastornos inicialmente causados, y esto se escapa de
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nuestros propositos.

Podemos concluir que la carga del entrenamiento llevado a cabo es perniciosa
para el crecimiento normal, y aventuramos a sospechar una afectacidn de efectos
similares en ¢l cartilago articular.

Una vez asumida la importancia de las caracteristicas del ejercicio, valoradas
desde la perspectiva y las condiciones del individuo que lo realiza, y de las repercusio-
nes generales que provoca, comprobamos que en las investigaciones referidas a sus
efectos sobre el cartilago, llama la atencion la ausencia de datos relevantes para
establecer las condiciones y el tipo de entrenamiento al que son sometidos los animales
experimentales. El entrenamiento excesivo, la practica de ejercicios extenuantes, la
adaptacion escasa o insuficiente al ejercicio fisico y el estrés psicolégico del entrena-
miento, son problemas que se deberian considerar de acuerdo con las circunstancias
individuales, mediante un calculo correcto de factores tan importantes como el volumen
y la intensidad de las cargas, asi como de su frecuencia de aplicaciéon. La enorme
variabilidad de estos parametros en la bibliografia existente, permite que resultados
aparentemente contradictorios adquieran mayor sentido al interpretarlos de acuerdo con
el protocolo de entrenamiento.

El cartilago articular recubre la superficie donde los elementos 6seos se ponen
en contacto al constituirse la articulaciéon mévil. Clasicamente considerado como un
cartilago permanente y, por su aspecto macroscopico, apellidado hialino, el cartilago
articular forma una capa cuyo grosor, al igual que su estructura y la proporcion de sus
elementos constituyentes, varian de un individuo a otro, de una articulacién a otra y atin
dentro de una misma articulacion. Esta constituido por un componente celular, rela-
tivamente escaso, que se distribuye en una matriz predominante y cuya arquitectura
corresponde a los mismos principios de todas las matrices extracelulares: una red
colagena a la que se anclan o en la que permanecen atrapados otros componentes de la
matriz, tales como los proteoglucanos. La gran hidratacién de estos tiltimos y las
interacciones reciprocas que establecen con el componente colageno son las respon-
sables de las propiedades biomecénicas que hacen del cartilago articular un material
viscoelastico optimo para soportar las presiones articulares. Descansa sobre una
plataforma 6sea denominada hueso subcondral, de manera que parece existir una -
continuidad entre las matrices de ambos tejidos, y estd desprovisto de pericondrio,
ofreciendo una superficie articular desnuda y muy lisa que. permanece baiiada por el
liquido sinovial. '
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El cartilago articular es un tejido estructuralmente "disefiado” por y para el
movimiento, ya que la nutricion de sus células se realiza mediante la circulacién de
nutrientes a través de su matriz que, fundamentalmente proceden del liquido sinovial,
aunque en los animales jovenes también lo hacen desde el compartimento subcondral
[McKIBBIN y HOLDSWORTH, 1966, 1967). Esta circulacion de sustancias hacia y
desde la células s posible gracias al mecanismo de extrusién-imbibicin que provocan
en la matriz las presiones generadas por el propio movimiento articular.

El interés por el comportamiento del cartilago conduce, obligadamente, al
estudio de sus caracteristicas en condiciones de normalidad que, en la actualidad,
constituyen un importante objetivo de la investigacion en este campo. Los trabajos
dedicados al estudio de la respuesta del cartilago, ante diferentes tipos de lesiones y
patologias, son mas numerosos que los dedicados al estudio de su morfologia y su
fisiologia, que continiian sin conocerse en todos sus aspectos. Por lo tanto, comenzare-
mos por discutir nuestras observaciones sobre el comportamiento del cartilago en
condiciones de normalidad, para posteriormente, comentar como resulta afectada por
el entrenamiento. :

V.2.- Divisién del cartilago articular en regiones morfofuncio-
nales distintas

El cartilago articular es un tejido anisétropo, y la existencia de cargas
mecanicas de distinta naturaleza ¢ intensidad en diferentes lugares justifica su division
en diferentes regiones que nosotros denominamos “morfofuncionales”, haciendo
referencia a que sus caracteristicas morfolégicas dependen o estin intimamente
relacionadas con sus demandas o solicitaciones funcionales.

Desgraciadamente, no se tiene un conocimiento exacto de la distribucién de
cargas en la articulacion de la rodilla. Los estudios experimentales sobre articulacio-
nes humanas [AHMED y cols., 1983; BROWN y SHAW, 1984] muestran que el
compartimento patelofemoral y las porciones centrales de los condilos femorales son
lugares particularmente sometidos a un esfuerzo aumentado durante los movimien-
tos. Las fuerzas de tensién del misculo cuddriceps femoral crean cargas de
compresién y cizallamiento entre la superficie troclear del fémur y la patela. Los
mismos principios bisicos serian aplicables a la rodilla de otras especies y, en
consecuencia, la superficie patelar del fémur y las zonas centrales de los condilos
femorales serin probablemente los lugares que soportan mayor carga mecinica
durante la carrera [AHMED y BURKE, 1983].
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Para establecer la division en regiones hemos contemplado cuatro variables
cuya discusion se abordara de manera exhaustiva cuando se traten los aspectos
cualitativos del cartilago articular. Baste por ahora resefiar que cuanto mayor es la
magmitud de la carga que soporte una region y cuanto mas perpendiculares a la
superficie son las fuerzas actuantes, mayor sera el grado de radializacién condrocitaria,
mas complejos resultan los patrones de trabeculacion del hueso subcondral y peor
definicién mostrara el tidemark o linea de marea. El cartilago epifisario aparecera mas
grueso en las zonas de carga intermedia.

En nuestro estudio hemos podido definir cuatro regiones con caracteristicas
morfologicas diferentes y cuantificar su tamafio relativo en el condilo de la rata. Las
regiones que encontramos de anterior a posterior y que caracterizaremos en funcion del
comportamiento de las variables cualitativas objeto de estudio se denominan 1, 2, 3y
4,

Las regiones 1 y 4 se corresponden con los extremos anterior y posterior del
condilo, respectivamente. Ambas reciben bajos volimenes de carga y se pueden
denominar regiones de menor carga, una anterior y otra posterior.

Las regiones 2 y 3 se sitian en la porcién central del condilo, que se
corresponde con ¢l lugar que soporta la carga usual del mismo. La region 2 se puede
denominar region de carga usual anterior o region de carga intermedia y la region
3 se denomina regién de carga usual posterior o, teniendo en cuenta que recibe la
mayor intensidad de carga, también puede llamarse regién de maxima carga.

Estamos de acuerdo con otros autores [SCHERRER y cols., 1979; AHMED
y cols., 1983; AHMED y BURKE, 1983; BROWN y SHAW, 1984; JURVELIN
y cols., 1986, KIVIRANTA vy cols., 1988, 1992; SAAMANEN vy cols., 1989;
AROKOSKI y cols., 1993; GIRALDEZ, 1994] en que la mayor carga se soporta en
las regiones centrales del condilo interno tanto en un plano sagital como en uno frontal.

Al no estar netamente definidos los limites entre las regiones, nos parece mas
adecuado referimos a ellos como regiones de transicion, en las que se observan cambios
graduales entre las caracteristicas morfologicas de las regiones contiguas.

V.3.- Superficie articular del céndilo

Hemos comprobado que la region de mayor longitud es la que soporta mas
carga (region 3, con un 35,4%). Las regiones 1 y 2 son similares entre si (27%), y la
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region 4 (posterior) es todavia mas pequeiia (10%).

La curvidad es mayor en las regiones posteriores del condilo, tomando valores
similares las regiones 3 y 4. En las regiones anteriores de menor curvidad, sus valores
también son similares. Estos datos coinciden con los que se obtienen en otras especies,
en las que el radio de curvatura también aumenta hacia delante.

El entrenamiento no produjo cambio alguno en la longitud y la curvidad de las
regiones, ni en el tamafio global del condilo, pues no se constataron diferencias
significativas entre los grupos control y entrenado. Ante un incremento de cargas, las
regiones no modifican sus dimensiones anteroposteriores, sin embargo, como mas
adelante veremos, sufren una modificacién de su arquitectura, sobre todo en aquellos
lugares que soportan mayor carga. No habiendo realizado mediciones de las dimensio-
nes transversales del céndilo, no podemos garantizar que no se hayan producndo
variaciones en ellas.

V.4.- Caracteristicas histolégicas del cartilago articular

Grosor

El grosor del cartilago articular, la celularidad, sus caracteristicas estructura-
les, bioquimicas y fisicas, varian entre individuos y entre articulaciones de un mismo
individuo. También son diferentes en una misma articulacion en funcién de la carga
mecanica que soporta el cartilago y, en general, dependen del momento del desarrollo
o edad del individuo [STOCKWELL, 1971; SCHENK y cols., 1986; PAUKKONEN
y HELMINEN, 1987; GILMORE y PALFREY, 1988].

Nosotros, al igual que otros autores [HOLMDAHL ¢ INGELMARK, 1948,
VIGNON vy cols., 1976, EGGLI y cols., 1988], hemos comprobado que ¢l grosor del
cartilago articular es significativamente mayor en aquellas regiones en las que el tejido
soporta una mayor carga mecanica. De hecho en la region 3 de los animales del grupo
control el grosor absoluto es dos veces mayor que en las demas regiones, cuyos
grosores son similares entre si.

El ejercicio fisico sistemitico provocd que el grosor de la regién 3 fuese
todavia mayor que su correspondiente en los controles. Sin embargo, en el resto de
las regiones se produjo una disminucién. En definitiva podemos afirmar que con el
entrenamiento el grosor absoluto de la regién de mayor carga se incrementa
considerablemente, mientras que en las demis regiones (1 y 2) disminuyen su valor
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0 no varia (4).

Las variaciones del grosor del cartilago articular con el entrenamiento han sido
estudiadas por diferentes autores y sus resultados son heterogéneos, quizas a causa de
la ausencia de uniformidad en el protocolo experimental de los distintos trabajos.

En la mayoria de los casos se produce un incremento en el grosor del cartilago
[HOLMDAHL e INGELMARK, 1948; SAAF, 1950; KIVIRANTA vy cols., 1988;
OETTMEIER y cols., 1992b; AROKOSKI y cols., 1993]. Este aumento de grosor
tuvo lugar en todas las regiones del cartilago no mineralizado [SAAF, 1950;
OETTMEIER y cols., 1992b], en proporciones distintas [KIVIRANTA y cols., 1988]
y comcidia con los lugares donde no se producia depleccion de PG [AROKOSKI y
cols., 1993]. KIVIRANTA vy cols., [1988] no encontraron variaciones en el grosor del
cartilago mineralizado, mientras que AROKOSKI y cols., [1993] lo observaron en la
superficie patelar del fémur y OETTMEIER vy cols., [1992] en la totalidad del tejido.

Hay una clara relacion directa entre el grosor del cartilago calcificado y las
cargas mecénicas que soporta la articulacién [SIMON, 1971 ; STOUGARD, 1976;
LANE y BULLOUGH, 1980; KEIN-NULEND vy cols., 1987]. En condiciones
normales el cartflago (calcificado y no calcificado) es més delgado donde no soporta
peso, pero con el entrenamiento el cartilago mineralizado aumenta su grosor,
especialmente en las regiones que en condiciones normales no estin expuestas a
grados elevados de carga mecinica [OETTMEIER y cols., 1992b].

Al considerar los mecanismos responsables del incremento de grosor del tejido,
hemos de tener en cuenta que el cartilago y el hueso subcondral son una unidad
funcional y se adaptan a los cambios conjuntamente, Puesto que a pesar del incremento
de grosor del cartilago, no se altera el perfil condileo, habra que pensar en que exista
una remodelacion en el hueso subcondral que compense dicha variacion de grosor con
la uinica finalidad de conservar una superficie articular idonea.

El incremento de grosor del cartilago no mineralizado corresponde a un
incremento de los componentes celular y extracelular [HOLMDAHL e INGELMARK,
1948], mas evidente en los cartilagos de los animales jovenes en crecimiento, que
se adaptan con mayor facilidad a las condiciones de carga fisioldgica alta que los de
los animales adultos [KIVIRANTA vy cols., 1992].

En cambio, el cartilago calcificado no tiene un crecimiento intersticial. Sus
variaciones de espesor dependen de la osificacion encondral y del avance del frente de
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calcificacion del cartilago. Este dltimo supone la incorporacién del cartilago articular
no calcificado en la zona de cartilago calcificado y tiene su expresion histolégica en la
duplicacién del tidemark [LANE y BULLOUGH, 1980].

En nuestro estudio se comprueba que el frente de mineralizacion (tidemark)
presenta un avance mas rapido en las regiones que soportan mayor carga, porque su
presencia es multiple, lo que representa sucesivas incorporaciones de tejido no
mineralizado. Por el contrario, alli donde existe un nivel de carga elevado, el tidemark
ni siquiera s¢ identifica y la practica totalidad del cartilago corresponde a tejido no
muneralizado.

Ademas, para que el cartilago aumentado de grosor no sobresalga en superficie,
serd necesario que coexista con un retraso en la osificacién subcondral. Ambas
circunstancias concurren en las regiones del cartilago de mayor carga y se acentuan
cuando se incrementa el nivel de entrenamiento.

Otros autores, minoritarios, [MAEDA y cols., 1979; HELMINEN y cols.,
1986; KEMPPINEN vy cols., 1986; KIVIRANTA y cols., 1992] observaron una
disminucion del grosor del cartilago tras el ejercicio sistematico, que alcanzo una
reduccion del 6 % en el cartilago no mineralizado del condilo medial del fémur,
concretamente, en la cuspide de una seccion frontal [KIVIRANTA y cols., 1992]. No
se apreciaron diferencias en el resto del cartilago no mineralizado, ni en lugar alguno
del cartilago mineralizado [KIVIRANTA y cols., 1992].

Al abordar otros aspectos de este trabajo hemos comentado que la diferencia
entre estos resultados bien pudiera deberse a la heterogeneidad de los protocolos
experimentales, que utilizan distintos tipos de entrenamiento, de especie y edad de los
animales, etc. Pero, ademas, los autores revisados nunca tienen en cuenta las
dimensiones relativas, s decir, no consideran la proporcién entre el grosor del cartilago
y el tamafio del animal. Como ejemplo sirve el dato de KIVIRANTA y cols., [1992] que
observan una reduccién del 6% en el grosor del cartilago no mineralizado del condilo
interno del fémur. En este caso s6lo se hace referencia a que los animales de un grupo
y otro pesaran practicamente lo mismo al finalizar el proceso de entrenamiento, lo que
no sirve para estimar sus tamafios, puesto que se trata de una medida de composicion
corporal.

Nosotros hemos introducido una variable que, hasta el momento, no se ha visto
recogida en ningiin trabajo publicado, el grosor relativo. Consideramos que el valor del
grosor absoluto, sin tener en cuenta ¢l tamaiio del animal no aporta una informacion
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valida. El grosor del cartilago en un animal grande probablemente sea mayor que en un
animal de pequefias dimensiones. Sin embargo, considerado en proporcion al tamaiio
del animal, es decir, entérminos relativos, los resultados podrian invertirse.

Cuando utilizamos valores absolutos encontramos disminuciones en el grosor
de algunas regiones de los animales entrenados que oscilaba entre un 5 y un 5,5%, muy
similares a los obtenidos por KIVIRANTA. Sin embargo, al relativizar los valores
desaparecieron las diferencias, lo que nos hace cuestionar la validez de los resultados
absolutos utilizados por todos los autores.

Celularidad

Entre los autores que han estudiado la celularidad sobresale, a nuestro parecer,
el trabajo realizado por EGGLI y cols. en 1988. En su estudio del cartilago articular
del condilo medial del fémur de conejo, han calculado que al volumen tisular total del
cartilago (39 mm®) le corresponde un promedio de densidad numérica celular de
126.000. Ello significa que dicho cartilago articular contiene aproximadamente 4,9 x
10° condrocitos que ocupan el 11,6% del volumen tisular. Hechos los calculos
oportunos, comprobaron que existian 35.600 células/mm?2 o lo que es lo mismo 35,6
células/1.000 um?,

El estudio zonal demuestra que la densidad de volumen y la densidad numérica
celulares son mayores en la zona I y que decrecen en funcién de la proximidad al
tidemark segin un factor aproximadamente igual a 2. No es asi en lo que respecta al
promedio de volumen celular, ya que los condrocitos superficiales resultan tener un
volumen semejante al de las células de las zona II y IV, aunque en las secciones
histoloégicas parezcan mas pequeiios los primeros.

La densidad numérica celular se hace menor desde las zonas superficiales hacia
el tidemark de manera inversamente proporcional al incremento de la densidad
matricial, de modo que aumenta ¢l promedio de volumen matricial por célula. Este
resultado podria interpretarse como un aumento del volumen matricial regulado por
cada condrocito y, en consecuencia, cabtia esperar una variacion proporcional del
contenido en organelas por célula. '

STOCKWELL [1971], CASTANO y cols [1992, 1994] y GIRALDEZ
[1994] también encuentran que la celularidad es mayor en las zonas superficiales y
decrece hacia la profundidad, de forma que en las zonas profundas el valor es
aproximadamente la mitad del cuantificado en las suprayacentes. También decrece
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con la edad y cuando soporta carga.

Segiin nuestros resultados, podriamos decir que el nimero de células por
unidad de superficie guarda una relacion inversa con la carga soportada, de manera que
es menor en la region 3 o de maxima carga y presenta sus valores mas ¢levados en la
region 1 o de menor carga anterior. Estos datos coinciden con los aportados por
STOCKWELL [1971] y EGGLI y cols. [1988].

La mayor parte de los estudios sobre el efecto del entrenamiento intentan
averiguar las repercusiones sobre la composicion de la matriz extracelular y prestan
menos atencion a la cuantificacion celular y a su distribucion. Existe coincidencia en
que ¢l entrenamiento moderado provoca un aumento del nimero de células en el
cartilago no calcificado [SAAF, 1950], un leve aumento del tamafio celular [SAAF,
1950; PAUKKONEN vy cols., 1984a] y un incremento del tamafio de los nucleos
celulares en la zona superficial [PAUKKONEN y cols., 1985].

En nuestro caso, el entrenamiento sélo provocd un incremento significativo de
la celularidad en la region 2, manteniendo valores similares en el resto de las regiones
(tabla y figura IV.4.6, pg. 200). El incremento de la celularidad puede deberse a un
aumento absoluto o relative del nimero de células. En el segundo caso la cantidad o
volumen total de matriz extracelular seria menor, produciendo un efecto aparente de
incremento de la celularidad, pudiendo deberse a una disminucién en la produccién de
la matriz, a un incremento en su destruccién o, mas probablemente, a ambas. Sea cual
fuere la causa del aumento en el nimero de células, supone un dominio matricial menor
para cada una de ellas.

En los animales entrenados, se aprecia, ademas, una reorganizacion celular, lo
que indica una alteracion en su disposicion estructural. Suponemos que podria deberse
a una modificacién en las condiciones biomecanicas que soporia el cartilago. La
celularidad (densidad numérica celular), €l volumen matricial por célula (densidad
matricial) y las caracteristicas estructurales del condrocito (tamafio, forma y contenido
de organelas) variaran segiin las zonas y las regiones del cartilago, en funcién de sus
solicitaciones mecanicas.

Resulta dificil interpretar el aumento de celularidad en la regién 2. Por un
lado, sabemos que el cambio cuantitativamente més importante ¢n el cartilago os-
teoartrésico es un aumento en el nimero de células de la zona superficial. Este
aumento se debe a un incremento de la actividad mitética [HULTH y cols., 1970,
1972] que, probablemente, esté estimulado por la pérdida de matriz extracelular
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[STOCKWELL, 1979] y la acci6n o efecto mitogénico de las citoquinas [BUCK-
WALTER y MARTIN, 1995]. Por otro lado, cuando se produce el fracaso para
estabilizar o restaurar el tejido se llega a la tercera fase de la degeneracién
cartilaginosa, una disminucion en la respuesta de los condrocitos que podria resultar
irreversible. Cuando esto ocurre, se acelera la pérdida de matriz extracelular y las
células comienzan a morir [ROY, 1970; GRITZKA y cols., 1973]. Este proceso,
provoca la pérdida de matriz que aumenta la densidad celular para luego disminuir
y conducir a la erosién de la superficie articular, se produce gradualmente en zonas
cada vez mis profundas del cartilago articular, hasta liegar a alcanzar al hueso
subcondral [PAUKKONEN y cols., 1986].

Nosotros no hemos hecho el recuento celular para cada una de las zonas del
tejido por dos razones. En primer lugar, al tratarse de animales jovenes, las zonas no
estan definidas y no pueden identificarse en el examen histolégico. En segundo lugar,
las dimensiones del cartilago de la rata impiden establecer areas de un tamaiio
suficientemente significativo. Por lo tanto, no contamos con datos objetivos que nos
permitan aftrmar en qué zona del cartilago se produce el incremento del niumero celular.
Tampoco podemos afirmar con certeza que se destruya matriz extracelular. Sin
embargo, el incremento de la celularidad, solo en la regién 2, junto con una mayor
apetencia generalizada de la matriz extracelular por la Safranina Q, nos inducen a
pensar que se produzca un destruccion de matriz extracelular, responsable del
incremento relativo del nimero de células y del incremento en la sintesis y deposicion
de proteoglucanos, en un intento de reparacion.

No sabriamos explicar la razén por la que esta variacion de la celularidad se
circunscribe a la region 2. Pero, este hecho sirve para confirmar nuestra opinién sobre
la heterogeneidad regional del cartilago articular, pues resulta obvio que alguna o
algunas de las caracteristicas que presenta el cartilago en esta region ha de ser
necesariamente distinta a la de otras regiones.

Otra cuestion interesante seria establecer el significado y el pronéstico de estos
resultados. Nosotros consideramos que seria claramente negativo porque, en
condiciones normales la celularidad disminuye con la edad y con la carga. En este caso
¥, aunque no se trate de la regién de maxima carga, estamos convencidos de que como
consecuencia del entrenamiento también sufre un importante incremento de las cargas
que soporta. En consecuencia cabria esperan una disminucién y no el aumento de
celulanidad que realmente se ha producido.
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A modode resumen, podriamos decir, al igual que otros autores [HOLMDAHL
¢ INGELMARK, 1948 VIGNON y cols., 1976; EGGLI y cols., 1988], existe un mayor
grosor del cartilago en las regiones articulares que soportan mayor carga, con un menor
numero de células, de un mayor tamaiio y con una masa matricial también mayor. Estas
caracteristicas se invierten en las regiones que soportan menor carga. Esta diferencia
en el grosor podria acentuarse con un incremento en las cargas fisiologicas [JURVELIN
y cols., 1986] y el entrenamiento moderado [KIVIRANTA vy cols., 1988]. Sin
embargo, desde que ¢l cartilago alcanza el grosor medio normal correspondiente a una
zona que soporta peso, la influencia de las cargas mecanicas parece ser solo uno de los
diferentes factores que influyen en él; las necesidades para la congruencia articular
podrian ser otro [KINCAID y van SICKLE, 1981].

Definicién zonal

La celularidad (densidad numérica celular), el volumen matricial por célula
(densidad matricial) y las caracteristicas estructurales del condrocito (tamafio, forma
y contenido de organelas) varian segitin las zonas y la localizacion topografico-fun-
cional del cartilago dentro de una misma articulacion. '

En el cartilago articular adulto se pueden distinguir cuatro zonas. La zona 1,
superficial o tangencial, es la de mayor densidad celular. Los condrocitos son
relativamente pequefios y aplanados, con su diAmetro mayor paralelo a la superficie
articular, lo que refleja la disposicion de las fibras coldgenas de la matriz, que siguen
un trayecto fundamentalmente tangencial. La zona II, de transicién o intermedia,
posee células mas grandes, de perfil redondeado y dispuestas en una matniz cuyas fibras
colagenas se cruzan oblicuamente en todas las direcciones. En la zona III o profunda
las células aumentan de tamafio v se ordenan en columnas perpendiculares a la
superficie, denuncia el predominio de Ia disposicion radial de las fibras de colageno. La
zona IV se caracteriza por poseer una matriz fuertemente mineralizada. En ¢lla las
c¢lulas, dispuestas en columnas, estan individualmente rodeadas por una fina capa de
matriz no mineralizada. :

La organizacién del cartilago articular en zonas se establece sélo cuando
termina el crecimiento local [SCHENK y cols., 1986]. En ¢l cartilago de individuos en
crecimiento, en los que no ha concluido el modelado de las epifisis y, por lo tanto,
tampoco la conformacion final del cartilago articular, no es tan clara la division en
zonas.. El tipo de distribucion celular esta muy determinado por la proliferacion, de
manera que se observan grupos de dos células o mas sin una orientacion preferente.
Hacia la zona de calcificacion las células se vuelven hipertroficas pero no forman
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columnas. La disposicion radial de las capas IIl y IV no es aparente todavia, de manera
que solo tiene en comin con el cartilago adulto la disposicion de las zonas o capas Iy
I. Las caracteristicas de la zona III solo se¢ hacen aparentes en la madurez del
individuo, de modo que podria considerarse que su diferenciacion es una adaptacion a
las demandas mecanicas especificas del cartilago articular [SCHENK vy cols., 1986;
CASTANO, 1992; CASTANO y cols., 1994; GIRALDEZ, 1994].

Nosotros opinamos que el estudio de la definicion zonal resuita interesante
porque revela el grado de madurez en la organizacion estructural de los componentes
del cartilago. La disposicion de las células refleja el ordenamiento de otros elementos
estructurales de la matriz. Una matriz extracelular ordenada influye sobre la
organizacién y el comportamiento de las células que contiene [MAJACK y
BORNSTEIN, 1984, 1985a-b; NEWMAN vy cols., 1985], afectando a su forma, su
movimiento, su metabolismo y su diferenciacién. De esta manera, la matriz podria
desempeiiar un papel central en la generacion y en el mantenimiento de los patrones de
ordenacion espacial de las células de los tejidos y érganos durante el desarrollo
[BURRIDGE y cols., 1988].

La organizacion estructural del cartilago no sélo depende del crecimiento, sino
también de las exigencias mecanicas a las que se somete el tejido [CASTANO, 1992;
CASTANO y cols., 1994; GIRALDEZ, 1994]. En nuestro estudio, hemos comprobado
que la zona I presenta un grosor mayor en las regiones de carga usual y sus células son
mas escasas y se encuentran separadas por mayor cantidad de matriz extracelular sin
que puedan identificarse grupos isogénicos. Estos hallazgos concuerdan con los de
estudios previos [CASTANO, 1992; CASTANO y cols., 1994; GIRALDEZ, 1994].
La practica ausencia de células en Ia porcion mas superficial de la zona I, implica mas
baja densidad numérica y volumétrica, con un volumen matricial por célula
aproximadamente dos veces mayor que en el cartilago sin carga. Esta escasez celular,
puesta de manifiesto por EGGLI y cols. [1988], coincide con los datos previamente
obtenidos por BULLOUGH vy cols. [1985] en la zona no cubierta por el menisco del
platillo tibial del perro y por VIGNON vy cols. [1976] en la zona de carga de la cabeza
femoral humana. ‘

El descenso de la celularidad, la ausencia de las células mas superficiales y el
incremento del volumen matricial por célula observados en la zona 1 del cartilago con
carga, puede deberse a un mayor indice de muerte celular, interpretado como un signo
precoz de osteoartrosis [DUNHAM vy cols., 1985] 0 a una mayor actividad de sintesis
matricial en el cartilago sometido a carga in vitro [De WITT y cols., 1984; PALMOS-
Kly BRANDT, 1984; SLOWMAN y BRANDT, 1986]. Nosotros nos mostramos mas
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de acuerdo con la segunda opcion, porgue el aumento del grosor del cartilago y ¢l
incremento generalizado de la apetencia matricial por la Safranina O indican un
incremento de los componentes matriciales.

Hemos encontrado que las zonas II y III también aparecen mejor definidas en
las regiones de mayor carga (regiones 2 y 3), de manera que presentan un grosor mayor
que en las demas regiones. La zona 11, bien definida en la regién de mayor carga, se va
adelgazando a medida que la carga disminuye y termina por confundirse con la zona
I, de tal forma que en las regiones de menor carga no se puede identificar de manera
independiente. La radializacion, caracteristica de la zona III, es mas evidente a medida
que aumenta la carga que soporta ¢l cartilago, resultando maxima en la region 3.

El contenido celular en RER, mitocondrias y Golgi, es similar en todos los tipos
funcionales de cartilago articular. Sin embargo, las zonas 1, 11 y III del cartilago con
carga muestran un incremento enorme del contenido de glucogeno y filamentos
intermedios que, en parte, es el responsable del agrandamiento tan manifiesto del
volumen celular en las zona IT y Il [EGGLI y cols., 1988]. :

Las gotas de lipidos, frecuentemente asociadas al glucogeno y los filamentos
intermedios, estan también aumentadas en ¢l cartilago con carga, si bien y a pesar del
aumento relativo, la cantidad absoluta por célula es pequefia.

EGGLI y cols. [1988] hacen una interpretacion funcional en base a la
heterogeneidad estructural de las zonas del cartilago articular. Asi, en la zona I, el
volumen celular y el volumen de organelas citoplasmaticas son similares a los existentes
en otras zonas, pero hay que tener en cuenta que soélo el nicleo ocupa aproximadamente
un tercio del volumen celular y que el volumen matricial por célula es considera-
blemente menor que en las zonas IIl y IV. Tales proporciones pueden ser los
indicadores de que en la zona I existe un alto metabolismo matricial ain en condiciones
basales. Recordemos que en las zonas II y III el volumen celular es significativamente
mayor, fundamentaimente debido a un incremento de filamentos intermedios y gluco-
geno. Como habiamos comentado, se cree que los filamentos intermedios llevan a cabo
una funcién mecéanica y, en efecto, las presiones parecen ser mas altas en 1a zona III
[AKIZUKI y cols., 1986].

En la zona III de las regiones con carga, el volumen medio celular es
considerablemente mayor que en las regiones que soportan una carga menor, Dicho
aumento s¢ debe, una vez mas, al acumulamiento de glucogeno y de filamentos
intermedios, pero existe también un alto contenido celular de RER vy aparato de Golgi
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[EGGLI y cols., 1988].

El incremento del tamaiio celular [HOLMDAHL y INGELMARK, 1948], el
elevado contenido de organelas y el acumulamiento de glucogeno [MAZHUGA vy
CHERKASQYV, 1974] observados en las zonas II y ITI del cartilago con carga, son
considerados como indicadores de una alta actividad sintética del condrocito.

Antes de hacer referencia a la zona IV, consideramos oportuno realizar algunos
comentarios sobre la linea de marea o frente de mineralizacion, conocido mas
frecuentemente como tidemark, ya que, en sentido estricto no podremos hablar de zona
IV si no existe el tidemark, que marcaria los limites entre el cartilago mineralizado y
el no mineralizado. La presencia o ausencia del frente de mineralizacion esta muy
estrechamente relacionada con el nivel de cargas que soporta el cartilago articular
suprayacente, aparece mejor definido en los Iugares donde la carga es menor. Asi, lo
encontramos bien definido y con presencia multiple en las regiones 1, 2 y 4. En cambio,
en la regidn 3, y sobre todo en la porcion central, no existe evidencia alguna del mismo.

En la extensa revision bibliografica realizada, ningin autor presta espécial
atencion al frente de mineralizacion. Teniendo en cuenta que el fidemark viene a
representar una interfase entre un tgjido mineralizado y otro que no lo esta, y que el
grado de mineralizacion del cartilago articular previo a la osificacion se puede ver
influido por las condiciones mecanicas soportadas, opinamos que su estudio es
inexcusable. Como mas tarde tendremos ocasion de discutir, sera precisamente en esta
regién de transicion entre dos zonas del cartilago con caracteristicas fisicas tan
diferenciadas, donde se produciran importantes alteraciones como consecuencia de la
realizacion de ejercicio fisico sistematico.

Una vez establecida la presencia del fidemark en las regiones donde el cartilago
soporta menor carga, podremos decir que la zona IV, correspondiente a cartilago
mineralizado, sélo sera visible en estos mismos lugares. Los condrocitos de la mitad
superior de la zona calcificada son mucho mas grandes que las células de las zonas
suprayacentes. Las células abandonan su disposicion en columnas y se organizan en
pequeiios grupos. En la mitad inferior de la zona calcificada, los condrocitos son de
menor tamaiio que en la superior, tienen una distribucion mas desordenada, al azar, y
ya no suelen formar pequefios grupos.

En la zona IV el contenido matricial de PG es bastante alto, sin embargo el
volumen matricial por célula y la densidad numérica celular no difieren de forma
significativa entre la zona IV de regiones con carga o sin carga. [EGGLI y cols, 1988].
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Nuestros hallazgos, en animales jévenes, son aparentemente, contrarios a los
obtenidos por SCHENK y cols. [1986], quienes afirman que la distincion de las zonas
I, I y III sélo es posible en los animales adultos. Quizas, ademas de la edad, seria
conveniente tener en cuenta los requerimientos mecanicos que se solicitan al cartilago
[CASTANO, 1992; CASTANO y cols., 1994; GIRALDEZ, 1994). De esta manera,
nosotros comprobamos que la evolucion de la definicion histologica zonal es mas
acentuada en las regiones de mayor carga, donde se podria equiparar a la que presentan
animales de mas edad. Ademas, aunque todos los estudios se refieren al cartilago
articular del condilo medial del fémur de conejos o ratas, nosotros, al igual que
CASTANO [1992], CASTANO vy cols. [1994] y GIRALDEZ, {1994], distinguimos
entre regiones de mayor y menor carga mecanica, al mismo tiempo que excluimos las
porciones periféricas del condilo. Es posible que, precisamente en estos filtimos lugares,
donde las demandas mecanicas son mucho menores, se encuentre una distribucion zonal
similar a la descrita por aquellos autores.

Estariamos de acuerdo con SCHENK vy cols. (1986], CASTANO {1992],
CASTANO y cols. [1994]) y GIRALDEZ, [1994] en que las caracteristicas-de la zona
III podrian considerarse una adaptacion a las demandas mecanicas especificas del
cartilago articular, si bien, en nuestra opinién, esto puede ocurrir antes de que el animal
sea adulto. En cambio, en las regiones de menor carga, se aprecia una definicion
histologica menor y que, a medida que disminuye la demanda mecanica, llega a
presentar una distribucion predominantemente tangencial. En esta distribucion
encontramos condrocitos con diferentes morfologias, no necesariamente aplanados, que
orientan sus didmetros mayores paralelamente a la superficie. Es posible que esta
disposicion sea lo que ha motivado la opinion de CAMOSSO y MAROTTI [1962]
cuando afirman que la zona I llegaria a alcanzar hasta el 50% del grosor del cartilago
articular en los animales inmaduros.

En cuanto al efecto del gjercicio fisico sistematico sobre la definicion zonal del
cartilago, hemos comprobado que las repercusiones afectan, sobre todo, a las regiones
que habitualmente ya soportan la mayor carga. En efecto, los mayores cambios se
encuentran en la region 2, donde la estratificacion aparece mas definida, pareciéndose
a la de la region 3 de los animales no entrenados. En la regién 3, se produce un
incremento considerable en el grosor de la zona radializada, que llega a ocupar la
practica totalidad del grosor del cartilago.

En definitiva, pensamos que las porciones centrales del condilo (regiones 2 y
3) son las que soportan el mayor incremento de cargas debidas al entrenamiento y en
ellas se acentian las caracteristicas tipicas de las regiones que soportan carga. Esta
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apreciacion coincide con la interpretacion que podriamos hacer de los resultados
obtenidos por otros autores, que demuestran que ¢l ejercicio fisico sistemético induce
un incremento de la ya elevada actividad sintética en las regiones de mayor carga
[HOLMDAHL y INGELMARK, 1948; SAAF, 1950; PAUKKONEN y cols., 1984a].
Ademas, el incremento de carga provoca hipertrofia celular y de las organelas, aumento
de la replicacion celular y reduccion de la acumulacion de filamentos finos
intracitoplasmaticos (considerados como un signo de degeneracion celular) [PAUKKO-
NEN y HELMINEN [1987¢].

Caracteristicas estructurales

A pesar de las multiples polémicas generadas sobre la lisura de la superficie
articular del cartilago, los estudios de BLOEBAUM y WILSON, 1980] la han
confirmado definitivamente, lo que se corresponde con nuestra observacién en los
animales del grupo control.

La integnidad estructural en los cartilagos del grupo control es completa o
absoluta en 5 animales. En otro, se observan soluciones de continuidad del tejido que
consisten en grietas perpendiculares a la superficie, ubicadas en la region de mayor
carga, que alcanzan la zona mas profunda y no se acompafian de otras alteraciones. La
conservacién de las apetencias tintoriales en los méargenes de la fisura seria indicativa
de su origen artefactual.

En cuanto al aspecto y distribucion generales de los componentes celular y
matricial no observamos ninguna particularidad. La distribucion de las células y el
aspecto de la matriz son perfectamente normales y adecuadas a la edad de los animales,
como se describe en otros apartados. Sin embargo, convendria resefiar las variaciones
que se encontraron en dos casos. En uno aparccieron grandes espacios de ausencia
celular en las zonas I y II de la region 1, que no se acompafiaron de signos de necrosis
celular. En otro se trataria de las alteraciones del animal numero 4 antes descritas y de
probable origen artefactual.

La adecuada distribucion de los componentes celular y matricial deriva de su
capacidad de interaccion, influyéndose reciprocamente para conseguir el equilibrio que
aporte la respuesta mas apropiada a las demandas funcionales de cada momento. Existe
una intima uni6n entre la membrana celular del condrocito y la matriz, de manera que
al tiempo que ésta protege a las células de posibles lesiones derivadas de la presion, les
transmite sefiales de tipo quimico, eléctrico y mecanico que influyen en la funcion del
condrocito [BUCKWALTER y ROSEMBERG, 1988].
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Las propiedades biomecanicas y las funciones biologicas del cartilago estan
determinadas por la composicion y estructura molecular de la matriz producida por los
relativamente escasos condrocitos. Dichas propiedades mecanicas son posibles en virtud
de las caracteristicas morfologicas y fisico-quimicas de la matriz del cartilago articular,
que son la expresion-de complejos mecanismos de equilibrio entre los distintos
componentes matriciales, incluso en condiciones de reposo. La red de fibras de colageno
actua como una estructura rigida en cuyo interior quedan atrapados los proteoglucanos.
A su vez, las fibras de colageno, practicamente inextensibles (pueden estirarse un 5%
de su longitud antes de la ruptura) [MILLER, 1978], se mantienen pretensadas por la
accion de la turgencia hidrica de la sustancia fundamental (gel de proteoglucanos)
[MAROUDAS, 1976a], de manera que proporciona una respuesta elastica instantanea
a las fuerzas de compresion [SOUDRY y cols., 1986].

En base a la interdependencia existente entre la funcion y la forma, se presume
que la organizacion y disposicion de las fibras de colageno guarden relacion con el
patrén de fuerzas que actiian sobre el cartilago articular [BULLOUGH y GOODFE-
LLOW, 1968]. De ahi que la distribucion espacial de las fibras de colageno del cartila-
go articular haya sido obieto de numerosos estudios, al tiempo que ha suscitado
controversias.

Practicamente, todos los condrocitos articulares poseen un cilio primario
[WILSMAN, 1978] cuya funcion, aunque no es del todo conocida, ha suscitado
numerosas hipétesis. La motilidad se considera poco probable puesto que, aparen-
temente, no existe dineina en los dobletes ciliares. Sin embargo, se ha especulado sobre
la posibilidad de que tenga una funcién sensorial, de manera que la deformacion
producida por el funcionamiento articular genere respuestas que pudieran estar
relacionadas con la regulacion de la composicion y mantenimiento de la matriz [POO-
LE y cols., 1985]. Las variaciones topograficas del cartitago como respuesta a la
distribucion desigual de las cargas también sugiere la existencia de un control local
sobre el metabolismo condrocitario (KIVIRANTA vy cols., 1992].

Si el cartilago es capaz de adaptar la composicion de sus células y de su matriz
extracelular a las variaciones de la demanda mecanica que sufre, cabe esperar que el
entrenamiento provoque algunas modificaciones para adecuarlo a las nuevas exigencias.
En este sentido, seria razonable pensar que si sobrepasaran la capacidad de respuesta
del cartilago llegaria a producirse su deterioro.

El entrenamiento al que sometimos a nuestros animales fue claramente
excesivo, y rebasé la capacidad de adaptacion del tejido. Sin embargo, con caracter
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general podemos afirmar que la superficie articular de los animales entrenados se
conserv( lisa, si bien en dos animales se encontraron alteraciones localizadas en la
regularidad normal de la region 3 que no llegaron a afectar a su curvidad. Estas
anomalias consistieron en sendos abultamientos ubicados en los extremos anterior y
posterior de la region 3, en los lugares de transicién con sus vecinas. En otro caso se
observan pequeiias irregularidades superficiales en la region de transicion 3-4.

Los efectos mas perniciosos afectaron a la integridad estructural del tejido. En
todos los animales se¢ apreciaron defectos estructurales de caracteristicas similares,
localizados en la porcion profunda de la zona III correspondiente a la region de carga
maxima. La extension de los defectos y la intensidad de las manifestaciones fueron
distintas para cada animal. Consistieron en la pérdida de apetencia matricial por la
Safranina O, que hizo mas visibles las fibras de colageno, con un aspecto ondulado, la
aparicion de grandes espacios acelulares, en algunos casos debidos a necrosis celular
y una reorganizacion de la distribucion celular. En dos casos, junto a estas alteraciones
coexisten grietas o dehiscencias perpendiculares a la superficie.

El primer aspecto discutible es la ubicacién profunda de las lesiones sin
alteracion de la superficie articular. Se sabe que el primer signo visible de osteoartritis
es una fibrilacion localizada o una disrupcion de los estratos mas superficiales del
cartilago articular, que tienen caracter progresivo y llegan a afectar a estratos mas
profundos. Mientras que los cambios debidos a la edad son de aspecto similar pero no
progresan [BUCKWALTER y MARTIN, 1995]. Por lo tanto en la mayoria de los
casos, las investigaciones establecen la integridad del tejido articular basandose en la
preservacion o no de su estrato mas superficial, apoyandose en la falsa idea de que
encontrandose intacta la superficie articular, el resto del cartilago no deberia presentar
anomalias. Nuestros estudios previos, junto con datos aportados por otros autores
[STOUGARD, 1976; DEKEL y WEISSMAN, 1978; OETTMEIER y cols., 1989ay
b] han demostrado que se pueden producir alteraciones muy tempranas del cartilago que
solo afectan a estratos profundos. Mientras ellos ubican estas alteraciones en la
interfase cartilago-hueso subcondral, nosotros las hemos localizado en la interfase entre
el cartilago mineralizado y el no mineralizado, donde las condiciones mecanicas pueden
generar graves deterioros antes de resultar afectada la superficie del cartilago.

Los trabajos experimentales demuestran que los traumatismos directos, sean
agudos o repetitivos, pueden daiiar el cartilago sin causar una disrupcion tisular visible
[BUCKWALTER, 1992]. La compresion resultante y las fuerzas secantes aplicadas
a una superficie articular pueden romper la matriz del cartilago produciendo fisuras
condrales, colgajos o fracturas, y las cargas de impacto transarticulares pueden
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provocar fracturas en la region de la zona de cartilago calcificado y del hueso
subcondral coexistiendo con una superficie articular intacta [BUCKWALTER y cols.,
1990a; THOMPSON vy cols., 1991].

La morfologia, la composicion bioquimica y el nivel de sintesis del colageno
pueden variar, sin que por ello se produzcan alteraciones apreciables en la concentra-
cién total del mismo [MANKIN, 1974]. Algunos autores [MAROUDAS, 1976a;
FREEMAN, 1980] sugieren que la fatiga y la disrupcion de la red colagena ocurren
muy precozmente y serian las responsables del aumento del contenido de agua. La
ultraestructura del cartilago revela una disposicion mas proxima, paralela y radial de
las fibras colagenas, agregados de fibrillas ondulantes en fase ¢ incluso rizados. Este
aspecto de la estructura colagena es ostensible incluso en tgjidos osteoartrosicos aunque
no hayan sido sometidos a estrés. Estos cartilagos responden precariamente incluso ante
presiones muy ligeras [BROOM, 1986a; ROBERTS y cols., 1686].

El interés que suscitan la composicion, estructura y organizacién espacial del
cartilago articular es debido a que la red colagena se considera ¢l lugar donde se
producen los cambios bioquimicos mas tempranos en el proceso degenerativo
osteoartrosico. De tal manera, la tumefaccion y el incremento del contenido de agua ini-
ciales que se producen, tanto en la osteoartrosis humana como en los modelos de
osteoartrosis animal, se¢ atribuyen al deterioro de la red colagena [MANKIN vy
ZARINS, 1975; McDEVITT y MUIR, 1976; MAROUDAS y VENN, 1977,
AKIZUKI y cols., 1987].

La aplicacion de cargas ciclicas a muestras de cartilago humano in vitro causo
fibrilaciéon de la superficic [WEIGHTMAN, 1976] y la aplicacion periddica de
impactos sobre articulaciones metacarpofalangicas bovinas in vitro, combinada con
movilizacion de la articulacion, causo degeneracion de la superficie articular [RADIN
y PAUL, 1971]. La sobreutilizacion repetida de las articulaciones de los conejos in
vivo combinada con la aplicacion de sobrecargas instantaneas, causo dafio al cartilago,
incluyendo la formacion de grupos de condrocitos, fibrilacion de la matriz, engrosa-
miento del hueso subcondral y penetracion de capilares subcondrales en la zona
calcificada del cartilago articular [DEKEL y WEIGHTMAN, 1978]. La extension del
dafio cartilaginoso parecia incrementarse con la prolongacion de los periodos de
sobrecarga repetitivos, y el deterioro del cartilago continuaba después de cesar las
sobrecargas. Este ultimo hallazgo sugiere la existencia de algun dafio en el cartilago que
no es visible de manera inmediata.
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Si bien la deformacion instantinea bajo compresion depende mas directamente
de las fibras colagenas, los proteoglucanos intervienen en dicha respuesta ya que
modulan el pretensado-a través de su efecto osmético. La pérdida de proteoglucanos
permite una mayor hidratacion de los existentes y, consecuentemente, la presion
osmética y la presion de imbibicion son menores, por lo que el tejido cede mas
facilmente bajo presion. La menor concentracion de proteoglucanos y la mayor hidrata-
cion del tejido aumentan su permeabilidad y, ademas, se facilita el acceso hacia la
matriz de moléculas que en condiciones normales estarian excluidas [BURTON-
WURSTER y cols., 1986]. Cuando se ha producido la depleccion de proteoglucanos
existe un incremento dramatico de la deformacion instantanea [MIZRAHI vy cols.,
1986]. Aunque el cartilago osteoartrosico contiene mayor cantidad de agua, ésta
difunde mas facilmente y la rehidratacion del proteoglucano es mas dificil y lenta. El
cartilago se deshidrata y adelgaza bajo la compresién, perdiendo la capacidad amorti-
guadora. Asi, HOSHINO y WALLACE [1987], en su estudio sobre la capacidad de
absorcién de impacto de la rodilla humana concluyen que mientras en las rodillas
normales se absorbe el 52% de la fuerza, en las artrosicas se absorbe solo un 24%. Si
la compresion es repetitiva el tejido se deforma en cada ciclo, agravandose el detenoro
por fatiga de la red colagena [MAROUDAS vy cols., 1986].

La morfologia parece sugerir que la transmision suave de la tension entre el
tejido adaptabie y el rigido puede conseguirse a través de los cambios en la orientacion
y la densidad de empaquetamiento de las fibras de colageno en el cartilago adyacente
al tidemark [BROOM y POOLE, 1982]. La densidad de empaquetamiento fibrilar va
a variar en relacién con la concentracion de PG, de manera que éstos influyen también
sobre las propiedades mecanicas de la fibrilla. En el cartilago articular, por lo tanto, la
densidad de empaquetamiento de la fibrilla se incrementa con la profundidad, ya que
es con ésta con la que aumenta el contenido de PG [KATZ y cols., 1986]. Segiin
GONGADZE [1987], esta region, que sufr¢ cambios importantes con el crecimiento,
¢l envejecimiento y la patologia osteoarticular, puede considerarse como una barrera
o un filtro selectivo que regula la permeabilidad. Su alteracion, ademas de suponer un
deterioro estructural, modificaria la permeabilidad, permitiendo el acceso de vasos
subcondrales y otros elementos desde la médula ésea.

La fatigabilidad de la red colagena ira unida a la disminucién de la resistencia
a la compresion en las zonas profundas. Si bien, la zona superficial conserva la
respuesta mecanica, cualquier disrupcion del colageno en la zona superficial expone
biomecanicamente las zonas profundas y permite la progresién de su deterioro [ROTH
y MOW, 1980].




Discusidn - 249

En nuestra opinion, las alteraciones estructurales encontradas en la profundidad
de la zona III de la region de maxima carga podrian deberse a varias causas. El
engrosamiento del cartilago incrementaria la capacidad del tejido para absorber las
fuerzas de compresion, pero pensamos que lo haria menos idoneo para tolerar los
esfuerzos tangenciales, porque al aumentar la longitud de las fibras de colageno,
también se incrementarian los momentos que sufren estas en la interfase entre el
cartilago no mineralizado y el mineralizado. Esta situacion se agravaria por la pérdida
de proteoglucanos que se produce a este nivel y cuya naturaleza se discute mas adelante
(pg. 255). La disminucién en la concentracion de PG provoca un deterioro en el estado
de pretensién de la red de colageno y facilita sus desplazamientos. Estas mismas
circunstancias son las responsables de que las células del estrato profundo sufran un
aplastamiento mayor y, en consecuencia, un aumento de sus dimensiones transversales
que también desplazarian a las fibras de colageno. En conjunto, asistimos al concurso
de varios factores que provocarian mayor movilidad de las fibras de colageno en el
lugar de su anclaje en ¢l cartilago mineralizado, donde romperian con mayor facilidad.

Apetencias tintoriales

Los PG del cartilago, sus caracteristicas y concentraciones son muy variables
en funcion de las demandas mecanicas regionales, la edad, la patologia, etc. [IMULLER
y cols., 1989]. Nuestros datos coinciden con los de otras observaciones en las que, por
medio de tinciones especificas con colorantes cationicos, se constata una distribucion
diferente segiin la profundidad, de tal forma que la captacion de Safranina O es mayor
en la zona mas profunda, donde ¢l contenido en glucosaminoglucanos es mayor que en
la superficie, lugar en ¢l que predomina la apetencia por el fast green [HIRSCH, 1944;
. STOCKWELL y SCOTT, 1967, 1970, MAROUDAS vy cols., 1969, 1973, ROSEN-
BERG, 1971; LEMPERG y cols., 1974; JONES vy cols., 1977, MAROUDAS y
VENN, 1977, VENN y MAROUDAS, 1977, VENN, 1978, 1979, MEACHIM y
STOCKWELL, 1979; BAYLISS y cols., 1983; RATCLIFFE y cols., 1984;
KIVIRANTA vy cols., 1985, 1987, CASTANO, 1992; CASTANO vy cols., 1994;
GIRALDEZ, 1994].

El tamaiio y la densidad de los PG varian significativamente, dependiendo de
la profundidad de la zona estudiada y de la proximidad de la matriz al condrocito.
Desde la superficie hasta la profundidad, el nimero de granulos de PG aumenta
mientras que su didmetro disminuye [BAYLISS y cols., 1983b; PAUKKONEN y
HELMINEN, 1987a], al mismo tiempo que aumenta su proporcién en queratan sulfato
[HEINEGARD y AXELSSON, 1977;[JONES y cols., 1977, STOCKWELL, 1979;




250 Discusién

BAYLISS y cols., 1983b]. La disminucion del tamaiio de las subunidades de PG y el
aumento de su numero hacia la profundidad del cartilago podrian depender de la
diferencias en la densidad celular a través de las distintas zonas del cartilago sin
calcificar [PAUKKONEN y cols., 1984a]. Se cree que la vida media de las moléculas
esta en relacion con su distancia hasta la célula [STOCKWELL, 1979], por lo que las
subunidades de PG en la zona superficial, rica en células, serian moléculas mds jovenes
y mayores que las de la zona profunda, pobre en elementos celulares. La acumulacién
de moléculas matriciales fragmentadas ocurriria, sobre todo, en esta ultima zona
[PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a].

El nimero de granulos de PG es mayor cuanto mas cerca nos encontramos del
condrocito y disminuye a medida que nos alejamos de él, de manera que es mayor en
la matriz pericelular y desciende hacia la interterritorial. Por el contrario, el diametro
de los granulos es menor en la matriz pericelular y aumenta en la interterritorial
[POOLE y cols., 1980; POOLE, 1983; PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a).

Los PG contribuyen a las caracteristicas mecanicas de la matriz de diversas
formas: incrementan la resistencia del tejido a la compresion y regulan el diametro de
las fibras de colageno. La distribucion de los GAG en el cartilago produce un aumento
gradual de Ia presidn osmética interna y, en consecuencia, proporciona al cartilago la
resistencia elastica ante una fuerza aplicada a la articulacion [MAROUDAS, 1976a;
GREENWALD y cols., 1978]. Parece evidente que existe una relacion estrecha entre
el contenido y composicién de los GAG con las cargas mecanicas que soporta el
cartilago, y que su resistencia a la compresion depende de la concentracion de GAG,
especialmente del queratan sulfato [YOSHIDA y AZUMA, 1982]. Para una
concentracion determinada, la influencia del queratan sulfato sobre la "dureza" del
cartilago es mayor que la del condroitin sulfato [KEMPSON vy cols., 1970].

Los PG parecen tener un papel relevante en Ia regulacion del diametro de las
fibras de colageno. Cuando son ricos en condroitin sulfato tienen capacidad de unirse
al colageno [OBRINK, 1973] y podrian ejercer un efecto inhibidor sobre el crecimiento
de la fibra en grosor (diametro) [SCOTT y cols., 1981b]. El queratin sulfato no
interactiia con el colageno y, por lo tanto, se puede pensar que permite €l crecimiento
fibrilar continuo, lo que se traduce en unas fibras mas gruesas. En los lugares donde los
granulos de la matriz son de mayor tamafio (ricos en condroitin sulfato) las fibras de
colageno son de menor diametro; en cambio, donde los granulos son menores (pobres
en condroitin sulfato) las fibras de colageno son mas gruesas. Podria ser que, las fibras
de colageno delgadas, al unirse a subunidades de PG grandes y ricas en condroitin
sulfato, formasen una matriz mas densa en el estrato superficial, lo que impediria la
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difusion de PG desde el cartilago articular hacia el liquido sinovial [PAUKKONEN y
HELMINEN, 1987a]. Las fibras de colageno de mayor grosor se encontrarian en las
regiones més profundas del cartilago articular [STOCKWELL, 1979; ZAMBRANO
y cols., 1982; PAUKKONEN y HELMINEN, 1987a].

Estamos completamente de acuerdo en que la distribucién de los proteogluca-
nos depende de las condiciones mecanicas tipicas de cada region. El mayor contenido
de PG, que podria contribuir a una mayor "dureza" del tejido cartilaginoso [KEMPSON
y cols., 1970] y los PG con mayor peso molecular, se encuentran exclusivamente en las
areas de cartilago articular que soportan mas peso [MATTHEWS, 1952; BJELLE,
1975; YOSHIDA y AZUMA, 1982; BULLOUGH y cols., 1985, SLOWMAN vy
BRANDT, 1986; KIVIRANTA y cols., 1987] y también del cartilago que es sometido
a un incremento de estrés mecanico [CATERSON y LOWTHER, 1978; TAMMI y
cols., 1983; PAUKKONEN vy cols., 1984a). En las areas que soportan mas peso la
cantidad de GAG y la proporcion de queratén sulfato/condroitin sulfato también son
mayores [SWEET vy cols., 1977a; THONAR y cols., 1978; YOSHIDA y AZUMA,
1982]. |

De los datos expuestos se puede concluir que la concentracion de PG en la
matriz extracelular varia con la edad, y que esta variacion es distinta segin las
demandas mecanicas a las que s¢ vea sometido el cartilago. En nuestro estudio, s¢
aprecia que la concentracion de PG es mayor en las zonas que sufren una mayor carga
y disminuye de manera directamente proporcional con la misma. Simultaneamente,
cuanto mayor es la carga soportada mayor redistribucion se produce en la apetencia
tintorial por la Safranina O, que alcanza estratos o zonas cada vez mas superficiales.
Esto estaria en consonancia con los resultados aportados por MIZRAHI y cols. [1986]
en el sentido de que son estos componentes de 1a matriz extracelular los que proporcio-
nan su resistencia ante la compresién, puesto que indirectamente juegan un papel
modulador de la rigidez (dureza) de la red colagena a través de su presion osmética y
de la regulacion del diametro de sus fibras.

En el estudio de las muestras tefiidas con HEA, se observo que la MT de los
condrocitos siempre se tifie de azul, con independencia de la zona y la region que se
estudie. En cambio, en la MIT el EB predomina en las zonas superficial y profunda (1
y 4), y coexiste con el APA en la zona II. En la zona III, cuando existe, el comporta-
miento es mas variable y la intensidad de su apetencia por el EB guarda una relacién
directa con la carga soportada.




252 } Discusion

Consideramos que esta coloracion es muy util para estudiar el componente
fibrilar colagénico de pequefio diametro, que muestra apetencia por el APA. Sin
embargo, los patrones que hemos descrito para la distribucion de las apetencias
tintoriales no coinciden exactamente con la organizacion espacial del colageno, puesto
que, en superficie, donde predomina el condroitin-sulfato y el diametro de las fibras es
pequeifio, la apetencia predominante debiera corresponder al APA. En la profundidad,
donde existe mas cantidad de queratan-sulfato, el diametro fibrilar es mayor y las
apetencias mas intensas corresponden al EB. Esta aparente contradiccion en la zona
superficial se debera, probablemente, a que en el cartilago intacto los PG enmascaran
al componente fibroso. Por lo tanto esta tincion sera de mayor valor cuando previamen-
te se haya producido una depleccion de PG que deje visibles a las fibras.

Al considerar los efectos del entrenamiento sobre la composicion de la matriz
extracelular, volvemos a encontrar resultados tan diferentes que llegan a ser contradic-
torios. A excepcion de LAMMI y cols. [1993] y KINCAID y van SICKLE [1982], que
no encontraron afectacion ni en la sintesis, ni en la concentracion de PG tras el
entrenamiento, el resto de autores si encontraron modificaciones.

En general, cuando se trata de un entrenamiento leve o moderado, la
concentracion de PG en la matriz se incrementa [TAMMI y cols., 1983; PAUK-
KONEN y cols. 1984a; SAAMANEN y cols_, 1988; KIVIRANTA y cols., 1988]. Este
incremento no afecta a la totalidad del cartilago y presenta variaciones localizadas en
las distintas regiones de la superficie articular y en las diferentes zonas: PAUKKONEN
y cols. [1985] lo observaron en la zona superficial, mientras que KIVIRANTA y cols.
[1988] y SAAMANEN y cols. [1989] demostraron un aumento significativo en las
zonas II, I y calcificada de la region que soportaba mas carga, no aprec:andolo enla
zona superficial.

Nuestros resultados son practicamente similares a los de estos autores, aunque
en nuestros animales se produjo un aumento generalizado de la apetencia por la
Safranina O, lo que indica que el incremento de la concentracion de PG tuvo lugar en
la totalidad dei cartilago. Sin embargo, es conveniente afiadir que ¢l mayor incremento
afecto a la region de carga maxima, donde, ademas se puede observar una redistribu-
cion de manera que la Safranina O tifie estratos mas superficiales. En oposicion al
incremento generalizado de PG, pudimos comprobar una pérdida localizada de Ia
apetencia por la Safranina Q que coincidia con los defectos estructurales ubicados en
las porciones mas profundas de la zona III.
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El incremento en la intensidad de la coloracion también se produce en las
muestras teflidas con HEA. La redistribucion afecta, sobre todo, a las regiones que
soportan menor carga y de manera distinta segiin se trate de la region anterior o
posterior. En el primer caso, region 1, observamos que ¢! APA alcanza niveles mas
superficiales. En el segundo, regi6n 4, se incrementa ¢l dominio del EB, que tifie
practicamente toda ia MIT.

En cambio, otros trabajos indican que ¢l entrenamiento deprime ¢l contenido
de PG del cartilago [KRAUSE, 1969; VASAN ,1983; VIDEMAN y ERONEN, 1934;
KEMPPINEN y cols., 1986; KIVIRANTA y cols., 1992; AROKOSKI y cols., 1993].
Esta respuesta también muestra variacion topografica y zonal. La reduccion en la
tincion con Safranina Q es particularmente pronunciada en la zona mas superficial,
mientras que en el cartilago mineralizado presentaba una ligera disminucién [KIVI-
RANTA y cols., 1988, 1992]. Al incrementarse la duracion del gjercicio, la reduccion
en ¢l contenido de GAG afectaba a estratos mas profundos [AROKOSKI y cols.,
1993]. En todos los casos, los mayores efectos se localizaban en las regiones que
soportaban mas cargas. '

El incremento de PG puede deberse a un incremento en su produccion. El leve
aumento que se produce en el tamaiio celular y en la cantidad de organelas intracelula-
res apoya la idea de que el entrenamiento es capaz de activar a las células del cartilago
para sintetizar moléculas matriciales [PAUKKONEN vy cols., 1984a; PAUKKONEN
y HELMINEN, 1987a]. Cuandc los animales son jovenes, esqueléticamente inmaduros,
la sintesis matricial puede superar a la degradacion y asociarse con una mejoria en las
propiedades biomecanicas del cartilago: mayor dureza en estas areas [JURVELIN y
cols., 1986a]. '

En cambio, la pérdida de PG en la zona superficial, como consecuencia del
incremento de carga, se debe, probablemente, a una rotura de PG que no puede ser
compensada por la neosintesis de moléculas [KIVIRANTA y cols., 1992]. Esta sintesis
y renovacion de PG puede ocurrir como respuesta ante un aumento de su catabolismo
[SANDY vy cols., 1984; CARNEY Yy cols., 1992]. Sin embargo, a pesar de que Ia
sintesis de PG est¢ aumentada, por estimulacion de la actividad condrocitaria, resultaria
insuficiente para mantener su concentracion normal en la matriz extracelular [VASAN,
1983; AROKOSKI y cols., 1993].

La zona superficial seria la mas afectada porque la liberacion de metaloprotei-
nasas, desde los condrocitos o desde el liquido sinovial, podria explicar la liberacién de




254 Discusidn

PG desde el tejido al liquido sinovial [VIGNON vy cols., 1987; PELLETIER vy cols.,
1988]. En cambio, la difusion de PG desde 12 matriz de las zonas mas profundas seria
mas dificil. La pérdida de PG desde el tejido también podria estar incrementada por la
ruptura de la red de colageno [DONOHUE, 1983; BROOM, 1986b]. Sin embargo,
SAAMANEN v cols. [1986] observaron un cartilago articular aparentemente normal,
lo que les lleva a proponer que el ejercicio fisico sistematico en animales jovenes en
crecimiento afecta primariamente al metabolismo de los PG antes que al del colageno.

Para explicar la obtencion de resultados tan distintos podriamos establecer la
siguiente hipotesis. Como consecuencia de la realizacion de un entrenamiento
determinado, se produciria un incremento en la sintesis de componentes matriciales en
un intento de reposicion, precisamente en aquellas regiones donde el aumento de las
cargas es mayor. Esto representaria un intento de reparacién inicial, que es tanto mas
evidente cuanto mas joven es el animal y cuanto menos prolongado resulte el ejercicio.
De tal manera que, si ¢l entrenamiento se prolongase excesivamente, podriamos
encontramos con dos posibilidades: que no resultase demasiado intenso y la actividad
sintética fuese suficiente para mantener la integridad de la matriz, con lo que no se
apreciarian modificaciones en su composicion, o, que €l entrenamiento fuese de tal
intensidad que la actividad sintética no pudiese equilibrar la degradacién matricial. En
este segundo caso asistiiamos a un proceso destructivo del cartilago articular,
agravado por ¢l hecho de que los animales con el transcurso del tiempo van haciéndose
mayores y su capacidad sintética iria disminuyendo.

La hipdtesis del intento de reparacion inicial que finalmente fracasa, coincidiria
con los fenémenos descritos en la instauracion de la osteoartrosis. En esta patologia
existe una pérdida generalizada de proteoglucano, una disminucion en el contenido de
acido hialurénico del tejido [EGUCHI y cols., 1974], los agregados de proteoglucanos
son mas pequefios [ALTMAN vy cols., 1984] y su capacidad de agregarse es menor
[TESHINA y cols., 1983]. Sin embargo, en los momentos iniciales de su instauracion
podemos asistir a un aumento en la sintesis de PG [McDEVITT y MUIR, 1976; RYU
y cols., 1984; SANDY vy cols., 1984] y colageno [LIPIELLO y cols., 1977; EYRE y
cols., 1980, RONZIERE y cols., 1990], de tipo II en las zonas media y superior
[AIGNER Yy cols., 1992]. Todo ello se produce en un intento de regeneracion de la
matriz y supone un incremento del grosor del cartilago articular, que le permitira -
mantener su capacidad funcional a pesar de la presencia de una alteracién mecanica
persistente [BRAUNSTEIN y cols., 1990]. El cartilago osteoartrdsico es capaz de
conseguir una sintesis de PG cualitativamente casi normal mientras que en la matriz
extracelular acontecen cambios degradativos postsintéticos. Como veremos mas tarde,
estos intentos fracasaran, pues el cartilago pierde su funcionalidad y la articulacion su
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integridad. [MOSKOWITZ y cols., 1982; GOLDBERG y cols., 1984].

La pérdida localizada de PG que acontece en los defectos estructurales situados
en las porciones profundas de la region de maxima carga podrian tener un origen
diferente, puesto que la matriz extracelular incrementa su contenido de PG en casi todos
los lugares excepto aqui. Estas alteraciones se producen en el lugar del cartilago que
soporta mayor cantidad de carga y que representa la interfase entre el cartilago no
mineralizado y el estrato subyacente mas rigido. Es muy probable que aqui, al igual que
en el resto del tejido, se produzca una degradacion mecanica de los PG. Sin embargo,
no se producirian los efectos compensadores representados por un incremento de la
sintesis. Esto podria deberse a un deficiente aporte de nutrientes en esta region que
reconoceria, al menos, dos origenes. En primer lugar, una alteracion del mecanismo de
imbibicién-extrusion, porque el engrosamiento tan considerable que sufre ¢l cartilago
en esta region hace que las moléculas provenientes del liquido sinovial tengan que
recorrer una mayor distancia y su trayecto sea mas dificultoso a causa del incremento
de PG en la matriz suprayacente, que la vuelve mas densa. En segundo lugar, es
probable que el aumento de las fuerzas compresivas altere el aporte vascular que el
cartilago articular recibe desde el compartimento subcondral. Esta tiltima circunstancia
explicaria también el retraso que aparece en ¢l avance del frente de osificacion, pues
sabemos que la vascularizacion es imprescindible para la osificacion y que su ausencia
deriva en la permanencia de tejido cartilaginoso. En resumen, los elementos nutritivos
que debieran liegar a los estratos profundos del cartilago articular desde el liquido
sinovial y los metabolitos de deshecho que siguen ¢l camino inverso, verian dificuitado
su transito y el aporte desde el compartimento subcondral también disminuiria por una
alteracion de la vascularizacion a este nivel.

V.5.- Caracteristicas histolégicas del tejido epifisario y del
hueso subcondral

Tejido cartilaginoso epifisario

Los animales utilizados en nuestro estudio eran muy jovenes y no habian
completado la osificacion de sus epifisis, por lo que apareceran restos del tgjido
cartilaginoso epifisario localizados entre el estrato mas profundo del cartilago articular
(suprayacente) y ¢l hueso subcondral (subyacente). Este tejido alcanza su maxima
expresion en la region 2 y disminuye hacia los extremos anterior y posterior del condilo,
donde llega a hacerse imperceptible. En su porcion mas gruesa presenta una capa
superficial formada por células separadas de pequefio tamafio y un estrato profundo
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compuesto por células de mayor tamaific que, ocasionalmente, forman grupos
isogénicos. La matriz extracelular muestra una apetencia tintorial por la SO,
ligeramente menor que en el cartilago mineralizado y por el APA.

Cuando los animales fueron sometidos a ejercicio sistematico el cartilago
epifisario no sufrié modificaciones apreciables. Si acaso, alli donde ya existia adquiri6
un grosor mayor y mejor definicion de sus estratos celulares. Da la impresion de que
el entrenamiento hubiese producido un ligero retraso en su ostficacion.

Hueso subcondral

La distribucion de las trabéculas y el porcentaje de osteoide, varian en las
distintas regiones del condilo. Las trabéculas son mas frecuentes y con una disposicién
mas compleja en las regiones de mayor carga, donde no han alcanzado su osificacién
completa y cuya porcion central esta constituida por tejido osteoide. El grado de
complejidad en la region 3, de maxima carga, nos permitiria considerarlas como
verdaderas “masas trabeculares”. En la region 2 encontramos una disposicion
ligeramente mas sencilla con trabéculas de primer y segundo orden que alcanzan al
cartilago en una disposicion perpendicular u oblicua. A medida que nos acercamos a
las regiones de menor carga (1 y 4), las trabéculas disminuyen en namero y simplifican
su disposicion, hasta el extremo de que al llegar a la regién 4, practicamente no existen
y ¢l hueso subcondral se limita a una lamina ésea fina, de disposicién paralela a al
superficie.

Como resultado de la disposicion descrita, se comprende facilmente que el
grado de interdigitacion entre el cartilago y el compartimento éseo subcondral es mucho
mayor en las regiones de carga elevada. Al mismo tiempo, en estas regiones se observa
un retraso relativo en el avance del frente de osificacién, cuando lo comparamos con
las regiones que soportan menor carga.

Nosotros pensamos que la diferencia de comportamiento en las distintas
regiones del cartilago puede deberse, entre otras razones, a que se trata de animales
Jovenes, en los que el cartilago no es exclusivamente "articular" y se comporta, ademas,
como "epifisario”. En los lugares que sufren una mayor carga funcional, el cartilago
debe aportar cualidades mecanicas diferentes, lo que consigue, en parte, a través de su
engrosamiento. En cambio, en las regiones con menor carga, los requerimientos de
indole mecanica son menores; estas circunstancias fisicas facilitan el avance del frente
de osificacion subcondral y, consecuentemente, la reduccion en el grosor del cartilago.
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Las trabéculas oseas del compartimento subcondral suelen adoptar una
disposicion perpendicular a la superficie articular, y son mas frecuentes, de menor
grosor y menos osificadas en las regiones de mayor carga. Con el transcurso de la edad,
en las regiones de menor carga tienden a ubicarse en una disposicion mas oblicua o
paralela. Esta diferencia de comportamiento tiene su origen en las distintas condiciones
mecanicas a que se ve sometido el tejido. Esta opinion coincide con la propuesta que
hizo ROUX en 1895, segin la cual, la diferenciacion de los tejidos conjuntivos estaba
controlada, en parte, por fuerzas mecanicas. Asimismo, estamos de acuerdo con
CARTER y cols. [1987] cuando, profundizando en este postulado, afirman que la
osificacion encondral s¢ podria promover mediante la aplicacion intermitente de fuerzas
de cizallamiento v que la compresién hidrostitica intermitente inhibe la degeneracion
del cartilago y la osificacion. Las primeras afectan a la regién anterior del condilo,
donde promoverian la osificacién encondral y, en consecuencia, disminuirian el grosor
del cartilago. Las segundas tienen lugar en la regién posterior y, al inhibir la
osificacion, permiten que el grosor del cartilago sea mayor.

El mayor o menor avance de la osificacion depende, por lo tanto, de las
condiciones mecanicas existentes. Como se desprende de las observaciones de EGGLI
y cols. [1988] y de nuestros propios resultados, el espesor del cartilago articular es
mayor en los lugares de la articulacion que soportan una mayor carga [EGGLI y cols.,
1988), y afecta especialmente a la zona de cartilago calcificado [MULLER-GERBL
y cols., 1987]. Aquellas situaciones que conllevan el adelgazamiento del cartilago
articular (falta de estimulo mecanico, etc.) o su deterioro, van acompafiadas de un
aumento de la formacion de hueso subcondral [MULLER-GERBL y cols., 1987,
BENSKE vy cols., 1988], que es tanto mayor cuanto mas reciente es la causa y que
puede llegar a superar tres o cuatro veces el patron de crecimiento normal [BENSKE
y cols., 1989].

Estamos de acuerdo con esta afirmacién porque un grosor mayor puede
deberse, entre otras razones, a una detencion del frente de osificacion. Sin embargo,
nuestro estudio se realizé en animales de corta edad (no en adultos), en los que el
establecimiento de la zona IV (cartilago mineralizado) aconteceria con posterioridad a
las edades contempladas.

PATURET en 1951 utiliz6 el término "elemento anatémico™ para designar a
toda pieza o porcion de un aparato que presenta una constitucion, estructura histologica
y desempefia un papel fisiologico determinados. En el caso de los elementos anatomicos
que integran una articulacion, aunque por definicion son diferentes, no dejan de estar
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intimamente emparentados basandose en su origen ¢ procedencia y, en segunda ins-
tancia, a su arquitectura, que responde a los mismos principios. Esto puede apreciarse
con claridad al observar como los componentes de un elemento anatomico se contintian
con los de otro sin existir limites de demarcacion netos entre ambos. Quizas pueda ser
aventurado, pero resulta al menos tentador el establecer una relacion entre lo expuesto
y la similitud entre las formas de reaccion, ya que todos los elementos de una
articulacion participan en la respuesta ante una noxa.

Segun REDLER y cols. [1975], la integridad estructural entre el cartilago ar-
ticular mas adaptable y el rigido cartilago calcificado subyacente se lleva a cabo por
continuidad de las fibras colagenas a través de la interfase entre estas dos capas.
Ademas, es esencial que el cartilago articular, altamente adaptable, disponga de un
anclaje seguro en su rigida base calcificada, que le permita soportar los distintos grados
de carga mecanica a que esta sometido durante el funcionamiento normal de la articula-
cion. Los cambios repentinos en la adaptabilidad podrian estar asociados con cambios
bruscos del nivel de estrés experimentado en el tidemark [BROOM y POOLE, 1982].
Hoy se acepta, de forma general, que el fidemark y el cartilago calcificado juegan un
papel crucial en la transmision de las fuerzas mecanicas desde el cartilago articular al
hueso subcondral [ASKEW y MOW, 1978].

El enfrenamiento produce los cambios més significativos en la region 2, que
adquiere un aspecto similar al de la region 3 de los animales controles. Esto podria ser
debido a que la carga que recibe la region 2 de los animales entrenados sea similar a la
de la regién 3 de los controles. En cambio, la carga que recibe la region 3 de los
entrenados puede superar los limites tolerados por el cartilago y causar las alteraciones
que se encuentran en esta region.

El cartilago articular reduce el esfuerzo al incrementar la congruencia de las
articulaciones [SIMON, 1971; BERNARD y cols., 1982]. Las superficies articulares
normales no son completamente congruentes y €so motiva que en el momento de aplicar
carga los contactos entre ellas tengan lugar en areas limitadas [BULLOUGH y cols.,
1968, 1973, BULLOUGH, 1989]. El engrosamiento de las areas lateral y medial del
cartilago del condilo y de la plataforma ésea subcondral, combinadas con la
remodelacion 6sea acelerada, son mecanismos compensatorios y adaptativos para servir
a la congruencia [OETTMEIER vy cols., 1992b]. Las reacciones del hueso subcondral
en respuesta a la carga son generalizadas. En casi todas las localizaciones se encuentra
una remodelaciéon dsea claramente acelerada, probablemente para proporcionar mayor
cantidad de masa 6sea subcondral. El diametro de las trabéculas no varia, sin embargo,
s¢ forman nuevos puentes de hueso después de la carrera. Con microscopia 6ptica no
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s observa ninguna microfractura trabecular [OETTMEIER y cols., 1992b].
Epilogo

Desafortunadamente, los estudios epidemioldgicos no resultan concluyentes
para esclarecer los efectos del entrenamiento sobre el cartilago articular. En muchos
casos se utilizan conceptos como uso, desuso y abuso, sin tener en cuenta que, para
relativizarlos, habrian de considerarse las caracteristicas individuales de cada sujeto
sometido a estudio, lo que complicaria en gran medida la homogeneizacion de las
muestras. Para conseguirlo, seria deseable tener en cuenta la tipologia individual, la
clase, intensidad y frecuencia del entrenamiento, etc. Y aun asi, la igualdad en las
condiciones del entrenamiento no garantizaria la uniformidad de la muestra, porque la
construccion y la mecanica del aparato locomotor no son idénticas en todos los
individuos v, en consecuencia, tampoco lo serian las repercusiones que sufra. Por ello,
llama poderosamente la atencién que, en la mayor parte de los estudios en los que se
analizan los efectos del entrenamiento sobre las articulaciones, no s¢ tengan en cuenta
estos factores. Ademas, las patologias o alteraciones que se diagnostican en estos
estudios son enfermedades suficientemente manifiestas o evidentes, no pudiendo
precisarse su momento de aparicion ni la naturaleza de sus alteraciones mas tempranas.

En lo que se refiere a los diversos estudios experimentales, observamos falta
de unificacion en los protocolos y, consecuentemente, resultados que pueden llegar a.
ser contradictorios. A todo ello podemos afiadir que en muchos casos los examenes
histolégicos se realizan de manera “cuasimecanizada”, al menos, en todos aquellos
aspectos que se relacionan con variables cuantificables, y siempre en detrimento de una
observacion directa y exhaustiva de la muestra. En estas circunstancias es facil pasar
por alto pequefios detalles histolégicos que podrian orientar hacia una interpretacion
diferente de la globalidad de resultados. Por ejemplo, nos sorprende la facilidad con que
se atribuye a un hallazgo ¢l calificativo de beneficioso, cuando puede tratarse de una
respuesta temprana a un estimulo, en un intento de reparacion inicial que no va a
fructificar y que terminardn en una alteracion grave y definitiva del tejido.

En las investigaciones referidas a los efectos del gjercicio fisico sistemdtico
sobre el cartilago, llama la atencion la ausencia de ciertos datos necesarios para
establecer las condiciones y el tipo de entrenamiento al que son sometidos los animales
experimentales. El entrenamiento excesivo, la practica de ejercicios extenuantes, la
adaptacion escasa o insuficiente al entrenamiento, el estrés psicologico, son problemas
que se deberian resolver mediante un calculo correcto de factores tan importantes como
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el volumen y la intensidad de las cargas, asi como de su frecuencia de aplicacién. La
enorme variabilidad encontrada en cuanto a estos paramectros en la bibliografia
existente permite que resultados aparentemente contradictorios adquieran su sentido
mediante la interpretacion del protocolo de entrenamiento,

- Ladiferencia entre los resultados de los diferentes estudios mencionados podria
ser explicada por los disefios experimentales:

- Las condiciones de la carrera: distancia, velocidad, dificultad afiadida
{(pendiente del tapiz o lastre del animal, duracién en el tiempo, etc.),
son distintas para cada experiencia y en estas diferencias podrian estar
las causas en la disparidad de los resultados.

- El ritmo de instauracién del entrenamiento es importante y la carrera
ha de comenzar gradualmente para evitar que un cartilago incompeten-
te sufra dafio si se aplica de manera intensa y brusca [PALMOSKI y
BRANDT, 1981].

- La especie animal y la raza podrian afectar significativamente a la
respuesta del cartilago.

- En los animales jovenes, el cartilago articular seria menos vulnerable
a la degeneracion inducida por el estrés que en los animales de mayor
edad [SAAMANEN vy cols., 1988].

- La integridad de la matriz al comienzo del entrenamiento. En este
sentido, se¢ ha comprobado que la matriz del cartilago articular que se
ha atrofiado a causa de una descarga previa, sufre dafio provocado por
un gjercicio de carrera, y no lo hace cuando se permite la libre
deambulacién en una jaula [PALMOSKI y BRANDT, 1981].

Pensamos que siempre que se aborde el estudio del cartilago articular o del
efecto de cualquier variable sobre el mismo, habra que considerarlo en relacién al resto
del organismo. De tal manera que siempre sera conveniente relativizar los resultados
y hacer una interpretacion conjunta y no aislada de todos los datos obtenidos. En este
mismo sentido y para realizar una valoracion ecuanime de los hallazgos, sera
aconsejable tener en cuenta la naturaleza heterogénea del cartilago articular, asumiendo
su caracter anisotropico y sus diferencias regionales.
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En definitiva, el éntrenamiento que realizaron los animales de nuestro
experimento se mostré excesivo. No dudamos que los hallazgos obtenidos, tanto en
aspectos macroscopicos como los estudios histologicos, pueden interpretarse como
alteraciones de mal prondstico. El retraso en el crecimiento de los animales, las
alteraciones estructurales del tejido articular y las demas variaciones en sus caracteristi-
cas histologicas son datos que, interpretados conjuntamente permiten considerar el
caracter pernicioso de nuestro entrenamiento. Probablemente, este dafio se deba, sobre
todo, a la extrema juventud de los animales y al inadecuado ritmo de implantacién del
entrenamiento.

No dudamos del efecto benefactor de la actividad fisica y del ejercicio en
general, pero sera muy conveniente adecuarlo siempre a las caracteristicas y
circunstancias individuales de cada sujeto en cada momento, sobre todo cuando
significa una carga sistematizada.
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Vi.- Conclusiones

Primera

La carrera continua, uniforme y estandarizada provoca un retraso en el ritmo
de crecimiento de las ratas jovenes que afecta a la longitud, al peso y al tamafio dseo.
Esta alteracion se hace evidente en la segunda semana de entrenamiento y se mantiene
hasta el final.

Segunda

La desigualdad en el reparto de las cargas que soporta €l cartilago del condilo
femoral intemo de la rata induce variaciones morfofuncionales regionales. De este
modo, podemos definir una porcion central, que ocupa aproximadamente el 60% de la
superficie articular y soporta las mayores cargas y, dos porciones extremas que sufren
cargas menores. '

Tercera

La carrera continua, uniforme y estandarizada no produce variaciones ni en las
dimensiones de la superficie articular del condilo femoral interno ni, en la distribucion,
tamaiio y curvidad de las regiones morfofuncionales del cartilago. '

Cuarta

Las caracteristicas del cartilago articular del condilo femoral interno de la rata
varian segun la regidén estudiada. De manera que donde soportan mas carga se
encuentran mayor grosor, menor celularidad, mejor definicior de las zonas I, 11 y I11,
con predominio de esta ultima, ausencia de “tidemark™ y de zona IV. La apetencia
tintorial por la Safranina O es mas intensa y alcanza niveles mas superficiales cuanto
mayor sea la carga soportada por el cartilago.

Quinta
La carrera continua sistematizada induce modificaciones en las caracteristicas

normales del cartilago articular, de forma que se incrementan el grosor en la region de
maxima carga, la celularidad en la region de carga intermedia, la definicién histologica
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zonal en las regiones donde la carga es mas usual, con particular desarrollo de la zona
radial, y la afinidad tintorial por la Safranina O que, ademas alcanza niveles mas
superficiales. El “tidemark” adquiere una mayor definicién en las regiones que soportan
menor carga, disminuye su muitiplicidad donde aumenta y no existe en la region de
maxima carga.

Sexta

La carrera continua sistematizada genera escasas alteraciones en la superficie
del cartilago articular, pero origina graves defectos estructurales en la porcién profunda
de la zona II correspondiente a la region de méxima carga. La extension y la intensidad
de sus manifestaciones fueron distintas para cada animal. Estos defectos consistieron
en la pérdida de apetencia matricial por la Safranina O, que permitié la vision de fibras
de colageno con un aspecto ondulado, la aparicion de grandes espacios acelulares, en
algunos casos debidos a necrosis celular, y una reorganizacién de la distribucion
celular. En algunos casos, junto a estas alteraciones coexisten grietas o dehlscenmas
perpendiculares a la superficie.

Séptima

El tejido cartilaginoso epifisario se ubica entre el cartilago articular y el hueso
subcondral, presenta mayor grosor en las regiones que soportan menor carga y no sufre
variaciones resefiables con el entrenamiento.

Octava

El hueso subcondral presenta variaciones que dependen de la carga soportada
por cada region. Cuando la carga es poca esta formado por una fina lamina dispuesta
paralelamente a la superficie articular y presenta escasas interdigitaciones con el
cartilago articular suprayacente. A medida que aumenta la carga, desaparece la
continuidad de la lamina horizontal y aparecen trabéculas de disposicion tanto mas
compleja y tanto mas perpendiculares a la superficie articular cuanto mayor es la carga,
al tiempo que se incrementa la frecuencia de las interdigitaciones osteocartilaginosas.

Con la carrera continua, uniforme y estandarizada se produce un retraso en el
avance del frente de osificacion en la region que soporta la mixima carga, donde
aumenta la complejidad en la ramificacién de las trabéculas. Simultaneamente, 1a region
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de carga intermedia adquiere caracteristicas similares a las que tiene la region de
maxima carga en los animales no entrenados.

Novena

La valoracion global de los efectos de la carrera continua sobre ¢l cartilago
articular del condilo femoral interno de la rata, nos permite establecer un mal
prondstico en cuanto a su evolucion, por lo que hemos de concluir que ¢l entrenamiento
realizado tiene consecuencias perniciosas sobre la articulacién de la rodilla en la rata
inmadura.
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Grupo control
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Fotografia 1.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del c6ndilo femoral interno de un animal del grupo control:

vision panoramica de la regidn 1 o region de menor carga anterior. (MO;
8,3x; HFS)

Fotografia 2.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del condilo femoral interno de un animal del grupo control:

vision panoramica de la region 2 o region de carga intermedia. {MO; 8,3 x;
HFS)
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Fotografia 3.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del condilo femoral interno de un animal del grupo control:

vision panoramica de la regidn 3 o region de maxima carga. (MO; 8,3x;
HFES)

Fotografia 4.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del condilo femoral interno de un animal del grupo control:
vision panoramica de la regidn 4 o region de menor carga postérior. (MO;
8,3x; HFS)




Grupo entrenado
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Fotografia 5.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del coéndilo femoral interno de un animal del grupo

entrenado: vision panoramica de la regidn 1 o regién de menor carga
anterior. (MO; 8,3x; HFS)

Fotografia 6.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del condilo femoral interno de un animal del grupo
entrenado: vision panoramica de la regidn 2 o region de cargaintermedia.
(MO:; 8,3x; HFS)
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Fotografia 7.- Microfotografia deun corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del condilo femoral interno de un animal del grupo

entrenado: vision panoramica de la region 3 o region de méxima carga.
(MO; 8,3x; HFS)

Fotografia 8.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del condilo femoral interno de un animal del grupo
entrenado: vision panoramica de la region 4 o region de mienor carga
posterior. (MO; 8,3x; HFS)




Detalles morfolégicos
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Fotografia 9.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del condilo femoral interno del animal 10, correspondiente
al grupo entrenado: vision panoramica de la regién 2 o region de carga
usual anterior. En ella se observa la alternancia de espacios sin presencia
celular con otros de aspecto normal (MO; 8,3x; HFS)

Fotografia 10.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del
cartilago articular del c6ndilo femoral interno del animal 7, correspondiente
al grupo entrenado: vision panoramica de la regidn 3 o de méxima carga. En
ella puede observarse el abultamiento existente entre las regiones.3 y 4 (MO;
8,3x; HFS)
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Fotografia 11.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del cartilago
articular del condilo femoral interno del animal 8, correspondiente al grupo entrenado:
detalle de la regidn 3 o de maxima carga. Se observan grietas o dehiscencias perpendicula-
res a la superficie en la zona III (MO; 26x; HFS)

Fotografia 12.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del cartilago
articular del céndilo femoral interno del animal 7, correspondiente al grupo entrenado:
detalle de la regién 3 o de méxima carga. Se observa la pérdida de apetencia por la SO, lo
que hace mas visibles las fibras de colageno de aspecto ondulado y la aparicién de espacios
de muerte celular (MO; 26x; HFS)
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Fotografia 13.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del cartilago
articular del céndilo femoral interno del animal 8, correspondiente al grupo entrenado:
detalle de la region 3 o de maxima carga. Se aprecia depleccion de PG y muerte celular; las
fibras de colageno muestran apetencia por el APA; en general, toda la regién es de aspecto
friable (MO; 20.x; HEA)

Fotografia 14.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del cartilago
articular del condilo femoral interno del animal 7 correspondiente al grupo entrenado:
detalle de la regidn I o de menor carga anterior. El cartilago epifisario es de mayor grosor
que en los controles y llama la atencién la disposicion de las células en hileras paralelas a
la superficie (MO; 20x; HFS)




Anexo |: Iconografia 1/12

2

Fotografia 15.- Microfotografia de un corte perpendicular a la superficie del cartilago
articular del condilo femoral interno del animal 11, correspondiente al grupo entrenado:
detalle de la regidn 1 o de menor carga anterior. No es posible la discriminacion en zonas,
las células incrementan su tamafio de superficie a profundidad y se observa una gran
actividad proliferativa (MO; 20x; HFS)
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Abreviaturas

AH: Acido Hialurdnico.
AP: Azul de Picroanilina.

CDGF:"Cartilage-Derived Growth Fac-
tor”, factor de crecimiento derivado del
cartilago.

CGRP: "Calcitonin Gene-Related Pepti-
de", péptido relacionado con el gen de la
calcitonina.

CSPG: "Cartilage Specific Proteogl-
yean", proteoglucan

EB: Escarlata de Biebrich.

FACIT: "Fibril Associated Collagens
with Iinterrupted Triple-helice”, Colage-
nos asociados a fibras con hélices triples
interrumpidas.

EEM: Error Estindar de las Medias.
FG: Fast Green.

GAG: Glucosaminoglucano.

HABR: "Hialuronic Acid Binding Re-
gion", Regioén de union al acido hialuré-
nico.

HEA: Hematoxilina Férrica de Weigert-
Escarlata de Biebrich-Azul de Picroanili-

na.

HF: Hematoxilina Férrica de Weigert.

HFS: Hematoxilina Férrica de Weigert-
Fast Green-Safranina O.

IGF-1: "Insulin Growth Factor-1", factor
de crecimiento insulinico,

IL-1: Interleucina-1.
IL-6: Interleucina-6.

MET: Microscopio Electronico de Trans-
mision,

MEB: Microscopio Electronico de Barri-
do. :

MIT: Matriz Interterritorial.
MO: Microscopio Optico.
MPc: Matriz Pericelular.
MT: Matriz Territorial.

ODFR: "Oxygen Derived Free Radicals"
, radicales libres derivados de oxigeno.

PAS: "Periodic Acid-Schiff”, &cido peryd-
dico de Schiff.

PG: Proteoglucano.

PM: Peso Molecular.

RER: Reticulo Endoplasmico Rugoso.
SO: Safranina O.

SP: "Substance P", sustancia P. .
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TGF-p: "Transforming Growth Factor-
" factor transformante de crecimiento-p.

TIMP: “Yissue Inhibitor of
Metalloproteinases”, inhibidor tisular de
las metaloproteinasas.

TNF-a y B: "Tumor Necrosis Factor ay
B, factor de necrosis tumoral a y £
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