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Introduccid

articular del genoll o altres tractaments quirtrgics a fases inicials de I’artrosi. Els
metodes quimics creen una resposta inflamatoria global dins I’articulacid que es pot
sobreposar a I’existent a 1’artrosi humana. Pero hi manca una vertadera lesio superficial
del cartilag susceptible de ser tractada amb un allisament quirrgic. A més a més, amb
la injecci6 intraarticular de substancies com els corticoides es pot produir una lesio del
cartilag que si li donem prou temps es recupera espontaniament. Entre els models
mecanics, aquells en qué no practiquem artrotomia, com ara la contusi6 de 1’articulacio
femoropatel-lar, poden no produir un area lesionada prou gran com per tractar-la
quirurgicament després o crear-la en un lloc de dificil accés. I també té 1’inconvenient
que pot guarir espontaniament. Els models basats en la meniscectomia o seccid del
lligament creuat anterior impliquen la persisténcia d’un factor inductor de lesido que
hauria estat eliminat a I’huma per una reconstruccio lligamentosa o una osteotomia.
D’altra banda, a altres models, la inflamacié articular deguda a 1’artrosi desapareix amb
el temps després d’aturar-se 1’acci6 del factor que va generar la inflamacid, i pot donar
la falsa impressid que un nou tractament és efectiu quan de fet seria I’evoluci6 natural
d’aquell model.

No disposem d’un model animal per a I’estudi de I’artrosi humana que sigui
valid per aclarir tots els aspectes de la malaltia respecte al seu origen, evolucio,
caracteristiques 1 tractament. Cada model animal s’ha d’adaptar a I’aspecte concret que
volem estudiar (Gémez Barrena 1991). Si no és aixi podem trobar resultats que no
siguin logics (Armstrong 1977).

A la superficie del cartilag articular, les fibres de col-lagen s’orienten
paral-lelament a la superficie articular i a capes més profundes es van tornant més
gruixudes i adquireixen una orientacié a ’atzar (Muir 1970). En aquesta primera capa,
els condrocits tenen un citoplasma petit i una menor activitat metabolica, no produeixen
polisacarids sulfatats. Pero en canvi, la matriu col-lagena que els envolta ¢s més densa i
resistent 1 no conté gaires proteoglicans (PG). Aquesta malla de fibres superficial,
espessa, seria dificil de travessar per molécules de certa mida actuant com a barrera
protectora de les capes més profundes (Weiss 1968). Podria estar formada per fibres de
col-lagen primes perd molt compactades entre si, envoltades per una substancia granular
fina. Aquesta substancia granular es pot digerir amb tripsina, deixant les fibres al
descobert, pero ¢€s resistent a hialuronidasa i neuraminidasa. La col-lagenasa pot trencar
aquesta capa, probablement digerint grups de fibres no protegides per la substancia
intersticial que les envolta. Les carregues eléctriques podrien correspondre sobretot a la
substancia intersticial, sensible a la tripsina, i per tant de naturalesa proteica. Tots els
resultats experimentals suggereixen que a la superficie del cartilag articular normal
existeix una barrera continua electroquimica molt relacionada amb la barrera selectiva a
la mida que representa la densa xarxa col-lagena (Stanescu 1982). Quan es lesiona
aquesta capa, els elements lesius ataquen les altres zones més profundes perque tenen el
cami lliure per permetre el procés degeneratiu del cartilag (Clarke 1971). Si aquesta
capa protectora es pogués tornar a formar, protegiria la resta del teixit i potser frenaria
I’evolucio del procés degeneratiu. Aquest és el paper que s’ha donat a la condroplastia
amb laser i que justifica la seva investigacio (Gerber, comunicaci6 personal).

En els darrers anys s’ha investigat també la condroplastia utilitzat
radiofreqiiencia amb transductors monopolars. Aquesta técnica crea un augment local
de temperatura que fon el col-lagen i allisa la superficie. Pero també mata els condrocits
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del cartilag fent impossible qualsevol manteniment del teixit per part de les cel-lules que
li son propies (Lu 2000).

Per avaluar I’us de les noves tecnologies laser en el tractament de la patologia
del cartilag ens cal un nou model animal. Actualment, la principal aplicaci6 del laser en
patologia cartilaginosa ¢és 1’allisament de la superficie a estadis inicials de I’artrosi. Als
estadis II 1 IIT d’Outerbridge (1961) (figura 1) per la condromalacia rotuliana el cartilag
articular esta clivellat a I’estadi II i amb fibril-lacié al III. El tractament artroscopic
tradicional per aquestes lesions és la neteja mecanica. Pero estudis recents semblen
indicar un millor resultat amb 1’us del laser (Liibbers 1996, Sherk 1993, Siebert 1994).
Per tant, necessitem un model per estudiar aquesta qiliestio. Actualment s’esta
investigant la condroplastia amb laser a estadis inicials de 1’artrosi dins un projecte del
Consell de I'Institut Federal Suis de Tecnologia sobre les aplicacions meédiques del
laser. El treball experimental per aquest projecte necessita un model animal que ens
permeti acceptar que les conclusions obtingudes seran valides també a I’aplicacié del
tractament en humans. S’han dut a terme diversos treballs sobre 1’efecte del laser en
cartilag articular amb models animals (Raunest 1994). Pero 1’tinica conclusio definitiva
que se’n pot treure és que el laser pot ser utilitzat amb seguretat sobre cartilag articular a
articulacions humanes, perque els models animals fent servir cartilag sa no mostraven
cap efecte indesitjable. Pero encara s’ha de demostrar experimentalment el benefici del
laser en estadis inicials de 1’artrosi, cosa que els estudis en humans semblen suggerir.

GRADE | GRADE Il

GRADE IlI
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Figura 1. Graus d’artrosi d’Outerbridge (Mandelbaum 1998)
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El model hauria de tenir les seglients caracteristiques:

- al moment del tractament experimental hauriem de veure una lesié macroscopica
comparable a I’artrosi

- els signes artrosics als parametres histologics 1 bioquimics s haurien d’obtenir de
forma reproduible en un periode de temps raonable

- ¢és essencial un seguiment suficient del model sense que s’hi produeixi un
guariment espontani ni una deformitat articular significativa

- la persisténcia del factor lesional ha de ser evitat durant tot el periode de
seguiment perqué en clinica corregiriem el factor causal del procés degeneratiu si el
coneguéssim (Solchaga 1992).

- ha de ser possible la superposici6 de les observacions a I’huma

- hauriem d’aconseguir de manera senzilla prou superficie cartilaginosa lesionada

Per a portar a terme 1’estudi objecte d’aquesta Tesi Doctoral s’ha utilitzat
material procedent d’un projecte d’investigacio del Consell de I’Institut Federal Suis de
Tecnologia sobre les aplicacions médiques del laser esmentat anteriorment. En aquest
estudi, es va crear un model experimental d’artrosi precog al genoll esquerre en un grup
de bens per escarificaci6 de les superficies articulars dels dos condils femorals, la
troclea i la rotula. Posteriorment es van tractar les lesions del condil femoral medial amb
una condroplastia amb laser. El condil extern no es va tornar a tocar després de crear-hi
les lesions condrals. Els animals es van dividir en quatre grups que van ser sacrificats
als 6 mesos, un any, dos i tres anys. El material obtingut dels genolls d’aquests animals
va ser preparat per al seu estudi histologic i bioquimic. El material histologic i els
resultats de 1’estudi bioquimic corresponents als condils femorals externs, i que per tant
només han de mostrar artrosi sense haver rebut cap tractament, es va enviar a Barcelona
per al seu estudi 1 per validar el model d’artrosi experimental utilitzat en el conjunt del
projecte.

ESTRUCTURA DEL CARTILAG ARTICULAR SA

Abans de comengar a comentar 1’estructura del cartilag articular recordem que la
mobilitat entre els extrems ossis es produeix a nivell de les articulacions. Aquestes es
poden dividir en cinc tipus (Salter 2000) segons les seves caracteristiques:

1. Sindesmosi. Els extrems ossis estan units només per teixit fibros.

2. Sincondrosi. Es la uni6 entre cartilag i os. La placa epifisaria dels ossos
llargs seria una sincondrosi temporal.

3. Sinostosi. Es I’obliteracié d’una articulacié amb os. Les sindesmosis i
sincondrosis es poden arribar a ossificar donant una sinostosi.

4. Simfisi. Els extrems ossis estan coberts de cartilag hiali i la uni6 entre
ells es produeix amb teixit fibros i fibrocartilag.

5. Articulacio sinovial. Les superficies dels ossos estan cobertes de cartilag
hiali i unides entre si per una capsula fibrosa i lligaments. Entre elles hi ha
una cavitat amb liquid articular.

El tipus d’articulacié que ens interessa per aquest treball és el darrer. I com a
exemple per al seu estudi prendrem I’articulacié del genoll. Recordem que en aquesta
articulacio els extrems ossis coberts de cartilag que la formen son 1’epifisi distal del
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fémur, amb els seus dos condils, i 1’epifisi proximal de la tibia formada per un platet
tibial intern 1 un d’extern. Entre les dues superficies s’interposen un menisc intern i un
extern que col-laboren en I’estabilitat passiva del genoll amb la capsula articular, els dos
lligaments creuats i els lligaments laterals intern i extern. A més a més, la musculatura
de la cuixa i cama contribueixen a la seva estabilitat de forma activa.

Per permetre la mobilitat entre dos extrems ossis reduint les forces de friccid al
minim 1’evolucié ha desenvolupat el cartilag articular. A les articulacions de carrega,
aquest teixit també ha de resistir pressio. Per disminuir la friccid, ja podem imaginar
que macroscopicament s’ha de tractar d’una superficie llisa. A més a més, el liquid
sinovial contribuira a reduir la fricci6. Per suportar pressions ha de ser un teixit solid
amb una estructura que repassarem tot seguit. Per poder resistir tant la friccié com la
pressio, el cartilag no pot contenir vasos o nervis. Si els tingués, precisaria un esquelet
prou fort per evitar la deformaci6 sota carrega per evitar el col-lapse dels vasos i la lesio
dels nervis, és a dir, hauria de tenir menys elasticitat, perd només 1’os és prou resistent.
Pero la mobilitat entre dos ossos produeix moltes forces de friccio. Per tant calia que en
el decurs de I’evolucié es desenvolupés un teixit com el cartilag articular. Tal com
acabem de comentar, les seves funcions son permetre el moviment entre les superficies
articulars amb un minim de friccid i transmetre les forces entre els extrems ossis
repartint-les per tota la seva superficie evitant carregues puntuals que podrien lesionar
I’articulacio. Aquestes caracteristiques es perden quan el teixit cartilaginds degenera i
apareix el procés que coneixem com artrosi.

Hi ha poques articulacions que siguin estables només per la seva estructura oOssia
i la capsula articular i els lligaments donaran 1’estabilitat necessaria de forma passiva
per evitar que I’articulaci6 es luxi. La musculatura que envolta una articulacio
proporcionara una estabilitat suplementaria quan es contrau, i per tant, és un
estabilitzador actiu.

Finalment, el liquid articular o sinovial, produit per una membrana sinovial que
tapissa tota la cavitat articular, nodreix el cartilag i serveix de lubricant entre les dues
superficies cartilaginoses. La membrana sinovial conté cel-lules superficials de tipus A,
amb un gran complex de Golgi i lisosomes, i cel-lules de tipus B, amb un gran reticle
endoplasmic rugds. Totes dues tenen funcions fagocitiques i de secrecio. Els dos tipus
de cel-lules poden fagocitar particules i formar vesicules que es fusionen amb lisosomes
que contenen enzims per destruir la particula estranya (Milgram 1990a).

El cartilag articular esta format per un esquelet de fibres de col-lagen que conté
condrocits, els quals creen una matriu amb un alt contingut en aigua i macromolécules
per mantenir un equilibri osmotic. Té doncs un component cel-lular (condrocits), una
substancia intercel-lular (col-lagen i proteoglicans) i un component inorganic (aigua).

Macroscopicament, el cartilag articular o hiali (del grec Ayalos, cristall) és una
capa llisa vidriosa que cobreix la porci6 articular de I’os, al qual esta fortament unit. Al
nen i jove €s d’un color blanc blavds que es torna groc-marronos a 1’adult i el vell.
Segons la seva localitzaci6 pot variar el seu gruix entre 1 mm a les falanges fins els 5
mm a la rotula.

Histologicament, podem veure columnes de condrocits rodons propers un a
I’altre a la capa més profunda del cartilag que es van separant i tornant-se plans a
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mesura que ens acostem a la superficie. Amb microscopia electronica, s’han identificat
les fibres de col-lagen al cartilag. La seva disposicid i gruix varia a les diferents zones
del teixit. A la capa superficial els condrocits tenen un citoplasma relativament petit 1
poca activitat metabolica; i les fibres col-lagenes son paral-leles a la superficie articular.
A mesura que anem a capes més profundes, les fibres es tornen més gruixudes i
I’orientaci6 és a I’atzar (Weiss 1968).

Al voltant de cada condrocit s’ha definit una zona pericel-lular, una zona
d’influéncia d’aquella c¢l-lula, anomenada condr6, 1 que es considera la unitat primaria
del cartilag des del punt de vista estructural, funcional i metabolic (Poole 1997).

La microscopia optica (lamina 1) mostra diferents capes (figura 2) que es
diferencien per la densitat de la cel-lularitat i la forma dels condrocits, que indica
diferents propietats mecaniques i bioquimiques que ens permeten dividir el cartilag
articular en quatre zones (Milgram 1990a, Miralles 1997):

- Tangencial: condrocits plans que fa que semblin fibrocits (Hamerman 1970) i
fibres de col-lagen de 20nm (Poole 2001) disposades horitzontalment, paral-leles a la
superficie articular (Weiss 1968). El contingut en proteoglicans (PG) es baix.

- Transicional: condrocits més el-liptics 1 escampats per la matriu que conté fibres
de col-lagen d’entre 30-60nm en una disposicié obliqua d’una manera aparentment
desorganitzada. Conté més PG que I’anterior.

- Radial: conté columnes de condrocits rodons i columnes de fibres de col-lagen
gruixut paral-leles (Mankin 1997). Aquestes fibres estan ancorades a la capa
calcificada sense arribar a 1’0os subcondral i son perpendiculars a les de la capa
superficial (Bullough 1983). El contingut en PG ¢és alt i el d’aigua és baix.

- Calcificada: conté columnes de col-lagen d’entre 40-70nm amb una periodicitat
de 64nm sense una orientacio definida i condrocits rodons en nius, perd no PG, en
una matriu calcificada amb cristalls d’hidroxiapatita calcica. Té un gruix de només
50um (Milgram 1990a). La tincid6 amb hematoxilina i eosina mostra una linia
ondulant anomenada tidemark que separa les capes radial i calcificada. El limit més
profund d’aquesta capa es la linia cimentada, formada per ossificacié encondral a la
fase final de la maduraci6 del cartilag de creixement. El limit entre cartilag i os €s
ondulat per augmentar-ne la resisténcia a les forces de cizallament (Teshima 1999).
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Zona tangencial

Zona transicional

Zona radial

Zona calcificada

Os subcondral

Figura 2. Estructura del cartilag articular.

1.Condrocits

El cartilag és un teixit relativament pobre en cel-lules. Aquestes deriven de
cel-lules mesenquimals 1 durant el creixement formen la matriu cartilaginosa. Amb la
maduracid, la densitat cel-lular del cartilag disminueix perd es manté relativament
constant al llarg de tota la vida (Stockwell 1967). El metabolisme cel-lular esta molt
disminuit al cartilag articular adult perd els condrocits encara son actius i responen a
diferents estimuls com mediadors metabolics (factors de creixement i interleukines)
(Fukuda 1995), agents farmacologics, composicié de la matriu, pressidé mecanica i
canvis en la pressio hidrostatica. No responen a estimuls nerviosos, puix que el cartilag
no esta inervat, ni a estimuls immunologics perque els monocits i immunoglobulines
queden exclosos d’aquest teixit pel seu volum.

Els condrocits apareixen en la fase de creixement de 1’os a partir dels
condroblastes, que deriven de les cel-lules mesenquimals. En I’embrid, el mesénquima
(o mesoderma) donara lloc a les estructures de 1’aparell locomotor. Alla on hi hagi
d’haver una articulacio, el mesénquima formara una cavitat; i entre dues d’aquestes
cavitats es formara un os. En la formaci6 de la cavitat articular primitiva sembla estar
implicat ’acid hialuronic, que gracies a la seva capacitat de formar agregats de PG,
captaria aigua per osmosi donant lloc a la cavitat (Craig 1990). En 1’esbds cartilaginos
dels 0ssos, les cel-lules mesenquimals es diferencien cap a condroblastes (Hamerman
1970). En aquest procés sembla intervenir la BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein)
(Imhoff 2001). Els condroblastes secreten la matriu cartilaginosa, donant al teixit
I’aparenga que les céllules hagin migrat a la capa superficial, on reben forces de
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compressid més intenses que els donen el tipic aspecte aplanat. Des de les capes
profundes, els condroblastes es divideixen creant columnes de cel-lules que es van
separant progressivament d’aquella capa a mesura que el teixit s’engruixeix gracies a la
secrecié de matriu per les propies cel-lules (Archer 1994, Mankin 1962a). De fet, la
secrecio de matriu €s el que va separant les cel-lules fins que arriben a la maduresa i
llavors es redueix drasticament la seva activitat metabolica, estabilitzant-se la quantitat
de matriu al seu voltant. Aquest aillament aparent dels condrocits va fer pensar que,
amb la maduresa esquelética de I’individu, no rebien nutricio i acabaven morint (Trueta
1968). Al voltant de les cel-lules s’observa un halo pobre en col-lagen i ric en
polisacarids. Estudis experimentals demostren divisions mitotiques de les cél-lules
cartilaginoses en animals immadurs, especialment a la capa transicional, i el cessament
de les mitosis amb I’edat, substituides per divisions amitotiques en animals adults
(Calandruccio 1962, Mankin 1962a). Perd en I’artrosi s’indueix una resposta reparadora
per part dels condrocits que fa que es puguin dividir per mitosi, tal com s’ha demostrat
utilitzant timidina tritiada (Hulth 1970).

2.Matriu cartilaginosa

La matriu cartilaginosa representa el 20-35% del teixit fresc total, formada en un
60% per fibres de col-lagen i en un 40% per un gel hidrofilic de proteoglicans. L’aigua
representa un 65-80% del pes del teixit (Hesse 1990, Mankin 1997). Pero la proporciod
dels principals components de la matriu varia de forma important entre articulacions i
també dins de la mateixa articulacio.

2.1 Fibres de col-lagen

El col-lagen és una proteina fibril-lar amb unes fibretes que es disposen de
manera diferent segons la funci6 biologica del tipus de teixit del que formen part. Pero
en tots els casos apareixen en microscopia electronica amb unes estriacions
caracteristiques separades 60-70nm entre si (Lehninger 1985). El col-lagen esta format
per tres cadenes polipeptidiques trenades (cadenes a) reunides en una triple helix que
tenen petites seqiiencies no helicoidals als extrems. Les diverses molécules individuals
de col-lagen es disposen de forma esglaonada en la fibra de col-lagen donant-li
I’aparenca estriada a la microscopia electronica. L’estructura basica de tots els tipus de
col-lagen és la mateixa pero la preseéncia de molecules de glicids i péptids, que suposen
una interrupcid en ’organitzacio helicoidal de les fibres, diferencia els diferents tipus de
col'lagen (Lane 1984). També es poden diferenciar per la composicido de les tres
cadenes a de I’helix, que poden ser iguals o diferents entre si ja que els col-lagens del
cartilag estan codificats per 10 gens diferents a quatre cromosomes (Mankin 1997).

La mida de les fibres de col-lagen del cartilag oscil-la entre 10 i 100nm de gruix.
La seva funcié és proporcionar al teixit propietats tensils i fixar els PG a la matriu
extracel-lular.

Les fibres de col-lagen formen més del 50% del pes sec del cartilag, i d’elles el
tipus II representa el 90-95% (Mankin 1997). Aquestes fibres son més primes que les de
I’0os 1 els tendons, que son de tipus I. La seva funcid és resistir forces de tensio i
mantenir els PG dins la matriu. Les fibres del tipus I semblen estar presents en el
cartilag només quan es produeix una degeneracid i un intent de reparacidé amb
fibrocartilag (Goldwasser 1982). Els tipus V, VI, IX, X i XI també sén presents i
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corresponen als col-lagens menors de la literatura de principis dels anys 80 (Németh-
Csoka 1983).

A partir dels treballs de Benninghoff el 1925 es va pensar que tenien una
estructura en arc que els donaria una resisteéncia a la tensio 1 la pressio. Estant clavades a
la zona calcificada, travessarien verticalment la capa radial per incurvar-se a la
transicional 1 esdevenir horitzontals a la capa superficial; llavors descendirien de forma
obliqua un altre cop per la capa transicional per tornar a ser verticals a la radial i tornar-
se a clavar a la capa calcificada sense arribar a 1’os subcondral (Bullough 1984). Pero
malgrat I’atractiu d’aquesta teoria, estudis més recents (Jeffery 1991) han demostrat que
€s una estructura menys organitzada, sobretot a la zona transicional, on sembla haver-hi
una distribuci6 aleatoria de les fibres. De totes maneres, alguns autors (Rehak 1991)
encara atribueixen a les arcades de col-lagen la resisténcia a la compressio.

Alguns estudis suggereixen que el col-lagen de tipus IX tindria una funcid
estabilitzadora unint fibres del tipus II. També¢ aportaria ponts moleculars amb altres
components de la matriu com els PG mitjangant un domini globular (figura 3) (Jacenko
1995).

Interaccié amb proteoglicans o altres fibres ?

DOMINI NC4

COL-LAGEN TIPUS Xl
[l (XI), a2(XI), a3(XI)]

COL-LAGEN TIPUS IX  COL-LAGEN TIPUS I

Figura 3. Esquema de la relacio entre els col-lagens de tipus II, IX i XI. (Jacenko 1995)

Els tipus VI 1 X no se sap quina funcié tenen. El VI és a la capsula pericel-lular
dels condrons i podria tenir una funcié en la unié del condrocit a la seva matriu
pericel-lular. El X és a la zona calcificada profunda de les articulacions adultes i podria
tenir un paper en la mineralitzacié del cartilag per sobre de 1’os subcondral. S’ha
observat un augment en la sintesi del col-lagen de tipus X per part dels condrocits del
cartilag artrosic perd no sabem si es tracta d’un factor més en el desenvolupament de
I’artrosi o bé una conseqiiencia d’aquest procés en ’activitat sintética de la cel-lula
cartilaginosa. En aquest sentit, s’ha considerat un marcador del canvi fenotipic del
condrocit cap a un estat hipertrofic (von der Mark 1992).
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El col-lagen de tipus XI €s semblant 1 esta barrejat amb les fibres de tipus II (von
der Mark 1990). Els tipus IX i XI augmentarien la seva concentracid en el cartilag
artrosic (Németh-Csoka 1983).

Les fibres de col-lagen de les capes superficial i1 transicional adopten una
estructura quaternaria en lamines que son verticals a la capa transicional i es van curvant
fins esdevenir horitzontals a la capa superficial per ser paral-leles a la superficie
articular (Clark 1990, Jeffery 1991). A la zona radial, les columnes de cél-lules es situen
entre les lamines. Les fibres de col-lagen es poden comprimir o descomprimir per forces
tant mecaniques com osmotiques.

2.2 Proteoglicans

Els proteoglicans (PG) representen el 3-10% del pes humit del cartilag (Hesse
1990). Estan formats per un nucli proteic al que s’uneixen cadenes de polisacarids
sulfatats o glucosaminoglicans (GAG). Els GAG estan formats principalment per unitats
de 4-sulfat de condroitina, 6-sulfat de condroitina i queratan sulfat. El tipus de proteina
dels proteoglicans ens permet dividir-los en agrecans (que té una proteina d’uns 400nm)
i molécules més petites. Els agrecans inclouen una proteina d’alt pes molecular i
representen el 80-90% dels proteoglicans. El biglica, la decorina i la fibromodulina
tenen una proteina de menys pes molecular.

La molécula d’agreca (figura 4) esta formada per una cadena central proteica
que podem dividir en diferents dominis. Els GAG que s’uneixen a aquesta proteina son
el queratan sulfat i el condroitin sulfat. A I’extrem N-terminal, la proteina central té un
domini globular (G1) per unir-se a I’hialuronat; després un segon domini globular (G2)
de funcié desconeguda. A continuaci6 té un domini ric en queratan sulfat, després un
domini on predomina el condroitin sulfat amb algunes cadenes de queratan sulfat.

Domini globular (G2) Domini (G3)

Domini (G1) Regié KS Regié CS

Hialuronat

Proteina
d'unio

Proteina central

Figura 4. Molécula d’agreca amb la cadena proteica central, a la que estan unides les molécules
de queratan sulfat (KS) i condroitin sulfat (CS), unida a una cadena d’hialuronat.
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Després tindriem un tercer domini globular (G3) amb I’extrem C-terminal.
L’agreca en conjunt contindria unes 100 cadenes de condroitin sulfat i unes 50 de
queratan sulfat. La cadena central també tindria units alguns oligosacarids petits.
L’extrem N-terminal s’uneix a la molécula d’hialuronat i una proteina d’unié estabilitza
aquest enllag. Com que la cadena d’hialuronat és llarga i no ramificada (també és un
GAG), moltes molecules d’agreca es poden unir a una sola cadena d’hialuronat per
formar un agregat gran de proteoglicans (figura 5). Cadascun d’aquests agregats pot
contenir 200 molecules d’agreca pero la mida varia amb 1’edat i situacions patologiques.
Es pensa que formant aquestes grans molécules, els proteoglicans queden immobilitzats
dins la xarxa de col-lagen del cartilag (Mankin 1997).

Els proteoglicans petits representen una part petita de la massa total de
proteoglicans del cartilag perd n’hi ha una gran varietat i la seva funci6 encara no ha
estat definida en molts casos. El biglica i la decorina sén uns proteoglicans del cartilag
amb una proteina central més petita que 1’agreca. Les dues tenen forma de ferradura
(Scott 1996). El biglica conté dues cadenes de dermatan sulfat i la decorina només una.
Aquesta darrera es troba a la superficie de les fibretes de col-lagen i hom pensa que esta
implicada en el control de la génesi de les fibretes. D’altra banda, s’ha demostrat que la
decorina pot inhibir la resposta inflamatoria produida per TGF-f unint-se a aquest
mediador quimic de la inflamaci6 (Akeson 2001). El biglica es troba al voltant de les
cel-lules (Svenson 1995) i1 podria estar implicat en 1’organitzacidé de la matriu
pericel-lular i la proteccié mecanica de la cel-lula (Little 1996). Representa el PG de
baix pes molecular més abundant al cartilag articular adult (McAlinden 2001).

Figura 5. Estructura d’un agregat de proteoglicans (PG) amb una proteina central a la
que estan unides moltes molécules d’agreca.

11



Introduccid

La relacio entre col-lagen i proteoglicans també es veu al col-lagen tipus IX que
sol tenir una cadena de condroitin sulfat que el converteix també en un proteoglica
(Jacenko 1995).

Les cadenes de GAG unides a un nucli proteic per formar els proteoglicans estan
formades, per la seva part, per unitats repetides de disacarids. Aquests poden ser de 3
tipus: isomers de 4 i 6-sulfat de condroitina, queratan sulfat i dermatan sulfat. El més
abundant, representant del 55 al 99% del total, és el condroitin sulfat; forma cadenes de
25-30 unitats. El dermatan sulfat té una estructura semblant al condroitin sulfat pero
amb residus de glucuronat epimeritzats a iduronat (Roughley 1989).

L’hialuronat també és un GAG perd no esta sulfatat, a diferéncia dels anteriors.
Es una cadena no ramificada que serveix d’ancoratge pels agrecans.

Els glucosaminoglicans tenen grups carboxil (COOH) 1 sulfat (SO4) que
confereixen una carrega negativa a la molécula quan s’ionitzen. Aix0 atrau ions Na i Ca
per mantenir 1’electroneutralitat, 1 for¢a I’entrada d’aigua al teixit. Els PG estan
comprimits dins 1’esquelet de col-lagen, reduint la possibilitat de moviment d’ions i
aigua. Segons Hedlund (1999), la fibra de col-lagen podria fins i tot actuar com una
espina dorsal del complex d’agreca a la qual estarien unides diverses molécules
d’agreca a través de la seva zona rica en queratan sulfat. La uni6 dels proteoglicans al
col-lagen li permet mantenir la posicio a I’espai i evitar la seva calcificacid. Tot plegat
fa del cartilag una matriu porosa permeable.

La distribucio dels proteoglicans al cartilag no és homogénia. Son escassos a la
zona superficial i la seva concentraci6 ¢s més alta a la zona transicional. A la zona
profunda la distribucid6 no ¢és tant homogénia com a la transicional. Pero la seva
concentraci6 ¢s més alta immediatament al voltant dels condrocits; perd a totes les
capes varia molt amb ’edat i la malaltia, a I’igual que el tipus de PG. A les capes més
superficials hi ha PG més grans que contenen més 4-sulfat de condroitina i a les més
profundes PG més petits amb queratansulfat (Jones 1977, Venn 1979). La concentracio
de PG també esta relacionada amb la carrega que rep cada regid del cartilag, i aixi, és
més alta on el teixit rep més pressions (zones de carrega), i la composicié també varia,
amb un augment del queratan sulfat respecte a condroitin sulfat al teixit amb més
carrega (Yoshida 1982).

La sintesi de PG es produeix al condrocit amb la transcripcié de la fraccio
proteica, controlada genéticament, i continua amb la glicosilacidé que augmentara varies
vegades el seu pes molecular. Aquest darrer procés no esta controlat tant estrictament
pels gens i permet una variaci6 més gran en la composicié final del PG, la seva
estructura 1 distribucid. Aquesta variabilitat es veu sobretot a [’artrosi, a algunes
malalties i amb 1’edat (Buckwalter 1993). Finalment, els PG abandonen la cél-lula per
formar matriu extracel-lular. Amb I’edat, aquests PG 1 els agregats que formen pateixen
una disminucié de mida, del contingut de condroitin sulfat, augment del contingut de
queratan sulfat i un alteracié de les proporcions de les molecules que formen els
agregats (Miralles 1991).

Fls mecanismes de control de la sintesi de PG sén molt sensibles a estimuls
bioquimics, mecanics i fisics.

12
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Al cartilag sa, els PG es secreten i destrueixen continuament. La creacid i
destrucci6 de la matriu cartilaginosa és part del furn over o recanvi fisiologic dels
teixits. En processos degeneratius articulars, sembla que predomina el catabolisme. S’ha
demostrat que la immobilitzaci6 i1 els estimuls bioquimics com la interleukina 1
augmenten el catabolisme.

Els PG representen el 5-10% del pes del teixit fresc. Son grans molécules que
actuen com una molla, deformant-se sota pressio i, quan cedeix, recuperant la seva
forma original. Aix0 contribueix a la propietat del cartilag anomenada elasticitat.

Les macromolécules de la matriu cartilaginosa tindrien un paper en el
manteniment de 1’equilibri hidric amb el liquid sinovial articular. La preséncia de
moléecules d’alt pes molecular augmenta la pressié osmotica que arrossega aigua dins la
matriu. La pressio creada per la preséncia d’aigua al teixit €s compensada per la forga
tensil de les fibres de col-lagen per evitar la disgregacié del cartilag.

La capacitat dels PG d’atraure aigua es relaciona amb tres fets: la pressio
osmotica i les forces de repulsié electrostatica entre molécules de PG carregades
negativament ja esmentades, a les que s’afegeix la capacitat entropica dels PG
d’augmentar el seu volum en dissolucio.

3.Aigua

L’aigua ¢és el component principal del cartilag, formant el 65-80% del seu pes
fresc. Aquesta proporcid pot augmentar a fases inicials de I’artrosi fins el 90% abans de
la disgregaci6 del teixit. Aquesta aigua conté substancies minerals en dissolucidé com
sodi, potassi, calci i clor.

La major part d’aigua és a la matriu extracel-lular i una petita part ¢és
intracel-lular. Un 30% s’associa a I’espai intrafibril-lar dins el col-lagen.

El contingut hidric disminueix del 80% a la superficie fins al 65% a les capes
profundes.

Quan augmenta la pressié sobre el cartilag, la pressido osmotica no és prou alta
per retenir I’aigua dins el cartilag i en surt fins assolir un nou equilibri. Quan la carrega
sobre el cartilag deixa d’actuar, les forces osmotiques de la matriu tendeixen a recuperar
I’aigua fins arribar de nou a un equilibri. Els canvis en les condicions de pressio fan
entrar o sortir aigua del teixit quan es creen gradients. Aix0 pot tenir lloc quan es
produeix un augment de pressié mecanica no compensada per la pressid osmotica que
creara un flux d’aigua fora del cartilag o un descens que comportara un augment relatiu
de la pressio osmotica que porta I’aigua dins el teixit. Perd aquest flux d’aigua es déna a
través de porus moleculars del cartilag que oposen una resisténcia al flux. Aquesta
resisténcia friccional confereix una baixa permeabilitat al cartilag. Aquest fet, amb la
pressuritzacid d’aigua dins el cartilag, 1i aporta una gran resisténcia a la pressio.

El flux d’aigua serveix de mitja de transport de factors nutritius pel cartilag 1
com a lubrificacio de I’articulacio.

13
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4.1.iquid sinovial

El sistema sinovial de D’articulacio relaciona la membrana sinovial, el liquid
sinovial 1 el cartilag en la doble funcié de subministrar nutricio al cartilag i disminuir les
forces de friccid entre les superficies articulars. El liquid sinovial es produeix per 3
mecanismes:

- dialisi del plasma sanguini permetent el pas d’elements de baix pes molecular
- seleccid de macromolécules per un procés de filtracio
- sintesi d’acid hialuronic per part de cel-lules sinovials (cel-lules B).

Per tant el liquid sinovial esta format per un ultrafiltrat plasmatic,
macromolécules filtrades per la membrana sinovial i acid hialuronic secretat per
cel-lules sinovials. Aquesta composicio li permet tenir una funcidé lubricant i una de
transport de nutrients cap al cartilag a través d’un sistema de bombejat passiu. A I’adult,
aquest sistema de nutrici6 és unic mentre a I’organisme en creixement també és possible
a través de vasos que arriben a la capa més profunda del cartilag.

El mecanisme de nutricié passiva depén de la mida dels porus, estructura de la
molecula, la seva carrega eléctrica i el gruix del cartilag.

5.Superficie articular

MacConail el 1951 descriu amb microscopia Optica la preséncia d’una linia
brillant a la superficie del cartilag que va anomenar lamina splendens i de la qual en va
parlar la literatura durant for¢a temps. Posteriorment es va demostrar que de fet no tenia
una existéncia real sind que es tractava d’un artefacte degut a la técnica utilitzada
(Sokoloff 1969). S’ha justificat aquest fet per la diferéncia en els index de refracci6 de
les vores del tall histologic (Cebamanos 1992).

Abans dels estudis amb el microscopi electronic de superficie, es pensava que la
superficie del cartilag articular era absolutament llisa. Amb aquesta técnica es va posar
de manifest 1’existéncia d’unes irregularitats a la superficie del cartilag hiali donant-li
I’aspecte descrit pels autors anglosaxons de “humps and pits” (Redler 1970).
Posteriorment s’ha vist que el que es veia eren artefactes deguts a la técnica de
preparacid del teixit per a la microscopia electronica (Milgram 1990a). Pero a més gran
augment s’han trobat unes estructures amb forma de granuls (Stanescu 1985). Es
tractaria d’uns porus voltats per molécules globulars que regularien el pas augmentant o
disminuint la llum de pas (figura 6). Les molécules petites —amb un radi de 0’3 a
0’5nm- passarien lliurement mentre les de mida superior, fins a un cert limit, passarien
segons la llum que deixessin les molécules globulars (Hesse 1990).
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Figura 6. Esquema de la superficie articular del cartilag.

BIOMECANICA DEL CARTILAG ARTICULAR SA I ARTROSIC

El cartilag articular t¢ una funci6 biomecanica principal que consisteix en
permetre el moviment entre els ossos produint el minim fregament possible. Pero en les
articulacions de les extremitats inferiors, per exemple, ha de ser capa¢ de mantenir
aquesta funci6 estant sotmes a una carrega.

El cartilag articular és una estructura que ha de suportar pressions i tensions de
forma estatica, ciclica i repetida durant un temps molt llarg. Aixd requereix certes
propietats que ha de tenir la matriu que 1i sén conferides per la seva composici6 d’aigua
1 teixits tous constituint un model bifasic. EI material organic constitueix una solida
xarxa al cartilag amb la formacié de microporus que s’omplen d’aigua fins arribar al 65-
80% del pes total del teixit. Els canvis de pressio osmotica i mecanica sobre el cartilag
causen un flux d’aigua entre els microporus. Per tant podem parlar d’una fase solida i
una liquida al cartilag, que es podria comparar amb una esponja plena d’aigua que
presenta un comportament viscoelastic (Viladot 2001). La preséncia d’aigua ¢és
fonamental per la seva funcid, per tant qualsevol estudi experimental ho haura de tenir
en compte 1 el model que es faci servir ha de ser el més similar possible al teixit viu.
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1.Permeabilitat del cartilag articular

El cartilag, gracies al seu contingut en proteoglicans que atrauen 1’aigua cap al
seu interior, es troba hiperhidratat i constitueix un teixit pressuritzat que pot arribar a
tenir 2 atmosferes de pressio hidrostatica. Els PG combinats amb aigua augmenten molt
el seu volum pero la xarxa col-lagena limita aquesta expansié de volum a un 20% (von
der Mark 1990). La xarxa col-lagena immobilitza els PG, estableix la seva pressio
osmotica i, en conseqiiéncia, es veu sotmesa a forces de tensio.

Molts estudis han demostrat la permeabilitat a I’aigua del cartilag, perd aquesta
¢s baixa perque el teixit ofereix una resisténcia important al pas de fluid al seu través.
Quan es produeix un gradient de pressid hi ha una proporcié lineal entre la quantitat
d’aigua que es desplaca i el gradient de pressid existent. Aquest moviment d’aigua a
través del cartilag produeix forces de friccid que s hi oposen. Per tant, resulta que calen
gradients de pressi6 molt alts per desplacar I’aigua a través del cartilag. El grau de
permeabilitat encara disminueix més amb 1’increment de la pressio i la deformacié. La
forca compressiva augmenta la pressio intersticial forcant 1’aigua fora del teixit. Pero
aquesta sortida d’aigua €s limitada també per les forces de friccid que s’oposen al flux.
Aix0 representa un mecanisme d’autoproteccid del cartilag per evitar quedar-se sense
liquid intersticial, i és important per mantenir la nutricié i el trofisme del teixit, la
lubricaci6 de I’articulacid i la transmissio de carregues al seu través.

La permeabilitat del cartilag disminueix amb la compressid6 perd no d’una
manera lineal. Aixd vol dir que quan hom augmenta la pressidé sobre el cartilag,
inicialment, una quantitat important d’aigua pot sortir del teixit pero, si aquesta forca
persisteix, no produeix una sortida continua d’aigua degut a la pérdua de permeabilitat.
Aquest mecanisme permet que el cartilag resisteixi pressions continues cicliques
dissipant la pressio pel teixit quan és necessari i recuperant les seves propietats inicials
facilment per poder rebre una altra forca de compressid. Aquesta reduccid de
permeabilitat es pot explicar per dos factors:

1. la compressi6 del teixit redueix el contingut hidric
2. l’increment de densitat de carregues dels PG.

Per tant un increment de la concentracidé de PG reduiria la permeabilitat. Aixi
podem dir que hi ha una forta relacié entre la permeabilitat i el contingut hidric, 1 una

relacid inversa entre la permeabilitat 1 el contingut de PG.

Quan cedeix la compressio, el cartilag torna a hidratar-se 1 la propia pressio
osmotica fa que les fibres col-lagenes recuperin la seva forma inicial (figura 7).

Existeixen, doncs, dos mecanismes per desplagar 1’aigua del cartilag: la
compressio del teixit creant un gradient mecanic i la pressié osmotica.

2.Elasticitat del cartilag depenent del flux en compressid

Quan sotmetem el cartilag a una forca de compressid es produeix una
deformacioé macroscopica ocasionada per la deformacié de les seves fibres col-lagenes,
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un increment de la pressio local 1, gracies a la permeabilitat del teixit, una exudacié de
liquid cap a les zones no comprimides i a 1’espai articular.

Figura 7. Efecte de la carrega i I’osmolaritat del cartilag en 1’entrada i sortida d’aigua del teixit.
a) Les fletxes grosses i curtes indiquen una carrega que fa sortir aigua del teixit (fletxes
llargues). b) Inversio del flux d’aigua en disminuir la carrega.

Degut a la baixa permeabilitat del cartilag, la seva resposta viscoelastica depén
de la velocitat amb que s’apliqui una carrega. Si s’aplica de forma constant durant un
temps perllongat, per exemple a la bipedestacio, la deformacié augmentara de forma
progressiva a mesura que s’expulsa el liquid intersticial a D’exterior. Quan deixa
d’actuar la carrega, si ’articulacié reposa prou temps i tenim prou liquid articular, el
cartilag recupera la seva forma inicial (Hall 1963).

Si la carrega s’aplica de forma puntual, per exemple fent un salt, no passa prou
temps per que es produeixi I’exudacio del teixit. En aquest cas el cartilag es deformara i
recuperara de manera instantania.

En el cas d’una carrega perllongada, el cartilag es comporta com un material
viscoelastic i amb una carrega puntual, com un material elastic.

L’elasticitat es una propietat del cartilag que li permet canviar la forma en el
temps quan se li aplica una for¢a compressiva. Quan es comprimeix el cartilag
augmenta la seva deformacié amb el temps fins assolir un equilibri. En comprimir el
teixit, la tensi6 dins la matriu augmenta fins a arribar a 1’equilibri. Aquesta
viscoelasticitat del cartilag depen de dos factors, un d’ells depenent del flux d’aigua i
I’altre independent produit per la friccid intermolecular. El mecanisme depenent del flux
es el que contribueix més a la viscoelasticitat i depén, a més a més del flux d’aigua, de
la pressuritzaci6 d’aigua intersticial.

L’aigua del cartilag és la que suporta la pressié quan aquesta comenca a actuar
sobre el teixit, perdo amb el temps aquesta pressiod €s transferida de la fase liquida a la
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solida. Quan s’arriba a I’equilibri, la fase solida del cartilag suporta tota la pressio, és a
dir, la matriu cartilaginosa formada per col-lagen i PG. El temps necessari per arribar a
aquest equilibri és bastant llarg i s’ha calculat en 3 a 5,5 hores. Considerant aquest
calcul hem de considerar que el cartilag estd sempre carregat d’aigua per resistir la
pressio en condicions fisiologiques. Per tant, 1’equilibri del qué parlavem no arriba mai
perque les articulacions estan sempre en moviment, fins i tot durant el son. Perd quan
s’immobilitzen les articulacions de forma perllongada en el temps (Salter 1980), i
encara més si s’hi apliquen unes carregues excessives (Trias 1961), el cartilag perd la
seva font de nutricio, les cel-lules moren i es produeix la degeneracio del cartilag donant
lloc a un procés artrosic.

A fases inicials de I’artrosi s’ha trobat un augment del contingut d’aigua i una
disminucié de PG; pero a fases més avangades el teixit cartilaginos perd aigua. Aquests
canvis augmenten la permeabilitat del teixit i disminueixen el mecanisme de
pressuritzacié que normalment absorbeix la majoria de forces de pressio. Aixo fa que
aquestes forces es transmetin a la fase solida formada per col-lagen i PG. Aixo podria
explicar finalment perqué el cartilag artrosic rep més pressions i degenera més
rapidament.

Les caracteristiques biomecaniques del cartilag varien entre les diferents
articulacions d’un mateix individu i fins i tot entre les diferents capes del teixit. Aixi,
s’ha vist per una banda que la matriu extracel-lular del cartilag a la superficie articular
de l’astragal és més densa, amb un major contingut de GAG i menys aigua que el
cartilag articular femorotibial 1 patelofemoral; i per una altra banda s’ha vist que el
cartilag articular de la capa superficial es significativament més tou que les capes més
profundes, que indiquen la importancia de la deformabilitat de les capes superficials
durant la carrega (Treppo 2000). Pero 1’especial constitucid del cartilag amb una matriu
porosa, permeable 1 tova, li dona les caracteristiques de solidesa, resisténcia a la fatiga i
al fregament.

Finalment cal recordar que el cartilag és un material anisotropic, que vol dir que
es deforma de manera diferent en funcié de la direccié de la carrega rebuda i de les

diferents concentracions de fibres col-lagenes que conté la seva estructura.

3.Propietats viscoelastiques de fregament del cartilag articular independents del flux

El cartilag articular permet que el fregament entre les dues superficies articulars
d’una articulaci6 sigui minim gracies a les propietats del teixit i a la lubricacio
d’aquestes superficies.

Pel que fa a les propietats del teixit, s’ha demostrat en experiments dinamics de
cizallament pur, en que no es produeix flux de liquid intersticial perqueé no es creen
gradients de pressio ni canvis de volum al teixit, que en comprimir el cartilag articular
contra 1’os, la tensié de fregament arriba a un valor maxim a la tidemark. En aquest cas
I’efecte de la compressido també és no lineal. Si les carregues de compressié son
elevades poden lesionar fibres i xarxa col-lagena a la superficie articular i fins 1 tot
arriba a separar el cartilag articular de I’os. Les diferéncies de rigidesa entre matriu-
proteoglicans-col-lagen i les xarxes en solucid de proteoglica-proteoglica és de 10°
vegades més gran per la primera. Aquests resultats indiquen que les segones afegeixen
poc a la rigidesa del cartilag articular i que les propietats de rigidesa i1 dissipacid de
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I’energia en cizallament depenen de I’estructura de proteoglicans-col-lagen present en el
teixit 1 no de la xarxa de proteoglicans-proteoglicans. Per tant és més probable que la
capacitat dels proteoglicans de formar xarxes estigui dissenyada per mantenir la forma
espacial de la xarxa de col-lagen a la matriu extracel-lular i no per proporcionar una
rigidesa considerable durant el cizallament.

4.Propietats tensils del cartilag articular

En experiments de baixa taxa de traccido s’anul-len ambdos mecanismes de
viscoelasticitat i es pot determinar la resposta tensil intrinseca de la matriu solida
col-lagen-proteoglicans. La porci6 lineal de la corba de deformacié (modul tensil)
reflecteix la rigidesa de la xarxa de col-lagen en tensio. Les mostres de zona superficial
del cartilag articular son més rigides que les de les zones mitja i profunda per ’alta
concentracio 1 grau d’orientacié de les fibretes de col-lagen de la zona. La rigidesa a
tensio disminueix amb els canvis degeneratius i la fibrilacio. Els moduls tensils del
cartilag huma es correlacionen amb el contingut de colagen i I’index de colagen-PG del
teixit.

FISIOLOGIA DEL CARTILAG ARTICULAR SA I PATOLOGIC

Els primers estudis sobre la fisiologia del cartilag articular van fer pensar en una
activitat metabolica molt baixa degut al baix consum d’oxigen comparat amb altres
teixits tot i tenir un sistema glicolitic ben definit. M¢és tard es va determinar que aquesta
diferéncia és deguda a D’escassa cel-lularitat del cartilag perd no a poca activitat
metabolica. De totes maneres esta prou clar que el cartilag utilitza la via anaerdbia com
a font principal d’energia (Mankin 1997). Els condrocits sintetitzen els components de
la matriu cartilaginosa i dirigeixen la seva distribuci6 al teixit.

El manteniment d’una matriu cartilaginosa normal depén del manteniment de
I’equilibri entre sintesi i degradaci6 per part dels condrocits. Cal mantenir una taxa de
sintesi suficient de components sans de la matriu que es puguin ensamblar de forma
correcta i compensin la degradacio i peérdua de materials del teixit. Per aquest procés les
cel-lules depenen del seu ambient quimic i mecanic. En aquest equilibri hi intervenen
actuant sobre el condrocit mediadors quimics (factors de creixement, interleukines), la
composicié de la matriu, carregues mecaniques, canvis de pressié hidrostatica i camps
eléctrics. L’activitat normal del condrocit manté un teixit cartilaginds sa pero, en
algunes circumstancies, pot alterar-se 1’equilibri i portar a un canvi en la composicid i
organitzacio ultraestructural del cartilag que el porti a la degeneracio.

1.Sintesi de proteoglicans

La sintesi dels proteoglicans a la c¢l-lula comenca a nivell molecular amb la
transcripcio controlada genéticament de ’ADN a ARNm i d’aquest a la cadena
d’aminoacids als ribosomes del reticle endoplasmic. La cadena passa a 1’aparell de
Golgi on s’afegeixen les cadenes de GAG. La regulacié d’aquest darrer procés no és
ben coneguda perd s’ha vist que les cadenes de condroitin sulfat i dermatan sulfat
s’uneixen a residus especifics de serina en una seqiiencia determinada mentre les
cadenes de queratan sulfat s’uneixen a una serina o una treonina en una seqiiéncia
diferent. Mentre es va allargant la cadena de GAG es van sulfatant els residus
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hexosamina del condroitin, dermatan i queratan sulfat. El procés de sulfatacio dels GAG
es produeix al complex de Golgi, tal com s’ha comprovat amb estudis de sulfat S*°
(Milgram 1990a). Tots aquests passos son reaccions enzimatiques que no estan sota un
control genétic directe i per aixo la longitud de les cadenes de GAG és variable. Quan
acaba la glicosilacié es secreten les moleécules a la matriu extracel-lular. Com que la
proteina central pot representar només el 10% de la molécula completa, I’addicié de
cadenes de GAG sense un control tant estricte ofereix la possibilitat d’una gran variacid
en la composicié final de la molecula. Aixo es pot apreciar durant ’envelliment i la
malaltia.

Els mecanismes de control de tot aquest procés son molt sensibles a estimuls
bioquimics, mecanics 1 fisics. Entre ells cal destacar lesions per laceracio, artritis,
alteracié de la pressid intersticial, carrega, traccid i fluxos tissulars, canvis en la tensio
d’oxigen, alteracions del pH, concentraci6 de calci, hormones de creixement, ascorbat,
vitamina E, cortisol, prostaglandines, difosfonats, salicilats i altres antiinflamatoris no
esteroidals, hialuronat, difosfat d’uridina, xilosid.

La carrega és un dels factors fisiologics més importants. S ha vist que afecta de
forma diferent les diferents capes del cartilag i el seu efecte també varia segons 1’edat de
I’organisme. Basicament, s’ha vist que la carrega estatica disminueix la sintesi de GAG
mentre la carrega dinamica o ciclica n’augmenta la sintesi (Li 2001).

La rapidesa en la sintesi d’una petita part de proteoglicans és molt superior a la
necessaria per un recanvi per desgast en un teixit adaptat precisament per evitar
fregaments, i fa pensar en I’existéncia d’un complex sistema intern de regulacié de la
sintesi de proteoglicans.

2.Catabolisme dels proteoglicans

Al teixit cartilaginds sa es produeix una degradacié i alliberament dels
proteoglicans del teixit dins un procés de reparacid i recanvi per mantenir un teixit
normal. Pero els processos catabolics també poden estar augmentats com passa amb el
procés degeneratiu del cartilag. El catabolisme pot estar influit per mediadors solubles
(la interleukina 1 I’accelera) i canvis en la carrega sobre el cartilag (la immobilitzacio
provoca una perdua de proteoglicans).

L’agregat de proteoglicans es divideix en fragments en el procés de degradacio.
Aquests fragments difonen a través del teixit fins el liquid sinovial. Alla son captats pel
sistema limfatic sinovial i es poden trobar cadenes de glicosaminoglicans al llarg
d’aquest sistema, en sang circulant i fins i tot l’orina. El nivell de concentracid
d’aquestes molécules es pot quantificar i es pensa que la seva determinacié en liquid
sinovial indicaria I’activitat catabolica del cartilag d’aquella articulaci6 concreta. De
moment aquestes dades no representen una ajuda en el diagnostic ni en 1’establiment
d’un pronostic de la malaltia articular degenerativa.

3.Sintesi de col-lagen

L’estoc de col-lagen al cartilag és molt més estable que el de proteoglicans 1 el
seu recanvi molt més lent. Pero la seva sintesi augmenta en al cartilag artrosic o quan
s’hi produeix una laceracio (Repo 1971). La sintesi de la molecula de col-lagen tipus II i
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XI comenga amb la transcripci6 genética del ADN a ARNm 1 la traduccio d’aquest a la
cadena d’aminoacids als ribosomes del reticle endoplasmic. La cadena es glicosila a
I’aparell de Golgi i després de la hidroxilacié de prolina i lisina, glicosilacié de la lisina
1 formacio de la triple helix s’excreta de la cél-lula a la matriu extracel-lular. En aquest
medi es formen nous enllagos per ensamblar-se en 1’estructura fibril-lar. Altres tipus de
col-lagen pateixen els canvis de la cadena polipeptidica només fora de la cel-lula.

La consideracié dels condrons com la unitat funcional del cartilag ha fet
desenvolupar una teoria sobre el funcionament d’una microcirculacié de fluid entre la
c¢l-lula i la resta de la matriu del cartilag que portaria les molécules sintetitzades pel
condrocit a la matriu, a distancia de la cél-lula on han estat produides (Poole 1997).

4.Catabolisme del col-lagen

Se sap molt poc de la degradacié del col-lagen. Es un procés lent que s’accelera
en el cartilag degeneratiu. El seu mecanisme pot ser enzimatic a través d’una
metal-loproteasa o mecanic.

5.Nutricid

El cartilag és un teixit avascular. S’accepta que la nutricio del cartilag adult li
arriba a través del liquid sinovial (Brower 1962) que s’escola pels miroporus del teixit.
Treballs experimentals en animals joves han demostrat també que la nutricié es possible
a través de la uni6 entre os i cartilag, perd aquest mecanisme no existeix a 1’adult
(Mankin 1997, Maroudas 1968, Rehak 1991).

La nutricié del cartilag adult a través d’aquests petits porus de la superficie del
teixit només la poden dur a terme petites molécules que triguen de 10 segons a una hora
per travessar depenent del pes molecular, estructura, mida i carrega eléctrica de la
moléecula. Les molécules petites que actuen com a missatgers quimics, aixi com també
els productes dels catabolisme dels PG, semblen capaces de moure’s prou de pressa a
través del teixit.

Per microscopia electronica s’ha demostrat la preseéncia de granuls a la superficie
del cartilag que contenen nius de fibretes i porus d’un radi de 0,3 a 0,5 nm. Els granuls,
formats per PG, acid hialuronic i1 probablement fibronectina, permeten la lliure
circulacio de particules petites. La pérdua de PG eixampla els porus permetent el pas de
moléecules més grans, algunes de les quals poden lesionar el cartilag (Rehak 1991).

El cartilag tampoc conté teixit nervids. Aixo vol dir que la informaci6 de 1’estat
de tot I’organisme li arriba al cartilag només a través de missatgers quimics. També s’ha
demostrat que el cartilag és sensible a factors mecanics com els canvis de pressid que
poden canviar la seva activitat metabolica afectant finalment les seves propietats
biomecaniques. Aixi, tant la carrega com la descarrega de D’articulacié sembla que
canvien [’activitat metabolica. El mecanisme pel qual aquests estimuls afecten
I’expressio de gens especifics és desconegut.

La pressié i el moviment son necessaris a una articulacié per mantenir la

composicid, estructura i propietats mecaniques del cartilag articular normal a 1’adult. El
tipus, intensitat i freqiiencia d’aquestes forces necessaries per mantenir un cartilag
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articular normal €s variable pero quan la intensitat o freqliencia d’aquestes forces supera
un maxim o no arriba a un minim, es produeix un desequilibri entre sintesi i degradacid
que produeix canvis a I’estructura del cartilag. Quan s’immobilitza una articulacid, per
exemple amb un guix, es produeixen alteracions al cartilag articular (Salter 2000).

A les zones de contacte entre les dues superficies articulars, es produeixen
lesions degeneratives com la necrosi dels condrocits d’aquesta zona (Roy 1970). La
immobilitzacid o la pressio excessiva poden lesionar els granuls, portant fins i tot a la
seva desaparicid. Aix0 augmentaria el diametre del porus i permetria el pas de
moléecules grans. Aixi poden arribar elements toxics al teixit, susceptibles de causar
lesions a les cél-lules i la matriu sense la intervencié d’enzims. A aixo s’hi afegeix una
alteraci6 dels equilibris de pressi6. Molecules grans augmenten 1’osmolaritat del teixit
induint ’entrada d’aigua, edematitzen el teixit i creen unes forces de tensié excessiva
que trenquen les fibres de col-lagen i1 desorganitzen el teixit. El grau de lesi6 depén de la
durada i intensitat de la pressidé mecanica sobre el cartilag.

A altres zones sense contacte entre les superficies articulars, es produeix la
degeneracio del cartilag com a conseqiiéncia de la manca de nutricio. En aquestes zones
es produeix una disminuci6o a la sintesi i contingut de PG i canvis en la seva
conformacié a més a més de la reduccié en la mida i quantitat de 1’agregat. Treballs
experimentals han demostrat que després de 4 setmanes d’immobilitzacié es produeix
un augment del contingut hidric, reduccié del contingut de PG, reducci6 de la sintesi de
PG i canvis en la seva conformacid. El col-lagen no es veu afectat en aquesta fase.

Els canvis biomecanics i bioquimics son reversibles quan I’articulacié comenga
a moure’s un altre cop perd el grau de recuperacid disminueix si el periode
d’immobilitzacié €s molt llarg. La pressid excessiva, sigui per una forca intensa tinica
de durada limitada o traumatisme repetit, pot iniciar un procés degeneratiu al cartilag.
L’exercici moderat pot augmentar el contingut de PG, disminuir el flux d’aigua durant
la carrega i augmentar el gruix del cartilag. Perd un exercici massa intens pot produir
fibril-laci6 de la matriu i una disminuci6 de la concentracid i mida de I’agregat. En
experiments realitzats en gossos, no es van observar canvis significatius en les
propietats mecaniques del cartilag abans de 30 setmanes (Mankin 1997).

La lesio de les estructures estabilitzadores de 1’articulacié com els meniscos i
lligaments canvia les forces que actuen sobre una superficie articular de manera que
indueixen canvis importantissims en les propietats bioquimiques i mecaniques del
cartilag articular. Aixo ha obert la porta al desenvolupament de diversos models
experimentals per a I’artrosi inestabilitzant les articulacions. Aquestes lesions indueixen
la fibril-laci6 del cartilag articular, un augment del contingut hidric, canvis del contingut
de PG, engruiximent de la capsula articular i formaci6 d’osteofits. L’ augment d’activitat
dels condrocits es demostra per 1’augment de sintesi dels components de la matriu i un
augment de la seva degradacio i secrecié d’enzims proteolitics.

En conjunt sembla existir un augment net del catabolisme. No es coneix la forma
que aquests factors mecanics influencien el cartilag.

22



Introduccid

6.Lubricacio

Una de les funcions del cartilag articular €s permetre el moviment de
I’articulaci6 amb un minim de desgast de les seves superficies. Aixd ho aconsegueix
amb una bona lubricaci6 que basicament és de dos tipus:

1- lubricacid per capa limit: consisteix en una monocapa de molécules de liquid
sinovial que actuen com lubricant i estan adherides a les superficies de contacte de
forma que sén les molecules les que llisquen unes sobre les altres. Aquesta lubricacio és
feble per suportar carregues elevades amb forces de cizallament importants.

2- lubricaci6 per pel-licula de fluid: en aquest cas existeix una pel-licula de liquid
sinovial que separa les dues superficies articulars. Aquesta capa €s molt més espessa
que la capa molecular, i la pel-licula de liquid és la que suporta la carrega.

Recentment, s’ha demostrat 1’existéncia entre les superficies articulars en
contacte, en carrega, d’una capa de liquid sinovial que actua com una pellicula
lubricant (Clark 1999).

Si existeix un moviment perpendicular entre les dues superficies articulars,
apareix la lubricaci6 per expressio, que consisteix en que el liquid és expulsat de I’espai
entre les dues superficies articulars. Aquest tipus de lubricacid serveix per suportar
carregues elevades durant poc temps.

Quan es produeix un moviment tangencial entre les dues superficies articulars,
apareix una lubricacié hidrodinamica. En aquest cas el moviment tangencial forma una
falca de liquid que per la seva viscositat s’ introdueix a I’interior de ’espai existent.

A TDarticulacid la capa limit és la responsable d’evitar I’adheréncia entre les
superficies articulars i la seva abrasid, mentre que la pel-licula de fluid és la responsable
de suportar les carregues.

El cartilag articular, essent tou, es pot deformar sota la pressio del liquid sinovial
variant 1’area de contacte. Aixo déna lloc a la formacié d’una pel-licula més duradora,
que ¢és beneficiosa per suportar les carregues a la superficie de contacte. D’altra banda,
la penetracio del liquid sinovial a I’interior de la matriu cartilaginosa com a
conseqiiencia de les forces a que¢ és sotmesa, t¢ una importancia fonamental pel
metabolisme dels condrocits.

Recentment s’ha postulat I’existéncia d’una capa de surfactant entre les
superficies articulars cartilaginoses (Hills 1996). Clinicament, 1’aparenca clinica del
cartilag articular sa és el d’una superficie encerada que faria pensar que estaria cobert
per una pel-licula hidrofoba, i que desapareix al cartilag artrosic. aixo sorprén donada la
naturalesa hidrofilica del teixit cartilaginds, perd aquestes transicions de la superficie
son un fet freqiient en la natura creades per adsorcid (lligam directe) d’'una monocapa
d’un grup de substancies anomenades surfactants. Aquestes molécules tenen un extrem
hidrofilic 1 un hidrofobic. La recerca d’aquestes molécules al. Cartilag articular va
portar a descobrir el SAPL (Surface Active Phospholipid), semblant al surfactant
pulmonar. La teoria diu que, estant les molécules fortament unides entre si en un pla, les
forces debils que existeixen entre els plans els permeten tenir un moviment de
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lliscament. La font d’aquest surfactant sinovial podrien ser cossos lamel-lars secretats
per c¢l-lules sinovials de tipus B.

7 .Maduracio del cartilag articular

Ja a nivell macroscopic crida 1’atencid la diferéncia de coloraci6 del cartilag amb
I’edat, blavos al cartilag immadur probablement reflex de les estructures vasculars a la
seva base 1 pel seu gruix relatiu, i groc marronos al vell. També histologicament s’hi
aprecien diferéncies. El cartilag immadur és més cel-lular de forma difusa a tot el teixit 1
gruixut. Les cel-lules a la capa tangencial sébn una mica més grans i no tant aplanades
com a l’adult. Les zones radial i transicional son més gruixudes. Les columnes de
cel-lules que s’aprecien a les capes profundes del cartilag adult, a I’immadur arriben fins
a una localitzacié més superficial i a la zona profunda existeix una distribucio en
columnes molt més definida. En aquesta zona profunda es poden trobar vasos i les
cel-lules despleguen una activitat mitotica demostrada a microscopia Optica i per les
caracteristiques de microscopia electronica amb nuclis picnotics 1 vacuoles
intracitoplasmatiques que contenen glucogen.

Al cartilag immadur hi hauria una banda per sota la capa tangencial amb activitat
mitotica i una altra més profunda immediatament superior a la zona d’invasio vascular.
Aquestes dues bandes tindrien una morfologia similar a la zona proliferativa de la
lamina microepifisaria del nucli ossi subjacent (fisi) (Mankin 1997). Al cartilag adult ha
cessat 1’activitat mitotica amb el desenvolupament d’una zona calcificada definida, el
limit de la qual s’anomena marca d’aigua o tidemark.

La composicio bioquimica també varia amb 1’edat. Aixi el contingut d’aigua ¢€s
relativament alt al cartilag immadur i disminueix fins un nivell estable. La proporcié de
col-lagen és menor al cartilag fetal i augmenta a nivells de 1’adult poc després del
naixement per mantenir-se estable. Els principals canvis amb ’edat semblen produir-se
a nivell dels proteoglicans. Al naixement la proporcidé de proteoglicans és més alta,
representant el 50% del pes sec del teixit, disminueix lentament durant el periode
d’immaduresa i s’estabilitza en el 15% al cartilag adult (Elliott 1979). També¢ varien les
caracteristiques dels proteoglicans. Al cartilag immadur la proteina central i les cadenes
de GAG s6n més llargues; ambdues van disminuint fins ’adolescéncia 1 maduresa. S’ha
observat una concentracié molt alta de 4-sulfat de condroitina a animals immadurs que
disminuia rapidament amb [’edat. I la concentraci6 total de condroitin sulfat disminueix
mentre augmenta la de queratan sulfat fins aproximadament els 30 anys en humans.
Llavors el queratan sulfat representa el 25-30% del total de GAG. Aquest valor es
mant¢ fins I’edat avancada. Amb 1’edat, la quantitat de GAG no varia gaire, disminueix
el contingut d’aigua i col-lagen respecte al pes sec, disminueix la proporcié de
condroitin sulfat i augmenta la de queratan sulfat (Venn 1978). Aquests canvis son
absolutament oposats als observats en el cartilag artrosic, perd en estudis més antics es
confonen les dades perque s’estudien teixits sans i artrosics d’individus d’edat.

La sintesi de PG in vitro esta disminuida als condrocits articulars del conill i
bovins madurs, fins un nivell compatible amb el manteniment de la matriu extracel-lular
després del seu remodelament durant el creixement, desenvolupament i maduracid. Pero
aquesta sintesi no és suficient per reparar un defecte creat de nou, per una lesié o per
degeneracio del teixit. De tota manera, s’han investigat les possibilitats d’activacio
d’aquesta sintesi de forma farmacologica (O’Driscoll 2001).
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8.Factors de creixement 1 cartilag articular

En els darrers anys s’han comengat a definir els diferents factors polipeptidics de
creixement que provoquen una resposta en les cel-lules del cartilag articular (Lind 1996,
Mankin 1991, Vega 2000). Aquesta pot ser d’estimulaci6 o fre de la sintesi i acostuma a
dependre de la concentracio del factor de creixement i del nombre de receptors de la
cel-lula. La majoria de receptors son altament especifics perd alguns poden presentar
una uni6 competitiva amb altres molécules com és el cas del IGF-I (Insulin-like Growth
Factor I) i la insulina.

8.1 Factor de creixement derivat de les plaquetes (PDGF)

Té una funci6 important en el creixement de les cel-lules del teixit conjuntiu. Se
n’han identificat diferents isoformes que semblen tenir activitats diferents. Encara que
no esta clar el seu mecanisme d’accid, alguns estudis li atribueixen un efecte mitogenic
sobre els condrocits que no sembla presentar a 1’articulacié normal. En canvi, és
probable que si tingui un efecte en la cicatritzacié de laceracions superficials.

8.2 Factor basic de creixement dels fibroblastes (b-FGF)

Es un péptid originat a la hipofisi i al cartilag. Actua com a mitogen al teixit
conjuntiu. Els estudis en cartilag demostren que estimula la sintesi d’ADN a condrocits
articulars adults en cultiu i la reparacié de talls al cartilag en un model in vivo en
conills.

8.3 Factor 1 de creixement insulinoide (IGF-I)

Aquest factor s’anomenava abans somatomedina C i és un dels tres péptids més
estudiats junt amb insulina i IGF-II. Probablement els tres siguin homolegs 1 s’uneixin
amb diferent afinitat a tres receptors cel-lulars diferents. No se sap amb certesa si es
sintetitza localment o al fetge. Estimula I’ADN 1 la sintesi de matriu al cartilag fisari, al
cartilag immadur 1 al cartilag articular adult 1 és més efectiu associat a altres factors.
Sembla que manté un estat estable de sintesi de proteoglicans al teixit adult. Pero els
receptors cel-lulars per aquest factor es troben repartits de forma desigual en les
diferents capes del cartilag adult (Verschure 1996).

8.4 Factor beta de transformacio del creixement (TGF-p)

Inclou com a minim cinc isoformes i té un receptor especific. Sembla potenciar
I’acci6 d’altres factors i actuaria sobre os i cartilag, no sempre estimulant la sintesi. Es
sintetitza localment als condrocits 1 sembla estimular la sintesi de proteoglicans i inhibir
la de col-lagen de tipus II. A les fases inicials de 1’artrosi sembla induir un augment del
metabolisme dels condrocits amb la produccid6 de PG no funcionals, pero la seva
associacio amb altres factors pot produir efectes contradictoris (van den Berg 1995).

9.Enzims que degraden el cartilag articular

En el manteniment del cartilag articular sa hi intervenen processos de sintesi i
degradacio que s’han de trobar en equilibri. Els processos degradatius semblen deguts a
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enzims proteolitics sintetitzats pels condrocits 1 és probable que la seva sobreactivitat
estigui relacionada amb I’artrosi i I’artritis reumatoide. Aquests enzims es poden dividir
en dos grups: les metaloproteases i les catepsines.

Les metaloproteases s’anomenen aixi perque necessiten el zenc com a cofactor
per la seva activitat. El grup inclou la col-lagenasa, gelatinasa i estromelisina. La
col-lagenasa ¢és molt especifica pel col-lagen. La gelatinasa separa cadenes préviament
tractades per la col-lagenasa. L’estromelisina pot actuar sobre el col-lagen tipus II 1 IX.
L’activitat dels tres enzims sembla controlat per un mecanisme d’activacié i un
d’inhibicié. Se sintetitzen com a proenzim 1 requereixen una activacidé amb una
modificaci6 enzimatica fora de la cel-lula.

Les catepsines poden degradar 1’agreca. Els dos tipus identificats, D i B, es
troben al cartilag articular i tenen la particularitat d’actuar amb un pH optim baix.

DEGENERACIO DEL CARTILAG ARTICULAR

1.Factors etiologics

1.1 Consideracions generals

Existeixen diverses causes de degeneracid del cartilag articular huma. La més
freqlient es desconeguda, perd relacionada amb I’edat, i per aix0 1’anomenem artrosi
primaria. També hi poden intervenir factors genctics (Jacenko 1995, Vikkula 1993,
Williams 1995). Altres causes poden ser malalties inflamatories, substancies toxiques
intraarticulars, exogenes o endogenes (sagnat articular a [’hemofilia, sinovitis
villonodular pigmentada, hemangiomes o per trastorns metabolics com 1’alcaptontiria,
hiperuricémia i artritis microcristal-lina), o lesions mecaniques (Dekel 1978). La darrera
pot ser deguda a un Us excessiu en alguns esports o treballs (Murray 1999) o un
augment de les pressions sobre el cartilag (Chen 1999) per una alteracio de la
biomecanica de I’extremitat (Freeman 1982, Reimann 1973, Smillie 1981, Solchaga
1992).

L’artrosi és tant un procés patologic primari de les articulacions recobertes de
cartilag articular com el punt d’arribada comu de totes les patologies que afecten els
diferents teixits de les articulacions sinovials (sinovial, lligaments, os) (Sokoloff 1987).
Per tant la podem estudiar com una cadena d’esdeveniments a la qual es pot incorporar
qualsevol patologia que afecta 1’articulacio 1 que finalment acabara amb la destruccid
articular.

1.2 Artrosi idiopatica

L’artrosi primaria és una malaltia del cartilag no associada a cap alteracid
articular, traumatisme o deformitat ossia prévies. Com que clinicament, aquest procés es
veu influenciat per factors secundaris com 1’edat, pes corporal, historia de traumatisme i
variacions anatomiques, considerem I’artrosi com una malaltia no inflamatoria de les
articulacions sinovials influenciada per multiples factors en el seu origen i progressio
(Milgram 1990b).
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La degeneracio del cartilag articular comenca a la capa superficial 1 progressa en
profunditat (Mitchell 1992, Hembry 2001) fins la seva completa destruccio. La velocitat
d’aquest procés ¢€s variable, i1 aixi a la majoria de casos la persona haura mort per altres
causes abans d’arribar a la destruccid6 completa del cartilag. A altres casos, una
destruccio accelerada porta a la destruccido completa del cartilag i 1’articulacié de ’os
subcondral dels dos extrems de I’articulaci6. S’ha intentat trobar algun factor o
marcador bioquimic que pugui predir la velocitat de destruccidé que presentara una
articulacio concreta sense que de moment s hagi trobat (Fawthorp 1997) i marcadors de
la preséncia d’una malaltia articular (Karopoulos 1996).

1.3 Envelliment del cartilag articular

Amb I’edat es produeixen canvis importants en la funcié cel-lular, les propietats
mecaniques, composicid i organitzacid molecular de la matriu del cartilag articular
(Stockwell 1967). Els canvis degeneratius apareixen en relacié amb 1’edat i augmenten
progressivament en prevalenga, extensid 1 gravetat amb ’augment d’edat (Casscells
1978, Meachim 1969). Paral-lelament, augmenta amb 1’edat la prevalenca de la
sindrome clinica de I’artrosi amb dolor i rigidesa a les articulacions afectades, augment
de densitat de 1’os subcondral i formacié d’osteofits. Aquests fets suggereixen que, en
alguns individus, la fibril-lacid superficial del cartilag relacionada amb ’edat progressa
cap a clivelles, fissures, fragmentacio i, finalment, grans erosions amb exposicié d’os
subcondral que causen els simptomes de 1’artrosi. De tota manera, la relacio entre els
canvis degeneratius descrits i 1’aparici6 de la sindrome artrosica no és del tot clara
perque no tots els canvis degeneratius es tradueixen clinicament i a iguals lesions
objectives, la simptomatologia que presenten dos malalts diferents pot no coincidir, o
fins 1 tot un pot presentar dolor i un altre no tenir-ne gens.

Els canvis histologics, ultraestructurals 1 bioquimics del cartilag articular
relacionats amb I’edat s’han pogut estudiar en humans a partir d’espécimens quirargics
per fractures del cap del féemur. Amb I’edat, disminueix la densitat cel-lular del cartilag
perd es manté relativament constant durant la vida adulta. Amb [’edat canvia la
morfologia i1 funcié de sintesi de les ce¢l-lules; acumulen filaments intracitoplasmatics,
poden perdre part del reticle endoplasmic (Meachim 1969), produeixen PG diferents per
variacions en la sintesi, especialment a nivell de la glicosilacid6 (Roughley 2001).
Aquests canvis fan les cel-lules menys efectives en el manteniment de les
macromolécules de la matriu i la reparacio de la matriu després d’una lesio (Buckwalter
1993).

Amb I’edat, els PG de la matriu sébn més petits i variables en la mida, augmenta
el seu contingut de queratan sulfat, disminueix el de condroitin sulfat i també
disminueix la proporcié de molécules que formen grans agregats (Elliott 1979, Venn
1979). Es produeixen agrecans més petits, amb menys molécules, que produeixen
agregats més petits (Buckwalter 1985).

Probablement es produeixen canvis en les molécules i la matriu que
disminueixen 1’agregacié i la mida dels agregats. La degradacidé proteolitica deixa
fragments moleculars a la matriu que ocupen espai i que es poden unir a I’hialuronat,
inhibint 1’agregaci6 de molécules totalment funcionals. Les proteines d’unid,
responsables de 1’estabilitzacid i organitzacid de grans agregats de PG, tamb¢ pateixen
canvis proteolitics amb 1’edat (Sandy 1987). Encara que les proteines d’unio alterades
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s’uneixin a I’hialuronat 1 ’agreca, poden ser menys efectives en I’estabilitzacio dels
agregats. L’hialuronat, el GAG que forma la molecula central dels agregats de PG,
disminueix la seva mida i augmenta la seva concentracio amb 1’edat. No queda clar si
aquest augment de concentracio és degut a un augment de sintesi o a ’acumulaci6 de
molecules degradades. Com que 1’agregacio ajuda a organitzar 1 estabilitzar els PG dins
de la matriu, la disminuci6 en I’agregaci6 i la mida dels agregats pot alterar 1’estabilitat i
propietats mecaniques de la matriu (Buckwalter 1993).

El colllagen també canvia amb [’edat alterant les propietats del teixit.
Probablement les unions entre molécules de collagen augmenten per reaccions de
glicosilacié no enzimatiques (Uchiyama 1991). L’augment de les unions entre les fibres,
I’augment del diametre de les fibres 1 la disminucid del contingut d’aigua (Venn 1978)
podrien donar una matriu cartilaginosa més rigida, amb menys capacitat de deformacié
sota carrega, que en ser menys flexible es pogués lesionar amb més facilitat en la seva
estructura (Buckwalter 1993). L’augment del col-lagen de tipus I amb 1’edat s’ha
correlacionat amb la preséncia de fibrosi en el context de canvis degeneratius previs
com a reaccid reparadora perd no com una conseqiiéncia directa de 1’edat (Goldwasser
1982). Els canvis en els PG 1 el col-lagen potser expliquen la disminucid del contingut
d’aigua amb I’edat i els canvis en les propietats mecaniques del cartilag articular amb
disminuci6é en la resisténcia a la tensio, resisténcia a la fatiga i elasticitat (Kempson
1982). Pero en estudis amb cartilag artrosic del maluc s’ha documentat un augment del
contingut d’aigua a les capes mitges que podria ser degut a la lesio de la xarxa de
col-lagen que no seria capag¢ de retenir la pressid dels PG hidratats (Venn 1979). Aixi
doncs, en cartilag de persones d’edat avangada, existiria una pérdua del contingut total
d’aigua mentre que si existeix artrosi de I’articulacié estudiada hi hauria un augment del
contingut d’aigua.

Els canvis que afecten les cadenes de GAG semblen tenir I’origen en la seva
sintesi, probablement per adaptar-se a les necessitats canviants del teixit durant el seu
desenvolupament des del periode fetal. En canvi, moltes de les alteracions que afecten
les proteines semblen ser de tipus degeneratiu, i els productes de degradacido que
s’acumulen serien el resultat d’aquest procés (Roughley 1987, 2001).

1.4 Altres factors etiologics

Altres factors estudiats en relaci6 a 1’etiologia de I’artrosi son els canvis en
I’alliberament d’enzims lisosomics (Dingle 1973), canvis en les molécules que actuen
de missatgers (Fukuda 1995) i la resposta immunitaria a certes proteines de la matriu
cartilaginosa que poden actuar com un antigen desencadenant una resposta immunitaria
(Boniface 1988, Cooke 1986 1 1987, Kresina 1988). Perd encara que existeixin aquestes
alteracions ¢s dificil assegurar si son un factor primari en el desenvolupament de
I’artrosi o, al contrari, només so6n una resposta al procés degeneratiu que ja ha comengat.

La presencia de molécules que poden contribuir a lesionar el cartilag en 1’artrosi,
ha fet que es busquin sistemes per eliminar-les. Un d’ells podria ser la injeccio
intraarticular de substancies que s’hi unissin i el conjunt pogués ser eliminat de
I’articulacio pel sistema limfatic (Ghosh 1995).
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2.Fisiopatologia

2.1 Fases inicials

El desencadenant de tot el procés artrosic €s desconegut pero, juntament amb
I’edat, hi podem anomenar la immobilitzaci6 perllongada de I’articulacié que lesionaria
els porus superficials del teixit 1, per altra banda, forces excessives sobre el teixit que
superin el seu dintell de resisténcia, siguin per una sobrecarrega puntual o per
alteracions biomecaniques de 1’extremitat que de forma continuada sotmeten el cartilag
articular a unes pressions excessives. En el cas de la immobilitzaci6 perllongada,
augmentarien els porus superficials del cartilag i I’entrada de molécules nocives al teixit
que en condicions normals no podrien entrar per la seva mida. Canvis en 1’equilibri
osmotic farien la resta. L’aigua entraria al teixit trencant les fibres de col-lagen i
convertint les lesions en irreversibles 1 progressives. L’aparicié d’alteracions
bioquimiques a distancia d’una lesié macroscopica, en cartilag aparentment sa, ha fet
postular alguns autors que aquests canvis bioquimics inicien el procés artrosic
(Moskowitz 1979). En el cas de les forces excessives, la lesid de les fibres d’aquesta
capa tangencial seria directament el primer pas. Una altra hipotesi que s’ha apuntat
respecte a la lesido de I’estructura de col-lagen és el desmoronament de la xarxa de
col-lagen per algun mecanisme de fatiga de materials (Freeman 1980). En aquest cas, les
fibres de col-lagen, o més probablement les unions entre les fibres que donen
consisténcia a la xarxa, es trencarien donant un teixit menys rigid, amb una mobilitat
excessiva que comportaria un excés de tensions a les fibres col-lagenes que s’acabarien
trencant donant lloc macroscopicament a ’aparici6 de fibril-laci6 al cartilag.

- Immobilitzacio e Augment contingut aigua

Amb o sense canvis bioquimics

l

—t Augment de tensions a
fibres col-lagen

l

Trencament de
fibres col-lagen

]

Inici de I'artrosi

- Forces excessives

- Fatiga materials

Esquema 1. Etiologia de I’artrosi
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Des d’un punt de vista morfologic s’ha observat una distribuci6 irregular de la
gravetat de les lesions del cartilag d’uns punts a altres de la mateixa articulaci6. Poden
existir lesions de diversa intensitat al costat de zones de cartilag articular absolutament
normal. També s’ha observat que no existeixen diferéncies significatives a cap dels
parametres estudiats de contingut d’aigua, estructura de la matriu, sintesi de GAG,
contingut cel-lular (Armstrong 1982, Brocklehurst 1984, McKenzie 1977), entre el
cartilag articular de les articulacions normals i el de les zones macroscopicament
normals d’especimens afectes d’artrosi. Aixo recolza la idea que 1’artrosi idiopatica no
¢s una malaltia global sin6 local, depenent de les sobrecarregues a que pugui estar
sotmesa D’articulacié i de la peérdua de les caracteristiques fisiques del cartilag (Faig
1988).

Degut a I’heterogeneitat de la superficie articular segons 1’edat, factors
interindividuals 1 intraindividuals aixi com topografica que presenten els diferents
estudis, encara no existeix en la literatura un model tnic dels canvis bioquimics que es
produeixen a les fases tardanes de 1’artrosi (Brocklehurst 1984). En canvi existeixen
estudis experimentals, sobretot en conills 1 gossos, sobre aquests canvis en fases inicials
1 mitges (Heinegérd 1987, von der Mark 1990).

Quan el cartilag articular perd la nutricié per una immobilitzacié o la descarrega
tenen lloc diversos canvis microscopics (Hesse 1981). Als 2 a 6 dies, es redistribueixen
els granuls superficials observats a microscopia electronica de superficie. Els condrocits
superficials mostren canvis al complex de Golgi 1 reticle endoplasmic. I la matriu del
voltant és més pobre en col-lagen i PG. Si segueix la immobilitzacio, els granuls
superficials desapareixen del tot i es produeix un eixamplament de la xarxa col-lagena
superficial. La desaparici6 de granuls eixampla els porus que permeten el pas de
molecules més grans. Perd aquests canvis son reversibles i a les 4 a 6 setmanes no es
veuen canvis ultraestructurals al cartilag, ni a la matriu ni a les cel-lules. Perd quan la
xarxa fibril-lar mostra canvis patologics, aquests son irreversibles 1 I’articulacid ha
iniciat el cami a I’artrosi.

La microscopia electronica mostra a la superficie articular una xarxa organitzada
perd amb certa laxitud de les fibres de col-lagen a la capa superficial (tangencial) i un
eixamplament de la xarxa de col-lagen, aixi com la pérdua d’elements superficials,
sobretot agregats de proteoglicans.

Les cel-lules redueixen la seva activitat metabolica tal com mostra la presencia
de granuls citoplasmatics (Ippolito 1978). Els condrocits de la capa superficial
(tangencial) mostren canvis hidropics de les seves organel-les que indiquen una reduccid
de la seva activitat de sintesi i contenen menys glicogen perd encara mantenen una
activitat metabolica elevada.

En alguns models d’artrosi in vitro es produeix una degradacio tardana del
col-lagen tipus II, després de perdre la majoria de proteoglica; mentre que a models in
vivo, tant en gossos com en humans, la disminucio6 del col-lagen (Venn 1977) precedeix
la dels proteoglicans. Probablement la causa €s que in vivo hi ha un intent de reparacio
que compensaria la degradacio de proteoglicans dipositant-ne més a la matriu
extracel-lular (Price 1999) i un augment en la sintesi de col-lagen a fases inicials de
I’artrosi (von der Mark 1990).
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Augmenta el contingut hidric (McDevitt 1977) fins el 6% (McDevitt 1976)
afectant només les capes superficials (Brocklehurst 1984). També augmenta el gruix
d’aquesta capa. Aquest augment del contingut hidric s’estén a la resta de capes amb la
progressid de la malaltia 1 es podria relacionar amb la degradaci6 de PG i1 amb
I’augment de GAG lliures que augmentaria el gradient osmotic. Aquesta hidratacio
estovaria el cartilag macroscopicament i li donaria un color blavos (Akeson 1981,
Armstrong 1982).

Existeix poca diferéncia en la concentracio total de PG. La proporcio de
condroitinsulfat i queratansulfat és similar. La relacié de proteina i acid glucuronic
també es manté. La concentraci6 de PG respecte al pes humit del teixit esta
lleugerament disminuida deguda a la diluci6 per I’augment del contingut d’aigua, pero
el contingut total de PG, és a dir, la concentracié de PG respecte al pes sec del teixit, es
manté (Brocklehurst 1984).

En canvi, amb I’envelliment simple del cartilag (sense artrosi), si es conserva la
capa més superficial, es produeix una disminucié del contingut d’aigua i un augment
relatiu del contingut de PG.

Les capes profundes encara no estan afectades i tenen condrocits organitzats en
columnes de cél-lules actives amb una matriu intercel-lular normal. Pot existir una
reducci6 de PG i col-lagen a la matriu pericel-lular.

2.2 Progressio

El mecanisme d’augment de contingut d’aigua amb o sense peérdua de PG es
considera el primer estadi de I’artrosi (Mankin 1981). La disminucié de la pressio
osmotica amb un augment de la permeabilitat a 1’aigua farien que el cartilag sotmes a
carrega perdés rapidament el seu contingut hidric 1 que aquest es recuperés més
lentament en cedir la carrega. El mateix resultat es pot obtenir incubant cartilag amb
elastasa que destruiria parcialment el cartilag. L’augment de permeabilitat a 1’aigua
podria fer que en un moment de carrega de I’articulacié no hi hagués prou aigua dins el
cartilag per esmorteir la carrega que rep el teixit. En aquest moment, I’excés de forces
trencarien les fibres de col-lagen provocant un progrés en la destruccio tissular.

Quan progressa I’artrosi, la capa superficial mostra “fibres flotants” a la
microscopia electronica, desorganitzacid i una lesid inicial de la xarxa de fibres
organitzada amb molts condrocits necrotics; queden els condrocits exposats a un medi
hostil demostrat per la disminucié del reticle endoplasmatic, augment dels diposits de
lipids 1 glicogen intracel-lulars, necrosi del citoplasma amb augment de dipdsits lipidics
1 de I’alliberament de restes cel-lulars a la matriu. A la matriu cartilaginosa existeix un
eixamplament i lesio de la xarxa de col-lagen amb disminuci6 de PG (Sweet 1977) i
presencia de cossos densos que provenen de condrocits necrotics.

L’alteracio de la biomecanica del teixit per la destruccid col-lagena provocaria la

desaparicio dels condrocits de la capa tangencial, que implicaria la fi de la sintesi de
matriu en aquesta capa.
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A capes més profundes (radial), trobem les columnes de condrocits amb només 3
a 5 cel-lules. Malgrat la seva pérdua de glucogen, les organel-les d’aquestes cel-lules es
mostren molt actives.

Aquestes troballes disminueixen quan baixem a les capes profundes, que implica
que aquestes capes encara no estan afectades pel procés. A la capa intermitja podem
trobar:

- cel-lules amb signes de patiment a la microscopia electronica
- formaci6 de grups de cel-lules o clons (clusters a la literatura anglosaxona) amb
un augment de I’activitat de sintesi.

A les capes profundes les cél-lules cartilaginoses actives s’organitzen en grups
amb matriu pericel-lular 1 intercel-lular normal. Els canvis als condrocits que indiquen
una artrosi son la necrosi, formaci6 de clusters de tipus A i B. Els condrocits necrotics
apareixen com espais buits. Els clusters de tipus A mostren una alteracié de la sintesi
cel-lular, i produeixen col-lagen de tipus I en substitucié del col-lagen de tipus II. La
sintesi de PG també es veu afectada. Els clusters de tipus B estan formats per cél-lules
poc actives més que cél-lules disfuncionals. Mentre el tipus A es troba a fases avancades
de P’artrosi, el B es va trobar sobretot a lesions traumatiques del cartilag i artrosi induida
mecanicament.

A les capes profundes, els condrocits actius que formaven columnes s’agrupen
formant clusters de 5-7 cél-lules. La peérdua de matriu observada en aquesta fase de
progressio es compensa per la sintesi dels condrocits de les capes profundes.

La pérdua de PG fa que existeixi una disminucié de la tincié amb safranina-O a
les zones superficials perd no a les profundes, especialment al voltant dels condrocits
(Cruess 1984).

L’augment de la sintesi de PG produeix GAG immadurs (Mankin 1981,
Thompson 1979, 1981). Es produeix un desequilibri entre sintesi i secrecid que porta a
una disminucio de la matriu cartilaginosa i a la produccié de GAG incomplets i per tant
inutils (Matyas 1995). La reducci6 de GAG també disminueix la unid dels polisacarids
a les proteines. Els PG mostren un augment més important de condroitinsulfat que de
queratansulfat i estan units al col-lagen i acid hialuronic d’'una manera més laxa. Tot
aixo disminueix 1’aigua del teixit, que perd elasticitat i I’efecte amortidor (Rehak 1991).

Amb I’artrosi hi hauria un augment dels PG totals, disminucié del queratan
sulfat absolut i relatiu respecte a condroitin sulfat, que es mant¢ o disminueix
lleugerament, augment del 4-sulfat de condroitina respecte a 6-sulfat de condroitina que
podria indicar un augment de longitud de la cadena de condroitinsulfat i una disminucid
d’acid hialurdnic (von der Mark 1990).

Malgrat la sintesi augmentada tant pel queratan com el condroitinsulfat, trobem
una disminucié de GAG especialment el condroitinsulfat degut a un augment del

catabolisme.

Amb I’augment de la gravetat de la malaltia, la sintesi tendeix a disminuir,
essent normal a les capes profundes que encara no estan afectades.
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A les capes intermitja i radial profunda existeix una disminuci6 dels PG de la
matriu intercel-lular 1 de la tinci6 amb safranina-O. Les fibres de col-lagen es fan més
gruixudes a la zona intermitja i també a la radial (Donohue 1983). La matriu col-lagena
¢s més laxa.

En aquesta fase encara no serien visibles macroscopicament les lesions.

La progressio de la destruccid del cartilag es manifesta per ’aparicié d’acumuls
de fibres desorganitzades i fissures. A la fibril-lacio de la superficie amb desaparicié de
condrocits s hi afegeixen fissures i fibretes de col-lagen degradades. Apareixen cossos
amorfs electrondensos a la capa superficial.

Les fibres de col-lagen son més laxes amb una orientacié normal a cada capa.
Existeixen microfibretes que semblen un reforg provisional per apuntalar el cartilag.

Sota el cartilag normal de la zona radial, al costat de superficie amb fibril-lacio,
es troben quists sense continuitat amb la superficie de la zona veina amb fibril-lacio.
Aquest fet suggereix que podria tractar-se de lesions inicials perque el cartilag adjacent
als quists no pot absorbir prou forces de pressio. Aixo podria explicar la preséncia de
lesions prop de les zones amb fibril-lacid que pateixen pressions excessives.

A les capes profundes els condrocits estan organitzats en petits clusters de
c¢l-lules normals amb una matriu pericel-lular normal perd amb un eixamplament de la
xarxa de col-lagen a la matriu intercel-lular.

Histologicament, la fibril-laci6 pot quedar localitzada sense alterar el
metabolisme de les capes més profundes (Thompson 1979).

Els canvis en les pressions influeixen segons la intensitat la sintesi del cartilag in
vitro i in vivo de forma positiva o negativa. Segons els estudis es veu augment (Vignon
1983, Mankin 1981) o disminucidé de I’activitat sintctica dels condrocits. Aixo pot ser
degut a un augment proporcional al grau de lesid6 en una primera fase i després
disminuci6 a fases més tardanes. Perd en estudis experimentals, el grau d’augment de
sintesi entre diferents cel-lules d’un mateix estudi pot mostrar diferéncies enormes (von
der Mark 1990). En tot cas sembla existir un intent de reparacié que claudica arribat a
un cert punt.

Mankin (1981) troba que el cartilag artrosic t¢ un metabolisme més actiu, amb
un augment dels nivells enzimatics (com el de les catepsines) i de sintesi col-lagena.
Perd existeix una disminuci6 dels PG totals, tant d’hexosamina com glicosamina,
proporcional al grau de lesi6. La vida mitjana dels PG és de 300-600 dies al cartilag
adult (Maroudas 1975) i pel col-lagen és de 500 dies. Per tant, I’augment de sintesi a
I’artrosi no sera suficient per la reparacid6 donat que el recanvi és molt lent. La
descoordinacié en la regulacio de la sintesi de PG i col-lagen de tipus II sembla una
caracteristica metabolica de ’artrosi precog¢ que pot contribuir a la seva patogenesi
(Adams 1995).

En aquesta fase de I’artrosi, els models experimentals mostren clusters i invasio
vascular a la capa calcificada que arriba a penetrar la tidemark (Cruess 1984). Aixo
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podria representar un intent de I’articulacio per fornir ce¢l-lules mesenquimals noves a la
zona lesionada, on les cel-lules presents no poden guarir la malaltia. També es presenta
un augment de la tinci6 amb safranina-O al voltant de les cél-lules a la zona calcificada.
L’os subcondral mostra un augment de vascularitzacio.

En models de defectes de gruix parcial, s’observa una disminuci6 del gruix del
cartilag per la progressio de la zona calcificada i la tidemark cap a la superficie 1 1’area
subcondral; la darrera amb augment de vascularitzacié. El cartilag per sota les lesions
creades a la superficie mostrava hipocel-lularitat i algunes llacunes buides (Lemperg
1983).

A Tartrosi es produeixen altres mecanismes destructius a conseqiiencia de la
difusi6 de proteases a través dels defectes del cartilag i processos immunologics
(Ehrlich 1986, Hembry 2001). Els condrocits alliberen catepsina que, per la seva banda,
indueix la degradaci6 de la matriu cartilaginosa. La destruccié de GAG disminueix el
contingut hidric quan disminueix la pressid osmotica, i disminueix [’elasticitat del
cartilag. Aixd provoca fissures al cartilag que encara lesionen més el teixit i els
condrocits. Els condrocits al voltant d’aquestes arees lesionades reben estimuls per
entrar en mitosi, reproduir-se formant clusters i produir més matriu (Chrisman 1969).

Els PG lliures a I’articulaci6 experimentalment provoquen una hipertrofia
sinovial, sinovitis, augment de col-lagenasa lliure i d’interleukina 1 (Boniface 1988).

A TDartrosi també es produeix una alteracié hormonal relacionada amb 1’edat
amb disminucié d’estrogens, androgens i insulina i un augment de glucocorticoids i
tiroxina que fan disminuir els GAG i engruixir I’agregat de col-lagen (Rehak 1991)

2.3 Fases avancades

Prossegueix la disminucié de PG, GAG 1 acid glucuronic (Brocklehurst 1984,
Mankin 1971) per disminucié de la sintesi. Hi ha clusters de cé¢llules. Les escletxes
arriben a la capa intermitja.

La superficie articular presenta ara fissures, particules de detritus, cel-lules
inflamatories 1 una xarxa de fibrina. Existeix una superficie degradada de la matriu amb
arees extenses de diposits amorfs. Les capes profundes mostren condrocits organitzats
en grans clusters polimorfs de cé¢l-lules actives, patologiques i necrotiques. Hi ha una
reduccio de PG pericel-lulars 1 col-lagen aixi com a la matriu intercel-lular que conté
cossos densos.Tot plegat afecta la resisténcia i propietats biomecaniques del cartilag
articular.

La divisi6 cel-lular per intentar sintetitzar més matriu es produeix de forma
desorganitzada. Aixd dona clusters de cél-lules en els quals algunes cel-lules tenen
nuclis anormals. La divisi6 cromosomica patologica podria explicar la sintesi de
material anormal per la matriu.

En aquesta fase, els condrocits de les capes profundes ja no poden compensar la
perdua de components de la matriu extracel-lular que es va degradant ajudada per
productes alliberats per les cél-lules destruides. També la inflamacio6 de la sinovial actua
en aquest sentit alliberant productes que acceleren el procés destructiu del cartilag, com
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seria el cas de les interleukines. A diferéncia de I’artritis reumatoide 1 altres malalties
reumatiques, 1’inici de tot aquest procés és la destruccio del cartilag articular que
secundariament produeix la inflamaci6é de la membrana sinovial. En canvi, a ’artritis
reumatoide, 1’inici de la destruccid articular es troba a la sinovial, i secundariament
afecta el cartilag. El contacte directe de la matriu cartilaginosa amb el liquid sinovial
crea una sinovitis local per 1’alliberament de restes de cartilag a 1’articulaci6, que
provoca I’alliberament d’enzims de la membrana sinovial que destrueixen encara més la
matriu cartilaginosa.

Finalment s’arriba a la destruccio total de la capa superficial. Fibril-lacié 1
condrocits necrotics a les capes intermitges. A les capes profundes encara hi pot haver
algunes arees de cartilag sa.

En el cartilag sa existeix un contingut d’aigua més gran a les capes superficials
que a les profundes. Amb 1’edat disminueix el contingut d’aigua fins el 65-75%. A totes
les fases de I’artrosi, hi ha un augment del contingut d’aigua de la matriu. Aixo provoca
una pérdua de resisténcia a la pressio, a més a més d’estripades i fissures per forces
tangencials. Aquest augment d’aigua seria degut a que queden més grups hidrofilics
lliures en trencar-se els PG o quedar molécules de PG més petites amb grups hidrofilics
lliures (Mankin 1975). També podria ser pel trencament de la xarxa col-lagena que
comporta una disminuci6é de la resisténcia a la traccid produida per I’augment de la
pressio osmotica 1 permet un major acumul d’aigua, sobretot a les capes mitges, malgrat
la disminucié en la quantitat de GAG (Maroudas 1977).

La composici6 del cartilag en collagen i proteoglicans li dona el grau
d’elasticitat necessari per la seva funcid. Quan aquesta composicio6 varia, també ho fa la
seva capacitat de deformar-se i tornar a la posicio inicial quan cedeix la forca que actua
sobre ell (Coletti 1972). Aquest canvi en la seva composicié comporta una disminucid
de la seva funcid absorbidora de carregues, que passaran a 1’os subcondral. Aquest fet,
degut a la llei de Wolff, fara que I’os augmenti la seva resisténcia engruixint les
trabécules i donant la imatge radioldgica de reforgcament de 1’os subcondral. Alguns
autors relacionen la degeneracio del cartilag amb un augment previ de la rigidesa de I’os
subcondral (Radin 1978). Pero no ¢€s clar quin dels dos processos, cartilaginds i ossi,
precedeix ’altre (Reimann 1977b).

3.Canvis histologics al cartilag degenerat

Després de tot el que acabem de dir, podem anomenar tota una serie de lesions
que podem trobar a nivell histologic al cartilag artrosic (Meachim 1980):

- Fissuraci6 del cartilag seguint la mateixa orientacio de les fibres de col-lagen
que podriem interpretar com una “fractura de fatiga” de la xarxa col-lagena i recolzaria
I’existéncia d’un procés de fatiga de materials com a causa de ’artrosi.

- Pérdua de cartilag superficial sense fissuracié que es podria relacionar amb un
mecanisme abrasiu o de desgast en la hipotesi etiologica del procés artrosic.

- Fissuracié horitzontal a nivell de la tidemark o el limit entre el cartilag
calcificat i no calcificat. Aixo suposaria una forca de cizallament entre la capa no
calcificada, que t¢€ una certa elasticitat en ser sotmes a carrega, i la capa calcificada, més
rigida, que no pot seguir la capa que té a sobre en els moviment de deformacio.
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- Necrosi de condrocits que es manifesta com una manca de tincio del nucli a la
histologia.

- Aparicié de clusters de cel-lules que contrasta amb la necrosi que pateixen
alguns condrocits en el mateix cartilag. Es tracta d’una reaccid de proliferacio cel-lular a
partir de condrocits que s’han mantingut viables.

- Zones de fibrosi que alternen amb teixit ossi quan la peérdua de teixit
cartilaginos arriba a 1’os fins el punt de produir un sagnat que permeti la proliferacié de
fibroblastes.

- Pérdua completa de la capa cartilaginosa de I’articulacid i contacte del teixit
ossi subcondral amb la cavitat sinovial. Aquesta seria la fase final de I’artrosi amb una
articulacid entre els extrems ossis. Histologicament pot aparéixer una necrosi dels
osteocits superficials que es manifesta com espais lacunars buits degut a les forces
excessives que reben en abseéncia del paper esmorteidor del cartilag. A nivell més
profund I’os pot mostrar focus d’osteoesclerosi o, amb menys freqiiéncia, osteolisi.

4 .Clinica

Els simptomes de 1’artrosi més freqiients son el dolor, rigidesa matinal, sensacid
d’inestabilitat o bloqueig i peérdua de funcié (Cramer 1997), pero variaran i seran més o
menys limitants pel pacient segons si es tracta d’una articulaci6 de carrega o no. El
dolor acostuma a ser el principal motiu de consulta al professional medic. Sol ser un
dolor insidids al principi, d’intensitat lleu a moderada, que empitjora amb la utilitzacio
de I’articulaci6 afectada, i millora amb el repds. El dolor amb el repds o durant la nit és
caracteristic de la malaltia greu. Al genoll, el dolor pot tenir una localitzacid interna,
externa o anterolateral, de vegades posterior i adhuc difusa. Pot irradiar a la cara
anterior de la cuixa o regi6 proximal de la cama. En aquesta localitzacid el dolor apareix
durant la marxa i amb els canvis de posicio. Al principi evoluciona amb crisis doloroses
que duren alguns dies, seguides de periodes de remissido variables. A fases més
avancades s’agreugen els dolors provocant una limitacié funcional amb disminucio
progressiva del perimetre de marxa (Bonnel 1990).

La artrosi comenga com un procés asimptomatic molt abans que el pacient sigui
conscient que pateix una alteraci6 articular. Sembla probable que I’inici de simptomes
sigui degut al pas de particules de la matriu cartilaginosa a la cavitat articular, provocant
una inflamacié secundaria de la membrana sinovial de I’articulacio. En fases més
avancades, les alteracions mecaniques a nivell de 1’os per les alteracions en la
transmissio de les carregues afegirien una nova font de dolor, ja que 1’0os subcondral esta
inervat. No s’ha demostrat la preséncia de nervis a la matriu ossia pero si al moll d’os.
En articulacions artrosiques existeix una augment de la innervacid relacionada amb un
augment de la vascularitzaci6 subcondral al moll d’os i el teixit de granulacié (Reimann
1977a). Com que el cartilag no esta innervat, en cap cas produira dolor per si mateix al
llarg de tot el procés. Les possibles fonts de dolor a 1’artrosi son la membrana sinovial,
la capsula articular, els lligaments periarticulars, 1’espasme muscular periarticular, el
periosti i I’os subcondral.

Algunes investigacions (Fuller 2001, Lohmander 1995) intenten actualment
trobar métodes no invasius per 1’estudi de I’artrosi mesurant la concentracid de
molecules que intervenen en el procés degeneratiu amb 1’objectiu de detectar
precogment canvis artrosics abans que tinguin lloc canvis irreversibles.
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El diagnostic clinic de D’artrosi s’acostuma a confirmar radioldogicament per
I’aparicio d’osteofits articulars marginals, pincament de 1’espai articular, esclerosi de
I’0s subcondral, formacions quistiques subcondrals 1, a casos greus, deformitat ossia.

La historia natural de I’artrosi és molt variable. La majoria d’estudis s’han portat
a terme amb pacients afectats per 1’artrosi del genoll i demostren que, encara que la
progressio radiologica és habitual, no €s inevitable, i una part dels pacients amb signes 1
simptomes clars d’artrosi no mostren una progressio en el seguiment al cap d’alguns
anys (Ledingham 1995).

5.Classificacions morfologiques

Tal com hem dit al comencament, ’artrosi és un punt d’arribada comu per
multiples processos que destrueixen 1’articulacié influits per factors com 1’edat d’inici
del procés, extensio i velocitat de progressio. Pero la lesio artrosica presenta un patrd
uniforme caracteritzat ultraestructuralment per: una important redistribucié de
I’arquitectura del col-lagen, pérdua de la matriu, alteracions cel-lulars com augments del
reticle endoplasmic i aparell de Golgi relacionats amb I’augment de sintesi de la matriu,
divisié cel-lular i, finalment, a la malaltia avangada, un predomini de la destruccio
cel-lular i destruccid de la matriu (Weiss 1972) (Taula 1).

Tot aquest procés s’ha intentat sistematitzar i dividir en fases per facilitar el seu
estudi (quadre 1, taules 11 2, 1 figura 1) pero no existeix una classificacié utilitzada de
forma universal. Des del punt de vista ultraestructural s’han proposat altres
classificacions. La naturalesa focal de la malaltia pot fer que el cartilag articular dins
una mateixa articulacié pugui contenir arees amb tot 1’espectre histologic des de la
normalitat fins a artrosi avangada. La classificacié d’Outerbridge (1961) modificada, per
la seva senzillesa i facilitat d’aplicacié clinica és potser la més estesa, pero la seva
utilitat és limitada.

En la classificaci6 d’Outerbridge es valora la superficie articular en una
intervencid quirirgica com una artroscopia o una artrotomia. Amb una aparen¢a normal
de la superficie articular, quan palpem el teixit cartilaginds i trobem que és tou i
I’instrument palpador s’enfonsa en el teixit sense perforar la superficie, estem davant un
grau I de la classificacié d’Outerbridge. El cartilag sa ha de tenir una major resisténcia a
la pressio de la seva superficie. En el grau II, el trencament de les fibres superficials de
col-lagen que protueixen cap a la cavitat articular provoca un aspecte de camp de blat a
la superficie articular. El trencament de fibres més profundes, comprovat en estudis de
microscopia electronica (Hesse 1990), es manifesta a la superficie amb [’aparicio de
clivelles o fissures que podem veure que s’extenen a les capes profundes.

Grau 0: cartilag sa

Grau I: estovament del cartilag articular

Grau II: fibril-laci6 de la superficie articular

Grau III: fissuracio de la superficie articular

Grau IV: pérdua completa de la capa cartilaginosa amb
exposici6 d’os subcondral

Quadre 1. Graus d’artrosi d’Outerbridge.
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Artrosi inicial

Artrosi moderada

Artrosi avancgada

Superficial

Minimes irregularitats superficials. Pot
conservar la capa de fibres més
superficial.

Nombrosos plecs a la superficie. Manca de la capa
de fibres superficial. Acamuls de fibres paral-leles
als plecs.

Superficie amb fibrilaci6 profunda.
Fibres de colagen paral-leles a les
fibrilacions. Augment de separacidé de
les fibres.

Matriu | Mitja Cont¢ fibres de colagen de diametre 20- | Fibres més perpendiculars a la superficie mentre | Fibres perpendiculars a la superficie.
160nm. Molta distancia interfibrilar. tenen orientaci6 a ’atzar al cartilag normal.

Profunda |Fibres colagenes perpendiculars a la
superficie mentre al cartilag normal
estan orientades a 1’atzar. Matriu amb
menor densitat electronica.

Superficial | Poden ser viables o amb signes de|Clusters de cél-lules al costat de fissures. Les|Més cél-lules degenerades amb filaments
degeneraci6. Les viables son grans i|cel-lules no tenen 1’halo com a les zones profundes | intracitoplasmatics perinuclears,
elongades, paral-leles a la superficie. |1 estan envoltades de fibres de colagen de menor | estructures vesiculars i escas reticle
Abundants organeles intracel-lulars. | diametre. Nucli 1 citoplasma sense signes de|endoplasmic i aparell de Golgi. Més
Nucli irregular. degeneracio. cellules d’aquest tipus a més

degeneraci¢ i edat.

Mitja Cél'lules voltades d’halo pericel-lular | Els condrocits tendeixen a agrupar-se en clusters o | Més nombre de condrocits a varies fases

Céllules de fibretes. Condrocits rodons, gran|clons de 5-20 cél-lules. Condrocits voltats de | de degeneracio.
volum citoplasmatic amb mitocondries, | fibretes i restes de condrocits degenerats. Mida 2-3
aparell de Golgi, reticle endoplasmic i|vegades superior a condrocits normals d’aquesta
vesicules. Hi ha centriols que poden|capa amb moltes organeles, sobretot reticle
indicar replicacio cel-lular. endoplasmic i Golgi. Centriols freqiients.
Profunda |Signes degeneratius com augment de|Quasi totes les cellules en diversos graus de

filaments intracel-lulars i disminucid de
reticle i Golgi.

degeneraci6 i envoltades d’halo de colagen madur
sovint de major diametre. Nuclis sovint densos amb
filaments intracitoplasmatics i poc reticle i
mitocondries edematoses.

Taula 1. Evoluci6 de I’artrosi segons Weiss (1972).




Introduccid

Fase Superficie Capes superficials | Capes profundes

cartilaginosa

I Pérdua d’elements | C: canvis hidropics a|C: organitzats en

superficials, xarxa |organel-les columnes, cel-lules
fibril-lar organitzada | PCM: eixamplament | actives
de xarxa col-lagena |PCM:  disminucio
IC: reducci6 PG PG 1 fibretes de
col-lagen
IC: normal
II Desorganitzacié 1| C: necrotics C: organitzats en
lesiéo inicial de la|IC: eixamplament 1i|grups, cel-lules
xarxa de fibril-lar|lesi6 de la xarxa|actives
organitzada col-lagena. PCM: normal
Disminucio PG. |IC: normal
Preséncia de cossos
densos.

11 Fissures i fibril-laci6 | C: absents C: organitzats en
IC: fibres de | petits clusters,
col-lagen cel-lules normals
degradades, PCM: normal
apareixen  diposits | IC: eixamplament de
amorfs xarxa col-lagena
electrondensos

v Fissures profundes, | Matriu  degradada,|C: organitzats en

detritus, cel-lules | arees extenses amb | grans clusters
inflamatories, xarxa | diposits amorfs polimorfs de
de fibrina cél-lules actives,
patologiques i
necrotiques
PCM: disminucié de
col-lagen 1 PG
IC: destruccié de
xarxa col-lagena,
disminucio PG,
cossos densos
Taula 2. Classificacid de les fases inicials de I’artrosi segons Hesse (1990). C = condrocits, IC

= matriu intercel-lular, PCM = matriu pericel-lular.
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REPARACIO DEL CARTILAG ARTICULAR

El cartilag articular no té la capacitat de reparacié d’altres teixits per continuar
essent funcional. La seva avascularitat i la manca d’un grup de cél-lules indiferenciades
fan la seva reparacié molt dificil. En general, s’accepta que les laceracions del cartilag
fins la zona calcificada no sén reparables (Bentley 1984, Calandruccio 1962, Campbell
1969, Cheung 1978, Mankin 1982, Meachim 1963, Redfern 1851). Perd quan una lesio
penetra fins I’os subcondral, les ce¢l-lules mesenquimals de I’os poden crear un teixit de
regeneracid fibrocartilaginds format principalment per col-lagen del tipus I (Furukawa
1980, Meachim 1971). A altres teixits del sistema esquelétic es forma col-lagen de tipus
I al defecte creat per la lesid. Pero el cartilag articular esta format sobretot per col-lagen
de tipus II que li confereix les seves especials caracteristiques. El teixit cicatritzal
format en aquest procés no conté colllagen de tipus II en la quantitat ni forma
adequades, encara que si en conté¢ (Cheung 1980), ni tampoc PG i altres molécules que
formen el cartilag articular sa. Cal esmentar també, que quan es produeix
experimentalment una lesi6 del cartilag es pot observar que els condrocits comencen a
sintetitzar col-lagen de tipus I 1 III (Goldwasser 1982, von der Mark 1990).

En altres teixits, quan es produeix una lesi6 s’inicia una reaccio inflamatoria i
pels vasos arriben cél-lules que inicien la reparacié de la lesid. Aixo no passa al cartilag
perque no té vasos. Aquesta resposta inflamatoria a altres teixits indueix la migracié de
cellules indiferenciades que comencaran la remodelacio6 de la lesio i faran desapareixer
el teixit necrotic.

Al cartilag tampoc existeixen aquestes cel-lules indiferenciades i no tenen cap
manera d’arribar-hi espontaniament. Recentment, s’ha demostrat que aixo no €s del tot
veritat perqué¢ s’ha documentat la migraci6 de cellules sinovials al lloc de lesio
(Hunziker 1998). 1 ja s’havia observat una evolucidé diferent de lesions creades
experimentalment en animals al centre d’una superficie articular o a la periféria
(Thompson 1975).

En els models experimentals d’artrosi en diferents animals per producci6 de
laceracions superficials, s’ha observat la mort cel-lular al voltant d’aquestes laceracions
i disminucié de GAG de la matriu en el que seria una fase inicial de necrosi. Aquests
canvis s’observen tamb¢ a fases inicials de I’artrosi humana (Bentley 1984a). A les 24
hores augmenta el metabolisme dels condrocits viables adjacents, demostrat per
augment de la fixacié de sulfat i glicina-"H. El primer indica un augment de la sintesi de
GAG 1 el segon una augment de la sintesi proteica. També augmenta la sintesi d’ADN
que indica un augment de proliferacié cel-lular (Mankin 1982). Després d’una o dues
setmanes tots els valors disminueixen a nivells equivalents als dels casos control o a les
articulacions normals. I a llarg termini no s’aprecia guariment ni augment de la lesio.

Després d’una lesio del cartilag o a I’artrosi, alguns condrocits del cartilag adult
si que responen augmentant la seva activitat metabolica (Bentley 1984b) pero la seva
resposta €s limitada 1 no hi ha proves que aquestes cel-lules puguin migrar cap el lloc de
la lesi6. A més a més, aquests condrocits adults probablement tenen una capacitat
limitada per incrementar la sintesi de matriu. La seva activitat metabolica és suficient
per mantenir la matriu que els envolta perd no per reparar un defecte extens.
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Podem concloure que la resposta reparadora que es dona en el si del cartilag
quan es lesiona prové de tres fonts: os, sinovial i cartilag. Perd no €s capag de tornar el
cartilag al seu estat original.

La importancia clinica de les lesions del cartilag articular ha impulsat la
investigacio de técniques per reparar les lesions d’aquest teixit (Burwell 1970, 1985), o
frenar la seva degeneracio, 1 algunes d’elles s’han aplicat a 1’ésser huma sense tenir
massa clar el seu efecte beneficids per manca d’una evidéncia cientifica suficient
(Buckwalter 1999b). El rentat i neteja articular elimina teixits degenerats i fragment de
teixit lliures que poden interferir la funci6 articular. Aixo produeix un efecte temporal
d’alleujament de les molésties perd acostumen a tornar a aparé¢ixer (Baumgaertner 1990,
Jackson 1988, Kriamer 1988). La injeccid intraarticular d’acid hialuronic s’utilitza des
de fa anys de forma empirica sense tenir clar actualment el seu mecanisme d’actuacio
encara que experimentalment sembla frenar les lesions observades a 1’artrosi
(Armstrong 1994).

Les osteotomies s’han utilitzat per corregir defectes d’alineacié d’extremitats o
per canviar el repartiment de carregues a una articulacid (Cruess 1971, Trueta 1968)
amb la intenci6é de disminuir el dolor. Els estudis clinics sobre aquestes técniques han
demostrat bons resultats inicials que empitjoren amb el pas del temps, pero no semblen
induir una reparaci6 espontania del teixit cartilaginds ja lesionat.

La possibilitat de reparacio a partir de cel-lules provenint de 1’os es va aprofitar
en la técnica descrita per Pridie (1959); creant lesions a través del cartilag i fins a I’os,
es permet I’arribada de cél-lules mesenquimals que produeixen un teixit cicatritzal
(Shapiro 1993). Aquest teixit fibrocartilaginds de reparacidé només es produeix si
s’arriba a os subcondral sagnant (Milgram 1985), i tot i tenir unes caracteristiques
diferents del cartilag articular hiali, i amb una funcionalitat molt menor, pot ser util en
alguns casos. En estudis en conills, s’ha vist que després de les perforacions el teixit de
reparacio conté col-lagen tipus I al cap de 3 setmanes. A partir de les 8 setmanes ¢és de
tipus II perd en una quantitat i d’unes caracteristiques diferents del cartilag sa; la
quantitat de col-lagen de tipus I segueix essent més alta que en cartilag sa al cap d’un
any (Furukawa 1980). Una técnica similar a la de Pridie és la neteja artroscopica de les
lesions condrals, que segons els seus defensors produeix uns resultats clinics
acceptables en pacients a partir de 60 anys perque aplaga la necessitat d’una artroplastia
total de genoll (Johnson 2001).

M¢és recentment, s’ha demostrat que la reparacié de lesions superficials ¢€s
possible al cartilag d’animals immadurs (Namba 1998). En un estudi amb fetus de be,
les lesions superficials produides durant la gestacié es reparaven ad integrum sense
producci6é d’una cicatriu. Si aquesta possibilitat no es dona als animals adults vol dir
que en néixer, o amb I’edat, les ce¢l-lules pluripotencials perden la seva capacitat
d’arribar al cartilag per reparar-lo. No podem dir que aquestes cél-lules desapareguin del
cos perque les cel-lules pluripotencials d’origen mesenquimal son les encarregades de
diferenciar-se en linies cel-lulars Ossies o fibroses quan es lesionen aquests teixits. [ per
tant encara son presents a 1’individu adult encara que no podem precisar en quina
localitzacié. En cas d’una lesi6 amb la produccié d’un hematoma, aquestes cél-lules
arriben a través de la circulacid sanguinia. Pero en 1’adult el teixit cartilaginds articular
queda aillat de la circulacid. El reservori local de cél-lules mesenquimals més proper a
la zona articular 1 fisaria sembla ser el pericondri. En aquestes cel-lules s’ha detectat la
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presencia d’un receptor per al Factor de Creixement Fibroblastic-3 (FCF-3 o FGF-3).
Sembla que la preséncia del receptor seria clau per arribar a la zona cartilaginosa
lesionada 1 després hauria de perdre aquest receptor per que la cel-lula pogués
diferenciar-se cap a la linia cartilaginosa (Robinson 1999). Aquesta seria una técnica
aplicable al trasplantament de c¢l-lules cartilaginoses.

Es va investigar el periosti com a font de cél-lules pluripotencials (Nakahara
1990) unides a una estructura (la propia membrana peridstica) que permetia la seva
fixacié a les vores de la lesidé del cartilag (Homminga 1989, Rubak 1982b, Zarnett
1987) sense un resultat clinic en humans prou satisfactori. Perd aquests estudis van
permetre postular 1’existéncia de factors bioquimics a 1’articulacio, alguns dels quals
han estat identificats després, que indueixen la maduraci6é de cel-lules pluripotencials
cap a la linia condral (Poussa 1981, Rubak 1982a). També la mobilitzacié de
I’articulacid va ser un factor afavoridor d’aquest procés (Rubak 1982c, Salter 1989).
Aquestes molécules obren un nou camp d’estudi per la reparacié del cartilag articular
amb la possibilitat de la seva utilitzacié clinica (Lind 1996, Prockop 1997). Altres
estudis han explorat la possibilitat de realitzar aquestes técniques amb empelts de
cel-lules d’altres especies (Homminga 1991).

En els darrers anys, les tecniques de reparacié de lesions condrals s’han basat en
el trasplantament de cél-lules cartilaginoses cultivades in vitro i trasplantades al lloc de
la lesi6 (Breinan 1997, Mandelbaum 1998), i en el trasplantament de fragments
osteocondrals (Hangody 1999). Les primeres (figura 8) son técniques molt cares amb un
resultat final incert (Bentley 2000). Es basen en els treballs de Brittberg (1996) i
consisteixen a recollir una mostra de teixit cartilaginds d’una zona donant del pacient i
cultivar les cel-lules per obtenir gran quantitat de condrocits in vitro que en una segona
intervencid es col-loquen en el lloc de la lesid. Les cel-lules cartilaginoses, en certes
condicions, tenen la capacitat de reproduir-se. Perd també segons les condicions en que
es trobin expressaran unes caracteristiques fenotipiques diferents (Green 1977). La
fixacio d’aquestes cel-lules al cartilag presenta dificultats per la seva manca
d’adheréncia al teixit (Lee 2000), pel que s’han hagut de desenvolupar técniques
d’enginyeria de teixits per oferir un suport estructural a aquestes cel-lules.

Els resultats d’aquestes técniques son variables i alguns autors aporten resultats
molt satisfactoris, fins i tot des del punt de vista histologic i bioquimic (Ricahrdson
1999), mentre altres dubten de la qualitat del teixit obtingut en el pacient (Breinan 2000)
1 suggereixen continuar investigant aquesta técnica per millorar-ne alguns aspectes
(Breinan 2001). Una font alternativa de cél-lules podria ser en el futur les cel-lules
pluripotencials del moll d’os cultivades amb unes condicions i factors de creixement
que regulin la seva evoluci6 cap a condrocits (Wakitani 1994). En els cultius cel-lulars a
partir de moll d’os per obtenir cél-lules pluripotencials cal 1’addicié de TGF-B1 per
aconseguir la diferenciaci6 cap a condrocits. Aquest factor també actua en la
diferenciacid de condrocits de les primitives condensacions mesenquimals. En cultius
s’indueix aixi la transformacidé cap a condrocits hipertrofics a partir de cel-lules
pluripotencials del moll d’os (Yoo 1998). Aixd suposaria en la seva aplicacié clinica
una simplificacié d’aquestes tecniques perque es podrien obtenir les cel-lules amb una
puncio de la cresta iliaca i no amb una intervenci6 que impliqués una artrotomia.
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Figura 8. Técnica del trasplantament de cél-lules cartilaginoses (Mandelbaum 1998).

Els trasplantaments osteocondrals (figura 9) donen millor resultat si son autolegs
que si son homolegs, és a dir, si el teixit trasplantat prové del mateix individu que si ve
d’un altre individu de la mateixa espécie (Campbell 1963). Semblen actualment una
bona alternativa pero necessiten un lloc donant i es crea una lesié condral iatrogena, de
la qual no coneixem exactament I’evoluci6é (Merk 2000). Cal triar una zona donant amb
unes caracteristiques de curvatures semblants a la zona receptora i que després no rebi
massa carrega per no produir simptomatologia (Ahmad 2001). Sembla que els
fragments ossis d’aquests empelts arriben a integrar-se a la zona receptora, pero
desconeixem la viabilitat a llarg termini 1 la funci®é biomecanica de la porcio
cartilaginosa dels empelts (Buckwalter 1999b).

Les darreres técniques aparegudes combinen la terapia geénica i I’enginyeria de
teixits per trobar sistemes de regenerar el cartilag articular (Mason 2000). I si deixem
anar la imaginacié podem pensar en la utilitzacio de factors de creixement en una fase
precoc de lesio cartilaginosa per estimular localment la reparacié del cartilag abans de la
destruccio de la xarxa col-lagena i prevenir aixi I’aparicio de 1’artrosi (Bentley 2000,
Evans 2000, Sellers 1997). Estudis recents (Yoo 1998) han aconseguit la diferenciacio
de cel-lules pluripotencials del moll d‘os humanes cap a condrocits capacos de
sintetitzar col-lagen de tipus II i PG utilitzant TGF-B1 in vitro.
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Figura 9. Técnica de la mosaicoplastia (Hangody 1999).

Una altra possibilitat terapeutica en les lesions cartilaginoses poc evolucionades
¢és I’aplicaci6 d’un laser o ones de radiofreqiiencia amb 1’objectiu d’allisar la superficie
articular 1 potser segellar el teixit evitant el contacte de substancies intraarticulars
nocives pels condrocits i molécules de la matriu cartilaginosa. Aix0 podria frenar el
procés degeneratiu del cartilag encara que no el pugui aturar definitivament. D’aquesta
manera els altres tractaments quirtrgics disponibles per a I’artrosi es podrien diferir i
milloraria el conjunt del tractament per aquesta malaltia. Els estudis en aquest camp
ofereixen bones perspectives per aquest tipus de tractament amb laser. En canvi, la
utilitzacio de la radiofreqiiéncia sera objecte de debat en els propers anys pels dubtes
sobre la seva seguretat en la utilitzacié sobre el cartilag. Estudis recents demostren que
la radiofreqiiéncia amb sistemes bipolars produeix una important necrosi dels condrocits
del teixit tractat amb aquesta técnica. Els de sistema monopolar no semblen tenir aquest
efecte de forma tant acusada (Edwards 2002).
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HIPOTESI

El model proposat es basa en la creacié d’una artrosi macroscopica a partir de la
lesié de la superficie articular de 1’animal d’experimentacié (Buckwalter 1990a) que
hauria de tenir els parametres bioquimics i1 de resposta cel-lular comparables als que es
donen a I’artrosi humana. Aixo hauria de permetre una millor comprensio del procés
global que es produeix en ’artrosi humana preco¢. De tota manera, cal destacar que
aquest model serviria per qualsevol investigacio sobre les fases inicials de 1’artrosi.

El model animal es basa en la creaci6 de lesions superficials al cartilag articular
de bens. S’ha demostrat (Hunziker 1996, 1998) que aquestes lesions no guareixen
espontaniament; per tant després de 4 setmanes encara haurien de ser presents. Segons
els treballs de Meachim (1963) en conills, aquestes lesions tampoc haurien de
progressar cap a graus més avangats de 1’artrosi.

OBJECTIU

Les caracteristiques del cartilag articular huma son diferents de les de qualsevol
dels animals utilitzats en experimentacid. Perd com que aquests estudis només es poden
realitzar en un model animal, hem de buscar el que sigui més semblant al cartilag
articular huma. En aquest sentit, el cartilag articular del genoll dels bens es troba en una
articulacié de carrega com el genoll huma. I en aquest animal el cartilag és més
semblant histologicament a I’huma que el del conill, per exemple, que és dels més
utilitzats en estudis experimentals (Hunziker 1999).

L’objectiu d’aquest projecte és demostrar amb la creacié d’una artrosi mecanica
en un model animal, que els resultats obtinguts amb aquest model poden ser superposats
a la malaltia humana. Per aix0, aquest model representa un primer pas pel
desenvolupament de noves técniques pel tractament d’estadis inicials de ’artrosi que
tindran una aplicaci6 clinica quan es demostri la seva utilitat.
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Material i métode

La utilitzacid6 dels animals d’experimentacié ¢és fonamental per al
desenvolupament de noves técniques en el tractament de les lesions del cartilag. Pero
cap animal proporciona un model prou proper a I’organisme huma per assegurar que els
resultats obtinguts amb el seu estudi seran iguals a la resposta que una determinada
tecnica pot donar en I’ésser huma. Els models animals presenten en aquest sentit
limitacions quant a les caracteristiques del cartilag articular, de les articulacions
sinovials 1 caracteristiques de la carrega respecte a les articulacions humanes. Amb les
lesions condrals produides en animals d’experimentaci6 és dificil crear models d’artrosi
amb una evolucié predictible per poder extreure’n conclusions aplicables a 1’ésser huma
perd fins ara son el més proper que tenim per a I’estudi de les lesions del cartilag
articular. Per contra, les lesions agudes en els animals d’experimentacié proporcionen
un model prou bo de les lesions agudes en ’huma (Buckwalter 1999b). En el cas
concret del genoll, no hi ha cap animal que ofereixi un model utilitzable de forma
universal per fer-hi totes les proves experimentals (figura 10). Per aixo cal triar per a
cada estudi 1’animal que presenti la similitud més important per 1’aspecte concret a
estudiar, tenint en compte tamb¢ les dificultats teécniques que comporta 1’eleccié de cada
especie animal (Gomez-Barrena 1991).
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Figura 10. Comparacio a escala de la tibia proximal de I’home (1), macacus (2), gos (3), gat (4)
i conill (5) indicant la inclinaci6 anteroposterior de la superficie articular del platet tibial a
cadascun d’ells. (Goémez Barrena 1991)
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Hi ha molts estudis experimentals que s’han fet amb genolls de conills, pero
aquests animals no suporten el pes del cos als genolls com els humans. Per aixdo hem
triat una especie animal que en aquest sentit s’assembla més als humans, per crear un
model experimental dels estadis inicials de I’artrosi.

CREACIO DEL MODEL EXPERIMENTAL

S’ha fet I’estudi amb 15 bens adults de 3 anys d’edat d’un centre veterinari a
Suissa. Cada animal va ser identificat amb una placa a I’orella i a la gabia. Van ser
alimentats 1 se’ls va permetre beure fins 24 hores abans de la intervencid. La
premedicacié va incloure 0,5ml de Rompun® (Xylacina) i 2ml d’atropina per via
intramuscular. Després se’ls va administrar 6-15ml de Pentothal® intravends, es van
intubar i es va mantenir 1’anestésia general amb halota, N>O 1 O,.

En condicions d’asepsia, el grup d’animals és sotmes a una intervencié al genoll
esquerre amb artrotomia pararotuliana externa per crear una lesié condral amb una llima
als dos condils femorals i rotula sense lesionar tot el gruix de cartilag. En cap cas es
pretén arribar a 1’os subcondral. El genoll dret servira de control. Al cap de 2 mesos es
practica la segona intervencié amb artroscopia. Una recerca prévia va demostrar la
impossibilitat de practicar la segona artroscopia al cap d’un mes degut a la fibrosi i
hemartrosi, probablement pel sagnat postquirtirgic. S’aplica el laser a lem® d’una de les
superficies articulars de la rotula, la troclea femoral, la part anterior del condil medial i
la part posterior del mateix condil. El condil extern no es tracta. Un mapa articular
defineix les diferents zones. Els lasers utilitzats son d’Holmi i Erbi a 12Hz amb una
energia de 0’6, 0°8, 1 1 1’6 J pel primer 1 120 1 180mJ pel segon que s’apliquen a
diferents zones del genoll segons una taula confeccionada a aquest efecte. Les zones
tractades amb el laser havien estat lesionades préviament en la intervencid anterior feta
per artrotomia. Els animals es divideixen en 3 subgrups de 4 animals per ser sacrificats
sota anestesia general als 6 mesos, un any i dos anys 1 un subgrup de 3 animals per ser
sacrificats quatre anys després de la segona intervenci6. De fet, els tres animals per ser
sacrificats als 4 anys eren els de reserva pero si no eren utilitzats abans servirien com a
un quart grup amb un seguiment més llarg. Després de cada intervencio se’ls permet la
deambulaci6 amb carrega. Durant 6 dies després de les intervencions se’ls va
administrar paracetamol per analgesia.

El genoll esquerre dels animals va servir per I’estudi experimental i el dret
d’alguns dels animals es va utilitzar per obtenir mostres per servir de control. Des del
punt de vista metodologic hauria estat millor disposar de bens sans per utilitzar com a
controls, pero el comité d’avaluacié dels estudis que es fan amb animals a Suissa limita
al maxim els animals a utilitzar. Aquesta metodologia implica la suposicié que el genoll
contralateral dels animals era “normal”. Altres estudis també han aplicat aquesta
metodologia (Amiel 1985) perqué les dades no mostren alteracions del cartilag del
genoll presumptament sa (Matyas 1995) ni alteracions en la marxa dels animals
(O’Connor 1989) que facin pensar que I’extremitat utilitzada com a control rebi unes
carregues no fisiologiques que puguin alterar el cartilag.

Els animals han estat a cura d’un equip veterinari a Suissa, on van ser sacrificats
amb anestésia general i es van fer les preparacions per a 1’estudi histologic i1 bioquimic.
Després de sacrificar els animals es va extreure I’epifisi distal del fémur en bloc, la
rotula i epifisi proximal de la tibia en bloc.
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MATERIAL

Les mostres dels animals s’han dividit en cinc grups: control (format per cinc
mostres), el grup d’animals sacrificats a les 28 setmanes (format per quatre mostres), el
de 48 setmanes (format per quatre mostres), el de 104 setmanes (format per tres
mostres) 1 el de 208 setmanes (amb una sola mostra). Els resultats obtinguts en 1’estudi
histologic quantitatiu, bioquimic i I’estudi de la linia osteocondral s’han expressat
numericament en una taula per a cada animal donant un total de 17 taules.

Les mostres per a 1’estudi histologic s’han agrupat en un grup control i quatre
grups d’animals segons el temps d’evoluci6 de I’artrosi com s’indica en el quadre
seguent.

Controls |28 setmanes|48 setmanes|104 setmanes|216 setmanes
608-9R 595-9L 589-9L 354C 377-4L
589-9R 526-9L 611-9L 522C 633-1L
608-4R 554-9L 608-9L 540C

589-4R 487-9L 606-9L

606-9R

Cada numeraci6 correspon a un animal diferent i les lletres indiquen diferents
zones d’una mateixa articulacid. S’han confeccionat unes taules de resultats per a cada
grup després de I’estudi qualitatiu i una taula per a cada animal a 1’estudi quantitatiu.

METODES

1.Teécnica histologica

Les mostres histologiques han estat preparades al servei d’Anatomia Patologica
del Inselspital de Berna (Cap de Servei: Dr. Schaffner) i estudiades a Barcelona en
col-laboracio amb el departament d’Anatomia Patologica de I’Hospital de la Vall
d’Hebron.

Les mostres dels bens es treuen amb una serra cilindrica refrigerada amb aigua
per obtenir uns blocs també cilindrics que son dividits longitudinalment per les diferents
tincions 1 mesures bioquimiques. Les mostres de cartilag amb I’os subcondral es van
fixar en soluci6 de formaldehid al 5% que contenia clorur de cetilpiridini. Es van
deshidratar amb alcohol. El pas segiient va ser la descalcificaciéo amb acid formic al 5%
i inclusid en metilmetacrilat per la seva seccid6 amb un microtom. Les seccions
resultants de Spum es van rehidratar en solucions seriades d’alcohol i es van tenyir.

S’han utilitzat les tincions blau alcian, hematoxilina-eosina, tricromic de Masson
i safranina O. La safranina O és un colorant ortocromatic que tenyeix selectivament
glucopolisacarids acids 1 la intensitat del color és aproximadament proporcional al
contingut d’aquest material al teixit (Mankin 1970). Per aquest motiu es va utilitzar en
els primers dos grups d’animals (els sacrificats a les 24 i1 48 setmanes). Els dos darrers
grups (de les 104 1 208 setmanes) es van tenyir utilitzant les altres tincions, ja que
només es pretenia fer un estudi estructural 1 no de concentracié de PG (Coutts 1992). El
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tricromic de Masson tenyeix el col-lagen d’un teixit que treballa en compressid, com ¢és
el de tipus II del cartilag articular, de color verd. En canvi si el col-lagen es troba a un
teixit on treballa a tensid, com el de tipus III de 1’os, es tenyeix de color vermell
(Benjamin 1990).

2.Estudi histoldgic i histomorfomeétric

a) Com en estudis previs (Vignon 1983), per I’estudi histologic de totes les
mostres utilitzades en I’estudi hem analitzat les zones superficial 1 profunda del teixit
cartilaginds amb el microscopi Optic. Hem tractat d’identificar la cel-lularitat, els
clusters de condrocits, les arees de necrosi, la neovascularitzaciéo del cartilag, les
caracteristiques de la tinci6 de la matriu amb safranina O 1 analitzar la seva distribucio
en les diferents zones o en relacio a altres variables categoriques, com per exemple
fissures 1 fibrocartilag. Les diferents categories d’elements histics s’han recollit en unes
taules 1 se’ls ha assignat una valoracid subjectiva amb signes + i — (taules 4, 51 6).

Figura 11. Microscopi Optic amb pantalla.

b) L analisi histologica quantitativa, o histomorfometria, es va realitzar de forma
manual amb una reixeta sobre la pantalla d’un microscopi optic tipus VISOPAN equipat
amb pantalla de dibuix (figura 11). Es va treballar amb un augment de 24x. La
quadricula de 10 per 10 presenta 100 punts on intersecten les linies i permeten fer 100
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mesures sobre la superficie a estudiar (Nehrer 1999). En cadascun d’aquests punts
s’identifica 1’element histic que hi trobem: cel-lula aillada, cluster de cél-lules, matriu,
teixit fibrds, necrosi, vas sanguini, fissuracio del teixit (Iamines 2 a 4). Aix0 permet
quantificar en tant per cent la preséncia de cadascun dels elements per cada camp
microscopic estudiat. Aquestes dades queden reflectides a les taules de resultats de les
pagines 59 a 76.

A cada seccio de teixit s’ha fet un estudi sistematic de tota la superficie del
cartilag 1 aixd permet obtenir un valor mitja de cadascun dels elements histologics
estudiats. Els resultats es recullen en un taula per cada mostra i aquests valors es
comparen amb els obtinguts en els animals dels diferents subgrups.

3 .Métode d’analisi d’imatge

Per obtenir una altra mesura del resultat de la lesié mecanica en el nostre model
experimental es va dissenyar un metode d’analisi de la linia osteocondral per ordinador.
S’ha estudiat I’index de rugositat definit com el quocient entre la longitud real (L1) de

la linia osteocondral i la distancia euclidiana entre els dos extrems de la mateixa (L2)
(figura 12).

L1

L2

Figura 12. Calcul de I’index de rugositat.

Per aquest estudi s’han captat les imatges a partir de les preparacions
histologiques tenyides amb el métode de safranina O mitjangant una camera de video
3CCD en color de Sony (model DXC-950P Power HAD) muntada sobre un microscopi
Olympus. La camera esta unida a una placa digitalitzadora Matrox MVP-NB (Matrox
Electronics Systems Ltd, Quebec, Canada) instal-lada en un ordinador personal Compaq
Deskpro PC 360/25 (figura 13). La llum polaritzada permet més contrast de la imatge
que es va digitalitzar a 256x256 pixels (lamina 5). Posteriorment es va imprimir la
imatge digital en blanc i negre en la que es va es va resseguir la linia osteocondral amb
un retolador. Després es va escanejar la imatge de la linia obtinguda i calcada en un full
blanc. La imatge es va processar en el mateix ordinador utilitzat per la captacio de la
imatge histologica mitjancant el programa d’analisi d’imatge Scion Image versio Beta
4.0.2 (Scion Corporation) basat en NIH Image per a Maclntosh de Wayne Rasband
(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
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Figura 13. Microscopi Optic amb camera de video connectada a 1’ordinador.

4.Proves bioquimiques

Les mesures bioquimiques incloent contingut hidric, galactosamina (GalN) i1
glucosamina (GlcN), queratan sulfat (QS), dermatan sulfat (DS) i hexosamina (Hex),
foren facilitades per I’equip de Suissa per tal d’integrar tota la informacio a la Tesi
(Fischer 1994, 1996). La concentracié d’hexosamina dona idea de la concentracio total
de GAG. La galactosamina forma part del condroitin sulfat i la glucosamina del
queratan sulfat (Roughley 1980). La mesura de les seves concentracions doéna
informaci6 sobre la quantitat present en la mostra estudiada del GAG del que formen
part (Meachim 1969, Rosenberg 1984). El contingut d’aigua s’expressa com a tant per
cent respecte al pes total del teixit. La galactosamina i glucosamina s’expressen en
nanomols (nmol) en relaci6 al contingut total d’hexosamines en nmol. Les hexosamines
s’expressen en nmol en relacio al pes total de teixit sec en mil-ligrams (mg). El queratan
sulfat s’expressa en picomols (pmol) en relacid al pes total de la mostra en mil-ligram.
Finalment, el dermatan sulfat s’expressa com a tant per cent dels GAG totals.

Les mostres per a 1’estudi bioquimic son purament cartilaginoses mantingudes
amb sérum sali 0.9% a —90°C (Seibel 1989). Es van congelar després de la seva
obtenci6. Al moment d’utilitzar-les, es van descongelar a temperatura ambient, 1 el teixit
cartilaginds es va rentar amb seérum fisiologic, pulveritzar amb nitrogen liquid i
liofilitzar. Les mostres es van separar en quantitats adequades de teixit per a la seva
analisi. Després de la liofilitzacio, es va analitzar el contingut d’hexosamina total, de
galactosamina, glucosamina, queratan sulfat, dermatan sulfat i contingut d’aigua.
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La quantitat relativa d’aigua de les mostres de cartilag es va calcular a partir de
la diferéncia entre el pes moll 1 el pes sec. La proteolisi amb papaina va precedir la
hidrolisi acida completa de les mostres per obtenir la concentracié d’hexosamina
incloent la galactosamina 1 la glucosamina (Bayliss 1983). Mostres de 2 a 4mg de teixit
liofilitzat es van hidrolitzar en 1ml d’acid 6-N hidrocloric a 100° en aigua bullint durant
cinc hores. Els hidrolitzats acids es van assecar en un assecador de buit 1 es van tractar
amb la técnica de Boas. La determinacié d’hexosamina es va fer amb la reaccid
modificada d’Elson-Morgan i el resultat es van expressar en nanomol d’hexosamina per
mil-ligram de teixit sec. En el cas de la galactosamina i glucosamina es va expressar el
resultat en nanomol respecte a nanomol d’hexosamina.

Els glicosaminoglicans es van enriquir per cromatografia d’intercanvi anionic.
Després de la dialisi, es va mesurar el contingut de queratan sulfat per
immunohistoquimia utilitzant anticossos monoclonals, i els resultats es van expressar en
relaci6 al pes sec total. A les mostres per immunoassaig utilitzant anticossos
monoclonals s’ha determinat, a través dels seus epitops, el contingut del queratan sulfat
que s’ha relacionat amb el pes sec total (Fischer 1994, 1996).

El contingut de dermatan sulfat en relacié al pes total de GAG es va calcular
mesurant el contingut en disacarids, que es van alliberar després de la incubacid6 amb

condroitinasa ABC i AC (Sampaio 1988).

5.Métode estadistic

Per a I’estudi estadistic, els resultats dels parametres estudiats s’han comparat
entre els cinc grups i s’ha buscat la significacié estadistica d’aquestes diferéncies
utilitzant els programes S-Plus 6 1 SPSS 10.0 per Windows. S’ha utilitzat un nivell de
confianga del 5% en totes les proves estadistiques.

5.1 Mesures histologiques

A T’hora de fer els analisis d’aquest grup de variables, si admetem que els
genolls no tractats no es veuen afectats pel fet que 1’animal té un altre genoll tractat i per
tant es poden considerar com individus diferents, disposarem d’un grup no tractat de
control. Encara que s’hagin fet les simplificacions esmentades, si que hem tingut en
compte la variabilitat deguda als individus. Aix0 s’ha fet introduint als models
estadistics la variable individu com a variable aleatoria. A més també s’han considerat
com individus diferents les mesures fetes a un mateix individu en zones diferents.

Les mesures histologiques s’han considerat distribuides segons la llei binomial
ja que soén mesures que compten el nombre d’aparicions d’un esdeveniment (presencia
d’un element del teixit) respecte a un nombre maxim.

Pels motius expressats préviament, la metodologia estadistica a utilitzar no pot
ser I’analisi de la variancia. En aquest cas s’han utilitzat els models lineals generalitzats
mixtes o GLMM. Els resultats obtinguts s’expressaran en termes de odds ratio
acompanyant-los dels seus intervals de confianga al 95%.
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El problema trobat en I’analisi d’algunes d’aquestes variable ¢és el fet de que hi
ha grups en els quals no s’ha observat cap individu que tingui preséncia del tipus de
parametre estudiat en cada moment. En aquests casos s’ha afegit 1’observacio d’un
parametre o element histic del tipus estudiat (cél-lules, clusters, etc.) en els grups que no
en tenien cap, de forma que el model estadistic sigui calculable. Aixo no obstant no
evita que els resultats estadistics siguin de poca qualitat (hi ha molta variabilitat) i que
per tant no sigui recomanable la interpretaci6 dels odds ratio com a magnitud de la
associacio sind com a indicador de la preséncia (en alguns casos dubtosa) d’associacio.

L odds ratio mesura ’associacio entre la variable resposta (preséncia de x en la
mostra histologica) i la variable explicativa. Quant major és el valor de 1’odds ratio més
associades estan les variables. En el cas de que la probabilitat d’observar un valor
positiu en la resposta (preséncia de x) sigui petita llavors els odds ratio es poden
interpretar com a risc relatiu. I llavors es pot parlar en termes de risc. Com a regla a
recordar és el fet de que un odds ratio és significatiu quan I’interval de confianga no
inclou I’l. A les taules que es presenten a continuacié s’han marcat amb negreta els
odds ratio que son significatius segons aquest criteri.

Junt amb els resultats estadistics de cada mesura histologica s’han realitzat uns
grafics en els que veiem les proporcions segons les variables explicatives.

5.2 Index de rugositat

Per realitzar 1’analisi d’aquesta variable (rugositat) s’ha utilitzat un model lineal mixt
considerant com a variable explicativa el grup (control, 28 setmanes, 48 setmanes i 104
setmanes) i com a factor aleatori 1’individu.

5.3 Mesures bioquimiques

Per contrastar si hi havia diferéncies en les mesures bioquimiques dels individus
tractats i no tractats de les 28 i 48 setmanes s’ha utilitzat 1’analisi de la variancia
(ANOVA) on la variable resposta ha estat la mesura bioquimica. En aquest cas s’ha
pogut utilitzar aquesta técnica estadistica perque les variables resposta no son
proporcions i podem suposar que es distribuiran com una Normal.
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Inicialment es va plantejar ’estudi amb 3 grups de 4 animals 1 un quart grup de 3
animals que havien de servir com a reserva. Si no calia sacrificar abans els animals del
darrer grup, servirien per valorar 1I’evolucio de les lesions al cap de 4 anys.

Un dels animals va presentar una infeccid postquirurgica del genoll que el va fer
inservible per a ’estudi i va significar retirar un animal del quart grup d’animals amb
artrosi experimental.

Problemes técnics amb el material histologic van fer-nos descartar també el
material d’un dels animals del tercer grup (de 104 setmanes) i un del quart (633-1L).
Finalment es va descartar el quart grup, de les 208 setmanes, perque va quedar amb un
sol individu (p. 75).

Aixi doncs, s’ha pogut utilitzar el 80% dels animals de 1’estudi 1 un 20% no s’ha
aprofitat. Alguns estudis refereixen una taxa d’aprofitament/ utilitzacié dels animals
d’experimentacio de només el 50% (Amiel 1985).

En un cas (n° 487) s’observa un defecte total del cartilag hiali recobert amb un
teixit fibros que prové de I’os subcondral. En aquest teixit les caracteristiques son de
fibrocartilag perque les cel-lules no adopten la tipica estructura en columnes del cartilag
hiali (agrupacions isogeniques axials), sind6 que formen agrupacions isogéniques en
corona (Tercedor 1987). Al microscopi Optic, les cél-lules del fibrocartilag semblen
condrocits o fibroblastes, perd sovint es dificil dir de quin dels dos tipus es tracta
(Benjamin 1990); la matriu €és més densa i engloba un major nombre de cél-lules que en
el cartilag hiali. En canvi la matriu de cartilag hiali es tenyeix amb safranina O (Nehrer
1999), no presenta fibres de col-lagen visibles a microscopia Optica i engloba condrocits
situats en llacunes madures a diferéncia del teixit fibrés que presenta una matriu de
fibres de col-lagen de tipus I associades a cél-lules el-liptiques. Si la lesié produida
experimentalment arriba a 1’0os subcondral es produeix una migracié de cél-lules
pluripotencials de la part més profunda que tapa el defecte. Primer un coall ocupa el
defecte; després és substituit per un teixit fibrés que arriba a la superficie articular no
lesionada, restablint la seva continuitat, i es diferencia a fibrocartilag posteriorment,
encara que si el defecte és massa extens (>3mm) pot quedar una concavitat a la
superficie (Jackson 2001). Experimentalment s ha vist que, en cabres, lesions de <3mm
a la troclea femoral poden reparar-se del tot (Butnariu-Ephrat 1996). Per I’estudi
histomorfometric s’ha descartat aquesta zona del cas 487 perqué no correspon a un
model d’artrosi precog.

A les capes més profundes, i concretament a la capa de cartilag calcificada,
s’observa en el nostre model d’artrosi I’aparici6 d’os haversia. Aquesta caracteristica no
s’ha pogut reflectir a I’estudi quantitatiu per la impossibilitat de determinar amb aquest
metode on acaba el cartilag 1 on comenga 1’0os subcondral. Aquest fet ja esmentat a la
literatura es pot atribuir a canvis en els proteoglicans que indueixen 1’ossificacio del
cartilag de manera similar al fenomen que té lloc en 1’ossificacié encondral (Bullough
1983, Franzén 1982). Llavors a I’artrosi, per canvis en els PG es podria produir un
aveng de la linia osteocondral cap a la superficie articular.
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ESTUDI QUALITATIU

A Destudi qualitatiu s’han valorat els segiients parametres per a cada mostra a
nivell superficial 1 profund del cartilag articular: la preséncia de cel-lules (indicades per
signes +) o bé de necrosi (indicada amb signes -), la preséncia de clusters (indicada amb
el signe o), la tinci6 de la matriu pericel-lular i interterritorial (indicada amb signes +
segons la seva intensitat), la preséncia de fibrocartilag i de vasos (indicats els dos amb
els signes + 1 — segons la seva preséncia o abséncia respectivament). Finalment s’ha
valorat ’aspecte de la linia d’aigua o tidemark.

Grup control

En el grup control s’observa un patré difis de tincio de les matrius pericel-lular
1 interterritorial a la superficie (++/+ vs. ++/+ 0 bé ++ vs. ++ 0 + vs. +).

A la part profunda el patré de tincié pericel-lular predomina sobre la tincid
interterritorial a la zona calcificada (++ vs. +) o és difus a la zona radial (Iamines 6 1 7).

608-9R | 608-4R | 589-4R | 606-9R | 589-9R

Cél-lules/necrosi + + + + +

Superficial | Matriu pericel. ++/+ ++ ++/+ + ++
Matriu interterr. ++/+ ++/+ ++/+ + ++
Cél-lules/necrosi + + + + +
Matriu pericel. ++ ++ ++ ++ ++

Profund Matriu interterr. ++/+ ++/+ ++/+ ++/+ ++/+
Vasos - - +/- - -
Tidemark Continua amb 2-6 linies

Taula 3. Estudi qualitatiu del grup control. El patr6 superficial difas de tincié de les matrius
pericel-lular i intersticial ve representat pels simbols: ++/+ vs. ++/+, ++ vs. ++, + vs. +.

Grup 28 setmanes

En el grup de 28 setmanes s’observa un predomini del patré de tincio
pericel-lular a la zona superficial associat, en general, als clusters. I a la zona profunda
es manté¢ el patré6 com en els controls. La cel-lularitat augmenta a la superficie
fonamentalment a expenses dels clusters, excepte en els casos que mostren un teixit de
reparaci6 fibrocartilaginos (lamina 4) ric en c¢l-lules 1 pobre en matriu que es prolonga a
la profunditat del cartilag (595-9L i 487-9L). Els vasos augmenten de forma més
important al voltant de les zones de fibrocartilag 1 el seu augment s’associa a
discontinuitat de la tidemark suggerint una relacié dels tres elements en la regeneracio
d’una lesio del cartilag articular.

56




Resultats

526-9L 554-9L 595-9L 487-9L
Cél-lules/cluster/necrosi| 000/--- +/00/- ++/0/- ++/0
Matriu pericel. ++ ++ ++ +
Superficial | Matriu interterr. + + + +
Fibrocartilag - - + +
Vasos - - + ++
Cél-lules/cluster/necrosi + +/- ++ ++
Matriu pericel. ++ ++ ++ +
Matriu interterr. ++/+ ++/+ ++/+ +
Profund | Fibrocartilag - - + ++
Vasos + + ++ +++
Tidemark Continua | Continua |Discontinua | Discontinua

Taula 4. Estudi qualitatiu del grup de 28 setmanes. A la zona profunda, com en els controls, el
patr6 de tincid pericel-lular predomina sobre el patro interterritorial a la zona calcificada (++ vs.
+) o és difus a la zona radial (++ vs. ++ 0 bé + vs. +).

Grup 48 setmanes

En el grup de 48 setmanes s’observa un predomini del patré de tincio

pericel-lular a la zona superficial, pero en els casos 606-9L i 589-9L esta associat als
clusters exclusivament. I a la zona profunda es manté el patré6 com en els controls; en
particular en els casos 606-9L i 611-9L es manté aquest patr6 a les zones adjacents al
fibrocartilag. D’altra banda, com en el grup anterior, la reparaci6 amb teixit
fibrocartilaginds comporta augment de la cel-lularitat i de la neovascularitzacié amb
discontinuitat de la tidemark al mateix nivell.

606-9L 608-9L 611-9L 589-9L
Cél'lules/cluster/necrosi| +++/o/-- +/00/--- +++/00/- +/00/-
Matriu pericel. +(*) ++ ++ +(*)
Superficial | Matriu interterr. +(*) + + +(*)
Fibrocartilag ++ - + -
Vasos - - - -
Cél-lules/cluster/necrosi +4-+/- +/0/--- +++/0/- +/0
Matriu pericel. ++H(**) ++ +/++(**) ++
Matriu interterr. +H(**) ++/+ +/++(**) ++/+
Profund | Fibrocartilag ++ - + -
Vasos ++ - ++ +
Tidemark Discontinua| Continua |Discontinua| Continua

(*) Augment de la intensitat de la tincio al voltant dels clusters exclusivament.
(**) Patr6 difus excepte a les zones adjacents al fibrocartilag que mantenen el patr6 profund.

Taula 5. Estudi qualitatiu del grup de 48 setmanes. La tincid de la matriu pericel-lular manté el
seu predomini a la superficie excepte al teixit fibrocartilaginos.
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Grup 104 setmanes

En els casos de 104 setmanes no s’ha considerat la coloraci6 de la matriu perque
les mostres d’aquest grup no van ser tenyides amb safranina O. La neovascularitzacio
també es va associar amb reparacid fibrocartilaginosa i1 discontinuitat de la tidemark. En
tots aquests casos I’aprimament del teixit cartilaginds arribava a permetre 1’exposicid
focal de I’os subcondral a la superficie articular. Per aquesta ra6 vam excloure finalment
aquests casos del model d’artrosi precog.

354-C 522-C 540-C
Fissures + + +
Superficial | Cél-lules/cluster/necrosi +/-- +/0/- +/00/--
Fibrocartilag +++ ++ +
Vasos - - -
Cél-lules/cluster/necrosi +/- + +
Profund |Fibrocartilag -+ - -
Vasos + + ++
Tidemark Discontinua | Discontinua | Discontinua

Taula 6. Estudi qualitatiu del grup de 104 setmanes.

ESTUDI QUANTITATIU

A D’estudi quantitatiu s’ha valorat la preséncia dels segilients elements segons un
percentatge expressat a les taules de resultats: cel-lules, clusters, matriu, vasos, necrosi,
fibrocartilag i1 fissures. Aquests parametres s’han numerat de 1’l al 7 per la zona
superficial i amb la mateixa xifra i la lletra b per la zona profunda. A les taules també
s’hi ha calculat la cel-lularitat total superficial i profunda i els valors maxim (M), minim
(m), mitjana (X) 1 desviacid estandard (ds). Aixi mateix, s’hi han incorporat els valors
de I’index de rugositat i els parametres bioquimics. L’estudi quantitatiu inclou 16 taules,
una per a cada animal. A una taula apart (pg. 78), hi consten les mitjanes dels
parametres per cadascun dels quatre grups en que hem dividit el conjunt d’animals
inclosos en I’estudi.
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Cas numero: 608-9R
1123 4 516|789 ([10]11]12 X M m ds
cel-lules 1 116 ]| 4 6 5184634106 5,25 | 10,00 | 1,00 | 2,34
1b 4 141|5 3 6 | 63| 2|4]|4)|6]|3 417 | 6,00 | 2,00 | 1,34
clusters 2 0O|0foO 0 ojoflo]J]OofoOoO]|JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2b 0|0fO 0 ojofo]jJoOofoO0O]JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
matriu 3 99 |94 (96| 94 | 95|92 (96|94 (97|96 |90 |94 94,75 | 99,00 {90,00| 2,34
3b (94|96 (95| 97 |94 |94 |97 |98 |96 | 96 | 94 (97 95,67 | 98,00 |94,00| 1,44
vasos 4 0|0fO 0 ojofo|jofoOo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 2101(0 0 ojofo|jJoOofoOo]|JO|O|O 0,17 | 2,00 | 0,00 | 0,58
Necrosi 5 0|0foO 0 ojofojJofo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0O|0foO 0 ojoflo]J]oOofoO0o]|]O]|O]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fibrocartilag 6 0|0fO 0 o|jofo]J]oOofoOoO]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0O|0foO 0 ojofo]J]oOofoOo]|JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fissures 7 0O|0foO 0 ojoflo]J]OofoOoO]|JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0|0fO 0 ojofo]jJoOofoO0O]JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
index de rugositat 835(681|769| 630 |607 (850 728,67
Contingut d'aigua (%) 74,78
Hex/PT (nmol/mg) 94,88
GlcN/HexN(nmol/nmol) 33,52
GalN/HexN(nmol/nmol) 66,48
QS/PT (pmol/mg) 1,72
DS (%) 21,63
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Cas numero: 589-9R
11213 4 5 X M m ds

cel-lules 1 5|15 |2 4 3 3,80 | 5,00 | 2,00 1,30
1b 5|181|5 7 6 6,20 | 8,00 | 5,00 | 1,30

clusters 2 0|0foO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2b 0|0fO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

matriu 3 9519598 | 96 | 97 96,20 | 98,00 (95,00 1,30
3b [95]92 (95| 93 |94 93,80 | 95,00 {92,00] 1,30

vasos 4 0|0fO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 0|]0fO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Necrosi 5 0|0fO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0|0foO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fibrocartilag 6 0|0fO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|]0fO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 0|0foO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0|0fO 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

index de rugositat 720|668 (629 672,33

Contingut d'aigua (%) 85,43

Hex/PT (nmol/mg) 141,35

GlcN/HexN(nmol/nmol) 52,85

GalN/HexN(nmol/nmol) 47,15

QS/PT (pmol/mg) 6,11

DS (%) 29,38
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Cas numero: 608-4R
11213 4 5167 ]8]|9]10]11 |12 X M m ds
cel-lules 1 51413 3 21414 |1|6|[3]|3]|4 3,50 | 6,00 | 1,00 | 1,31
1b 3141\ 4 5 3133|331 ]4/|4 3,33 | 5,00 | 1,00 | 0,98
clusters 2 0O|0foO 0 ojoflo]J]OofoOoO]|JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2b 0|0fO 0 ojofojJoOofoO]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
matriu 3 95196 |97 | 97 |98 |96 |96 | 99 [ 94 | 97 | 97 |96 96,50 | 99,00 {94,00| 1,31
3b (97|96 (96| 95 |97 |97 |97 | 97 | 97 | 99 | 96 (96 96,67 | 99,00 |95,00| 0,98
vasos 4 0|0fO 0 ojofojJofO0O]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 0|0fO 0 ojofo|joOofoOo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Necrosi 5 0|0foO 0 ojofojJofo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0O|0foO 0 ojoflo]J]OofoO0o]|]O]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojofojJoOofoOo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 ojofo|jJoOofoOo]|JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fissures 7 0O|0foO 0 ojoflo]J]OofoOoO]|JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0|0fO 0 ojofojJoOofoO]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
index de rugositat 573|606|663| 676 | 753 (681 658,67
Contingut d'aigua (%) 85,52
Hex/PT (nmol/mg) 221,74
GlcN/HexN(nmol/nmol) 54,03
GalN/HexN(nmol/nmol) 45,97
QS/PT (pmol/mg) 8,71
DS (%) 28,68
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Cas numero: 589-4R
11213 4 5167 ]8]9/10]11 X M m ds
cel-lules 1 21113 2 2144|132 |2]2 2,45 | 4,00 | 1,00 | 0,93
1b 313(3 3 5133 |5|4|3]3 3,45 | 5,00 | 3,00 | 0,82
clusters 2 0|0fO 0 o|jofo|Jo]joOof|O0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2b 0|0fO 0 o|jofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
matriu 3 98 199 (97| 98 |98 |96 |96 |97 [ 98 | 98 | 98 97,55 | 99,00 |96,00| 0,93
3b (97|97 (97| 97 |95 |97 (97 | 95|96 | 97 | 97 96,55 | 97,00 |95,00| 0,82
vasos 4 0|]0fO 0 ojofo|jJOo]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 0|0fO 0 ojofo|jo]joOof|O0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Necrosi 5 0|0fO 0 ojofo|jojoOof|O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0|0foO 0 o|jofo|JO0oO]j]O|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 ojofo|jo]joOof|0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fissures 7 0|0fO 0 o|jofo|Jo]joOof|O0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0|0fO 0 o|jofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
index de rugositat 500(510|515| 586 |589(754|539 570,43
Contingut d'aigua (%) 79,45
Hex/PT (nmol/mg) 102,16
GlcN/HexN(nmol/nmol) 55,18
GalN/HexN(nmol/nmol) 44,82
QS/PT (pmol/mg) 1,54
DS (%) 27,14
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Cas numero: 606-9R
11213 4 5167 ]8]9/10]11 X M m ds

cel-lules 1 713|2 8 914 |6 |6 |7|5]|4 555 | 9,00 | 2,00 | 2,16
1b 8|7 (3|10 |5|5|6|3|5|2]2 5,09 | 10,00 | 2,00 | 2,55

clusters 2 0|0fO 0 o|jofo|Jo]joOof|O0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2b 0|0fO 0 o|jofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

matriu 3 93197 (98| 92 | 91|96 |94 |94 (93|95 96 94,45 | 98,00 |91,00| 2,16
3b (9293 (97| 90 [94 | 95(94 |96 |94 |98 |97 94,55 | 98,00 {90,00| 2,38

vasos 4 0|]0fO 0 ojofo|jJOo]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 0|0fO 0 1100 ([1]1[0]1 0,36 | 1,00 | 0,00 | 0,50

Necrosi 5 0|0fO 0 ojofo|jojoOof|O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0|0foO 0 o|jofo|JO0oO]j]O|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 ojofo|jo]joOof|0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 0|0fO 0 o|jofo|Jo]joOof|O0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0|0fO 0 o|jofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

index de rugositat 549(910|736(1192|918 861,00

Contingut d'aigua (%) 80,44

Hex/PT (nmol/mg) 64,50

GlcN/HexN(nmol/nmol) 44,80

GalN/HexN(nmol/nmol) 55,20

QS/PT (pmol/mg) 1,41

DS (%) 12,08
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Cas numero: 595-9L
11213 4 5167|819 X M m ds

cel-lules 1 7157|113 |6 |7 |[10| 5| 8 7,56 | 13,00 | 5,00 | 2,55
1b 5|13 (14|11 |6 |57 |58 7,11 | 14,00 | 3,00 | 3,44

clusters 2 0|5 |1 0 o|1f(0]|]0]O0 0,78 | 5,00 | 0,00 | 1,64
2b 4131|0 0 2|10f(0]|0]O0 1,00 | 4,00 | 0,00 | 1,58

matriu 3 93190 (92| 84 (93|92 (87 |95]|92 90,89 | 95,00 |84,00| 3,41
3b (91|88 (85| 89 [91]95(90|95]|92 90,67 | 95,00 |85,00| 3,20

vasos 4 0|]0fO 0 110|300 0,44 | 3,00 | 0,00 | 1,01
4b 0|6 |1 0 110|3|0]O0 1,22 | 6,00 | 0,00 | 2,05

Necrosi 5 0|0fO 0 o|jo0fo0|0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0|0foO 0 o|jo0ofo0o|0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojo0ofo0|0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 ojo0f0|0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 0|0fO 3 o|jo0fo0o|0]O 0,33 | 3,00 | 0,00 | 1,00
7b 0|0fO 0 ojo0ofo0o|0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

index de rugositat 693 (658 675,50

Contingut d'aigua (%)

Hex/PT (nmol/mg)

GlcN/HexN(nmol/nmol)

GalN/HexN(nmol/nmol)

QS/PT (pmol/mg)

DS (%)
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Cas numero: 526-9L
11213 4 5167 ]8]|9]10]11 |12 X M m ds

cel-lules 1 4 14| 4 5 11112 |1|5(8]|3]|4 3,50 | 8,00 | 1,00 | 2,07
1b 7141\ 4 8 2|16 |4 |6|4|4]|6]5 5,00 | 8,00 | 2,00 | 1,65

clusters 2 0| 6|5 1 514(0]2[1]0]3]|0 2,25 | 6,00 | 0,00 | 2,26
2b 0|3 |0 0 11]0|]0|0]|O0Of0]0]|O 0,33 | 3,00 | 0,00 | 0,89

matriu 3 96 |90 (88| 94 |94 |85(91|97 (90|91 |94 |96 92,17 | 97,00 |85,00| 3,61
3b (93|93 (96| 92 (97 |94 (96|94 |96 |93 |94 (95 94,42 | 97,00 |92,00| 1,56

vasos 4 0|0fO 0 ojofojJofO0O]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 0|0fO 0 ojofo|joOofoOo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Necrosi 5 0|0foO 0 oOo|6|5]|]0[4]0]0]|O0 1,25 | 6,00 | 0,00 | 2,30
5b 0O|0foO 0 ojofojJofoOo|1]0|O 0,08 | 1,00 | 0,00 | 0,29

fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojofojJoOofoOo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 ojofo|jJoOofoOo]|JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 0|0{|3 0 o|4|(2]|]0[0]|1]0|O 0,83 | 4,00 | 0,00 | 1,40
7b 0|0fO 0 ojofojJofoO0o]|]2]0|O0 0,17 | 2,00 | 0,00 | 0,58

index de rugositat 596 (911|652 | 828 | 791 755,60

Contingut d'aigua (%)

Hex/PT (nmol/mg)

GlcN/HexN(nmol/nmol)

GalN/HexN(nmol/nmol)

QS/PT (pmol/mg)

DS (%)
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Cas numero: 554-9L
1123 4 516|789 (1011 X M m ds

cel-lules 1 7110 7 6 5|17 |4|5|6|4] 4 5,91 | 10,00 | 4,00 | 1,81
1b 6 |5]| 6 4 6|7 (10| 5| 1]3]|2 5,00 | 10,00 | 1,00 | 2,49

clusters 2 0|01 0 3(1]2]|3]1]0]|0 1,00 | 3,00 | 0,00 | 1,18
2b 0|0fO 0 11000 ]O0OfO0]1 0,18 | 1,00 | 0,00 | 0,40

matriu 3 93190 (92| 94 | 92|92 |94 |89 (93|96 |96 92,82 | 96,00 {89,00| 2,18
3b |94 |95|94| 96 | 92|91 |90 (95|98 |97 |97 94,45 | 98,00 (90,00| 2,58

vasos 4 0|]0fO 0 ojofo|jJOo]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 0|0fO 0 112|001 ]0]|0O0 0,36 | 2,00 | 0,00 | 0,67

necrosi 5 o[o0]|O 0 ofojojojJOoj0O]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b ofo0]|oO 0 ofojojojJO0O]|0O]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b o[0]|O 0 ofo0ojojo0ojJO0O]|0O]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 ofo0]|oO 0 ofo0ojo0|3]|]0]|]0]|O 0,27 | 3,00 | 0,00 | 0,90
7b 0|0fO 0 o|jofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

index de rugositat 622|627 |703| 628 |930 702,00

Contingut d'aigua (%)

Hex/PT (nmol/mg)

GlcN/HexN(nmol/nmol)

GalN/HexN(nmol/nmol)

QS/PT (pmol/mg)

DS (%)
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Cas numero: 487-9L
11213 4 5|16 |78 X M m ds

cel-lules 1 9 |14(14 |12 | 4 | 6 | 6 | 8 9,13 | 14,00 | 4,00 | 3,83
1b 6 |7 10 6 21412 |7 4,25 | 7,00 | 0,00 | 2,66

clusters 2 o|11|0 0 0|0 |O0]O 0,13 | 1,00 | 0,00 | 0,35
2b 11010 0 0|0 |O0]O 0,13 | 1,00 | 0,00 | 0,35

matriu 3 88|73 |77 | 79 | 94|93 |93]|87 85,50 | 94,00 |73,00| 8,14
3b |89 |72 0| 70 |90 |86 |85 82 71,75 | 90,00 | 0,00 |29,92

vasos 4 31219 4 2111115 3,38 | 9,00 | 1,00 | 2,67
4b 4 (21| 0| 24 ( 8 [10] 13| 11 11,38 | 24,00 | 0,00 | 8,03

Necrosi 5 0|10 O 5 0O|0|O0]O 1,88 | 10,00 | 0,00 | 3,72
5b 0O|0|O 0 0|0 |O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fibrocartilag 6 0|0f|O 0 0|0 |O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0O|0|O 0 0|0 |O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 0O|0f|O 0 0|0 |O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0O|0f|O 0 0|0 |O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

index de rugositat 939 939,00

Contingut d'aigua (%) 85,42

Hex/PT (nmol/mg) 85,68

GlcN/HexN(nmol/nmol) 33,07

GalN/HexN(nmol/nmol) 66,93

QS/PT (pmol/mg) 0,33

DS (%) 56,90
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Cas numero: 589-9L
11213 4 5167 ]8]|9]10]11 |12 X M m ds
cel-lules 1 6|92 6 413|203 |2]3|2 3,50 | 9,00 | 0,00 | 2,43
1b 41918 4 9|13 |6 |7|6|6]|4|5 5,92 | 9,00 | 3,00 | 2,02
clusters 2 0O|0foO 1 21116466910 3,75 | 10,00 | 0,00 | 3,60
2b 0|0fO 0 ojofojJoOofoO]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
matriu 3 94191 (98| 93 |94 |95 (88 |95(88 |92 |88 |85 91,75 | 98,00 |85,00| 3,82
3b [95|91(92| 96 (91|97 (94|93 |94 |94 |96 (95 94,00 | 97,00 {91,00| 1,95
vasos 4 0|0fO 0 ojofojJofO0O]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 11010 0 ojofo|joOofoOo]|JO|O|O 0,08 | 1,00 | 0,00 | 0,29
Necrosi 5 0|0foO 0 ojofojJofo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0O|0foO 0 ojoflo]J]OofoO0o]|]O]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojofojJoOofoOo]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 ojofo|jJoOofoOo]|JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fissures 7 0O|0foO 0 o|1(4]1[3]0]0](3 1,00 | 4,00 | 0,00 | 1,48
7b 0|0fO 0 ojofojJoOofoO]|JO|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
index de rugositat 614|662|588| 562 | 734|840 666,67
Contingut d'aigua (%) 89,04
Hex/PT (nmol/mg) 147,89
GlcN/HexN(nmol/nmol) 37,02
GalN/HexN(nmol/nmol) 62,98
QS/PT (pmol/mg) 4,68
DS (%) 25,63
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Cas numero: 611-9L
11213 4 516|789 ]10]11]|12 X M m ds
cel-lules 1 10|11 (11| 8 8| 4|4 |7 |7 |8]|4]|6 7,33 | 11,00 | 4,00 | 2,53
1b 8|6 |6 6 |11 3|4 |3 |22 |54 5,00 | 11,00 | 2,00 | 2,63
clusters 2 0o|j0foO 0 ojoflO0O|1[0]O0]O0(|1 0,17 | 1,00 | 0,00 | 0,39
2b 0|j0fO 0 ojo0olO0O|JOf[O]O]O(1 0,08 | 1,00 | 0,00 | 0,29
matriu 3 84 (83|89 | 92 |92 (82| 72|55 |43 |89 |33 |46 71,67 | 92,00 |33,00|21,47
3b |84 |89(91| 80 (86|86 |72|85|64 98|93 (94 85,17 | 98,00 |64,00| 9,55
vasos 4 6 |6 (0 0 0|2 (|5]0[0]|3]|]0¢{O0 1,83 | 6,00 | 0,00 | 2,52
4b 8|5 (3|14 |3 |11[24|12|34(0 | 2 |1 9,75 | 34,00 | 0,00 |{10,29
Necrosi 5 0|j]0foO 0 0 |12(19|37 50| 0 | 63 |47 19,00 | 63,00 | 0,00 |23,78
5b 0o|j0foO 0 o|ofo0o]JOoOfO0O]JO]|Of|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fibrocartilag 6 0|j0foO 0 o|jofo0o]|JO0OfO]JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0j]0foO 0 o|ofo0o]JO0OfO0O]JO]|Of|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fissures 7 0o|j0foO 0 o|jofo]JO0OfO0O]JO]|O|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0|j0fO 0 o|jofo0o]|JO0OfO]JO]|Of|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
index de rugositat 662(583|601(1190 759,00
Contingut d'aigua (%) 75,53
Hex/PT (nmol/mg) 64,40
GlcN/HexN(nmol/nmol) 43,47
GalN/HexN(nmol/nmol) 56,53
QS/PT (pmol/mg) 1,48
DS (%) 53,46
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Cas numero: 608-9L
11213 4 5167 ]8]9/10]11 X M m ds
cel-lules 1 0|0| 4 0 4 1341251 2,18 | 5,00 | 0,00 | 1,89
1b 3|16|4 5 3| 6|5|5|7|6]4 491 | 7,00 | 3,00 | 1,30
clusters 2 91|15 |7 5 8|0(0|JO0O]|]O0O|O0]|7 3,73 | 9,00 | 0,00 | 3,74
2b 0|01 0 ojofo|jojoOo|O0]|7 0,73 | 7,00 | 0,00 | 2,10
matriu 3 71192180 | 88 |83(96|85|89 (96|89 |90 87,18 | 96,00 |71,00| 7,28
3b (96|93 (95| 94 |96 |94 (93 |95|93 |94 |89 93,82 | 96,00 {89,00| 1,94
vasos 4 0|]0fO 0 ojofo|jJOo]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 11110 1 11020000 0,55 | 2,00 | 0,00 | 0,69
Necrosi 5 16| 3 | 8 6 51037 ]0[0]O0 4,36 | 16,00 | 0,00 | 4,88
5b 0|0foO 0 o|jofo|JO0oO]j]O|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 ojofo|jo]joOof|0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fissures 7 4101 1 0o|1|8|3|]2]|6]2 2,55 | 8,00 | 0,00 | 2,54
7b 0|0fO 0 o|jofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
index de rugositat 904 (788|626 | 654 |638 722,00
Contingut d'aigua (%) 88,67
Hex/PT (nmol/mg) 103,55
GlcN/HexN(nmol/nmol) 36,03
GalN/HexN(nmol/nmol) 63,97
QS/PT (pmol/mg) 1,37
DS (%) 28,37
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Cas numero: 606-9L
11213 4 516|789 ]10]11(12(13|14 X M m ds
cel-lules 1 9112|1012 (12| 3 | 3 | 5| 5 (16|11 |5|11]| 8 8,71 | 16,00 | 3,00 | 3,97
1b 8 |12 9 8 |10|10| 7 (14| 3 | 4 |1 |4|14| 4 7,71 |1 14,00 | 1,00 | 4,10
clusters 2 00| 1 0 0O|4 |7 |12|0]|0]0(0|0Of0O 1,71 | 12,00 | 0,00 | 3,60
2b 0|0fO 0 o|ofl1|]2|0]J]0]0|0|0OfO 0,21 | 2,00 | 0,00 | 0,58
matriu 3 89(88(89| 88 |88(93(90|83(70|11| 0 |0|0OfO 56,36 | 93,00 | 0,00 |42,31
3b | 9188 (88| 91 |89(89(91|82|75|66 |52 (770 |48 73,36 | 91,00 | 0,00 |25,54
vasos 4 0|j0foO 0 o|o|lO0O|O0O|4]|T7]|]2|2|0f0O0 1,07 | 7,00 | 0,00 | 2,09
4b 11013 1 1 11112 [22]|30(47|19|0 |11 9,93 | 47,00 | 0,00 | 14,45
Necrosi 5 0|j]0foO 0 o|oloO0o|J]O0OfO]JO]O|O|lOfO 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0o|j0foO 0 o|oloO0o|J]O0OfO]J]O]O|O|lOfO 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
fibrocartilag 6 0|j]0foO 0 0| 00| 0 |[21]|66]|87(93(89|91 31,93 | 93,00 | 0,00 |42,01
6b o|l0f(O 0 o|o0olO0O|JOf[O]|]O]|O|O|86|37 8,79 | 86,00 | 0,00 |24,31
fissures 7 2101{0 0 o|joflO0O|]O|O]JO|O]|O]|Of1 0,21 | 2,00 | 0,00 | 0,58
7b 0|0foO 0 o|olO0O|J]O0OfO]J]O]jOfO|lOfO 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
index de rugositat 701|806 |766 757,67
Contingut d'aigua (%) 80,21
Hex/PT (nmol/mg) 97,26
GlcN/HexN(nmol/nmol) 36,06
GalN/HexN(nmol/nmol) 63,94
QS/PT (pmol/mg) 1,20
DS (%) 88,36
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Cas numero: 354C
1123 4 516 |7 ]|8]9|10 X M m ds

cel-lules 1 5111 4 6 4 13|53 ]|5]|3 3,90 | 6,00 | 1,00 | 1,45
1b 4 12|65 7 214 |5|6|4]|7 4,60 | 7,00 | 2,00 | 1,78

clusters 2 ofo0]|oO 0 ofo0ojo0|O0O]|]0]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2b 0| 2|0 0 ojofojo0f|1]0O 0,30 | 2,00 | 0,00 | 0,67

matriu 3 95199 (95| 94 |96 |97 95|97 |95 |97 96,00 | 99,00 |94,00| 1,49
3b | 95|96 |92 | 91 |98 |96 |93 |94 |95 93 94,30 | 98,00 (91,00| 2,11

vasos 4 0|01 0 ojoflo0o|J0O0|O]|O 0,10 | 1,00 | 0,00 | 0,32
4b 11013 2 ojo0o|l2]0|0]0O 0,80 | 3,00 | 0,00 | 1,14

necrosi 5 o[o0]|O 0 ofo0ojo0|O0O]0O0]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b ofo0]|oO 0 ofo0ojo0|O0O]|]0]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojoflo0o|J0O0|O]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b o[0]|O 0 ofo0oj0O0|jO0O]0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 ofo0]|oO 0 ofo0ojo0|O0O]|]0]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0|0fO 0 ojoflo0o]|J0O0|O0O]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

index de rugositat 630|663 (818 | 531 |628 (624 649,00

Contingut d'aigua (%)

Hex/PT (nmol/mg)

GlcN/HexN(nmol/nmol)

GalN/HexN(nmol/nmol)

QS/PT (pmol/mg)

DS (%)
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Cas numero: 522C
11213 4 5|16 |[7]8]9](10 X M m ds

cel-lules 1 4 | 715 5 6 | 3|6 |6|5]|7 5,40 | 7,00 | 3,00 | 1,26
1b 3|16|4 6 4 | 7|7 6 | 6 5,44 | 7,00 | 3,00 | 1,42

clusters 2 1111 4 4 11113 (0]0] 1 1,60 | 4,00 | 0,00 | 1,51
2b 112 |1 2 111 1 110 1,11 | 2,00 | 0,00 | 0,60

matriu 3 95192 (91 90 | 93|96 (9194|9592 92,90 | 96,00 {90,00| 2,02
3b [95]|89(93| 92 95|92 (92 93 | 94 92,78 | 95,00 |89,00| 1,86

vasos 4 0|]0fO 1 ojoflo0o|J0O0|O]|O 0,10 | 1,00 | 0,00 | 0,32
4b 11312 0 0|0fO 0]0 0,67 | 3,00 | 0,00 | 1,12

Necrosi 5 0|0fO 0 ojoflo|joO0|o0O0]|oO 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0|0foO 0 0|0foO 0|0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojoflo0o|J0O0|O]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 0|0fO 0]0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 0|0fO 0 ojoflo0o]|J0O0|O0]|O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
7b 0|0fO 0 0|0fO 0]0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

index de rugositat 569 (545|559 | 584 |558 (544|587 563,71

Contingut d'aigua (%)

Hex/PT (nmol/mg)

GlcN/HexN(nmol/nmol)

GalN/HexN(nmol/nmol)

QS/PT (pmol/mg)

DS (%)
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Cas numero: 540C
11213 4 5(6 |7 |89 |10|11(12|13|14|15|16 |17 [18|19]20 X M m ds

cel-lules 1 4 191|5 4 5|52 |5[5|5|3|3|5|/]5|3|8|2|2|3]|]0] 4,15 | 900 |0,00|206
1b 31313 5 71819193 |3|6|4|4|4|5|6|5(5]|7]3] 510 ]| 900 |3,00]|202

clusters 2 001 0 ofojojojo|jo|0|l0|jO0O|jO|O|O|6(|8]|8]9] 160 900 |0,00|3,20
2b 0| 2|3 1 t]0j0(0|O0OfO|O}|OfO]j]O|O|JO|O|O]1|1] 045 | 3,00 0,00](0O0,83

matriu 3 95191 (94| 96 | 95|95 (98|95 (95|95 |97 (97|95(95|97 |92 (92|90 |89 |91 | 94,20 | 98,00 |89,00| 2,53
3b |94 |94 |93 | 94 | 929291 (91|97 |97 |94|96(96(96|95|94|95|95|92 96 (94,20 | 97,00 [91,00| 1,88

vasos 4 11010 0 ojofo|jo0fO|lO}jO|OlO|j]O|J]O}|O|O|O|O]|]O]| 005|100 ]0,00]0,22
4b 3111 0 ojofo|jO0OfO|O}jO|OlO|]O|J]O}|O|O|O|O]|]O] 0,25 | 3,00 ]0,00|0,72

necrosi 5 0o(0]|O 0 ofojojojojo|ofojoyjo|jo|jofofofoj|o0j| 0,00/ 0,00 |O0,00] O0,00
5b ofo0]|oO 0 ofojojojojo|o0ofojojo|jo|o0ofO0OfO0O|O]|O0]| 0,00/ 0,00 |O0,00] DO0,00

fibrocartilag 6 0|0fO 0 ofo0jojojojo|ofojoyjojo|jofofofoj|o0j| 0,00/ 0,00]0,00] DO0,00
6b o(0]|oO 0 ofojojojojo|jofojoyjojo|jofofofoj|oyj| o000/ 0,00 |O0,00] O0,00

fissures 7 ofo0]|oO 0 ofojojojojo|o0ofojojo|jo|ofofO0O|0O]|O0]| 0,00/ 0,00]O0,00] DO0,00
7b 0|0fO 0 of0ojojojojo|ofojoyjo|jo|jofofofoj|o0j| 0,00/ 0,00|O0,00] DO0,00

index de rugositat 7421916803 | 806 |747|714|754(615|639|763|848 758,82

Contingut d'aigua (%)

Hex/PT (nmol/mg)

GlcN/HexN(nmol/nmol)

GalN/HexN(nmol/nmol)

QS/PT (pmol/mg)

DS (%)
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Cas numero: 377-4L
11213 4 5167 ]8]9/10]11 X M m ds

cel-lules 1 2 12| 2 1 0|12 (3]|3]3]|1 1 1,82 | 3,00 | 0,00 | 0,98
1b 41412 3 4 14|12 |4)2]|2|4 3,18 | 4,00 | 2,00 | 0,98

clusters 2 0|0fO 0 o|jofo|Jo]joOof|O0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
2b 0|0fO 0 o|jofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

matriu 3 98 |98 (98| 99 |100| 98 |97 | 97 [ 94 | 99 | 99 97,91 1100,00|94,00| 1,58
3b (96|96 (98| 97 |96 |96 (98 | 96 | 98 | 98 | 96 96,82 | 98,00 |96,00| 0,98

vasos 4 0|]0fO 0 ojofo|jJOo]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
4b 0|0fO 0 ojofo|jo]joOof|O0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Necrosi 5 0|0fO 0 ojofo|jojoOof|O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
5b 0|0foO 0 o|jofo|JO0oO]j]O|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fibrocartilag 6 0|0fO 0 ojofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
6b 0|0fO 0 ojofo|jo]joOof|0O0]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

fissures 7 0|0fO 0 o|jofo|JO0|3|0]O0 0,27 | 3,00 | 0,00 | 0,90
7b 0|0fO 0 o|jofo|jJO0o]jOf|O0O]O 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

index de rugositat 658 (633 645,50

Contingut d'aigua (%)

Hex/PT (nmol/mg)

GlcN/HexN(nmol/nmol)

GalN/HexN(nmol/nmol)

QS/PT (pmol/mg)

DS (%)
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Resultats

Quadre resum dels resultats

iz setrﬁgnes setr::gnes setr1noa4nes setioasnes

cél-lules 1 4,11 6,52 5,43 4,48 1,82
1b 4,45 5,34 5,89 5,05 3,18

clusters 2 0,00 1,04 2,34 1,07 0,00
2b 0,00 0,41 0,26 0,62 0,00

matriu 3 95,89 90,34 76,74 94,37 97,91
3b| 95,44 87,82 86,59 93,76 96,82

vasos 4 0,00 0,95 0,73 0,08 0,00
4b 0,11 3,24 5,08 0,57 0,00

necrosi 5 0,00 0,78 5,84 0,00 0,00
5b 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00

fibrocartilag 6 0,00 0,00 7,98 0,00 0,00
6b 0,00 0,00 2,20 0,00 0,00

fissures 7 0,00 0,36 0,94 0,00 0,27
7b 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00

Cel-lularitat total superf. 4,11 7,56 7,77 5,55 1,82

Cel-lularitat total prof. 4,45 5,75 6,14 5,67 3,18

index de rugositat 698,22 768,03 726,33 657,18 645,50

Contingut d'aigua (%) 81,12 85,42 83,36

Hex/PT (nmol/mg) 124,93 85,68 103,28

GlcN/HexN(nmol/nmol) 48,08 33,07 38,15

GalN/HexN(nmol/nmol) 51,92 66,93 61,86

QS/PT (pmol/mg) 3,90 0,33 2,18

DS (%) 23,78 56,90 48,96
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ESTUDI ESTADISTIC

1.Mesures histologiques

La variable resposta en totes les analisis d’aquest apartat és la preséncia o no
d’un parametre o element histic en la mostra histologica.

I- CEL-LULES.
Superficial: A continuaci6 presentem la taula amb els odds ratio 1 els seus intervals de
confianca.:
Odds Ratio
(I1C95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 1.59 (0.90-2.82)
48 1.25 (0.70-2.21)
104 1.11 (0.60-2.08)

Interpretacid: En aquest cas no hi ha significaci6 estadistica en 1’associacid de cap dels
grups amb la preséncia de cél-lules. Aixo ho veiem en el fet de que tots els intervals de

confianca dels odds ratio inclouen 1’1.

,08
,07 1
,06 1

,05 1

171

,03

95% IC CEL-LULES

T
N= 51
Controls

40 49
28 48

GRUP

Profunda: Els resultats en aquest cas son els segiients:

40
104

Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 1.26 (0.95-1.68)
48 1.40 (1.07-1.85)
104 1.19 (0.88-1.61)
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Interpretacio: Hi ha una associacio positiva entre els individus de les 48 setmanes i la
preséncia de cél-lules respecte als controls. Es a dir, que els individus de les 48
setmanes tenen 1.40 cops més risc de tenir cél-lules que els controls. No es detecten
diferencies significatives en la resta de grups.

,08

,07 1

,06 1 ]

,05 1

1T -

,03

95% IC CEL-LULES

N= 5’1 4’0 4’9 3’9
Controls 28 48 104

GRUP

2- CLUSTERS.

Superficials: Els resultats en aquest cas son els segiients:

Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 50.3 (1.17-2161.6)
48 101.9 (2.44-4261.2)
104 50.6 (1.14-2233.8)

Interpretacio: En aquest cas també podem dir que hi ha una associacié positiva entre la
preséncia de clusters i el fet de ser tractat comparat amb els no tractats (controls). No
obstant aix0, aqui sembla que hi ha un problema ja que si ens fixem en els intervals de
confianga de I’odds ratio veiem que aquests son molt grans, el que implica que, tot i que
sembla que hi ha significaci6 estadistica, I’estimacié del odds ratio no és massa fiable
(la desviaci6 estandard de I’estimacio és molt elevada). Aixo és degut a que en el grup
control no hi ha cap mesura de cap individu en el qual s’observés algun cluster. Es a dir
que en el grup control la probabilitat de tenir cluster és de zero segons I’estimacié que
fariem amb la mostra que tenim. Aquest fet fa que els meétodes estadistics tinguin
seriosos problemes. I per aix0, en aquest cas, no ¢és prudent interpretar I’odds ratio sin6
que el que podem dir és que hi ha indicis de significacio estadistica.
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,04
,03 1
,02 1 P

- i1]
011

0,00 1 | —

95% IC CLUSTERS

-,01

N= 5’1 4’0 4’9 4’0
Controls 28 48 104

GRUP

Profunds: Els resultats obtinguts son els segiients:

Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 20.3 (0.93-444.40)
48 12.4 (0.55-279.1)
104 29.6 (1.37-640.4)

Interpretacio: En aquest cas només hi ha associacid entre els tractats de les 104
setmanes i la preséncia de clusters. Els altres dos grups de tractats no s’associen a la
presencia de clusters. Valguin aqui els comentaris fets en 1’apartat anterior (superficial).

,010

,0081

,006 1

,004 1 m

95% IC CLUSTERS

,0021

0,000 I

-,002

N= 51 40 49 39
Controls 28 48 104
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3- CEL-LULARITAT TOTAL

Superficial: La taula de resultats és la seglient:

Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 1.89 (1.31-2.73)
48 1.96 (1.37-2.82)
104 1.37 (0.92-2.04)

Interpretacio: L’augment de cel-lularitat esta associada al tractament, tant mesurat a les
48 setmanes com a les 28. Sembla que el tractament causa un efecte en la cel-lularitat
dels individus fins les 48 setmanes perd més enlla no hi ha evidéncies de que continui
existint aquesta associacio.

,05

95% IC CEL-LULARITAT TOTAL

Profund: Resultats:

,04

,03 1

,02 1

,01

1

71

T
51

T T
40 49

T
40

Controls 28 48 104
GRUP
Odds Ratio
(1C95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 1.35 (0.99-1.82)
48 1.46 (1.03-1.95)
104 1.33 (0.96-1.83)

Interpretacid: A nivell profund canvien els resultats i ens trobem que només el grup de
les 48 setmanes esta més associat que els controls a tenir un augment de la cel-lularitat

profunda.
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,04

o 1

,01

95% IC CEL-LULARITAT TOTAL
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N= 51 40 40 39
Controls 28 48 104

GRUP

4- MATRIU

Superficial: La taula de resultats és la seglient:

Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 0.42 (0.17-1.02)
48 0.16 (0.07-0.37)
104 0.72 (0.27-1.92)

Interpretacid: En la variable anomenada matriu trobem que el grup de les 48 setmanes
esta associat negativament amb la preséncia de matriu. Es a dir que en el grup de les 48
setmanes hi ha menys matriu que en el control. Aixd ho veiem en el fet que el odds
ratio sigui inferior a 1.

1,0

95% IC MATRIU
©

N= 5’1 4’0 4’9 4’0
Controls 28 48 104

GRUP
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Profunda: Els resultats son el segiients:

Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 0.50 (0.24-1.06)
48 0.34 (0.16-0.71)
104 0.70 (0.31-1.58)

Interpretacid: Val la mateixa interpretaci6 de 1’apartat anterior.

1,0
o
@
. R
T
g i
0
8 s -
7 : : : :
7 Controls 28 48 104
GRUP
5- VASOS
Superficials: La taula de resultats €s la segiient:
Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 15.7 (0.46-534.9)
48 17.1 (0.51-574.8)
104 4.53 (0.10-200.1)

Interpretacid: En aquest cas no hi ha cap grup que estigui significativament associat a la
presencia de vasos superficials. Com ja hem dit amb anterioritat, el fet que les
estimacions per interval de 1’odds ratio siguin tan amples ens parla de que les variancies
dels estimadors son molt grans i en conseqiiéncia poc fiables. Aixo és degut al fet que
en el grup de control no s’ha observat cap individu amb vasos superficials.
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Profund: La taula de resultats ¢s la segiient:

Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 11.6 (0.72-188.3)
48 23.5 (1.52-364.3)
104 4.99 (0.25-97.6)

Interpretacid: En aquest cas només el grup de les 48 setmanes mostra diferéncies
significatives respecte els controls. Observem que I’amplada de 1’interval és molt gran
(veure comentaris fets anteriorment).
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6- NECROSI

Superficial: En aquest hi ha dos grups en els quals no s’ha observat cap cop la preséncia
de necrosi superficial. En la taula segiient es presenten els nombres d’individus que
tenen algun valor diferent de zero en les seves observacions:

Control 28 48 104
N 0 513 0

S’ha procedit com hem comentat als metodes (afegint una observacid). Els resultats son

els seglients:

Control 28 48 104
N 1 513 1

Odds Ratio
(IC95%)

TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control)

1 (Basal)

28

23.6(0.14-3910.9)

48

72.9 (0.47-11360.3)

104

1.36 (0.002-1019.3)

Interpretacid: No hi ha cap grup que estigui significativament associat a la presencia de

necrosi superficial.
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Profunda: En aquest cas encara és més acusada la preséncia de mostres amb resultat
zero per aquest parametre, ja que gairebé tots els grups tenen zeros excepte en el grup
de les 28 setmanes que hi ha una mesura d’un individu que té un 1. No podem realitzar
cap analisi estadistica.

7- FIBROCARTILAG

Superficial: En aquest cas tampoc es pot realitzar cap analisi estadistica perqué només
hi ha 6 observacions diferents de zero en un grup (48 setmanes) i en la resta totes les
observacions son zeros.

95% IC FIBROSI

0,0

= o T o
N= 51 40 49 40

Controls 28 48 104

GRUP

Profunda: El mateix que en les superficials perd en aquest cas només hi ha 2
observacions diferents de zero en el grup de les 48 setmanes.

8- FISSURES

Superficial: En aquest, com en el cas de la necrosi, tenim dos grups amb zeros a totes
les observacions. Fem el mateix que hem fet a aquell apartat (posem una observacid
diferent de zero en cada grup que té un zero) i procedim a realitzar 1’analisi. Els
resultats son els seglients:

Odds Ratio
(IC95%)
TEMPS/TRACTAMENT | 0 (Control) 1 (Basal)
28 16.8 (0.88-319.9)
48 30.0 (1.64-548.2)
104 1.22 (0.03-58.2)

Interpretacio: En aquest cas veiem que el grup de les 48 setmanes esta associat a la
presencia de fissures respecte el grup control.
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Profunda: En aquest cas tampoc €s poc realitzar 1’analisi ja que gairebé totes les
observacions son zeros.

2 Index de rugositat

Els resultats no ens mostren diferéncies significatives en les mitjanes dels grups
tractats respecte als controls.

Veiem uns grafics descriptius per que puguem veure que esta passant:

900

800 A

700 1

MITJANA | IC95% RUGOSITAT

600

N= 27 2 8 2
Controls 28 48 104

GRUP

Segons aquest grafic de mitjanes dels grups ja veiem que no hi ha diferéncies
significatives. 1 el seglient grafic de les mitjanes per individu tampoc no permet
observar diferéncies entre els grups.
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3.Mesures bioquimiques

Descriptiva: Primer s’ha considerat per separat el grup de les 48 setmanes i el de les 28
(que només consta d’un individu amb mesures bioquimiques).
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A continuaci6 s’ha considerat el grup de les 28 setmanes junt amb el de les 48
com a un unic grup d’animals amb artrosi respecte al grup control.
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Les primeres grafiques de barres d’error ja ens permeten veure que no es poden
treure conclusions amb els valors d’un cas Unic del grup de 28 setmanes. Per aixo, a
continuacio la taula 7 mostra els valors del grup de les 48 setmanes respecte al de
control i a continuaci6 la taula 8 mostra els valors dels grups de 28 i 48 setmanes en
conjunt, respecte al grup control.
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PARAMETRES BIOQUIMICS

Interval de confianca al 95%
Desviacio per la mitjana

N Mitjana estandard Limit inferior Limit superior

AIGUA control 5 81,1240 4,5106 75,5233 86,7247
48 4 83,3625 6,6255 72,8199 93,9051

Total 9 82,1189 5,2940 78,0496 86,1882

HEX/PT control 5 | 124,9260 60,6528 49,6156 200,2364
48 4 | 103,2750 34,3415 48,6300 157,9200

Total 9 | 115,3033 49,1106 77,5536 153,0530

GLCN/HEX  control 5 48,0760 9,1011 36,7755 59,3765
48 4 38,1450 3,56797 32,4490 43,8410

Total 9 43,6622 8,5800 37,0671 50,2574

GALN/HEX  control 5 51,9240 9,1011 40,6235 63,2245
48 4 61,8550 3,56797 56,1590 67,5510

Total 9 56,3378 8,5800 49,7426 62,9329

QS/PT control 5 3,8980 3,3370 -,2454 8,0414
48 4 2,1825 1,6690 -,4732 4,8382

Total 9 3,1356 2,7258 1,0403 5,2308

DS control 5 23,7820 7,2141 14,8245 32,7395
48 4 48,9550 29,1024 2,6466 95,2634

Total 9 34,9700 22,7958 17,4476 52,4924

Taula 7. Resultats de 1’estudi estadistic dels parametres bioquimics dels grups de 48 setmanes i
control. No hi ha diferéncies significatives entre el grup de 48 setmanes i els controls.

PARAMETRES BIOQUIMICS

Interval de confianca al 95%
per la mitjana
Desviacio Limit
N Mitjana estandard Limit inferior superior

AIGUA 0 5 81,1240 4,5106 75,5233 86,7247
1 5 83,7740 5,8111 76,5585 90,9895

Total 10 82,4490 5,0992 78,8013 86,0967

HEX/PT 0 5 | 124,9260 60,6528 49,6156 200,2364
1 5 99,7560 30,7640 61,5575 137,9545

Total 10 | 112,3410 47,2400 78,5475 146,1345

GLCN/HEX 0 5 48,0760 9,1011 36,7755 59,3765
1 5 37,1300 3,8421 32,3594 41,9006

Total 10 42,6030 8,7553 36,3398 48,8662

GALN/HEX 0 5 51,9240 9,1011 40,6235 63,2245
1 5 62,8700 3,8421 58,0994 67,6406

Total 10 57,3970 8,7553 51,1338 63,6602

QS/PT 0 5 3,8980 3,3370 -,2454 8,0414
1 5 1,8120 1,6660 -,2566 3,8806

Total 10 2,8550 2,7187 ,9101 4,7999

DS 0 5 23,7820 7,2141 14,8245 32,7395
1 5 50,5440 25,4526 18,9404 82,1476

Total 10 37,1630 22,5833 21,0079 53,3181

a. Significacié estadistica (p_valor=0.038)

b. Significacio estadistica (p_valor=0.038)

Taula 8. Resultats de 1’estudi estadistic dels parametres bioquimics dels grups del model
artrosic en conjunt respecte als controls. Les mesures bioquimiques que presenten diferéncies
significatives entre els dos grups son les de la glucosamina i de la galactosamina, que estan
marcades a la taula 8 amb un superindex. El p-valor ens indica si hi ha significaci6 estadistica
(usualment si és menor de 0.05).
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L’abséncia de diferéncia significativa entre les mitjanes es veu reflectit en el fet
de que la mitjana d’un grup estigui inclosa en ’interval de confianga de 1’altre grup.
Llavors hi ha significacié quan cap de les dues mitjanes esta inclosa en I’interval de
confianca de I’altra, com en els grafics de la galactosamina i glucosamina considerant
junts els grups de 28 1 48 setmanes respecte als controls. Com veiem en aquells grafics,
la mitjana de cap dels dos parametres bioquimics esta inclosa en I’interval de confianca
de la mitjana del grup control. A més a més cal tenir en compte que 1’analisi estadistica
té més valor que els grafics, que només séon una descriptiva visual. El nivell de
significaci6 amb el que s’ha treballat és del 5%.

En el cas del dermatan sulfat sembla incomprensible que no hi hagi significacid
ja que la mitjana en el grup control és de 24 i la del grup de 48 setmanes és practicament
de 50 a la taula 7. El problema esta en la gran variabilitat que hi ha a les dades (p.e la
desviacid estandard del grup de les 48 setmanes ¢s de gairebé 30). Després d’agrupar el
cas de les 28 setmanes amb els de les 48 setmanes, la desviacid estandard disminueix
lleugerament sense que I’estudi d’aquest parametre assoleixi significacid estadistica. Si
volguéssim detectar diferéncies entre aquestes dues mitjanes amb un error del 5% i una
poténcia del 90% necessitariem una mostra de 15 bens en cada grup. En el cas el cas del
valor de I’hexosamina en relacio al pes total, per detectar diferéncies entre les mitjanes
observades hauriem necessitat 125 individus PER GRUP.

Una altra solucié per no haver de treballar amb valors de mostra tant elevats
seria buscar variables “confusores” que poguessin explicar part de la variabilitat que hi
ha a les dades. En el nostre cas no disposem de més variables. Possiblement haguessin
fet falta répliques de les mesures.
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Discussiod

La capacitat regenerativa del cartilag hiali esta modulada per 1’activitat
proliferativa i metabolica dels condrocits orientada a restaurar la integritat del teixit
després de les agressions. D’altra banda, la intensitat dels diferents factors lesionals és
determinant d’aquesta resposta. Els estudis poden abordar des de perspectives molt
variades aquesta resposta pero €s important realitzar una sintesi que tingui en compte els
principals aspectes d’aquesta reparacio.

En aquesta linia, I’estudi morfologic qualitatiu en el nostre model va permetre la
valoraci6 de la distribucié de les categories representatives de la reparacid del cartilag.
A continuaci6 vam quantificar d’una banda, la resposta a 1’agressio dels elements histics
del cartilag hiali articular (cel-lules, clusters, matriu) i els que provenien dels teixits
adjacents (vasos); d’altra banda vam quantificar la persisténcia de necrosi i fissures i
I’aparici6 de fibrocartilag en substitucio del cartilag hiali. Posteriorment vam analitzar
la rugositat de la linia osteocondral. Finalment 1’estudi bioquimic va aportar la mesura
de proteoglicans i aigua del teixit cartilaginds.

I- ASPECTES MORFOLOGICS DE LA LESIO EXPERIMENTAL DEL
CARTILAG ARTICULAR

Estudis previs sobre models d’artrosi animal creant lesions de gruix parcial
(Calandruccio 1962) refereixen, com en el nostre, la preseéncia de necrosi cel-lular
adjacent a la zona de lesid, augment de la cel-lularitat a la capa superficial, proliferacio
de teixit fibros des de la base de la lesi6 quan es penetra 1’os subcondral, formaci6 de
clusters 1 invasi6 vascular a la base del cartilag. En canvi, refereixen també¢ la formacio
de nou cartilag hiali i la reparaci6 completa espontania dels defectes creats, que en el
nostre estudi no s’han produit, probablement perque 1’estudi citat es va fer amb animals
immadurs.

Lu (2000), en un model experimental d’artrosi amb lesions de gruix parcial del
cartilag en bens, observa microscopicament que immediatament després de crear les
lesions la superficie apareix rugosa sense fissures. A les 24 setmanes, la superficie
seguia essent rugosa perdo amb moltes fissures i clusters al voltant dels defectes creats
experimentalment.

Altres estudis de models experimentals d’artrosi per alteracié de les forces de
carrega (Reimann 1973) mostren resultats semblants amb 1’aparici6 de fibril-lacio
superficial, fissures, preséncia de clusters que indiquen la proliferacié de condrocits
(Hulth 1970) i invasid de vasos des de 1’os subcondral.

El contacte entre les dues superficies articulars in vivo determina que els
esglaons que pot presentar la superficie cartilaginosa després de crear-hi la lesio
s’arrodoneixin amb el temps, produint un fenomen que la literatura anomena “cartilage
flow” (Ghadially 1974). Es de suposar que aquest fenomen s’ha produit en el teixit que
hem estudiat perque presentava vores arrodonides en els llocs on persistia una lesio
creada en el cartilag, perd no hem observat esglaons en la superficie excepte on havia
aparegut una fissura.
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La cel-lularitat del cartilag sa del be resulta ser major (5% de cel-lules) que al
cartilag huma (2% de cellules) (Poole 2001). Tot i aquesta diferéncia, el model
experimental ens permet fer comparacions entre els diferents grups de 1’estudi amb una
progressiéo temporal de la malaltia articular ja que utilitzem grups dels mateixos
animals. En canvi, no podem comparar els resultats dels grups en estudi amb les dades
del cartilag huma.

Stockwell (1971) compara la cel-lularitat del cartilag a diferents espécies de
mamifers 1 conclou que, en general, el cartilag de les espécies amb animals petits t€ una
major cel-lularitat que els de les espécies més grans. Entre ’home i el be troba doncs
una major cel-lularitat en el be respecte a I’home en una proporcid entre 1,361 3,75 a 1.
Un estudi previ del mateix autor (1967) troba una densitat cel-lular en el cartilag huma
de 10 cél-lules per 0,22mm?* en I’estudi histologic. En el mateix treball es refereix una
relacid entre massa cel-lular i massa organica total de I’1 al 10%.

Mankin (1971) observa un augment de la cel-lularitat i mesura el grau de lesid
del cartilag amb una escala histologica. Les variacions en la cel-lularitat observada entre
els diferents graus d’artrosi no resulten ser significatives.

Colwell (2001) demostra en humans in vivo que després d’un insult mecanic, els
condrocits entren en apoptosi i la densitat cel-lular del teixit disminueix al voltant de la
lesio. El mateix fet s’observa en estudis in vitro (Patwari 2001, D’Lima 2001b) que
sotmeten el teixit cartilaginds a carregues excessives. La lesio directa dels condrocits i
I’efecte indirecte a través de la lesio de la matriu extracel-lular mediada per citoquines
ho poden explicar (Scully 2001). Aixi doncs, les nostres observacions de necrosi
cel-lular 1 clivelles al voltant de les arees de la superficie articular sotmeses al
traumatisme experimental, coincideixen amb els estudis en animals d’experimentaci6 i
en humans. Aquest fet ja el refereix Carlson (1957) a un estudi amb conills 1 Solchaga
(1996) a un estudi experimental sobre cartilag de bens orientat a trobar un sistema de
regeneracid del teixit. També Ghadially (1977) refereix la preséncia de fissures i
fibril-laci6 superficial a conseqiiéncia de canvis regressius i degeneratius del teixit
després de la lesio inicial. L’orientacid paral-lela de les fibres de col-lagen a la
superficie articular amb interaccions febles entre elles pot ampliar les fissures produides
durant I’evoluci6 de la degeneraci6 del cartilag. Aquest trencament pot augmentar degut
a I’augment de tensio a les fibres produit per I’increment del contingut d’aigua del
teixit. Perd en baixar a capes més profundes del cartilag aquestes forces d’interaccio
entre fibres augmenten i limiten la progressio de les fissures (Broom 1984).

La inclusié del material histologic en material plastic per a la seva seccid
provoca menys artefactes, com ara el trencament del teixit entre zones de diferent
resisténcia, que la inclusi6 en parafina (Kaar 1998). Malgrat aixo, no podem descartar
que el nostre material presentés alguns artefactes produits durant la preparacio del
material i que cal diferenciar de les fissures, en particular quan es tracta de trencaments
horitzontals a la interfase entre el cartilag calcificat i no calcificat (Meachim 1980).

Al voltant de les arees necrotiques i de les clivelles €és on s’aprecien en el nostre
material més clusters de condrocits. L’existéncia de mecanismes reguladors del
metabolisme dels condrocits sensibles a canvis de pressi0 (mecanismes de
mecanotransduccid) (Salter 2001) podria explicar aquesta proliferacié cel-lular per
donar lloc als clusters.
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En un estudi de Meachim (1963) en conills i amb un model experimental
semblant al nostre, refereix 1’aparicid de clusters de condrocits a gairebé tots els animals
després de 6 setmanes a les zones transicional i radial. Aquest augment de cel-lularitat
produit per divisidé mitotica dels condrocits (Hulth 1970) representa un intent de
reparacio de la lesio per part del teixit. Jackson (2001), treballant amb cabres i creant
una lesio fins a I’os subcondral refereix 1’aparicid de clusters a les 48 hores de la creacid
de la lesi6é augmentant fins a la setmana.

Matyas (1995) refereix una disminucid inicial de la densitat cel-lular del cartilag
i un augment moderat del nombre de clusters en el procés degeneratiu observat
experimentalment a un model ovi per meniscectomia.

L’estudi de Shahgaldi (1991) sobre un model d’artrosi utilitzant els condils
femorals de 19 cabres descriu 1’aparicié d’un teixit fibros a la superficie articular que
degenerava als 6-12 mesos, probablement per manca de resisténcia mecanica. Lu (2000)
descriu, en un model semblant amb bens, 1’aparicié d’un teixit fibrés a les 12 setmanes
que mostra caracteristiques de fibrocartilag a les 24 setmanes.

L’estudi amb microscopi optic de la tidemark en el nostre material mostra un
augment del nombre de linies que la configuren en els casos artrosics respecte als grups
control aixi com una discontinuitat variable de les linies. Meachim (1984) coincideix
amb aquesta observacio i atribueix aquest fenomen a una reactivacié de la calcificacio
de la capa del cartilag calcificat i una progressi6 d’aquesta capa vers a la superficie
articular. L’augment de la vascularitzacié a la capa calcificada del cartilag artrosic
recolzaria aquesta hipotesi per la necessitat d’aportar ions calci per aquest procés.

ANALISI QUALITATIVA

L’estudi morfologic de les mostres s’ha realitzat utilitzant només les variables
categoriques que s’han considerat importants en cada grup perqué aportaven informacio
addicional a I’obtinguda amb els altres métodes. En relacid a 1’estudi histomorfomeétric
que posa I’accent en el percentatge de cadascun dels elements histologic presents a cada
grup, I’estudi qualitatiu ha permes identificar directament els teixits necrosats o la
preséncia del fibrocartilag i la distribucio de tots els elements histics. D’altra banda, i
comparant amb 1’estudi bioquimic, la safranina O ens permet observar la distribucio6
dels PG a les zones pericel-lular i interterritorial de les capes superficial i profunda.

Els anells metacromatics que apareixen al voltant de les cél-lules es poden
interpretar com una prova de sintesi de GAG sulfatats (Meachim 1963). En aquest
sentit, hem utilitzat la valoraci6 qualitativa de la tinci6 amb Safranina O en les mostres
histologiques.

En els controls, la tinci6 de safranina O mostra un patré difus a la superficie del
cartilag articular. A la zona profunda, el patr6 de tincié pericel-lular predomina sobre el
patrd interterritorial a la zona calcificada o és difas a la zona radial (taula 3). Aquests
patrons de normalitat seran molt Utils per comparar-los amb el comportament en els
casos de 28 i 48 setmanes d’evolucid i permetran correlacionar les observacions
anteriors amb les troballes bioquimiques.
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A les 28 setmanes la cel-lularitat individual no augmenta a la superficie del
cartilag, esta disminuida quan existeix necrosi perd augmenta quan s’associa a la
presencia de fibrocartilag, en particular en el cas del defecte total. La reaccio de clusters
compensara aquesta disminuci6é de cel-lularitat. La matriu superficial manté la tincio
pericel-lular al voltant de condrocits 1 clusters; en canvi, I’edema o el teixit
fibrocartilaginds s’associen a una disminucidé de la tincid interterritorial. A la part
profunda hi ha només augment de cel-lules al defecte profund o al fibrocartilag i la
matriu manté el patrd dels controls, excepte al defecte profund que presenta nombrosos
vasos al seu voltant i s’associa amb discontinuitat de la tidemark (taula 4).

A les 48 setmanes la cellularitat superficial només esta augmentada al
fibrocartilag o augmenta a expenses dels clusters a la resta del cartilag superficial. La
matriu manté el patr6 de tinci6 pericel-lular intensa en particular al voltant dels clusters,
excepte a les zones de fibrocartilag. I a la part profunda les c¢l-lules de vegades formen
clusters perd només augmenten al fibrocartilag, com a la superficie, i la matriu manté el
mateix patrd dels grups anteriors excepte al fibrocartilag. Aqui també s’observa
neovascularitzacid associada a teixit de reparacié fibrocartilaginds amb discontinuitat de
la tidemark.

L’estudi quantitatiu no va discriminar les lesions de necrosi o de reparacié6 amb
teixit fibrocartilaginds quan no eren molt extenses perd les observacions amb el
microscopi optic van permetre interpretar les variacions de cel-lularitat, d’intensitat de
tincid i de la quantitat de matriu, de neovascularitzacio i de la tidemark que inicialment
no semblaven relacionades amb els dos parametres anteriors.

En aquest estudi les variables categoriques mostren que el procés reparatiu
continua activament a la superficie del cartilag hiali fins a les 48 setmanes implicant un
augment de cel-lularitat a expenses dels clusters en les zones de cartilag hiali, amb un
patré de tincid pericel-lular intensa en particular al voltant dels clusters. Perd aquesta
reparacid no ¢€s efectiva en el sentit que augmenta la necrosi i1 persisteix el teixit
fibrocartilaginds associat a la neovascularitzacié amb discontinuitat de la tidemark al
mateix nivell. El desequilibri existent entre el procés reparatiu i el procés destructiu es
tradueix en un aprimament progressiu del cartilag articular que inclis arriba a
desapar¢ixer de forma focal en el grup de les 104 setmanes.

ANALISI QUANTITATIVA

L’estudi que presentem es basa en experiments realitzats en 15 animals dividits
en 4 grups. Encara que seria desitjable disposar d’una mostra més extensa per a 1’estudi,
podem trobar articles publicats en revistes de prestigi (Jackson 2001) que es basen en
mostres d’'una mida similar. De fet, I’estudi esmentat no ofereix cap analisi quantitativa
ni estadistica. Els grups en estudi no eren homogenis i comprenien generalment 3
animals excepte un grup de 2 i un altre de 4.

Ja hem esmentat unes restriccions a I’estudi histomorfomeétric com la limitacio
d’aquest a defectes parcials del cartilag amb exclusi6 de lesions profundes que afectin el
limit osteocondral. D’altra banda, hem de considerar que la seleccio de les mostres ha
estat limitada també per la necessitat de fer altres estudis i pot oferir una imatge
incompleta de la superficie lesionada; i finalment, aquesta limitacio de les mostres
impedeix 1’estudi del gruix total del cartilag. Per obviar aquests inconvenients, 1’estudi
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s’ha realitzat tant del punt de vista morfometric com morfologic, dividint el cartilag
arbitrariament en dues zones, superficial i profunda. Degut a I’aprimament del cartilag,
en alguns casos generalment més evolucionats (de 48 o més setmanes), era impossible
definir el limit de les dues zones, ra6 per la qual es van avaluar amb certa superposicio
en el seu limit.

L’augment de cel-lules individuals de les mostres lesionades respecte a les
mostres de cartilag sa no és estadisticament significatiu a nivell superficial a cap grup.
A nivell profund només és significatiu I’augment en el grup de 48 setmanes. Tanmateix,
la cel-lularitat total augmenta significativament respecte als controls en la superficie del
cartilag en els grups de 28 i 48 setmanes a expenses de 1’augment dels clusters, que
mostren augments significatius en tots els grups. D’altra banda, en la capa profunda del
cartilag, només en el grup de 48 setmanes augmenta significativament la cel-lularitat
total. Aquestes dades suggereixen una resposta més activa a la superficie del cartilag
lesionat.

La presencia de necrosi era ocasionalment dificil de valorar, en particular quan
es tractava de necrosi de condrocits aillats o quan es superposava a la matriu
cartilaginosa. En cap cas era significativa estadisticament a nivell superficial ni profund
malgrat ser present als grups de 28 i1 48 setmanes a la superficie. L’afectacio
excepcional de la zona profunda recolza 1’adequacio de la mostra estudiada al model
d’artrosi precog.

La preséncia de fissures augmenta superficialment fins les 48 setmanes assolint
significacio estadistica en aquest grup. Posteriorment estan tant disminuides que no es
poden detectar quantitativament i només ho poden ser a ’estudi histologic. Aquesta
afectacid superficial, tot i que excepcionalment s’extén a la zona profunda, ¢és la que
podiem esperar en el nostre model d’artrosi precog.

L’aparici6é de vasos a la capa de cartilag calcificat als nostres controls és una
troballa excepcional. En canvi, estan presents en el cartilag lesionat i augmenta la seva
preseéncia fins a les 48 setmanes. L’increment ocasional del seu nombre a la capa
superficial a les 28 setmanes en relacié al grup de 48 setmanes probablement és degut a
la disminuci6 considerable, en algun cas, del gruix del cartilag després de crear la lesio,
o en d’altres casos a la proximitat d’un defecte total. Encara que s’ha intentat crear una
lesio semblant a tots els animals, a nivell microscopic no podem assolir aquest grau de
precisio en la creacid del model experimental. Tot i I’evident augment d’aquest
parametre en els grups de 28 i1 48 setmanes, les xifres a la capa profunda només arriben
a ser significatives estadisticament al grup de 48 setmanes probablement per I’excessiva
variabilitat entre les mostres de diferents animals. Tanmateix 1’exclusio de les zones que
presentaven un defecte total pot no haver estat suficient per anular la seva influencia en
la quantificacid. Curiosament, a les 104 setmanes la preséncia de vasos disminueix i
aquest fet es podria atribuir a I’avang de 1’os subcondral.

La quantificaci6 de la matriu cartilaginosa disminueix progressivament tant a
nivell superficial com profund fins a les 48 setmanes. Aquesta disminucid es pot
interpretar com relativa i esta influida per les fissures i la cel-lularitat total superficials
principalment amb una participacié menor de la necrosi o el fibrocartilag; i en les capes
profundes pot ésser fins a cert punt influenciada per la preséncia de vasos i fibrocartilag.
La disminucid relativa de la matriu és significativa tant a la capa superficial com a la
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profunda a les 48 setmanes. Tanmateix, I’edema que apareix a la superficie del cartilag
podria emmascarar una reduccié de la matriu funcional des del punt de vista biomecanic
més accentuada que el que reflecteixen les dades quantitatives.

Globalment, la disminuci6 del gruix del cartilag €s més aparent en 1’estudi
histologic del grup de les 48 setmanes, com ja s’ha comentat préviament, indicant una
disminucié absoluta de la matriu. Inicialment, ens vam plantejar ’interés d’avaluar el
gruix del cartilag. Aquest estudi suposa [’aplicacid de teécniques estereologiques
complexes fora del nostre abast; d’altra banda requereix un nombre de seccions
histologiques del que no disposavem per ser representatiu de la totalitat.

En la imatge histologica, el fibrocartilag mostra variacions tant de la cel-lularitat
com de la matriu que ofereixen un ventall d’imatges de transicié entre els teixits
cartilaginds 1 conjuntiu. L’estudi quantitatiu no discrimina lesions molt evidents al
microscopi optic. Com en el cas de la necrosi, la preséncia de teixit fibrocartilaginos
només va ser detectada en I’estudi quantitatiu quan era abundant. Els casos amb més
fibrocartilag son també els que presenten un major augment de la cel-lularitat individual
1 una disminuci6 més acusada de la matriu (casos 595 i 487 a les 28 setmanes i 606 i
611 a les 48 setmanes). Les zones superficial 1 profunda estan afectades en els mateixos
casos 1 s’observa la discontinuitat de la tidemark que s’associa a una neovascularitzacio,
la qual cosa suggereix que es tracta d’un defecte que afecta la totalitat del cartilag
articular.

Dins del nostre model d’artrosi, per tant, la resposta cel-lular aparentment no ¢€s
capa¢ de compensar el defecte provocat per 1’agressié experimental; no es regenera ad
integrum el teixit cartilaginds en els defectes superficials 1, en les zones que presenten
defectes profunds, la neovascularitzacié tendeix a evolucionar cap a 1’ossificacio i, als
casos més evolucionats, es pot produir I’exposicid d’os subcondral a la superficie
articular. Per aquesta rad, els casos de 104 setmanes d’evolucid, que presenten imatges
de defectes semblants a 1’eburnitzacid, probablement corresponen a una fase d’artrosi
avancada i no es poden incloure en el nostre model d’artrosi precog.

INDEX DE RUGOSITAT

El cartilag sa resisteix bé la compressido perd no les forces de cizallament
(Tomatsu 1992). Amb el procés degeneratiu sembla logic pensar que augmenta la
fragilitat del teixit i per tant la seva susceptibilitat a les lesions per cizallament. En el
cartilag artrosic s’ha descrit un augment del nombre de linies de la tidemark 1 un
augment de la seva irregularitat que s’ha relacionat amb un intent d’augmentar la
superficie de contacte entre les capes radial i calcificada quan el teixit ja no fa la seva
funcié d’esmorteir carregues; 1’excés de forces rebudes podria trencar la uni6 de les
dues capes (Bullough 1983, Lane 1977, Meachim 1984, Miiller-Gerbl 1987).

Miiller-Gerbl (1987) atribueix a la gran ondulaci6 de la ftidemark 1 la linia
osteocondral la responsabilitat en la gran variacidé que es pot produir en les mesures de
les seves longituds respecte a la linia recta. En canvi, segons I’autor, la mesura del gruix
entre les dues linies, que és la capa de cartilag calcificada, dona uns resultats amb
menys variabilitat i millor reproductibilitat.
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En el cartilag, la calcificacid6 és un procés actiu que es produeix de forma
fisiologica (Bullough 1983). Per tant si canvien les forces que actuen a una articulacio
podem pensar que aquest procés també es veura afectat. En un model animal previ esta
descrit un “...augment del gruix de la zona de calcificacid sota el cartilag. En comptes
de la seva forma regular i aprimada, I’area de calcificaci6 es va eixamplar, fusionant-se
amb les trabécules de sota que apareixien irregulars i engruixides” (Trias 1961).

En el nostre material va resultar ser molt dificil mesurar la tidemark perque
estava generalment desdoblada, la qual cosa plantejava la qiiestio de quina linia utilitzar
1, a més a més, era sovint discontinua. Per aixo varem decidir estudiar la irregularitat de
la linia osteocondral amb la hipotesi que es veuria un augment de la seva irregularitat en
el teixit lesionat del nostre model.

El parametre que hem anomenat index de rugositat representa la irregularitat de
la linia osteocondral, és a dir, de la uni6 entre el cartilag calcificat i I’os subcondral.
Teshima (1999) observa un augment de la irregularitat de 1’os subcondral a zones de
carrega en caps femorals sans, obtinguts de pacients intervinguts per fractures del coll
femoral, respecte a zones de menys carrega dels mateixos caps femorals. Els nostres
resultats, fent servir un sistema de calcul diferent, no mostren diferéncies
estadisticament significatives entre el grup control i la resta de grups. Tampoc s’han
demostrat diferéncies significatives entre els individus dels diferents grups en el nostre
model. Aquesta troballa sembla indicar que no hi ha una diferéncia entre les carregues
suportades en cap cas a nivell profund i per tant que el nostre model suggereix
I’existencia de lesions superficials compatibles amb una artrosi precog.

II - ASPECTES BIOQUIMICS DE LA LESIO EXPERIMENTAL DEL
CARTILAG ARTICULAR

Els estudis de Mankin (1962, 1971) han posat les bases dels parametres a
estudiar des del punt de vista bioquimic a la valoracid6 de D’artrosi. La relacio de
I’hexosamina respecte al pes total (Hex/PT) es un indicador del contingut en
glicosaminoglicans (GAG) totals i1 per tant de la quantitat total de proteoglicans (PG)
(Mankin 1971). El nivell d’hexosamina augmenta amb la severitat de I’artrosi fins
arribar a un punt en que disminueix potser perque la sintesi de PG ja no compensa el seu
catabolisme.

Els nostres resultats bioquimics mostren un alt grau de variacio entre les
diferents mostres, variacions que es produeixen també en alguns estudis entre mostres
del mateix teixit (von der Mark 1992), i que dificulten 1’obtencié de conclusions
quantitatives generals. Com ja hem comentat préviament, les mesures de les 28
setmanes corresponen a un sol cas i per tant no es poden treure conclusions valides
quant a la seva significacid estadistica aillada. En conseqiiéncia, hem afegit 1’estudi dels
casos del model d’artrosi en conjunt per valorar la seva significacio front als controls.

El contingut d’aigua augmenta inicialment a les 28 setmanes per disminuir a les
48, pero es manté sempre per sobre del valor dels casos control. Els estudis previs
mostren també que el cartilag artrosic presenta un augment del seu contingut d’aigua i
un augment de la permeabilitat que alteren les propietats mecaniques del teixit
(Armstrong 1982, Brocklehurst 1984, Venn 1977). L’augment d’aigua fa que el teixit
sigui més tou (cf. grau I de la condromalacia segons Outerbridge). La desorganitzacio
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de la xarxa col-lagena permet una hiperhidratacié dels PG que poden tenir un volum
més gran que en el cartilag sa (Maroudas 1977). I la mateixa desorganitzacié permet un
flux més rapid de la fase liquida amb els canvis de carrega a través del teixit.

El nivell d’hexosamina en relaci6 al pes total disminueix al teixit lesionat en els
nostres resultats indicant una disminucio del contingut total de GAG. La literatura ho
confirma amb nombrosos estudis (Ehrlich 1980, Mankin 1981, Maroudas 1977, Radin
1978, Venn 1977). Aquest fet ’observa Mankin (1971) a uns estudis realitzats amb
cartilag de caps femorals obtinguts de pacients amb fractures del cap de fémur, i aquesta
disminuci6 de PG s’acompanya d’un augment de 1’activitat metabolica dels condrocits,
indicant que en el cartilag artrosic es produeix un augment del catabolisme. Per explicar
aquesta disminuci6 en el contingut de PG també cal tenir en compte algunes dades que
ofereix la literatura (Mankin 1997):

1. Els PG del cartilag artrosic son més facilment extraibles que en el
cartilag sa.

2. La proporcio de PG del cartilag artrosic que formen agregats és menor
respecte al cartilag sa.

Aquestes dades indicarien la possibilitat d’una fuita de PG fora del teixit en el
cartilag artrosic. I podem confirmar-ho clinicament per la deteccié de nivells elevats de
PG 1 anticossos antiagreca en el liquid sinovial de pacients amb artrosi (Karopoulos
1996).

Els resultats de 1’estudi bioquimic de les mostres de cartilag lesionat en el nostre
estudi indiquen un augment del nivell de galactosamina en relacié al contingut total
d’hexosamines respecte als controls. La galactosamina, que indica el nivell de
condroitin sulfat, mostra la mateixa evolucié que altres estudis (Heinegard 1987,
McDevitt 1976 i1 1977, von der Mark 1990). En canvi, la quantitat de glucosamina en
relaci6 a les hexosamines totals esta disminuida respecte als valors control. Aquest
parametre indica el nivell de queratan sulfat i mostra una evolucié paral-lela a les
mesures del queratan sulfat respecte al pes total, que disminueix en les mostres del
cartilag lesionat.

Només quan es consideren conjuntament els grups de 28 i 48 setmanes en el
nostre model d’artrosi experimental, les mesures de galactosamina i glucosamina
mostren diferéncies estadisticament significatives en els genolls lesionats respecte al
grup control.

Els PG més petits contenen preferentment queratan sulfat i son els que es perden
més rapidament en el procés degeneratiu del cartilag i en els models experimentals
d’artrosi per lesi6 superficial (Bayliss 1983).

En el cartilag artrosic se sap que augmenta la concentracié de condroitin sulfat
(sobretot gracies al 4-sulfat de condroitina) i disminueix la concentracié de queratan

sulfat. S’han donat diverses explicacions a aquest fet (Mankin 1997):

1. Els condrocits del cartilag artrosic sintetitzen PG que es troben més
freqiientment al cartilag immadur.
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2. Podria ser que existis una degradacié asimeétrica de la porciod del PG que
pot atacar selectivament la zona d’uni6 a I’hialuronat o la regié que conté
el queratan sulfat.

3. Existeixen dues poblacions de PG: una rica en condroitin sulfat i 1’altra
rica en queratan sulfat. Si es lesiona la xarxa col-lagena, tal com passa a
I’artrosi, els PG petits, per tant més rics en queratan sulfat, es podran
perdre amb més facilitat que els grans.

L’augment de dermatan sulfat en els cartilags lesionats en el nostre model indica
un augment de la concentraci6 dels PG de baix pes molecular, concretament biglica i
decorina, que es consideren molécules reguladores. Little (1996) relaciona aquest
augment, en el cas concret del biglica, amb 1’organitzacié de la matriu pericel-lular i la
proteccié mecanica que aquesta pot aportar a la cél-lula en un teixit lesionat en el qual
han variat les distribucions de les carregues. Witsch-Prehm (1992) considera que la
decorina podria augmentar la resisténcia biomecanica del teixit cartilaginds mitjangant
una combinacid d’interaccions entre GAG 1 entre el col-lagen i la proteina central
d’aquesta moléecula.

La concentraci6 de dermatan sulfat augmenta cap els 15-25 anys al cartilag
articular huma i disminueix cap els 55 anys. Aquest augment i posterior disminucid del
contingut de dermatan sulfat es podria correlacionar amb les taxes de deposicid i
manteniment de la xarxa de fibres de col-lagen (Sampaio 1988). L’augment observat en
el model animal d’artrosi recolza la idea que al cartilag artrosic es produeixen canvis
propis del cartilag immadur.

Perd no totes aquestes diferéncies a nivell bioquimic son estadisticament
significatives segons el nostre estudi estadistic. Un dels problemes principals ¢s la
variabilitat de les mesures obtingudes. Aixo pot ser degut a la propia técnica d’obtencio
de les mesures bioquimiques que esta afectada per una certa variabilitat (Mankin 1971) i
a factors propis dels animals. La mobilitat activa de 1’animal afecta el contingut en PG
del cartilag (Ghosh 1990, Kiviranta 1988) i com que no es va controlar aquest factor
assegurant que els animals recorreguessin les mateixes distancies aquest pot ser un
factor que influeix en el resultat. De tota manera, és un factor molt dificil
d’estandarditzar si considerem que caldria un control diari de cadascun dels animals al
llarg dels quatre anys que ha durat I’estudi. Un altre factor propi de cada animal son les
caracteristiques propies de cada individu. Aquest factor només es podria superar
augmentant la quantitat d’animals de cada grup, cosa que €s bastant dificil perque les
institucions que controlen els estudis realitzats amb animals limiten al maxim el nombre
d’animals dedicats a cada estudi. Un factor relacionat amb 1’animal i amb la técnica del
model experimental que hem estudiat ¢és la propia lesio creada per nosaltres al cartilag
articular. Aquesta lesi6 s’ha intentat fer igual a tots els animals, pero hi pot haver hagut
variacions importants en el procediment quirirgic general (artrotomia i exposicio de
I’articulacio) i en la creaci6 de la lesid que s’ha fet amb una fresa perod sense utilitzar
una guia o suport que permeti crear una lesi6 exactament igual a tots els animals.
Finalment, la propia naturalesa de la malaltia que estudiem ¢és la d’un procés
degeneratiu focal (Mankin 1971). Aixo vol dir que, a ’artrosi idiopatica, podem trobar a
la mateixa articulacié zones amb una lesié molt important del cartilag al costat d’altres
practicament normals.
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Els esfor¢os d’investigacié en la patologia articular s’han centrat en els darrers
anys en la busca d’una técnica que permeti la reparacio del cartilag articular lesionat.
Inicialment, la substitucid protésica d’una articulacié va suposar un canvi radical en el
tractament de la malaltia degenerativa articular. Pero els seus resultats han estat sempre
limitats en el temps 1 per aix0 s’esta intentant reparar el teixit cartilaginds original o
aconseguir un teixit biologic en lloc de substituir-lo per un teixit inert. Aixo ha donat
lloc al desenvolupament de moltes técniques per intentar la reparacid o regeneracio del
cartilag articular lesionat. Malgrat I’opini6 d’alguns autors (Buckwalter 1999a) sobre la
necessitat d’avaluar ara 1’aplicacio 1 resultats clinics d’aquestes técniques, cal no tancar
la porta a ’aparicid de noves técniques que permetin arribar a 1’objectiu de millorar els
simptomes i la funci6 articular dels pacients que presenten lesions del cartilag articular
del tipus de I’artrosi precog.
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Conclusions

1- L’artrosi és un procés degeneratiu localitzat dins 1’articulacié en el que
coexisteixen zones de cartilag lesionades amb zones de cartilag sa.

2- Per crear un model experimental d’artrosi precog, la lesio ha de ser superficial
1 no arribar a 1’os subcondral, ja que si fos aixi el model creat seria el d’una artrosi ja
tractada amb perforacions tipus Pridie.

3- La lesié mecanica de la superficie del cartilag articular hiali produeix fissures
de la matriu cartilaginosa adjacent, associades a canvis necrotics cel-lulars, que
comprometen les propietats biomecaniques del teixit.

4- En el nostre model experimental en bens adults, I’agressi6 mecanica indueix
una reacci6 dels condrocits del cartilag articular que mantenen la capacitat de produir
proteoglicans 1 proliferen en un intent, generalment insuficient, de reparar el teixit
lesionat. La proliferacié dels condrocits dona lloc als acumuls anomenats clusters. La
persisténcia de D’activitat metabolica es tradueix a nivell histologic en 1’aparicié de
tinci6 pericel-lular al voltant de condrocits i clusters degut a la preséncia de
proteoglicans amb apeténcia per la tincid6 amb safranina O. Aquestes troballes
s’observen a les capes superficials, mentre que les capes profundes mostren pocs canvis.

5- L’estudi bioquimic mostra també canvis tipics del cartilag artrosic com so6n un
augment del contingut d’aigua, una disminuci6 de la quantitat de glucosaminoglicans de
la matriu, una disminuci6 del queratan sulfat i un augment del condroitin sulfat.

6- Les lesions que afecten unicament les capes superficials del cartilag articular
hiali no es reparen espontaniament; els condrocits responen com al cartilag immadur, és
a dir, amb proliferaci6 i produccié d’algunes molecules com ara dermatan sulfat i
condroitin sulfat. La matriu generada €s inadequada tant des del punt de vista quantitatiu
com qualitatiu.

7- En canvi, les lesions que penetren fins I’os subcondral indueixen I’aparicio
d’un teixit reparatiu fibrocartilaginos, que ocupa la zona del defecte creat gracies a
I’aportacid de cel-lules pluripotencials que arriben a la lesid6 acompanyant els vasos
subcondrals.

8- L’estudi de la irregularitat de la linia osteocondral aporta un nou parametre en
la definici6 dels canvis estructurals microscopics de l’artrosi preco¢ experimental,
encara que no mostra diferéncies significatives entre els individus ni els grups del nostre
model. Aquesta troballa pot atribuir-se a 1’abséncia de repercussi6 de 1’agressio
mecanica a la zona profunda.

105



Conclusions

9- L’escarificacio de la superficie del cartilag articular del genoll en el be
produeix canvis histologics 1 bioquimics tipics de I’artrosi que no guareixen
espontaniament. Als dos anys de produir la lesid6 s’observa una exposicid d’os
subcondral que no permet incloure el grup corresponent dins el model d’artrosi precog.
Aixi doncs, els experiments que utilitzin aquest model per estudiar el tractament de
I’artrosi preco¢ hauran de realitzar-se abans dels dos anys de crear la lesi6 del cartilag
articular.
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