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Estructura y metabolismo del cartilago articular
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RESUMEN

Se hace una revision bibliografica sobre el cartilago articular, haciendo espe-
cial referencia a su estructura y metabolismo.

Aconsejamos para su estudio diversas técnicas, algumas de las cuales han
sido realizadas en nuestro Servicio, como son la microscopia 6ptica y electro-
nica, la autorradiografia y el «scanning» del cartilago articular,

SUMMARY

A review of the literature about some aspects of articular cartilage is made
with special interest on its structure and metabolism. The following techniques
are described : optical and electronical microscopy, radioautography and scanning
electronical microscopy that we hare used in our Departament. '

El cartilago articular constituye un
tinico y diferenciado tejido cuyas carac-
teristicas estructurales, bioquimicas y me-
tabélicas eran hasta hace pocos afios vir-
tualmente desconocidas.

Con la introduccién del microscopio se
establece la verdadera estructura histol6-
gica del tejido, pudiendo comprobar, ya
antes del pasado siglo, que el cartilago
contiene un elevado porcentaje celular
(KoLLIKER, 1853; LEmpy, 1849), una pe-
culiar respuesta a los colorantes (HUNTER,

1743), sin existencia de linfa, sangre o
nervios (PAGET, 1853) y sin casi poder de
regeneracién (LEIDY, 1849). El caracter po-
lianiénico de sus formaciones hizo dificil
aplicar colorantes histolégicos normales y
llevar a cabo estudios metabdlicos. La com-
plejidad de sus componentes imposibilito
su separacion e identificacién por medio
de técnicas histologicas normales asi como
la degradacién por métodos quimicos. La
insolubilidad en el agua de la fraccién del
colageno, asi como la marcada viscosidad
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y el cardcter hidréfilo de la proteina po-
lisacarida, desalentaria a los pioneros de
la bioquimica del cartilago articular, hasta
los trabajos mas recientes de DziEwia-
TKOWSKI (1954), COLLINS y cols. (1961 y
1965), CHRISTMAN y SouTHWICK (1962),
MankIN (1968), MEacHIM (1969) y FREE-
MAN (1973), entre otros.

Estructura del cartilago articular

Una de las caracteristicas mas particu-
lares del cartilago articular es la prepon-
derancia estructural de los materiales extra-
celulares (BARNETT y Davies, 1961; Da-
VIES, BARNETT, COCHRAN y PALFREY, 1962).
La mayor parte de la masa celular corres-
ponde a formaciones proteinicas macromo-
leculares. Otros autores han efectuado un
recuento celular o determinaciones del
DNA, pudiendo comprobar las conside-
rables variaciones dependientes de las es-
pecies, del lugar anatémico, de la técnica
de estudio y de la edad del animal.

Los estudios experimentales en el co-
nejo adulto sobre el recuento celular, arroja
cifras de 2 x 10° células/mm?3, cifra con-
siderablemente mucho menor que la den-
sidad celular de otros tejidos.

Las investigaciones realizadas con el
microscopio O6ptico, determinaron cuatro
zonas distintas en el tejido cartilaginoso
adulto, haciendo constar las diferencias no
s6lo en su distribucién sino también en
la morfologia celular dentro de cada zona.
La descripcion clasica de estas zonas ini-
ciada con los trabajos de CorriNs (1949),
promulgada por MANKIN (1968) y admi-
tida por FREEMAN (1973), se muestra es-
quematicamente en la fig. 1, correspon-
diendo a:

1. Zona superficial, tangencial o des-
lizante: Consistente en células aplanadas
o marcadamente ovoideas colocadas proxi-
males a la superficie con el eje celular

.mayor dispuesto en paralelo con respecto

al margen articular. Igualmente hay fibras
colocadas tangencialmente a la superficie.
La parte mas superficial de esta zona ha
sido denominada «superficie laminar» o
«lamina splendensy.

II. Zona intermedia o de transicion:
Las células son gruesas y ovoideas con una
orientaciéon mais o menos desordenada.
Las fibras se encuentran entrelazadas y
plegadas en «malla.

III. Zona profunda o radial: Las
células tienden a ser redondas, pequefias
y basdfilas, colocadas en cortas columnas
irregulares de 4 a 8 células perpendicula-
res a la superficie de la cavidad articular.
Las fibras se encuentran dispuestas en una
malla apretada y son predominantemente
radiales al cartilago articular,

IV. Zona calcificada: Compuesta por
pequefias células irregulares con ntcleos
picnéticos, situadas en espacios lacunares
y rtodeadas por incrustaciones masivas
célcico-apatiticas. Esta {iltima zona, esta
separada de la anterior por una fina y on-
dulada linea azul por los colorantes hema-
toxilina-eosina, designada por CoOLLINS
(1949), y FawNs y LANDELLS (1953), como
«tide mark». La exacta naturaleza de esta
drea baséfila en el margen de la zona de
calcificacién es desconocida pero existen
diversas teorfas que la definen como una
compleja asociaciéon entre la superficie
expuesta a las sales calcicas y un incre-
mento local en la concentracion de muco-
polisacaridos.

Periféricamente, el area articular de la
articulacién sinovial, en donde el cartilago
articular, membrana sinovial junto con la
unién de la cépsula articular y el periostio,
ha sido llamada «zona marginal de transi-
cién» (FREEMAN, 1973).

El cartilago en animales maduros es
totalmente avascular, aneural y alinfitico
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(BarnETT, DAVIES y McConnNaLL, 1961).
Contrariamente en animales inmaduros la
presencia de canales en el cartilago induce
a pensar en su ocupacién por vasos san-
guineos procedentes del nucleo epifisario
que proporcionan poca, si alguna, materia
nutritiva a los condrocitos.

En el cartilago articular procedente del
condilo femoral del hombre se ha podido
comprobar que la zona I ocupa alrededor
del 5-10 por 100, las zonas II y III entre
el 4045 por 100 y la zona IV el 5-10 por
100 del espesor total del cartilago. Estos
valores son aproximados y existen conside-
rables diferencias con el correspondiente
al de otras articulaciones.

La superficie del cartilago articular no
estd recubierta por pericondrio en anima-
les adultos y tampoco tiene una capa sino-
vial o se ve una reflexion de la misma
(MEAcHIM, GHADIALLY y CoLLINs, 1965;
SILBERBERG, 1968; WEIss, ROSEMBERG y
HerrFeT, 1968). Los estudios con el micros-
copio electrénico han fracasado al querer
mostrar alguna forma de membrana limi-
trofe (MeAaca™, 1967). Sin embargo, se
ha descrito una zona de fibras colédgenas
apretadas y colocadas tangencialmente que
corren en paralelo y ligeramente subyacen-
tes a la superficie (DAvIES, BARNETT,
CocHRAN y PALFREY, 1962). Esta zona de
la que originalmente se pensé fuera un
cartilaco hialino puro v libre de colieena,
se llam6 «lamina splendens» (BARNETT,
Davies y Mac ConnarLr, 1961). consis-
tente en una malla desordenada de delica-
das fibras de colagena de aproximadamente
350 A de espesor, malla, entre las que
ce encuentran las referidas fibras de 40 a
120 A de diametro. La zona es deficiente
en polisacaridos comparada con zonas mas
profundas (BArLAzs, BLoom y SwanN,
1966; LoEWE. 1965). creyéndose que rea-
liza una funcién protectora.

El examen macroscépico del cartilago
articular svgiere que la superficie es ex-

traordinariamente suave pero con estudios
histolégicos o ultramicroscépicos se apre-
cian hundimientos, depresiones e irregula-
ridades (MEAcHIM, GHADIALLY y COLLINS,

i R
1 ZONA SUPERFICIAL

2 ZONA INYERMEDIA

CARTILAGO
CALCIFICADO

HUESO
SUBCONDRAL

F16. 1. — Representacién esquemadtica de las
zonas del cartilago articular. La flecha indica
la zona de «tide mark».

1965). Estudios mas recientes realizados
por WALKER y cols. (1968 y 1969) usando
el microscopio electrénico demostraron cla-
ramente una zona irregularmente arruga-
da, creyendo estos autores que se trata de
un complejo sistema de lubrificacion de
liquido sinovial atrapado y condensado.
Los trabajos de ARGUELLEs y RENAU
(1975) (figs. 2 y 3), nos muestran a «scan-
ning» microscopia electrénica y confirman,
los estudios realizados por los autores an-
teriormente mencionados, sobre el aspecto
que nos muestra la superficie del cartilago
articular.

Durante mucho tiempo se ha sabido
que el cartilago articular contiene fibras
colagenas, responsables en gran parte de
la rigidez de la estructura {BENNINGHOFF,
1925; Fawns y LanpELLs, 1953). La colo-
cacion de estas fibras colagenas ha sido
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objeto de considerables estudios y especu-
laciones.

Ya en 1925, BENNINGHOFF demostrd
histolégicamente que las fibras colagenas
forman hatillos colocados en arcos. Se
pensé que las fibras estaban ancladas en
la zona de cartilago calcificado para correr
luego verticalmente hacia la superficie a
través de la zona radial, doblando oblicua-
mente en la zona de transicién para seguir
la orientacién tangencial de la capa de des-
lizamiento y luego doblandose de nuevo
perpendicularmente para volver a la zona
calcificada. Se pensaba que los condrocitos
se encontraban entre las ramas de estas
arcadas, colocados en grupos llamados
«condronas». Los arcos de BENNINGHOFF
del cartilago adulto se pueden visualizar

con el microscopio de contraste de fases
(BrRowEr y Hsu, 1969), pensandose que
realizaban un importante papel en la elas-
ticidad de la superficie articular, propor-
cionando un sistema de resistencias de
tensién similar al de un viejo colchén de
muelles,

El cartilago articular humano del adul-
to es de tipo hialino y tiene una matriz
homogénea, «ground glass» y requirién-
dose técnicas especiales para demostrar la
textura fibrosa en la matriz (MAXIMON y
Br.oowm, 1948). Las fibras no han sido facil-
mente visualizadas con los métodos histo-
logicos usuales, probablemente a causa de
las tinciones catiénicas empleadas o por
aquellas que han sido enmascaradas por
sustancias amorfas polisacaridas. Este pro-

I'16. 2. — «Scanning» del cartilago articular de conejo inmaduro (x 925). Seccién sagital del
corte : 4, zona superficial del cartilago. B, zona interior del cartilago. C, limite del corte.
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blema técnico se ha visto solucionado, evi-
tando parcialmente el empleo de estas sus-
tancias amorfas (por ejemplo, con alcali-
dihidro) o por el uso de luz polarizada o
microscopia en contraste de fases.

La microscopia electronica ha confir-
mado la presencia de numerosas fibras,
teniendo muchas de ellas la caracteristica
morfolégica de la colagena. Las fibras de
colagena se presentan en bandas de elec-
trodensidad alineadas transversalmente al
eje axial de las fibras y el patrén formado
por una secuencia consecutiva de bandas
de repeticién, repetidas igualmente a in-
tervalos regulares con una periodicidad de
64 nm. (640 A) a lo largo de la longitud
de la fibra (Bont y MoNTELEONE, 1957).

En el cartilago articular de la rodilla

de algunos adultos las fibras de colagena
miden aproximadamente de 30 a 80 nm. de
diametro (WEIiss, ROSEMBERG y HELFET,
1968). En adicién al tipo usual de bandas
de fibras de colagena, el cartilago articular
del adulto humano, ocasionalmente, con-
tiene colecciones de anchas fibras de cola-
gena de unos 150 nm, o mas de didmetro,
con prominentes bandas periédicas.

Esta especial matriz pericelular es de-
bida a las fibras de coligena tipicas y con-
trasta en textura gion_ las fibras mas gro-
seras de la matriz intercelular que forman
el tamafio y volumen del cartilago ar-
ticular, o R

Con la introduccion del micros’t_:obiy
electrénico, algunos investigadores han de-
mostrado una desorganizacién mayor de

FIG. 3. — «Scanning» de cartilago articular de conejo inmadurq (x.1.350), Zonq superficial
en su vertiente articular (V. 4.) (4), conglomerado de liquido sinovial (B), detritus celular.
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las fibras, virtual ausencia de arcos conti-
nuos y carencia de organizacion de la con-
drona (CamEroN y RoBinson, 1958; Mc-
ConNATLL, 1951; LiTTLE, PiMM y TRUETA,
1958). El didmetro de la fibra y la distancia
entre las adyacentes parecen incrementar
con la profundidad desde la superficie ar-
ticular (Maroupas y Burrouch, 1968).

Se ha postulado que la colocacién de
estas fibras sirve realmente como una im-
portante ayuda para la elasticidad.

Respecto a los condrocitos del cartilago
articular, podemos decir en lineas genera-
les que parecen células del tejido conectivo
al microscopio 6ptico y electrnico. Mor-
fologicamente difieren desde las formas re-
dondas y ovaladas hasta las aplanadas. de-
pendiente de la zona en donde se encuen-
tran. Su tamafio puede oscilar hasta las
20 micras en su didmetro mas largo (BAR-
NETT, Davies y MacConnarrr, 1961).

Su niicleo es a menudo excéntrico,
redondeado y fuertemente baséfilo con los
colorantes hematoxilina-eosina, midiendo
entre 4 v 6 micras de didmetro (MANKIN
y Barow. 1965).

La estructura celular al microscovio
electrénico ha sido extensamente estudiada
en los Gltimos afios, en especial nor Davis
y cole. (1962), SILBERBERG y cols. (1961 v
1964), S1LBERBERG (1968), MEACHIM
(1967), entre otros. Las caracteristicas va-
rian considerablemente, dependiendo de
donde se encuentra la célula, pero la célula
tinica de la zona de transicién muestra un
nicleo excéntricamente situado, a menudo
reniforme o de modo lobulado con uno o
més nucléolos prominentes. La membrana
celular esta bien definida. Generalmente hay
un destacado aparato de Golgi con apre-
tadas laminillas agranulares con dilatacio-
nes, pequeflas vesiculas y vacuolas. En la
zona correspondiente al complejo aparato
de Golgi, existen grandes vacuolas que no
contienen mucho material amorfo asi como

“fibrillas intracelulares. Hay numerosas mi-

tocondrias (SILBERBERG, 1968) y el reticulo
endoplasmico esti bien desarrollado con
numerosas cisternas cuyo contenido tiene
més electrodensidad que el material que las
rodea (SILBERBERG y cols., 1961 y 1964).

Pequefias vesiculas picnéticas estan a
menudo presentes en el citoplasma, parti-
cularmente en la superficie celular (Weits,
RoseEMBERG y HELFET, 1968). Se ven con
frecuencia gotas de lipidos a través del
citoplasma (CorriNs, GHADIALLY y MEa-
cHIM, 1965) y hay numerosas agregaciones
de glucégeno que en algunas células for-
man grandes depésitos. Se han observado
filamentos intracitoplasmaticos vy cuando
estan presentes en nimero excesivo parece
tener correlacién con la degeneracién de
las células (Meacum y Roy, 1967). Se
puede ver ocasionalmente un microttbulo.

La membrana plasmética, aungue bien
definida, es de irregular contorno pero a
diferencia de los osteocitos, no muestra
largos procesos protoplasmaticos en con-
diciones normales. Sin embargo, si se apre-
clan procesos cortos, a modo de huellas
(STLBERBERG, 1968) e imvresiones con un
patrén ondulado, se sueiere gue ha habido
una descarga reciente de contenido vacuo-
lar de la sunerficie (WEtss v cols.. 1968).
Inmediatamente alrededor de la célvla hay
un halo que ha demostrado ser rico en
muconolisacéridos pero pobre en coligeno.

Las caracteristicas
otras zonas pueden diferir considerable-
menie. Las células planas y alargadas de
la zona superficial muestran
menor desarrollado el reticuio
mico con grandes y abundantes cisternas.

de las células en

un tanto
endoplés-

Las mitocondrias son pequefias y el apa-
rato de Golgi forma numerosos siculos
aparentemente aplanados y desprovistos de
material refringente.

En las capas mas profundas, las células
muestran con frecuencia signos de degene-
racién y los filamentos citoplasméticos in-
tracelulares son mas abundantes.
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La muerte de las células se puede ver
en cualquier zona pero es mas frecuente
en las zonas radial y calcificada. En ani-
males adultos, las células de las capas ba-
sales no incorporan citidina *-H, indicador
de sintesis del RNA y sugiriendo que
estin muertas o en fase inerte (MANKIN,
1963).

Una de las areas de mayor confusién
en el pasado ha estado relacionado con la
proliferacién cinética de los condrocitos.
Las figuras mitéticas que se habian obser-
vado en el cartilago articular de los ani-
males jovenes sugiri6 que, por lo menos
durante la fase de sintesis neta de creci-
miento, se produce la reproduccién celular
por los métodos normales (ELLIOTT, 1936;
MAaNKIN, 1962; MANKIN, 1968). Con el cese
de crecimiento en longitud y el cierre de
la epifisis, los condrocitos del cartilago ar-
ticular adoptan una apariencia inerte, no
comprobandose figuras mitéticas en el car-
tilago articular normal de animales adul-
tos; bajo estados de tensién anormal, como
es el dafio lacerativo (MANKIN, 1962 vy
1968), o la ligera compresiéon (CRELIN y
SoutHWICK, 1960 y 1964), las figuras mi-
toticas se ven ocasionalmente pero en el
cartilago articular normal humano del
adulto no hay evidencia de actividad de
mitosis en los condrocitos. A medida que
el animal envejece, las células del cartilago
se presentan con un nucléolo irregularmente
formado, creyendo algunos autores que
presentaban evidencia de una divisién por
amitosis (MANKIN, 1963).

Este misterioso proceso se consideraba
como una importante caracteristica en el
metabolismo del cartilago al envejecer, a
pesar de diversas incontingencias en su teo-
ria basica cuando se revisé a la luz del
moderno conocimiento genético (MANKIN,
1963).

Los estudios de incorporacién de timi-
dina y las determinaciones citofotométricas
en el cartilago articular adulto han fraca-

sado al querer demostrar evidencia en la
sintesis del DNA. Estos experimentos deben
sugerir que la divisién por amitosis no ocu-
rre y no hay compensacion entre la muerte
de las células normales y la atriccién sufri-
da con la edad. Tal concepto debe predecir
que la cantidad de células en el cartilago
articular decreceria con la edad y esto se ha
demostrado que es cierto en conejos (Man-
KIN, 1963) y ganado vacuno (ROSENTHAL,
Bowik y WAGONER, 1941). Estudios simila-
res con material humano han indicado, sin
embargo, que hay poca o ninguna disminu-
cion en la cantidad de células, aun en eda-
des avanzadas (MEACHIM y COLLINS, 1962 ;
STOCKWELL, 1967). Estos estudios son to-
davia inexplicables,

Deberia sefialarse que, al contrario que
en otras células de otros tejidos, tales como
cerebro o misculo, el condrocito del car-
tilago articular parece que en la madurez
desconecte el contacto que existe con la
sintesis del DNA en vez de romperlo (MaN-
KIN, 1970). Asi, bajo indicaciones como
son la acromegalia, la ligera compresion
continua, la osteoartritis, la célula del car-
tilago es capaz de volver a un estado con-
droblastico y presentar la divisién por
mitosis. Los resultados de tal actividad han
sido en cierto modo contrariantes, pues
la respuesta es limitada y parece insu-
ficiente para reparar los defectos lacera-
tivos en la superficie (MANKIN, 1970), o
regenerar el cartilago destruido por la
osteoartritis u otros procesos patolégicos.

Nutricion del cartilago articular

La fuente de los materiales nutritivos
para el cartilago articular ha sido uno de
los mayores rompecabezas relacionado con
este tejido. Dado que el tejido es avascu-
lar, se ha pensado que la mayoria de los
materiales nutricios se difunden por la
estructura desde el liquido sinovial que
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bafia la superficie del cartilago, pero la
evidencia de este hecho fue divulgada por
VircHOW (1863), motivando opiniones di-
vergentes. En 1920, STRANGEWAYs demos-
tr6 que la tinica fuente de nutricién del
cartilago articular era el liquido sinovial
y los trabajos de Corrins (1965), llegaban
a la misma conclusién. Por otro lado, los
estudios de difusién de colorantes de
BrovER, AxkanoOsHI y OrLic (1962), asi
como otros empleando diversos substratos
(MaroupAs, BULLOUGH y SWANSON, 1968),
confirman este punto de vista. Sin embargo,
en los ultimos veinte afios, INGELMARK y
SAAF (1948), Exnorm (1951) y McKIBBEN
y HoipsworTtH (1966), presentaron evi-
dencia experimental de que por lo menos
una porcién de los materiales que entran
en el cartilago articular llegan por difusion
de la zona maés distal del hueso y de la
placa epifisaria. En una revisiéon general
de estos trabajos realizados en animales
inmaduros, en el que la zona calcificada
no estq bien formada, las capas basales del
cartilago articular estdn particularmente
alimentadas por difusién de mamelones
vasculares del nicleo epifisario, Sin em-
bargo, cuando aparece la zona de «tide
marky, la deposicién de sales de apatita
en la zona calcificada, deben de limitar
considerablemente este tipo de difusién,
siendo el pensamiento actual respecto a
este problema, que es muy poca, si alguna,
la nutricién que cruza del hueso basilar
después de alcanzarse la madurez.

Composiciéon quimica del cartilago articular

Una de las caracteristicas del cartilago
articular es su estado de hiperhidratacion.
Las diversas valoraciones del contenido
acuoso en el cartilago oscilan entre el 65
por 100 y el 85 por 100. La mayor parte
de este agua estd en forma de gel en com-
binacién con los mucopolisacaridos, pu-

diendo ser extraida bien por desecacion
o calentamiento (al contrario que en el
hueso, en el que el alto porcentaje de agua
esta estrechamente ligado a las fibras de
colagena o al cristal calcico). La concen-
tracién disminuye muy ligeramente con la
edad pero parece estar incrementada en
el cartilago de las articulaciones con osteo-
condritis (LINN y Sokororfr, 1965; Bo-
LLET, 1967; BOLLET y NANCE, 1966).

Algunos estudios han sugerido que el
comportamiento elastico del cartilago ar-
ticular depende en gran parte del conte-
nido en agua (ELMORE, SOKOLOFF, NORRIS,
CarMEcI, 1963; SokoLOFF, 1963), pero
estas conclusiones pueden ser considerable-
mente modificadas por la presencia de ca-
tiones bivalentes o trivalentes (SOKOLOFF,
1963).

La concentracién de electrolitos es esen-
cialmente la misma que la que encontramos
en los liquides intracelular y extracelular
de los tejidos (EichELBERGER, AKENSON y
Roma, 1958; MiLEs y EICHELBERGER,
1964), con dos excepciones: las concen-
traciones del sulfato, tanto libre como liga-
do, son extraordinariamente altas ( ANDER-
soN, LupowiEc, HARPER y ENCLEMAN,
1964; Ma~kIN y LippiELLo, 1969; SMITH,
PEeTERs vy SERAFINI-FRAcASSINI, 1967),
como se puede adelantar a la vista de la
concentracion del polisacarido sulfatado;
y hay un incremento en la concentracién
de sodio que sirve como el principal ca-
tiéon de la estructura polianiénica. Los es-
tudios de MAROUDAS y cols, (1968a, 1968b
y 1969) han indicado que los electrolitos
atraviesan la estructura del cartilago rapi-
damente pero el coeficiente de difusion es
aproximadamente del 40 por 100 del de
una soluciéon acuosa. La velocidad de di-
fusion es igual en el cartilago fresco que
en tejido obtenido de autopsia, indicando
éste que el proceso es mds pasivo que de-
pendiente de la actividad celular, De acuer-
do con experimentos adicionales, la di-
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fusiéon depende primariamente de la carga
de densidad fijada y la fijacién del medio
liquido. Las moléculas no lo atraviesan tan
rapidamente y la glucosa tiene un coe-
ficiente de difusién aproximadamente del
30 por 100 del de una solucién acuosa.
Los colorantes catiénicos atraviesan més
rapidamente que los anidénicos indicando
la afinidad por la estructura polianiénica
y la importancia de predecir la velocidad
de difusién (KanToR y ScHUBERT, 1957).

Mas del 50 por 100 del peso en seco del
cartilago articular y alrededor de un 90
por 100 del contenido de proteina esta en
forma de colageno. A pesar de los repe-
tidos intentos de separar esta molécula qui-
micamente de la proteina polisacarida ha
llevado siempre al fracaso en producir un
colageno puro (MILLER, VANDERKORST y
SOKOLOFF, 1969; SCHUBERT, 1964).

Se ha demostrado que la mayor parte
del colageno del cartilago articular es in-
soluble en el agua o 4cido diluido y sélo
se puede extraer del 1 por 100 al 2 por
100 en soluciones 5-molar de guanidina
hidroclérica. La composicién aminoacida
parece ser idéntica a la de otros colagenos
aunque una reciente aportaciéon de MILLER,
VANDERKORST y SOKOLOFF (1969), sugie-
ren una mayor cantidad de hidroxilina.
MATHEWS (1965), indica que hay una com-
pleja interaccion de acidos mucopolisaca-
ridos y colageno que es bastante estable y
probablemente asociada con una cadena de
interacciones entre los condroitinsulfatos y
las fibras de colagena. La estabilidad del
complejo parece depender de fuerzas elec-
trostaticas e incrementa con €l aumento en
longitud de la cadena polisacarida.

La distribucion y tamafio de las fibras
de coldgena varian segiin el nivel estudia-
do. En algunas areas se han visto frag-
mentos desagrupados, menores y mas so-
lubles con el microscopio electrénico y que
consideran algunos autores que representan
fragmentos tropocolagenos (CAMERON y Ro-

BINSON, 1958). La mayoria de las fibras,
considerablemente mayores, varian entre
los 250 A a mas de 900 A de anchura,
mostrando una agrupada y periédica mues-
tra de colageno nativo (SILBERBERG, 1968).

La mayor parte de los componentes s6-
lidos organicos del cartilago articular, son
las proteinas polisacaridas. El nucleo pro-
teinico varia considerablemente en tamaiio
y composicién: aminoécida, pero la unidad
basica se presume que sea de unos 4.000 .
de largo con 60 cadenas laterales de po-
lisacaridos (MUIR, 1964; ScHUBERT y Ha-
MERMAN, 1968).

Los estudios de SCHUBERT y cols. (1964
y 1968) han demostrado que las proteinas
polisacaridas son heterogéneas y pueden
ser separadas por ultracentrifugacién en
dos grupos principales, con propiedades
fisicas y quimicas diferentes (PP-L vy
PP-H).

La molécula de PP-L ha sido subdivi-
dida en una serie de materiales de caracte-
risticas ligeramente variadas. La molécula
polisacarida consiste en una cadena de
unidades repetidas de glicosaminglicanos
(GAG), siendo esta expresion la preferida
por algunos autores por ser la mas des-
criptiva.

El nimero de unidades sacaridas en
una macromolécula puede ocilar entre 50
y 50.000 (ScHUBERT, 1964). En el carti-
lago articular s6lo se han encontrado tres
de las muchas unidades GAG y éstas son:
— Condroitin-4 sulfato (N-acetil-galacto-
samina con SO,= en la posicion 4-carbon
y dcido glucordnico).

— Condroitin-6 sulfato (N-acetil-glucosa-
mina con SO,= en la posiciéon 6-carbon y
acido glucordnico).

— Sulfato de queratina (N-acetil-glucosa-
mina con SO,= en la posicion 6-carbon y
galactosa). '

" La larga cadena de moléculas polisaca-
ridas estd unida al centro proteinico por
un enlace O-glucésido-serina y la unién se
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piensa que esta formada por un glucoronil-
galactosil-galactosil-xilisil serina (RODEN,
1968; HELTING y RODEN, 1968).

Las proteinas polisacaridas no estan
distribuidas difusamente por el cartilago
sino que se encuentran en altas concentra-
ciones rodeando las células, «areas perila-
gunares o zonas territorialesy (LOEWE,
1965; BARLAND, JANIS y SANDSON, 1966;
STOCKWELL y ScoT, 1967). La concentra-
cién decrece en la porcién mas superficial
de la zona deslizante y es también signifi-
cativamente menor en las regiones inter-
territoriales, excepto el sulfato de queratina
que esta primordialmente localizado en di-
chas zonas. El mas preponderante en el
cartilago articular: el condroitin-6 sulfato.
La concentracién de condroitin-4 sulfato
se incrementa en tejidos embrionarios pero
disminuye rapidamente en el periodo post-
natal y puede bajar lentamente en edades
avanzadas,

El sulfato de queratina se presenta en
concentraciones muy bajas en el cartilago
joven (KueN y LEPPELMANN, 1958) pero
lentamente aumenta con la edad y cuenta
con un pequeiio porcentaje de GAG (Hor-
FMAN y MasHBURN, 1967), al contrario
que el cartilago costal en donde hay un
rapido y progresivo crecimiento del sul-
fato de queratina con la edad (KaPLAN y
MEYER, 1959).

Las proteinas saciridas tienen un cier-
to nimero de propiedades fisicas y qui-
micas consideradas como importantes para
la elasticidad de la superficie articular vy
probablemente ayudan a proporcionar
agua para la lubrificacion de la superficie.
Estas propiedades estin relacionadas con
la viscosidad, la capacidad de fijacién del
agua y el carcter polielectrolitico de esta
compleja macromolécula.

Como indicdbamos anteriormente, la
proteina polisacarida estd intimamente uni-
da al colageno y puede servir para dirigir
y mantener la posicién espacial de la pro-

teina fibrosa y posiblemente prevenir la
calcificaciéon (HOWEL y cols., 1969).

Otra propiedad conferida al cartilago
articular por los polisacaridos es la de la
coloracién metacromatica (QUINTARELLI,
1968; Spicer, Horn y LEpI, 1967). Tin-
ciones como el azul de alcian, azul de to-
lluidina, celeste A, violeta cristal y otros,
sirven de cationes a la proteina poliani6-
nica polisacarida.

Pequefios cristales de la tincién poli-
merizan en una situacién espacial dictada
por la situacién de los sulfatos disponibles
y con una concentracién y colocacién cri-
ticas que cambiaran el espectro de la luz
transmitida del color ortocromatico al co-
lor metacromatico. Este fenomeno es se-
lectivamente para los polisacaridos y pue-
de usarse como un indicador de la concen-
tracién y distribucién de este material
dentro del cartilago (Spicer, Horn y LE-
P1, 1967).

Otros materiales organicos se encuen-
tran en pequefias cantidades en el cartilago
articular. Entre ellos se incluyen el acido
sidlico, probablemente en forma de sialo-
proteina y seguidamente en combinacion
con los complejos proteinicos polisacaridos
(HERRING, 1968). En adicion a CoLLINS
y cols., (1965) y GHADIALLY y cols. (1965),
describieron lipidos en las células y en la
estructura del cartilago humano, detecta-
bles por los colorantes especificos solubles
en las grasas. La concentracién es muy
baja, siendo desconocida la exacta natu-
raleza y siendo menor al 4 por 100 del
peso del cartilago mojado (STOCKWELL,
1967). o
También se han descrito enzimas én e
cartilago articular como veremos en su
metabolismo, '

Metabolismo del cartilago articular

Hasta hace aproximadamente 20 afios
se sabia poco del metabolismo del cartilago
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articular. Los primeros estudios se refe-
rian a medidas de la actividad respira-
toria, sugiriendo que el cartilago tenia
una baja proporcién metabolica (Bywa-
TERS, 1937). Posteriormente aportaciones
a estos datos sefalaron que la proporcién
por unidad de masa era realmente baja
pero a causa de la esparcida poblacion ce-
lular era considerablemente més alta qu:>
la encontrada en otros tejidos (DIcKENS
WEIL-NALHERBE, 1936).

Diversos estudios sobre la glicolisis en
tejidos cartilaginosos han demostrado la
presencia de la mayoria de los enzimas
glicoliticos en grandes cantidades (KranE,
Parsons y Kuniv, 1967; LuTwak-MANN,
1940).

El cartilago articular ha demostrado
ser relativamente tolerante a altas concen-
traciones de cianuro potisico (MANKIN
y ORrric, 1964), solo afectando minima-
mente, por cortos periodos de privacién
de oxigeno pero muy sensiblemente al mo-
noiodoacetato.

Estos datos referidos, mas el descubri-
miento de una alta concentraciéon de acido
lactico sugirié que la muestra metabélica
es consistente con el caracter avascular
del tejido y que €l camino anaerobio esta
bastante bien definido.

Recientes estudios de KRANE, PARSONS
y KuNIN (1967) en el cartilago epifisario,
demostraron que este tejido tiene un bajo
consumo de oxigeno, una alta produccion
anaerobia de lactato y cardcter anaerobio
al componente lactico-deshidrogenasa, Aun-
que estos datos se aplican a un tipo de
cartilago diferente, parece que el cartilago
articular tiene un modelo similar.

Los primeros investigadores adelanta-
ron la perspectiva de que las células del
cartilago estaban inertes y que ocurria
poca actividad sintética. Hace casi 20 afios,
estudios con radiosulfato, indicaban sor-
prendentemente una rapida actividad por
lo menos de uno de los componentes de la

estructura. Estos estudios han sido am-
pliados por bastantes investigadores, en-
tre los que nos incluimos,

El condrocito, como muchas de las
células del tejido conectivo, soporta mal-
tiples procesos y actividades sintéticas.
Se ha demostrado que hay por lo menos
tres tipos de actividad sintética mantenida
por el condrocito, siendo realizadas estas
funciones por una misma unidad celular
y que todas ellas ocurren simultaneamente
en periodos muy cortos de tiempo (CamMPO
y DziEwiaTkowskl, 1962; STROMINGER,
1964). Las tres funciones incluyen la sin-
tesis de la proteina polisacarida y cola-
geno, la sintesis del polisacarido (y su po-
limerizacién) y finalmente la sulfatacion
del polisacarido.

La sintesis de la proteina del protein-
polisacarido y el coldgeno, parece coinci-
dir con el plan «standard» de la genética
molecular. El mensaje es llevado desde &'
DNA nuclear al ribosoma por el mensa-
jero RNA; los aminoacidos llevados por
S-RNA estin reunidos en el ribosoma en
cadenas de colageno o moléculas proteini-
cas; la unidad proteinica completada es
vertida al exterior. Estudios empleando
puromicina, potente inhibidor de la sin-
tesis proteinica (que actda interfiriendo
la condensacién amino-acil-S-RNA), han
demostrado una completa inhibicién de
incorporacién de aminoicido en la célula
en un corto periodo de tiempo (ADMSON,
GLEASON y ANAsT, 1964). Cuando la acti-
nomicina-D, inhibidor del mensajero RNA,
es presentado al tejido in vitro, la activi-
dad sintética continiia sin aparente deca-
dencia, aproximadamente seis horas y lue-
go cesa (el espacio de seis horas es com-
patible con la vida del mensajero RNA
en otros tejidos).

Todos estos estudios soportarian la va-
lidez del concepto de que por lo menos
esa porcién de la actividad sintética de la
célula destinada a la sintesis de la proteina
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se produce por un camino genético «stan-
dard». ‘

Un segundo proceso complejo sintético,
realizado por la célula, es el de la sintesis
y polimerizacion de los polisacaridos. La
formacién de esta macromolécula se realiza
a través de unos complejos estadios en lo
que una molécula de glucosa estd vincula-
da al difosfatouridina (UDP) y a través
de los muchos caminos enzimaticos se con-
vierte en difosfato de uridina N-acetil-ga-
lactosamina.

El 4cido glucorénico esta sintetizado
a través de la glucosa por un sistema simi-
lar, usando también UDP y los dos azu-
cares estan unidos por un eslabén de éter
para formar la primera unidad del dimero
glucosaminglicano del polimero.

Se ha encontrado una cantidad de en-
zimas asociadas con estos procesos com-
plejos e incluyen difosfokinasa-nucledsi-
do, UDP glucosa-pirofosforilasa, UDP glu-
cosa-deshidrogenasa y una variedad de
transferasas e isomerasas (STROMINGER,
1964).

La tercera actividad es la de sulfata-
cién que es la adicién de un sulfato a los
lugares apropiados del polisacarido. El
método es bastante diferente al de los otros
dos " procesos sintéticos y envuelve una
combinacién de ATP y sulfato libre para
formar 3-fosfoadenosin 5-fosfosulfato, co-
nocido como «sulfato activo» (D’ABRAMO
y LipMANN, 1957; PASTERNAK, 1960). Una
molécula de sulfato de esta materia de
alta energia se encuentra vinculada a la
molécula de N-acetilgalactosamina en la
posicion C, 6 C; (STROMINGER, 1964).

Como indicamos anteriormente, hici-
mos referencia de que existe evidencia para
sugerir que toda la molécula de la proteina
polisacarida estd sintetizada casi simultd-
neamente por la célula (Dorrman, 1964).
Puede haber algin retraso en la sulfata-
cién temporalmente (GopMAN y LANE,
1964; PErRLMAN, TESLER y DORFMAN,

1964), pero recientes estudios bioquimicos
sugieren que éste es minimo.

Los estudios con microscopio electré-
nico de GopMAN y LANE (1964) demostra-
ron autorradiograficamente que el radio-
sulfato estd ligado y concentrado en las
vesiculas yuxtanucleares del aparato de
Golgi del condrocito, a los tres minutos
de la presentacién en la célula.

Una de las técnicas mas utiles para
la determinacién cuantitativa de la activi-
dad metabolica del tejido, consiste en uti-
lizar trazadores isotépicos especificos para
los productos macromoleculares de sinte-
sis. De este modo, la velocidad de sintesis
y degradacion puede ser determinada por
la sintesis proteinica experimentalmente,
por destello espectrométrico del cartilago
marcado con glicina-H* (MANKIN y OR-
Lic, 1964); los polisacaridos se pueden
estudiar similarmente después de su expo-
sicion al radio-sulfato o acetato marcado
C'* o glucosamina C'. »

Se han realizado varios experimentos
de este tipo demostrando que:

— Las velocidades de sintesis son rapidas
y lineales con el tiempo.

— Son mas rapidas en animales inmadu-
ros pero después de la decadencia inicial
se mantiene constante a pesar de la edad.
— Estan inhibidos por el cortisol (MaN-
KIN y CONGER, 1966a y 1966b), asi como
una serie de antimetabélicos.

— Estan moderadamente incrementados
por un corto periodo de tiempo por dafno
lacerativo.

— Son méas rapidos en cartilago de articu-
laciones osteoartriticas,

Estudios de degradacién de la superfi-
cie articular han demostrado que, una vez
incorporados, ambos, glicina-H* (DE Luca
y GILBER, 1968) y SO* tiene una rapida
velocidad de desaparicién con una vida
media en el cartilago articular de animales
adultos de unos ocho dias. Estudios recien-
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tes han demostrado que estos datos descri-
ben el comportamiento metabélico de una
«fraccion rapida» de la proteina polisa-
carida y que es mayor que un cuarto del
contenido total de este material en el car-
tilago articular (MANKIN y LIPPIELLO,
1969). Esto sugeriria que la velocidad de
degradacion del tejido es extraordinaria-
mente rapida y lejos en exceso de lo que
se puede considerar como necesario para
compensar la normal atriccién. La rapidez
de ambas velocidades de sintesis y degra-
dacién de un tejido que probablemente
experimenta sélo una minima pérdida
atriccional, sugiere la presencia de un
sistema activo de reformacion.

Durante muchos afios se ha sabido, se
ha conocido que existen ciertos enzimas
que actuan degradando la matriz del car-
tilago articular. La papaina, ha demostra-
do histolégicamente que causaba una pér-
dida de la basofilia y de la metacromasia,
asi como una depleciéon profunda de la
proteina polisacarida a través de analisis
bioquimicos (Tunomas, 1964).

Se supone que esta enzima actia sobre
el nicleo proteinico de la proteina polisa-
carida. También sabemos igualmente que
la vitamina A, a grandes dosis, tiene un
profundo efecto condrolitico, semejante al
observado con la papaina (FELL y DINGLE,
1964). Se pens6 que esto ocurria por acti-
yacién o estimulacién de los lisosomas y
la descarga de sus contenidos proteoliticos
en la matriz.

La hialuronidasa, enzima muy frecuen-
te en muchos tejidos, también provoca la
degradaciéon del cartilago pero probable-
mente actia para dividir la cadena de po-
lisacaridos, dejando el nucleo de la protei-
na intacto (MUIR, 1964).

Los sistemas enzimaticos descritos, su-
gieren un sistema de reformacién capaz de
«dar la vuelta» a una gran fraccién del
cartilago articular relativamente en poco
tiempo (MaNkIN y LipieLro, 1969). La

finalidad de este sistema es todavia desco-
nocido pero una posible explicacion es
que seria necesaria para mantener la alta
afinidad normal por el agua de la proteina
polisacarida (MANKIN, 1970).

Metabolismo del S35

En la investigacién del cartilago arti-
cular han sido utilizados diferentes radio-
isotopos para el estudio de sus diferentes
aspectos de crecimiento, regeneraciéon y
metabolismo. De esta forma, la actividad
reproductora de los condrocitos, la condro-
génesis, ha sido estudiada mediante la
timidina-H* por KemBER (1960), Tonna
y cols. (1961 y 1962), MaNKIN (1962 a y
b; 1963 a y b), MANKIN y OrLIC (1964,
Puic Rosapo (1971) y Garcia PENALvA
(1972).

El metabolismo proteico del condrocito
que es su principal funcién, ha sido estu-
diado mediante la incorporaciéon de amino-
acidos marcados, bien en uno de sus car-
bonos, bien en uno de sus hidrégenos,
como por ejemplo, la glicina-C** (MaNKIN
y CONGER, 1966 a y b) o la glicina-H®.

Un estudio particular es el estudio del
metabolismo de los mucopolisaciridos sul-
fatados mediante la introduccién en el car-
tilago, tanto in vitro como in vivo, del
S* (McELLicor y CoLLiNs, 1960; MEa-
caM y CoLLINs, 1962).

El sulfato S35

Desde 1949, en que la incorporacién
del sulfato marcado con S** en cortes de
tumores y de cartilago fue demostrada por
LAYTON, esta técnica se ha mostrado ex-
celente en el estudio de las sustancias fun-
damentales, en particular la del cartilago
articular.

Posteriormente, diversos autores han
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estudiado y completado esta técnica, de-
mostrando que era la célula activa la que
captaba el S** y lo incorporaba a su meta-
bolismo y, en particular, como en el caso

FIG. 4. — Estratificacién del cartilago articu-
lar, mostrando la incorporacién del $35. El
ennegrecimiento de la pieza indica su incor-
poracién, especialmente en el estrato profundo.
LS, damina splendens». ZS, zona superficial.
ZI, zona intermedia. ZP, zona profunda. CC,
cartilago calcificado. HS, hueso subcondral.

del condrocito, el radioisétopo era captado
e incorporado en la sintesis de las protei-
nas azufradas y mucopolisacaridos sulfa-
tados, especialmente el condroitinsulfato
(LayTon, 1951 y 1952; BosTrRoMm, 1954;
McELricorT y CoLLINS, 1960).

Asi pues, el S** marca selectivamente
los condrocitos vivos, no asi los condro-
citos necroticos ni las vivas de la serie
osteoblastica.

El empleo de otros isétopos (amine-

acidos marcados) para el estudio del me-
tabolismo proteico del condrocito, puede
dar lugar a fuentes de error, Asi, la glici-
na-H?, por ejemplo, es menos especifica
que el S*, ya que una parte de aquélla
entra a formar parte de las purinas del
metabolismo del RNA.

No va a existir aqui el problema de la
emisién beta, en lo que respecta a la im-
presién de la pelicula fotogréafica, aunque
sin embargo, este isétopo tiene el incon-
veniente de poseer un factor de desintegra-
cién por dia bastante alto (f5 = 0°008),
con una vida media de ochenta y siete dias,
lo que hay que tener en cuenta al tiempo
de usarlo en la autorradiografia.

El azufre radiactivo se emplea normal-
mente bajo la forma de sulfato sé6dico
(**SO,Na,). El isétopo S3° tiene caracte-
risticas similares al tritium. Emite radia-
ciones beta negativas de baja energia, aun-
que la energia méixima de radiacion,
0’167 MeV., es algo mayor gue la del tritio.
La energia media de radiacién es de
0°05 MeV., y la penetracién méxima de
la radiacién en agua es de 0°3 milimetros.

El sulfato radiactivo puede ser incor-
porado en el cartilago in vivo o in vitro
sin que por esto ultimo el condrocito pier-
da capacidad de captacién del isétopo,
pues se ha demostrado que incluso hasta
veinticuatro horas después de la muerte
del organismo, las células cartilaginosas
presentan alin gran parte de su capacidad
de sintetizar mucopolisaciridos (MEACHIM
y CoLrrins, 1962).

La medicién del isétopo incorporado
en el cartilago puede hacerse mediante
contaje con un contador Geiger-Miiller
lo que supondria el empleo de técnicas
especiales con la consiguiente destruccién
del cartilago (BosTroM y cols., 1953), o
bien mediante el empleo de las técnicas
autorradiograficas, que si bien no es un
método totalmente cuantitativo, tiene la
ventaja de conservar intacta la preparacién
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histologica y permitir la identificacion to-
pografica del is6topo (figs. 4 y 5) ARGUE-
LLES, 1976).

El autorradiograma ha mostrado que
el cartilago articular normal presenta tres
zonas claramente diferenciadas con dis-
tinta actividad en cuanto a la incorpora-
ciéon del sulfato radiactivo:

1. Las células superficiales presentan
una escasa o nula capacidad de sintesis
del condroitinsulfato.

2. La regién fijadora del sulfato com-
prende la zona situada entre el estrato s
perficial y la zona de cartilago calcificado,
es decir, corresponde aproximadamente
los estratos intermedio y profundo del
cartilago articular. Esta altima regién pre-
senta la maéaxima capacidad de fijacion
del S*.

3. Las células del cartilago calcificado
no tienen actividad para la fijacion del
S?%, por lo que carecen de capacidad de
sintesis del condroitinsulfato.

Todo esto ha sido negado recientemente
por MANKIN y LippiELLO (1969), los cua-
les encuentran que la distribucién del S*°
en el cartilago articular, lo mismo que su
desaparicién (la cuarta parte al cabo de
los ocho dias), estd uniformemente repar-
tido por todo el cartilago.

El is6topo aparece primero en los con-
drocitos y después de dos horas se pre-
senta en la sustancia fundamental y al
cabo de los seis dias sélo se encuentra
en la matriz.

La captacion del S** y por lo tanto la
sintesis de los mucopolisaciridos dismi-
nuye en diversas circunstancias: déficit
vitaminico (hipoavitaminosis A y C), di-
versos agentes antiinflamatorios (acido sa-
licilico, salicilatos, fenilbutazonas), algu-
nos venenos celulares comunes (compues-
tos cianhidricos, yodo-acetato), el calor
excesivo y por la simple inmovilizacion de
una articulacién.

Por el contrario, aumenta la captacion

del S* por parte del cartilago, la accion
de la hormona del crecimiento (STH), hor-
mona tirotrépica e insulina.

La sulfatacion en el condrocito

Por medio de técnicas autorradiogra-
ficas, diversos autores han demostrado en
el cartilago embrionario de la rata que el
radiosulfato es concentrado y almacenado
s6lo en las vesiculas yuxtanucleares del
aparato de Golgi, por secrecién condro-
citica, a los tres minutos de su adminis-
tracién. De esta zona, las vacuolas emigran
periféricamente y se alojan en la subcor-
teza. Sus contenidos sulfatados son enton-
ces descargados a la matriz extracelular.
La marca aparece frecuentemente locali-

F16. 5. — Detalle de la figura 4, correspon-
diente al estrato intermedio y profundo. Gran
actividad del S35,
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zada en un denso contenido de las gran-
des vacuolas. La localizacion del radiosul-
fato no es detectable en otras organelas.
Los granulos metacromaticos hialuronida-
sasensitivos intracelulares se encuentran
principalmente en las células periféricas
rodeandolas, raramente yuxtanucleares al
Golgi.

La captacién en el cartilago articular
del sulfato S°°, ya sea in vivo o in vitro,
es generalmente la consecuencia de la sin-
tesis de los principales sulfomucopolisa-
céaridos, condroitinsulfato A y C.

El radiosulfato es primero concentrado
en los condrocitos en forma de condroi-
tinsulfato (DzIEWIATKOWSKI, 1951).

Este producto es después secretado ha-
cla la matriz extracelular (BELANGER vy
LeBLOND, 1946) como una compleja pro-
teina sulfomucopolisacarida (Campo vy
Dziewiatkowski, 1962). Una teoria acep-
tada es que la sintesis del polisacirido a
través de los intermediarios del nucledtico
uridina, asi como la esterificacion del sul-
fato por transferencia enzimatica de !-
3-fosfoadenosina-5-fosfosulfato al polisa-
carido u oligosacarido-receptores, se pro-
duce intracelularmente. Ni la exacta natu-
raleza del aceptor sulfato, ni el tipo de
unién del mismo, asi como la sulfatacién
es aun conocida.

Ultraestructura de la secreciéon condrocitica

Una vez comenzada la formacién de la
matriz, el amplio aparato de Golgi de los
condroblastos muestra numerosas y gran-
des vesiculas con un denso contenido, Este
es depositado en una extensa area préxima
al niicleo, donde el hipertrofiado aparato
de Golgi constituye un relativo centro cro-
moéfobo de reducida intensidad (GopMAN y
LANE, 1964). Vacuolas de semejante clace
han sido visualizadas periféricamente alre-
dedor de las células y que alcanzando la

periferia se rompen y liberan sus conte-
nidos, dando al perfil de la célula un as-
pecto de indentacién irregular, Pequenas
vesiculas con un contenido menos denso es
también descargado en la superficie celular,
La parte basofila del protoplasma es ocu-
pado por el reticulo-endoplasmico-rugoso
que presenta unas cisternas muy dilatadas.
Son especialmente prominentes los deposi-
tos de glucogeno en las células proliferan-
tes del 4rea central y también en los con-
drocitos hipertroficos de la placa epifisaria.
Se encuentran también unas formaciones
quisticas en el citoplasma de secrecion
condroblastica, delimitados por una doble
membrana, cuyos contenidos son también
arrojados al exterior (GobMAN y LANE,
1964; GopMAN y PORTER, 1960; GODMAN,
1962).

Localizacion del radiosulfato

Entre los trabajos de DZIEWIATKOWSKI
(1951), BELANGER y LEBLOND (1946), Am-
PRINO (1955) y los mas recientes de Gob-
MAN y LANE (1964), se deduce que en todos
los especimenes analizados dentro de las
tres horas y treinta minutos después de
la administracién del radiosulfato, el as-
pecto histologico y el radiograma son
semejantes. El pericondrio y los condro-
blastos proliferativos superficiales presen-
tan pocos granos. La radiactividad aumen-
ta progresivamente, mds evidente en la
zona epifisaria, con intensa actividad de
la zona precolumnar y en la de células
hipertroficas proximales. La proliferacion
de los condrocitos en el centro de la epi-
fisi<. justo a nivel de la zona proximal en
donde los condrocitos vuelven a apilarse
en columnas, se comprueba un contaje su-
perior de granos que en la zona columnar
y en el de células hipertréficas, Los con-
drocitos degenerativos asi como la zona
de células hipertréficas, examinadas vna
hora después de la administracién del iso-
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topo, incorporan relativamente poco sul-
fato, pero donde mayor actividad hay es
en las células del pericondrio.

Sea cual fuere el tiempo tomado des-
pués de los 10 minutos, se comprueba al-
guna variacién en la distribucion de los
granos, dependiente de la categoria de los
condrocitos. Algunas células que estan
mas avanzadas se ha podido comprobar
que la marca estd mas dispersada mientras
que otras células mas retrasadas presentan
granulos concentrados principalmente sobre
las areas centrales del Golgi, lo que in-
dica una asincronia de la funcién entre
los condrocitos de la misma clase.

Precozmente, a los tres minutos de la
exposicién del radiosulfato «in vitro», ya

sea después de un «pulsing» de 90 se-

gundos o después de tres minutos, en un
medio conteniendo S*°0,, el is6topo es
concentrado en el condrocito. Aproxima-
damente el 80 por 100 de los granos
se encuentran en las células comparado
con la matriz adyacente. El 50 por 100 de
los mismos es ya localizable en la region
yuxtanuclear y en el aparato de Golgi, a
través del microscopio electrénico. Este
ha sido el lugar de mayor radiactividad
que progresivamente comienza a disminuir
después de 30 segundos. La mayoria de
estos granos se han encontrado en el com-
ponente vesicular del aparato de Golgi. En
los primeros estadios, los granos han sido
localizados no sélo en las grandes vesiculas
sino también entre las pequefias. Los auto-
rradiogramas tomados de los especimenes,

F16. 6. — Condrocito de cartilago articular, estrato profundo (x 30.780). Intensa actividad
celular, mostrando el aparato de Golgi en sus vacuolas gran afinidad por el isétopo a los
20 minutos de incorporacién.
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en la primera hora del marcaje, demues-
tran que muchos de los granos se colocan
excéntricamente en relacién con el centro
de las vacuolas grandes, pudiéndose com-
probar que la mayor radiactividad se ha
localizado en la periferia de las mismas,
mas que en su interior. En los intervalos
tardios, los granos estdn normalmente cu-
briendo los centros o el denso contenido
de las vacuolas (GopMAN y LaNE, 1964).

Entre la hora y las tres horas y treinta
minutos, intervalo seguido a la inyeccion
del radiosulfato, los granos que cubren los
margenes celulares o la periferia se hacen
especialmente prominentes, constituyendo

b |
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alrededor del 50 por 100 de los granos
contenidos en el condrocito, al cual pare-
cian rodear. Estos también originados a
partir de las vacuolas situadas en la peri-
feria celular o adyacentes a la cortical,
cuyas vacuolas ya fueron descritas por
GobpMAN y PoORTER (1960) y GopmaN (1962)
forman un manto continuo alrededor del
condrocito. Estas, asi como otras vacuolas
destacadas con contenidos densos simila-
res, son dirigidas desde la zona yuxtanu-
clear del Golgi de forma centrifuga. Los
granos que cubren la matriz no parecen
tener una ordenacién especial o selectiva
o relacionada con las fibrillas.

.
v
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F16. 7. — Condrocito de cartilago articular, estrato profundo (x 16.750). Obsérvese la radi-
actividad producida por el S35 a los 20 minutos de incorporacién y 20 minutos de desmarca.
Las glicoproteinas sulfatadas se encuentran vertidas ya al espacio extracelular,
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La aparente ausencia de radiactividad
en la superficie del reticulo endoplasmico
rugoso y los contenidos de las cisternas
parece evidente, sin embargo, los trabajos
de MARTINEZ, ARGUELLES, CERVERA y Go-
MAR SANCHO (1976) (figs. 6 y 7), determi-
nan con autorradiografia de alta resolu-
cién, no sélo la ultraestructura condroci-
tica sino también la biodinamica del S*° y
sus lugares de glicosilacién, demostrando
que la fijacion precoz del radiosulfato no
sé6lo se realiza en el aparato de Golgi sino
también en el sistema reticulo endoplas-
mico rugoso.

\

Transito de la marca

El radiosulfato es captado, transportado
y acumulado en la zona central del aparato
de Golgi en un intervalo de tres minutos.
Aproximadamente el 20 por 100 de los
granos se encuentran ya en la capsula o
en la matriz alrededor de los condrocitos
activos a los tres minutos de la exposicion
del is6topo. A los 30 minutos, y en mayor
grado a los 60 minutos, hay un incremento
en el nimero de los granos en las células
periféricas o en la matriz circundante y
semejante disminucién se produce en el
aparato yuxtanuclear del Golgi. Mas de la
tercera parte de los granos se encuentran
localizados en la matriz a la hora de la
exposicion del radiosulfato y a las quince
horas representa el 50 por 100.

Estos datos muy significativos nos
muestran la dindmica del radiosulfato in-
tracelular, su fijacién precoz y acumula-
cién en las vesiculas del aparato de Golgi,
lo mismo que los movimientos de los
materiales sulfatados desde alli a las célu-
las periféricas donde son descargadas al
espacio extracelular.

Los recientes trabajos de FORTEzA y
colaboradores (1973) empleando aminoaci-
dos y azicares marcados, nos muestran

los lugares de biosintesis y transporte in-
tracelular de las proteinas y glicoproteinas
en los fibroblastos de embrién de pollo. Si
bien para el S** no se ha demostrado una
biodinamica tan detallada como la de es-
tos autores, lo que si es evidente y esta

F1c. 8. — Biodindmica de los aminoacidos

marcados segin el esquema de FORTEZA y co-

laboradores (1973) semejante al del S*°. 1, co-

lagena. 2, membrana. 3, glicoproteinas. 4, apa-

rato de Golgi : Glicosilacién tardia. 5, RER :

Glicosilacién precoz. 6, proteinas ribosémicas.
7, nucléolo. 8, procolagena.

demostrado por la mayoria de los autores
es la localizacion del radioisétopo en el
aparato de Golgi como almacenador del
producto (sulfatacion), (fig. 8).

La matriz del cartilago articular es
marcadamente permeable al ion sulfato
(Campo y DzIEWIATKOWSKI, 1962) que es
rapidamente fijado y acumulado en los
condrocitos. La selectividad permeable de
estas células para captar y retener el sul-
fato permanece todavia oscuro. El proce-
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dimiento del transporte en la membrana
celular requiriendo ATP fue postulado por
WHITEHOUSE y BosTROM en 1962.

Sintesis de los sulfomucopolisacdridos

La sintesis de los sulfomucopolisacari-
dos, actualmente sulfatacion, se produce
casi inmediatamente a la presentacion del
sulfato, siendo la radiactividad del con-
droitinsulfato detectada por los condroci-
tos muy precozmente. Para WHITEHOUSE
y BosTroM (1962) seria a los cinco minu-
tos, mientras que para THORP y DORFMAN
(1963) se produce a los diez iinutos de
la incorporacion.

Esta fraccién del condroitinsulfato in-
tracelular es quimicamente similar a la de
la matriz, pero menos sulfatada. Por otro
lado, el proceso de sulfataciéon actia inde-
pendientemente de la biosintesis de los poli-
sacaridos. La sulfatacion, transformacién
de sulfato activo en adenosin 3’-fosfatc 5’
fosfosulfato en un aceptor, es una reaccioén
catalizada por la fosfosulfakinasa (Suzuki
y STROMINGER, 1960). Los mucopolisacari-
dos, condroitinsulfatos, condroitina, hepa-
rina (ApaMs, 1959) asi como oligo y mono-
sacaridos (SUZUKI y STROMINGER, 1960),
pueden servir de aceptores en los sistemas
-celulares libres, hecho que no es evidente
si la sulfatacién tiene lugar en las células
por esterificacion de unidades mono o
bien oligosacaridas y su consiguiente poli-
merizacién; o por esterificaciéon de unida-
des semejantes que son afadidas a las cade-
nas de sulfomucopolisaciridos; o por es-
terificacion del polimero polisacarido pre-
formado. La evidencia habla a favor de
estas dos tltimas posibilidades (Dogrr-
MAN, 1963), pero no de una forma de-
finitiva.

Se desconoce si todas las uniones se
realizan de la misma forma. Aunque la
mayoria de los autores sefialan la vir-
tual abolicién de la radiactividad por la

hialuronidasa testicular, las observaciones
de GopMAN y LANE (1964) muestran que
una pequeha parte del material marcado
permanece después de la accion de la hia-
luronidasa, de la misma forma que otros
autores sugieren que puede haber un pe-
quefio enzima resistente al residuo del en-
lace sulfatado en las células,

El esquema de la incorporacion del
sulfato marcado a una molécula aceptora
se muestra claramente en los trabajos de

MARTINEZ y cols. (1975).

La autorradiografia
en el estudio del cartilago articular

Desde la dltima década del siglo pa-
sado se han realizado multitud de trabajos
para estudiar la aplicacion biolégica de la
radiactividad y su estudio por métodos
fotograficos.

Una de las primeras autorradiografias
que fueron realizadas intencionadaiuente
por los esposos CURIE en 1896, fue parte
del material que los llevé a descubrir la
radiactividad. Por aquellos afios, HENRI
BECQUEREL, estudiando lo que él creia que
eran fendmenos de fluorescencia, expuso
una pelicula cubierta con un papel negro
bajo un cristal de sulfato de uranilo, com-
probando al revelar la pelicula la silueta
tenue del cristal. La naturaleza del feno-
meno no se comprendié por completo has-
ta que los esposos CURIE demostraran la
existencia de la radiactividad del uranio.
El primer uso sistematico de la autorradio-
grafia fue para buscar la radiactividad de
los minerales (DE HevEsy, 1961).

La primera aplicacién biologica del mé-
todo fue realizada por E. S. LoNDON en el
Instituto Imperial de Medicina Experimen-
tal de San Petersburgo, en 1904 (Boyp,
1955). Ese mismo afio LoNDON publica un
articulo en una revista francesa y otros
dos en revistas rusas, explicando su tra-
bajo y mostrando autorradiografias del
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cuerpo de una rana que habia sido ex-
puesto a las emanaciones del radium,

BELANGER en 1946, describe el método
para localizar los elementos radiactivos en
secciones histologicas de tejidos con una
emulsion fotografica. El método ha sido
empleado por PELc (1947), Doniacy y
colaboradores (1950), Norris y colabora-
dores (1955), JoFTEs (1963) y particular-
mente en nuestro Servicio por Puic Ro-
sapo (1971) y Garcfa PeENaLva (1972)
en trabajos sobre cartilago articular,

A. Definicion y concepto

El término de autorradiografia o radio-
autografia se refiere a cualquier método
por el que la distribucién de la radiactivi-
dad contenida en o sobre un objeto se
reproduce exactamente de tal forma que
puede ser visualizada. El producto de esta
técnica se llama autorradiograma.

Los factores fisiologicos, bioquimicos y
metabélicos determinan la seleccion de! iso-
topo: para estudios del tiroides, yodo radi-
activo; para DNA y estudios de reproduc-
cién celular, timidina tritiada; hierro o
cromo radiactivo para los globulos rojos;
estroncio o calcio para la calcificacion dsea;
azufre radiactivo (S*') para el metabolis-
mo de los sulfomucopolisacaridos, etc.

Los isétopos de baja energia como el
tritium o el carbono 14, que aportan una
resolucién excelente, presentan la dificul-
tad del alcance limitado de sus radiaciones
en el tejido y en la emulsién. En el tejido
su alcance es por lo general tres veces ma-
yor que en la emulsién.

El método de administracién del iso-
topo y el intervalo hasta el sacrificio del
animal vienen determinados por las con-
diciones experimentales en que se trabaja.
Como norma general este intervalo ha de
ser, siempre que sea posible, mas corto
que la vida media del isétopo. Esto es
aplicable también al tiempo que se emplea

en las técnicas histologicas necesarias.

Las técnicas histoldgicas, en general,
son adecuadas para la tincién, con la sal-
vedad de que los reactivos no deben di-
solver los componentes tisulares marcados
con el isétopo.

Los fijadores corrientes son, por lo
general, de uso satisfactorio para la auto-
rradiografia. Si por alguna circunstancia
no lo fueran, se puede usar acetona o se
puede congelar la pieza (HoLT y colabo-
radores, 1951; ARNoLD, 1954).

Si la tincién se hace antes de aplicar
la emulsién y el tejido no se protege con
una capa protectora, el revelado fotografico
subsiguiente decolora la tincién. Si se usan
emisiones de mediana o alta energia, se
puede anadir la capa protectora por in-
mersién de las preparaciones en celoidina
antes de proceder a la aplicacion de la
emulsién, La capa protectora, sella la pre-
paracion e impide que la tincidon se de-
colore al revelar la pieza.

Sin embargo, el tritium es un emisor
tan débil que aun una capa de una micra
reduce enormemente la cantidad de radia-
cion que llega a impresionar la emulsion.
Por esta razéon y porque cualquier capa
interpuesta entre el tejido y la emulsion
reduce la resolucién, es preferible no usar
capa protectora al manejar el tritium. En-
tonces se invierte el orden y se procede
a tenir la preparacién después de haber
revelado y fijado la autorradiografia.

Técnicas autorradiograficas. — Existen
béasicamente cinco técnicas:

1.*  Aposicion. Se trata del primero
y mag simple de los métodos. Se coloca la
pieza en contacto con la pelicula con un
poco de presion y protegido de la luz.
Después de la impresion, la pieza se quita
y la pelicula se revela. Sus inconvenientes
son obvios; es muy dificil conseguir una
correlacién de la radiografia con la pieza
a nivel microscoépico y la resolucién no
es muy buena.
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2.* Montaje. Esta técnica consiste en
montar el corte histolégico sobre un chasis
con emulsién nuclear en vez de hacerlo
sobre un portaobjetos corriente. Tiene la
ventaja de que ambos, corte histologico y
pelicula, permanecen unidos y la desven-
taja de que la pelicula ha de ser revelada
a través de la pieza,

3. «Stripping filmy». Pelicula desple-
gable. Se trata del método empleado en
el presente trabajo. PErc (1947), tuvo la
ingeniosa idea de invertir la técnica de
montaje y adosar la emulsién a la pieza
histologica. Esto se efectia despegando
la emulsion del soporte temporal de cristal
sobre el que viene pegada de fabrica v
flotandola en un bafio de agua. El corte
histologico montado sobre su portaobjetos
se sumerge bajo la pelicula y se saca de
modo que queden superpuestos. Cuando
la emulsién se seca, se adhiere fuertemente
al portaobjetos y al corte ya que al per-
der agua encoge. La resolucidn es excelente
y la imagen radiogrifica retiene su rela-
cién original con la pieza. La tUnica des-
ventaja es la dificultad de aprender la
técnica.

4.* Técnica del pintado. La emulsion
no impresionada se funde y se pinta sobre
los cortes histolégicos con un pincelito.
Sus ventajas son la buena resolucién que
se obtiene y la perfecta aposicién de am-
bas imagenes, radiografica e histologica.
Sus desventajas estriban en la facilidad
con que aparecen burbujas al pintar y en
el diferente espesor de la emulsion (BE-
LANGER y LEBLOND, 1946).

5.2 Técnica de la inmersion. Es la
modificacién mas reciente (ARNOLD, 1954;
JorTEs, 1963). Consiste en la inmersién
del portaobjetos con la preparacién ya
montada en un bafio de la emulsién nu-
clear liquida virgen. Esta técnica elimina
el problema de las burbujas, es rapida
pero requiere la obtencién de capas de
emulsién de espesor constante.
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