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Efecto condroprotector del hialuronato de sodio
en la artrosis experimental en conejos. Valoracion
morfologica y por microscopia electronica de barrido
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Objetivo: Estudiar los efectos del hialuronato de
sodio en la artrosis experimental por
meniscectomia parcial en conejos.

Material y método: Se administré hialuronato de
sodio por via intraarticular a un grupo de conejos
en fase temprana y tardia de la enfermedad, cada
grupo con sus respectivos controles. Se valoraron
los aspectos morfolégicos (macroscépicos y
microscopicos), y se determinaron las
concentraciones relativas de calcio en el cartilago,
linea 6sea subcondral y hueso por microscopia de
barrido.

Resultados: Los grupos de conejos que recibieron
el hialuronato de sodio presentaron una reduccién
entre dos y 5 veces en la extension de la lesion
cartilaginosa, una disminuciéon del tamafo de los
ostreo6fitos y un descenso de los valores relativos
de calcio en el espacio subcondral con respecto al
grupo de conejos que no recibieron tratamiento.
Conclusion: El hialuronato de sodio administrado
por via intrarticular parece capaz de reducir en
estudios de artrosis experimental la extensién y
gravedad de la lesion artrésica en todos los
niveles.
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Chondroprotector effects of hyaluronan
in experimental osteoarthritis. Morphologic
and scanning microscope evaluation

Objective: To study the effects of hyaluronic acid
in experimental osteoarthritis in rabbits by partial
meniscectomy.

Materials and methods: Hyaluronic acid was
administered directly to the articulation in a group
of rabbits in an early phase and at a late phase of
the illness, each group with its respective controls.
The macroscopic and microscopic morphologic
aspects were evaluated. The relative concentration
of calcium in the cartilage, the trademark and the
subchondral bone, were determined by microscopy
scanning.

Results: The groups of rabbits which received
hyaluronan presented smaller extension of the
cartilage damage (between 2 to 5 times less), a
clearly reduction of the osteophitosi and a decrease
of the calcium levels in subchondral plate regions
compared to the rabbits without treatment.
Conclusion: We conclude that the hyaluronic acid
seems to reduce osteorthritis damage in an
experimental model.

Key words: Hyaluronic acid. Experimental
osteoarthritis. Scaning microscopy.

Introduccién

La artrosis es una enfermedad degenerativa de las
articulaciones que se caracteriza por presentar una
degradacién progresiva del cartilago articular, acom-
pafiada de cambios tisulares del hueso y de la sino-
vial?. Esta patologia repercute en forma importante
en nuestra sociedad y es frecuente en la practica
cotidiana del reumatélogo*®. Su tratamiento médico
es controvertido y constituye un problema para el
clinico’.

El tratamiento médico de la artrosis habitualmente
se fundamenta en la combinacién de analgésicos y
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antiinflamatorios no esteroides (AINE), a los que se
une con frecuencia la instilacién de esteroides in-
traarticulares. Desde hace unos afios se vienen em-
pleando los denominados “condroprotectores”, en-
tre los que se encuentran diversos constituyentes
de la sustancia fundamental del cartilago, como es
el condroitin sulfato, y del liquido sinovial, como
es el hialuronato de sodio®%1°.

En condiciones normales, el condrocito sintetiza los
elementos de la sustancia fundamental que la rodea
y mantiene un balance entre la sintesis y la degra-
dacién del tejido cartilaginoso. Diversos factores
son capaces de romper este equilibrio en favor de
un aumento del metabolismo del tejido cartilagino-
so que conduce al inicio de la lesion artrosica'™'.
Los ostedfitos marginales constituyen el segundo
elemento histolégico caracteristico que aparece en
la artrosis. El hueso subcondral de debajo de la le-
sion cartilaginosa reacciona aumentando su densi-
dad, hallazgo que es interpretado por la mayoria
de autores como una reaccién defensiva para in-
tentar detener la progresion de la enfermedad®!'*3.
El hiyaluronato de sodio es un polimero de la fami-
lia de los glucosaminoglicanos, integrante impor-
tante de la matriz extracelular del cartilago hialino.
Su presencia en el liquido sinovial proporciona la
viscosidad que permite a la articulaciéon el movi-
miento, disminuyendo al minimo las fricciones. Su
administracién en forma intraarticular (terapia de
viscosuplementaciéon) en el caso de las artrosis
tiende a mejorar la funcién de la articulacién au-
mentando la viscosidad del liquido sinovial. Algu-
nos autores consideran, ademads, que interviene en
los procesos de reparacion tisular del cartilago arti-
cular retrasando la aparicién de la lesion artrésica.
Se trata de una molécula que ha sido objeto de va-
rios trabajos de investigacién tanto experimentales
como en pacientes. Los resultados obtenidos han
sido variables, pero con un predominio de los po-
sitivos, especialmente en los estudios experimenta-
les. Los efectos benéficos suelen iniciarse entre dos
y 4 semanas a partir de la primera inyeccién, y su
acciéon puede permanecer hasta un ano®"". Aun-
que la mayoria de estudios con hialuronato son ex-
perimentales, los modelos experimentales de artro-
sis en el animal, y especificamente el modelo de la
meniscectomia parcial en el conejo, han demostra-
do reproducir los elementos histoloégicos de mane-
ra similar a los encontrados en el ser humano'#2.
La microscopia electrénica de barrido y la espec-
troscopia de rayos X por dispersiéon de energia mas
conocido como microandlisis, son los métodos em-
pleados desde hace varios afios para analizar
muestras de diferentes materiales, incluyendo teji-
dos biol6gicos. Estas técnicas tienen la capacidad
de detectar y medir la presencia de elementos
como iones y electrélitos que constituyen una frac-
ciéon de masa local del tejido en términos relativos
al mismo microvolumen®. En este sentido, puede

TABIA 1. Distribucién de grupos

Grupo A: tratamiento tardio (12 a 18 semanas)
Grupo B: no tratado, control de A

Grupo C: tratamiento temprano (6 a 12 semanas)
Grupo D: no tratado, control de C

Grupo control: no operado, sin tratamiento

tener un gran valor en el estudio de los cambios
histopatoldégicos de los tejidos de las articulaciones
artrsicas, y muy especialmente en el tejido d6seo
subcondral.

El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos
del hialuronato de sodio por via intraarticular en
un modelo de artrosis experimental en conejos me-
diante parametros macroscépicos, microscopicos y
de microscopia electronica de barrido.

Material y método

Para este experimento se utilizaron 45 conejos
hembras de raza Nueva Zelanda con un peso de
entre 2 a 2,50 kg. Los conejos se mantuvieron en
las mismas condiciones de alimentacién y de me-
dio ambiente, y se dividieron en 4 grupos de 10
animales. A todos ellos se les practicé una artrosis
experimental segtin la técnica descrita por Mosko-
witz et al®. El estudio incluy6 también un grupo de
cinco conejos, no operados y sin tratamiento, que
constituyo el grupo de controles sanos (fig 1).

El modelo de artrosis experimental siguiendo la
técnica de Moskowitz consistio en: después de
anestesiar a los conejos con 1,5 ml de ketamina in-
tramuscular, se procedié a aplicar las medidas de
asepsia y antisepsia. Seguidamente se les practicd
una incisién pararrotuliana interna hasta identificar
los meniscos internos de cada rodilla, y se realizé
la meniscectomia de aproximadamente el 30% del
menisco total. Se suturé por planos y se sometié
a observacién durante el periodo de recuperacion.

Figura 1. Control sano correspondiente a los condilos femorales. Se
aprecia indemnidad de la superficie del cartilago, coloracién blan-
quecina y brillante.
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Los cuatro grupos a los que se les practicé una ar-
trosis experimental fueron denominados grupo A,
tratado tardfamente (entre las 12 y 18 semanas);
grupo B, no tratado (control del grupo A); grupo
C, tratado tempranamente (entre las semanas 6 y
12), y grupo D, no tratado (control del grupo C)
(grafico 1).

Se denominé tratamiento temprano al recibido por
el animal antes de establecerse la lesién artrésica
(a partir de la sexta semana) y tratamiento tardio al
recibido después de la semana 12, cuando la lesién
artrésica estd bien establecida.

El grupo A recibié tratamiento tardio con hialuro-
nato de sodio, Orthosvic® (2.000.000 Da de PM),
300 ul intraarticular una vez por semana, durante
seis semanas desde la duodécima semana de la
meniscectomia hasta la semana 18, cantidad razo-
nable considerando la capacidad y el tamafo de la
articulaciéon. Al grupo C se le administré el mismo
tratamiento desde la sexta hasta la duodécima se-
mana. Los grupos B y D fueron sometidos a la me-
niscectomia, sin recibir tratamiento y representaron
los controles de los grupos A y C, respectivamente
(tabla 1).

Los animales fueron sacrificados por sobredosis in-
tramuscular de ketamina; los grupos Ay B a las 18
semanas, y los grupos Cy D a las 12 semanas.

Estudio macroscépico

Las articulaciones de las rodillas fueron expuestas y
luego se tomo el extremo distal de cada fémur. Se
realiz6 una limpieza de las piezas anatomicas, se
procedi6é a efectuar una valoraciéon de las tlceras
en el cartilago, segin la extensién y la profundi-
dad. Ademads, se valoraron la apariciéon y extensiéon
de los osteéfitos marginales. Las lesiones fueron re-
gistradas y dibujadas por tres observadores a cie-

gas, mediante la transcripcién y representaciéon de
la lesién, en un disefio grafico sobre papel, para
luego ser recortadas y pesadas; de esta manera se
determiné la proporcién relativa del tamafio de la
lesién y se midi6 indirectamente el deterioro de las
capas superficiales con relacion al resto de la pieza
anatémica.

Estudio microscdpico

Las muestras se fijaron en una solucién de formol
al 10% con tampén PBS a un pH de 7,2 durante 10
dias. Luego se descalcificaron con dcido nitrico al
5% hasta obtener una textura lo suficientemente
blanda como para cortar la pieza facilmente. Con
posterioridad se incluyeron en parafina, luego se
procedié a deshidratar con soluciones de alcohol a
concentraciones ascendentes y por ultimo se reali-
zaron cortes de 5 a 7 W de espesor, que fueron
montados en ldminas desparafinadas y rehidrata-
das, las cuales se colorearon con hematoxilina-eo-
sina y se visualizaron en un microscopio Polyvar
Reichert-Jung de alta resoluciéon. En la interpreta-
cién de los hallazgos microscopicos, no se utilizé
ninguna escala de valoracién microscépica porque
consideramos que este método puede reflejar una
alta variabilidad segun el sitio del corte histolégico.
Simplemente se procedi6é a anotar los cambios mi-
croscopicos observados en el tejido cartilaginoso.

Estudio de microscopia electrénica de barrido

Los extremos distales del fémur fueron reducidos
progresivamente con una lima tanto en su region
anterior como en la posterior tratando de preservar
el punto medio hasta un espesor de aproximada-
mente 4 a 5 mm. Se lavaron con agua destilada y
se secaron con aire comprimido para eliminar los

0 6 12 18
Semanas Intervencion Intervencion Inicio del Sacrificio
Grupos Ay B | GruposCyD tratamiento
| |

| ]

Grupo B | |

Grupo [

Grupo D | |

| | Tiempodeespera | - Tiempo de tratamiento |

Grafico 1. Esquema de administra-
cion de tratamiento por grupos.
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residuos contaminantes de tamafio considerable
procedentes de la reduccién de las piezas anatomi-
cas. Luego se sumergieron en acetona durante va-
rias horas y se sometieron durante varios minutos a
ultrasonido para eliminar los restos de menor tama-
fo. Se colocaron en un evaporador de alto vacio
para ser cubiertos con grafito y proceder a la deter-
minacién relativa del calcio mediante un equipo de
espectroscopia de rayos X por dispersiéon de ener-
gla (EDX), marca Kevex modelo Delta-3, acoplado
a un microscopio electrénico de barrido (SEM) mar-
ca Hitachi modelo S-2500. Las zonas analizadas fue-
ron las siguientes: punto medio del cartilago articu-
lar, linea subcondral calcificada y hueso trabecular.
El estudio consiste en emitir un haz de rayos X con-
tra la superficie de la muestra examinada; éste es a
su vez reflejado de forma dispersa, dependiendo de
la constitucién de los elementos del material estu-
diado, pasando posteriormente a través de una ven-
tana de berilio a un detector especial en condicién
de vacio y a baja temperatura con nitrégeno liqui-
do. Los rayos pasan luego a un amplificador de se-
fal, y todo ello es procesado con un analizador
multicanal y con la ayuda de ordenadores.

Resultados

En la tabla 2 se exponen los resultados de la obser-
vacién macroscépica. En todos los pardmetros ana-
lizados, los conejos de los grupos B y D (figs. 4
y 5) presentaron unas lesiones condrales mds ex-
tensas que los de los grupos que recibieron trata-
miento, Ay C (figs. 2 y 3). Esta reduccién de la le-
sién condral en los grupos tratados apoya el efecto
benéfico sobre la lesién artrésica de la administra-
cién del hialuronato de sodio por via intraarticular
tanto en la fase inicial como en la tardia, si bien su
administracién temprana es claramente mds efecti-
va (menor lesién condral en el grupo C respecto al
grupo A).

Obsérvese que los conejos del grupo B (fig. 4),
que permanecieron mds tiempo con la artrosis al
sacrificarse a la semana 18, desarrollaron osteéfitos
de mayor tamafio que los del grupo D (fig. 5), sa-
crificados a la semana 12; estos datos indican que
el tiempo de evolucién de la artrosis es importante
para la aparicion y el tamafio de los ostedfitos. Por
otra parte, la profundidad y extensiéon de la lesién
condral en ambos grupos fue similar (tabla 2).

Figura 2. Grupo A, tratamiento tardio. Lesion ulcerativa de poca pro-
fundidad (flecha) en el centro del condilo interno, rodeada de carti-
lago opaco con fibrilacién superficial.

Figura 3. Grupo C, tratamiento temprano. Se observa ulceracion
poco extensa, superficial, asi como algunas irregularidades dadas
por la fibrilacién superficial (flecha).

Figura 4. Grupo B, control del grupo A. Se observa iilcera extensa y
profunda en el drea del céndilo interno, con exposicion del hueso
subcondral (flecha).

Figura 5. Grupo D, control del grupo C. Se aprecia lesién ulcerativa
mds extensa y profunda, hasta exponer el hueso subcondral (flecha)
y otra lesion adyacente de menor tamaisio de profundidad similar,
ambas rodeadas de cartilago opaco fibrilado.
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TABIA 2. Extension de la lesion cartilaginosa
y la presencia de oste6filos. Observacion
macroscopica

Grupo Lesion Grado (%)
A Superficial 12
Profunda 0,36
Ostedfitos 2,1
B Superficial 27,69
Profunda 2,49
Osteofitos 10,74
C Superficial 8,25
Profunda 0,33
Oste6fitos 2,43
D Superficial 30,6
Profunda 2,4
Osteofitos 45

Finalmente, cabe destacar que el tamafio de los os-
tedfitos fue similar en los conejos de los grupos A
y C, lo que apunta a que las lesiones osteofiticas
presentan una notable tendencia al crecimiento en
las ultimas 18 semanas, tal como sucede también
en el grupo B.

El estudio microscépico en términos generales nos
permitié corroborar la valoracién macroscopica,
objetivando un deterioro importante de la superfi-
cie del cartilago articular, con presencia de solu-
cion de continuidad, fibrilacién superficial y ulcera-
ciones profundas y extensas de claro predominio
en los conejos de los grupos B y D con respecto a
los de los Ay C, que recibieron tratamiento (datos
no expuestos).

El anélisis por microscopia electronica de barrido
evidencié en todos los casos una disminucién del
grosor del cartilago con irregularidad de la superfi-
cie articular (figs. 6-10).

Las concentraciones relativas de calcio en el cartila-
go articular y en el hueso fueron similares en todos
los grupos de conejos analizados y similares al gru-
po control sano (sin menisectomia). Sin embargo,
los valores de calcio relativo en el hueso subcon-
dral fueron significativamente mds altos en los gru-
pos B (47,28%) y D (49,41%) que en los grupos A
(28,52%) y C (39,21%), tratados con hialuronato s6-
dico. En estos dos ultimos grupos los valores fue-
ron ademds muy similares a los obtenidos en el
grupo control sano (30,84%).

Discusiéon

En este estudio se pone de manifiesto que la admi-
nistracién del hialuronato de sodio intraarticular
disminuye o retrasa la aparicién de las lesiones ti-
picas que se presentan en un modelo de artrosis
experimental en conejos. En este sentido, la exten-
sién y profundidad de las tlceras en el cartilago ar-
ticular en los grupos de animales que recibieron el
medicamento fueron menores que los obtenidos en
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Figura 6. Grupo control sano. Se observa indemnidad de la superficie
del cartilago, con buen espesor (1). Se aprecian la linea subcondral
calcificada (punta de flecha) y el drea del hueso subcondral (2). Mi-
croscopio de barrido aumento x340.

el grupo de conejos sin tratamiento. Ademas, la
presencia y extensién de los ostedfitos fue menor
en aquellos grupos a los que se administré hialuro-
nato de sodio.

El estudio se basa en un modelo de artrosis experi-
mental, y aunque los datos obtenidos deben extra-
polarse con cautela a la practica clinica, los mode-
los experimentales nos han brindado la posibilidad
de comprender mejor los cambios que ocurren en
el condrocito y en la matriz extracelular, sobre
todo en los estadios iniciales de la enfermedad, asi
como valorar las diferentes acciones terapéuticas.
La microscopia electrénica de barrido constituye
una nueva herramienta que proporciona datos im-
portantes para valorar y comparar las alteraciones
que se producen en los tejidos involucrados en la
artrosis. Ademads de la representacion fotogréfica,
los andlisis de las concentraciones relativas de ele-
mentos que forman parte constitucional de los teji-
dos, como el calcio, pueden dar idea del grado de
compromiso o alteraciéon de la fisiologfa tisular.

En este caso hemos determinado que existe un au-
mento de las concentraciones de calcio relativo en
el hueso subcondral en las muestras de animales
que fueron sometidos a la artrosis experimental; en
mayor proporciéon en aquellos que no recibieron el
tratamiento con hialuronato de sodio, comparados
con los que si lo recibieron, lo que indica un efec-
to benéfico de la administracién intraarticular de
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Figura 7. Grupo A, tratamiento tardio. Cartilago del mismo espesor, Figura 8. Grupo B, control grupo A. Superficie del cartilago muy irre-
con discreta irregularidad en la superficie. La linea subcondral gular, fibrilaciones profundas y espesor disminuido. Microscopio de
(punta de flecha) presenta mayor densidad y no se observan cambios barrido aumento x340.

dseos. Microscopio de barrido aumento x340.

Figura 9. Grupo C, tratamiento temprano. Obsérvese discreta irregu-

laridad de la superficie articular. Se conserva buen espesor del carti- Figura 10. Grupo D, control grupo C. Franca disminucion del espesor
lago. Aumento de la densidad del hueso subcondral (punta de fle- del cartilago. Presencia de irregularidad en el cartilago restante. Mi-
cha). Microscopio de barrido aumento x340. croscopio de barrido aumento x340.
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hiyaluronato de sodio (tanto en fases iniciales
como tardias) también en el tejido subcondral.

En resumen, podemos concluir que la administra-
cién intraarticular de hialuronato de sodio disminu-
ye sensiblemente la extensién e intensidad de las
lesiones articulares en un modelo experimental de
artrosis, mejorando notablemente las lesiones pro-
ducidas en el cartilago articular, disminuyendo el
tamafio de los osteéfitos marginales y reduciendo
la densidad del hueso subcondral.
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