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|1 fenotipo dei condrociti della cartilagine artrosica
umana: I’ espressione condrocitaria delle beta integrine
ela suacorrelazione con il danno anatomico

Phenotyping of chondrocytes from human osteoarthritic cartilage:
chondrocyte expression of beta integrins and correlation with anatomic injury
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SUMMARY

Chondrocyte-ECM (extracellular matrix) interactions are believed to play a pivotal role in the devel opment and meta-
bolic homeostasis of articular cartilage. Cell surface adhesion molecules have been reported to modulate chondro-
cyte binding to ECM (collagen, fibronectin, laminin) and they also act as transducers of critical signalsin many bio-
logical processes such as growth, differentiation, migration and matrix synthesis. Recently, it has been shown that nor-
mal human articular chondrocytes strongly express 31 integrins, which are constituted by a common chain (f3,) and a
variable a chain, but the behaviour of these molecules in human osteoarthritic cartilage has not been extensively in-
vestigated.

We studied the expression of R integrins (3., o, av chains), LFA-1, ICAM-1 and CD44, on freshly isolated chon-
drocytes obtained from 10 osteoarthritic patients undergoing surgical knee replacement. Chondrocytes were isolated
by enzymatic digestion from three zones of each articular cartilage with a differing degree of macroscopic and mi-
croscopic damage. Integrin expression and cell cycle analysis were carried out by flowcytometry. Chondrocytes from
costal cartilages of 5 human fetuses were also studied.

Chondrocytes from osteoarthritic cartilage expressed high levels of 3 integrin and, at different percantages, all the
a chains. The a chain most frequentiy expressed was a;,, foilowed by a;, d., a,, av. Integrin expression decreased
fromthe least to the most damaged zone of articular cartilage and cell cycle analysis showed that proliferating chon-
drocytes (S phase) were prevalent on the latter zone. 3,, 3;, 3, 3, CD44, LFA-1/ICAM-1 complex were very low ex-
pressed. Fetal chondrocytes strongly expressed 3, and (3, chains.

These data provide evidence to show that integrin expression on human chondrocytes changes in osteoarthritis and
suggest that perturbations of chondrocyte-ECM signalling occur in the development of the disease. The different pat-
tern of expression of 3, and 3, chains on adult and fetal chondrocytes leads to speculate that integrins play a key role
in control of cartilage morphogenesis and differentiation.
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INTRODUZIONE

omeostasi tissutale dipende da una serie di
complesse interazioni che si realizzano tra le
cellule e tra queste e la matrice extracellulare
(ECM). Unruolo rilevante nel garantire e modula-
requestasortadi “dialogo” ésvolto dalle cosiddette
molecole di adesione (1). Tali molecole sono gli-
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coproteine di membrana con una porzione extra-
cellulare, cheinteragisce con il microambientecir-
costante, ed una codaintracitoplasmatica, che mo-
dulal’ assemblaggio el’ organizzazione funzionale
del citoscheletro e trasduce segnali “da” e “verso’
Iambiente esterno (2). Queste molecole, pertanto,
non sono semplicemente coinvolte nei processi di
adesione cellulare, ma svolgono unafunzione cru-
ciale nel trasdurre e modulare una serie di segnali
(chimici, meccanici, metabolici) diretti in modo bi-
direzionale dallo spazio intracellulare verso I'in-
terstizio evice versa (inside-out, outside-in signal -
ling) (3, 4).
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La cartilagine articolare & un tessuto in cui i con-
drociti e la ECM interagiscono reciprocamente: i
condrociti sintetizzano i componenti dellamatrice,
che, a sua volta, modula il metabolismo dei con-
drociti (5). E verosimile chetale delicato equilibrio
sia mantenuto da uno scambio di segnali tra con-
drocita e ECM e che le molecole di adesione sia-
no responsabili della trasduzione e della modula-
zione di tali segnali.

Le molecole di adesione, che sembrano maggior-
mente coinvolte nelleinterazioni condrocita-ECM,
sono le integrine 3 (6-11), che sono delle proteine
eterodimeriche caratterizzate da una catena comu-
ne (3 e differenti catene a con una elevata affinita
di legame per le proteine dellamatrice. Le integri-
ne 3, sono le pit diffusamente rappresentate e fun-
gono da recettori per humerose proteine quali il
collagene, lafibronectina, la vitronectina, lalami-
nina (12). La catena integrinica (3, (CD18), asso-
ciandosi al’antigene CD11a, forma il complesso
LFA-1, il cui ligando € ICAM-1 (CD54), apparte-
nente alafamiglia delle immunoglobuline (13). |1
complesso LFA-1/ICAM-1 é direttamente coin-
volto nell’ adesione cellulare omoatipica ed eteroti-
pica e potrebbe modulare |’ adesi one omotipica dei
condrociti. ICAM-1 funge anche da recettore per
I"acido ialuronico sulle cellule endoteliali epatiche
di ratto (14). Le integrine (3; mediano prevalente-

mente |’ adesione delle cellule alla vitronectina ed
ale sialoproteine (15, 16). Le integrine 3, media-
no essenzialmente il legame con lalaminina (17),
mentre leintegrine 3, modulano I’ adesione allafi-
bronectina (18) e regolano I’ endocitosi e la degra-
dazione dellavitronectina (19). L' acido ialuronico,
interagendo con specifici recettori cellulari, leia-
loaderine (20), forma uno strato di matrice peri-
cellulare (la zona pericellulare) che sembra avere
un ruolo rilevante nell’ ancorarei condrociti ai pro-
teoglicani e nell’ attivazione dei processi metaboli-
ci intracellulari, dellacrescita e dello sviluppo cel-
lulare (21, 22). Il principal e recettore dell’ acido ia-
luronico e’ antigene CD44, una glicoproteinache
nei condrociti bovini regolala captazione e la de-
gradazione dello ialuronato (23).

Nell’ osteoartrosi (OA), sindallefasi piti precoci, s
verifica una profonda alterazione della cartilagine
articolare con uno sconvolgimento strutturale del-
lamatrice; ladenaturazione del collagenetipoll s
rileva dapprima nella matrice territoriale pericon-
drocitaria (5), suggerendo una precoce aterazione
delle interazioni condrocita-ECM. E pertanto ipo-
tizzabile che turbe delle interazioni condrocita-
ECM possano condizionare I’ espressione delle in-
tegrine sui condrociti e che variazioni della loro
espressione possano correlare con il grado di dan-
no osteoartrosico. Per esploraretaleipotesi, abbia-

Figura 1 - Microfotografie di sezioni istologiche di cartilagine colorate con safranina-O di una paziente affetta da OA del ginocchio (ingrandi-
mento x 60). Nella zona a minimo danno (a) la cartilagine appare diffusamente colorata; nella zona a danno intermedio (b) la fissazione del
colorante appare ridotta, in particolare nella matrice territoriale che & indistinguibile dalla matrice interterritoriale, mentre la cellularita non ap-
pare modificata rispetto ad (a); nella zona a massimo danno (c) la cartilagine appare ipocellulare e la colorazione con safranina-O & notevol-

mente ridotta sino ad essere assente in alcune aree.
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Tabella I - Grading istologico di danno cartilagineo (da Mankin modificato).

Grading istologico-istochimico
Struttura Normale 0
Iregolarita di superficie 1
Cellule Normale 0
Ipercellularita diffusa I
Ipocellularita 2
Colorazione con Safranina-O Normale 0
Riduzione moderata 1
Riduzione elevata 2

mo studiato la distribuzione delle molecole di ade-
sione sui condrociti isolati da zone distinte della
cartilagine articolare con danno osteoartrosico di
differente gravita e con differente stato metabalico.

PAZIENTI E METODI

La cartilagine articolare € stata ottenuta da 10 pa-
zienti (8 femmine, 2 maschi, eta 56-78) affetti da
OA e sottoposti ad intervento protesico per varismo
del ginocchio. Nessuno dei pazienti assumeva te-
rapia medica. Come precedentemente descritto
(24), lacartilagine articolare e stata suddivisain tre
zone che mostravano un differente grado di lesio-
ni macroscopiche: (1) una zona a minimo danno
(MIN) comprendente laporzione piu profonda del-
latrocleafemorale e le estremita anteriori e poste-
riori dei condili femorali; (2) unazonaadanno in-
termedio (MED) corrispondente alla superficie ti-
biale ricopertadai menischi; (3) unazonaamassi-
mo danno (MAX) comprendente la parte interme-
diadei condili femorali e la superficie tibiale non
protetta dai menischi.

La cartilagine articolare della zona MIN appariva
normale con unasuperficieintegra, liscia, trasluci-
da; nellazonaMAX, lacartilagine eragiallastrae
fibrillata; nella zona MED, la cartilagine aveva
Spesso un aspetto intermedio, potendo talvolta es-
sere assimilabile aquelladellazonaMIN o MAX.
| reperti macroscopici sono stati validati dallo stu-
dio istologico eseguito su biopsie a tutto spessore
prelevate dalle differenti zone cartilaginee colora-
te con safranina-O (Fig. 1), blue di toluidina ed
ematossilina-eosina. Il grado di danno cartilagineo
microscopico é stato valutato utilizzando lo score
di Mankin modificato (25) (Tab. I).

Sono stati, inoltre, studiati campioni di cartilagine
costale di 5 feti umani di 12-13 settimane.

I solamento dei condrociti

| condrociti sono stati isolati dalla matrice cartila-
ginea mediante digestione enzimatica sequenziale
coniauronidasi (0,2%, 30 min. 37°C, Sigma), pro-
nasi (0,25%, 90 min. 37°C, Sigma) e collagenasi
(0,2%, 3 h. 37°C, Sigma) (24). Dopo I'isolamento
oltre il 95% dei condrociti erano vitali (test a tri-
pan bleu).

Analis del fenotipo condrocitario

| condrociti, appena isolati, venivano risospesi in
PBS contenente sodio azide (0,1%) e BSA (0,2%)
e quindi incubati con siero umano normale (2%).
Dopo centrifugazione (5 min./1300 rpm), i con-
drociti erano dapprimaincubati con anticorpi mo-
noclonali murini anti a, 4 (CD49,,), av (CD5 1)
(Immunotech, Francia), anti 3, ; (Serotec, UK), an-
ti-CD11a (ATCC, Rockville, MD), anti-ICAM-1,
anti-CD44 (Becton Dickinson, Mountain View,
CA) per 20 min. a4°C, e quindi lavati ed incubati
con immunoglobuline (capra anti topo) coniugate
con fluoresceina (GAM-FITIC, Becton Dickinson)
per 20 min. a4°C. Per lacatenaa, (CD49,) e sta-
to utilizzato un anticorpo monoclonale diretta-
mente coniugato con fluoresceina (T-Cell Diagno-
stic, USA). | campioni di controllo venivano incu-
bati con immunoglobuline di topo o di capra co-
niugati con fluoresceina (Becton Dickinson). | con-
drociti venivano infine analizzati mediante cito-
fluorimetria

Analisi ddl ciclo cellulare

Come precedentemente descritto (24), i condroci-
ti erano fissati in paraformaldeide (0,01% in PBS)
per 15 min. a 4°C e quindi permeabilizzati me-
diante incubazione per 5 min. a 4°C con n-octyl-
glucoside alo 0,6% (Sigma); dopo lavaggio i con-
drociti venivano incubati per 20 min. a 4°C con
200 pI di una soluzione contenente 25 pg/ml di
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propidio ioduro (Calbiochem) e 2 mg/ml di RNA-
se (Calbiochem). L' analisi del ciclo cellulare veni-
va eseguita mediante citofluorimetria (FACScan,
Becton Dickinson).

Analis statistica

| risultati sono espressi come media = 1 DS (de-
viazione standard). La differenza di espressione
delle integrine tra le diverse zone di cartilagine &
stata val utata applicando una analisi multifattoria-
le della varianza seguita dalla scomposizione del-
la varianza mediante test LSD. Le fasi del ciclo
cellulare sono state comparate mediante test del
chi-quadrato. Il livello di significativitaé stato con-
siderato p <0,05.

RISULTATI

In figura 2 sono rappresentati i valori medi £ 1 SD
della percentuale di condrociti che esprimono le
catene comuni 3 delleintegrine, I’ antigene CD11a
del complesso LFA1 edil suoligando ICAM-1 nel-
le diverse zone di cartilagine articolare. La catena
[3, era presente sul 55,5% + 27 dei condrociti del-
la zona MIN ed era significativamente ridotta sui
condrociti della zona MED (32,8% + 23) e della
zonaMAX (34,7% + 22) (p<0,01). Le altre mole-
cole rappresentate erano virtualmente assenti con
percentuali variabili tral e 4%.

Il recettore dello iauronato, CD44, era sorpren-
dentemente assente sulla superficie dei condrociti.
Tale anomalia era verosimilmente dovuta alla di-

gestione enzimatica utilizzata per isolarei condro-
citi dallamatrice; infatti, i fibroblasti umani di cu-
te normale, che esprimevano dlti livelli di CD44
(67% = 9), perdevano completamente il recettore
dell’ acido ialuronico dopo incubazione conialuro-
nidasi, pronasi e collagenasi.

Globalmente I’ espressione delle catene a (Fig. 3)
si riduceva significativamente dallazonaMIN alla
zona MAX; mentre i condrociti della zona MED
mostravano un comportamento variabile. La piu
rappresentata eralacatenaa, essendo espressa sul
36.4% + 21 dei condrociti dellazonaMIN ed ali-
velli significativamente inferiori (p<0,05) sui con-
drociti dellazonaMED (29% £ 22) e MAX (26,5%
+ 21). Il pattern di espressione delle altre catene a
appariva simile, con livelli di espressione signifi-
cativamente maggiori nei condrociti della zona
MIN che nei condrociti delle zone MED e MAX.
Alcune differenze erano rilevabili per la zona
MED; infatti, I espressione delle catene a2, a5 ed
ov era solo modestamente ridotta rispetto alla zo-
na MAX, mentre le catene al, a3, a4 ed a6 era-
no espresse alivelli simili allazona MIN.

In figura 4 sono rappresentati i risultati medi + 1
DS dedl’andlisi del ciclo cellulare di tre cartilagini
articolari. La percentuale dei condrociti in fase 5
erasignificativamente pit atanellazonaMAX che
nellazona MIN (79,2 + 15 vs 49,8 + 8, p<0,001).
Di contro, la percentuale di cellule in fase GO/G1
era significativamente maggiore nella zona MIN
che nella zona MAX (28,7 + 1 vs 1,7 £ 0,7,
p<0,001). | condrociti in fase G2/M non differiva-
no nelle due zone.
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In figura 5 sono riassunti i dati inerenti I’ espres-
sione delle catene integriniche B, . sui condrociti
costali fetali. L'integrina maggiormente espressa
eralaf; (75% + 22), seguitadall’ integrina 3 (48%
* 24), mentrei livelli delle rimanenti catene 3 non
erano apprezzabili.

DISCUSSIONE

L espressione delle 3 integrine sui condrociti di
cartilagine umana normale é stata descritta da altri
autori (8-10); tuttavia, sono rari in letteratura dati
sulla distribuzione delle integrine 3, nella cartila-
gine osteoartrosica umana (11). Nel presente stu-
dio abbiamo comparato I’ espressione delle 3 inte-
grine e di altre molecole di adesione sui condroci-
ti isolati da zone distinte della cartilagine articola-
re con danno osteoartrosico di differente entita. La
digestione enzimatica della cartilagine, utilizzata
per I"isolamento dei condrociti, potrebbe aver al-
terato I’ espressione dei recettori cellulari; tuttavia,
giacché |a stessa procedura e stata applicata per le
diverse zone della stessa cartilagine, le differenze
rilevate possono essere considerate significative.

Nel nostro studio si dimostrachei condrociti di OA
esprimono le integrine B,, sia la catena comune
CD29sialecatenea, ;ed av, echelaloro espres-
sione s riduce con la progressione del danno car-
tilagineo. Risultano, invece, scarsamente rappre-
sentate leintegrine 3,, 3,, B, € Bs. Lariduzione del-
le integrine 3, non € da ascrivere a fenomeni re-
gressivi cellulari, avendo dimostrato chei condro-

citi delle zone di cartilagine osteoartrosica mag-
giormente danneggiate sono prevalentemente nel-
lafase Sdel ciclo cellulare e quindi in uno stato di
attivazione metabolica.

Recentemente, Woods et a. (9) hanno dimostrato,
con metodiche immunoistochimiche, che la subu-
nita 3, ésimilmente espressanegli strati superficiali
e profondi della cartilagine normale, mentre laca-
tena 3, era presente prevalentemente negli strati
superficiali. Tali reperti possono spiegare |’ assen-
za delle integrine 3, (e forse delle altre integrine)
nella cartilagine osteoartrosica, la cui superficie &
erosa dal processo patologico, ma non la riduzio-
nedelleintegrine 3,, nelle zone di cartilagine mag-
giormente danneggiate dall’ OA. Pertanto, laridu-
zione del livelli di molecole di adesione nella car-
tilagine di OA & daconsiderare un fenomeno stret-
tamente connesso al processo osteoartrosico e nel
cui determinismo svolge verosimilmente un ruolo
rilevante.

Motivo di speculazione € certamente il differente
comportamento delle catene a (Fig. 4); infatti,
mentre |e catene a,, d. e av decrescono gradual-
mente dalla zona MIN ala zona MAX, |’ espres-
sionedellecatenea,, a,, a, ed a, € giamolto bas-
sanellazona MED della cartilagine osteoartosica.
Tale profilo sembra suggerire che il “signalling”
condrocita-matrice, modulato dalle catene a e dai
rispettivi ligandi, sia dterato in fasi diverse e suc-
cessive del processo osteoartrosico e che, pertan-
to, i differenti complessi integrina-ligando abbia-
no un ruolo (eforse un contributo) distinto nella pa-
togenesi dell’ OA.
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L’ importanza delle integrine nella trasduzione di
segnali intracellulari é stata ulteriormente dimo-
strata da Schlaepfer et al. (4), che, utilizzando fi-
broblasti murini, hanno rilevato che il legame del-
le integrine con la fibronectina induce I’ associa-
zione del c-Src e del FAK con conseguente attiva-
zione del MAPK. Inoltre, in condizioni fisiologi-
che, I’ espressione dell e integrine sembra dipende-
redalladisponibilitadel ligando. E stata, infatti, di-
mostrata unaregol azione post-trascrizionale dei li-
velli di fibronectina e del suo recettore (3,0, sui fi-
broblasti dipendente dall’ adesione delle cellule al-
la fibronectina “in vitro” (26): la rimozione del
substrato, e quindi la mancata adesione dei fibro-
blasti alafibronectina, comporta lariduzione del-
lasintesi di fibronectina e dell’ espressione del re-
cettore 3,0.. Si dimostracosi cheleinterazioni cel-
lula-matrice sono fondamentali per il manteni-
mento del fenotipo e dell’ omeostasi tissutale e che
alterazioni del “signalling”, mediato dalle integri-
ne, comportano profonde alterazioni del fenotipo
e dell’ attivita metabolica cellulare.

Si potrebbe pertanto ipotizzare chelariduzione dei
livelli di integrine sui condrociti di OA rifletta la
minor disponibilitadei differenti ligandi dellama-
trice extracellulare; in realta, come spesso accade
nel tentativo di assimilare dati ottenuti “in vivo” ad
evidenze sperimentali di laboratorio “in vitro”, gli
eventi patologici che caratterizzano I’ OA sono ben
pit complessi. Infatti, oltre ale aterazioni quanti-
tative, bisogna considerare I’ esistenza di anomalie
gualitative che caratterizzano i componenti della
matrice nell’ OA.

Giacchélasintesi di fibronectinanellamatrice car-
tilaginea artrosica aumenta (27), sarebbe atteso un
incremento del relativi recettori sui condrociti. Per-
tanto, i nostri dati, che dimostrano una riduzione
dell’ espressione dei recettori della fibronectina,
sembrerebbero in evidente contrasto; tuttavia, tale
fibronectina e essenzialmente costituita da una
isof orma embrional e assente nella cartilagine nor-
male (28), ed eipotizzabile chetali alterazioni qua-
litative possano modificare le proprieta di legame
dei componenti dellamatrice (29), con conseguente
down-regulation dell’ espressione delle integrine
sui condrociti.

Il profilo di espressione delle 3 integrine sui con-
drociti fetali appariva differente essendo presente,
oltre alla subunita f3,, anche la catena 3.. Si desu-
me che I’ espressione delle 3 integrine, e presumi-
bilmente dei ligandi della ECM, sia regolata dai
condrociti a secondo dello stadio funzionale e dif-
ferenziativo della cartilagine.

Uno degli aspetti insoluti della fisiopatologia del-
la cartilagine articolare € se i condrociti interagi-
scono reci procamente (adesi one cellulare omoti pi-
ca) o se lapresenza di un sottile strato di matrice
pericellulare ne impediscail contatto. Donahue et
a. (30), partendo dall’ osservazione che la con-
nexina 43, una specifica proteina delle “gap junc-
tion”, & presente nei condrociti di cartilagine arti-
colare adulta bovina, hanno ipotizzato che intera:
zioni intercellulari possano verificarsi tra i con-
drociti dei “clusters’ che si formano durante |’ OA.
[ complesso LFA1(CD18/CD11a)/ICAM-1 media
I'adesione tra diversi tipi cellulari (13) e potrebbe
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essere coinvolto nell’ adesione omotipica dei con-
drociti. Tuttavia, come precedentemente dimostra-
to (8, 11), I'espressione sui condrociti della catena
integrinica 3, (CD18), dell’antigene CD11a ed
ICAM-1 appareirrilevante. L’ antigene ICAM-1 &
inducibile sui condrociti umani “in vitro” median-
te stimolazione con citochine (31, 32), mentre la
Sua espressione costitutiva sui condrociti & statari-
portata da acuni autori (32) e non confermata da
atri (31). Il motivo di tali risultati contrastanti ri-
mane da chiarire.

Il presente studio sembradimostrare che I’ espres-
sione delle integrine sui condrociti di OA € in-
versamente correlata a grado di danno cartilagi-
neo ed allo stato metabolico cellulare, suggeren-
do che:

1) il profilo di espressionedelleintegrineriflette di-

RIASSUNTO

Leinterazioni condrocita-ECM (matrice extracellulare) svolgono un ruolo fondamentale nello sviluppo e nell’ omeo-
stasi metabolicadellacartilagine articolare. Leintegrine 3 modulano I’ adesione dei condrociti ai componenti dellaECM
(collagene, fibronectina, laminina) e fungono da trasduttori di segnali chimici e meccanici provenienti dae diretti ver-

so le cellule (inside-out, outside-in signalling).

Noi abbiamo studiato I’ espressione delle integrine 3, (catena comune e catene a), f3,, Bs, B, Bs, SUi condrociti isolati
dalla cartilagine articolare di pazienti affetti da gonartrosi e su condrociti fetali. | risultati dimostrano che i condrociti
osteoartrosici esprimono leintegrine B, e chei livelli di espressione correlano inversamente con il grado di danno car-
tilagineo. | condrociti fetali, invece, esprimono prevalentemente le integrine 3, e 3. Si ipotizza, pertanto, che in cor-
so di osteoartrtosi si verificano alterazioni del signalling condrocita-ECM e che tali alterazioni possano avere un ruo-

lo rilevante nella patogenesi della malattia.

Parole chiave. Matrice extracellulare, “signalling”, ciclo cellulare.

Key words: Extracellular matrix, signalling, cell cycle.

rettamente o stadio morfologico-funzional e dei
condrociti;

2)in corso di OA le interazioni condrocita-ECM
sono alterate;

3) le dterazioni del “signalling” mediato dalle in-
tegrine possono avere un ruolo rilevante nella
patogenesi dell’ OA.

Sebbene tale ruolo sia allo stato attuale meramen-

te speculativo, € possibileipotizzare un siffatto sce-

nario. Durantelo sviluppo morfogenetico dellacar-
tilagine, i condrociti, in virtd di un preciso pro-
grammagenetico, interagiscono con laECM espri-
mendo un peculiare pattern di molecole di adesio-
ne (prevalentemente integrine 3, e 3;). Conil rag-
giungimento della maturita morfologica e struttu-

rale della cartilagine, I’omeostasi metabolica e

mantenuta da un delicato equilibrio condrocita-
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ECM, le cui interazioni sono adesso modul ate qua-
S esclusivamente dalle integrine B3,. L' azione di
una noxa patogena determinerebbe I’ alterazione
della sintesi e dell’ espressione delle integrine; il
condrocita perde la capacita di “comunicare’ con
I"ambiente extracellulare e, non ricevendo il cor-
retto “signalling” dalla ECM, attivail proprio me-
tabolismo con sintesi afinalistica e non coordinata
di costituenti della matrice non presenti nella car-
tilagine adulta normale, quali collagene X, fibro-
nectina embrionale, condroitin-4-solfato (33). Al-
le turbe funzionali seguitano le alterazioni struttu-
rai con sovvertimento dell’ architettura tridimen-
sionale della matrice, comparsa progressiva di le-
sioni anatomiche (fibrillazioni, erosioni) ed infine
perdita di elementi cellulari.
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