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RESUMEN

El objetivo del presente estudio es 1) saber si la vascu-
larizacion del menisco difiere en funcion de las diferen-
tes regiones del menisco (definidas en la clasificacion de
Smigielsky y cols.) y 2) comprobar la potencialidad del
menisco para generar neovascularizacion.

Material y métodos: cuatro meniscos obtenidos de pa-
cientes intervenidos de una protesis total de rodilla (PTR).
Se realizaron cortes en las diferentes zonas meniscales
y se realizd un estudio con microscopia electronica e in-
munohistoquimico (CD34, CD31, f VIII, D2-40, $100, actina
especifica de musculo).

Resultados: no se detectaron vasos linfaticos con D2.40.
Los vasos se detectaron mediante FcVIIl, CD31y CD34. Es-
tos vasos se encontraron en la region denominada roja.
Sin embargo, encontramos CD34 (sugestivos de células
progenitoras endoteliales) mas alla de la region vascula-
rizada. La microscopia electronica demostro que las fibras
de colageno seguian un nivel de densidad, empaqueta-
miento y rangos de diametro normales.

Conclusiones: los resultados sugieren que la region avas-
cular del menisco presenta potencialidad reparadora
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ABSTRACT
Medial meniscus presents revascularization potential in
most of its surface

The main objective of this study was 1) to know wheth-
er meniscal vascularization is different depending on the
different meniscal regions (described by Smigielsky et
al), and 2) to check the meniscus potentiality to generate
neo-vascularization.

Methods: four fresh meniscus were obtained from pa-
tients underwent a total knee arthroplasty. Different cuts
performed in the different meniscal regions were as-
sessed by electron microscopy. An immunohistochemistry
study (CD34, CD31, factor VIII, D2-40, S100, muscle specific
actin) was also performed for each sample.

Results: no lymphatic vessels were obhserved with D2.40.
Blood vessels were observed with FcVIll, CD31 and CD34.
These vessels were observed in the red zone. However, CD34
(also segregated by progenitor endothelial cells) were ob-
served beyond the vascularized area. Electron microscopy
showed that collagen fibres showed normal density, pack-
ing and diameter ranges suggesting a normal distribution.
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incluso en edades avanzadas. Futuros estudios deberian
centrarse en diferenciar correctamente estas células e in-
vestigar su funcionalidad.

Palabras clave: Menisco. Vascularizacion. CD31. CD34.

Introduccion

El menisco es un fibrocartilago articular compues-
to principalmente por fibras de colageno de tipo |
y agua. Entre sus principales funciones destacan
la absorcion de fuerzas y transmision de carga, la
lubricacion y nutricion articular y una contribu-
cion a la estabilidad y congruencia de la rodilla.
Todas estas funciones tienen como objeto final
proteger al cartilago articular®?.

La mayor parte del menisco esta vascularizado
en la etapa prenatal. Tras nacer, este aporte vas-
cular retrocede progresivamente hasta adquirir el
patron vascular definitivo, que se puede obser-
var durante la edad adulta, sobre los 10 anos de
edad®. La vascularizacion meniscal entra por dos
vias: la primera, a través de la cubierta sinovial
que, de forma irregular, se extiende por las super-
ficies femoral y tibial de los meniscos; la segunda
via, y principal, a través del muro meniscal en sus
diferentes inserciones capsulares. La penetracion
de estos vasos alcanza entre el 10% y el 30% del
ancho del menisco. La vascularizacion que apor-
ta la sinovial es especialmente importante a ni-
vel de las raices meniscales. Dicha sinovial tiene
poca relevancia en el resto del menisco.

En las Gltimas décadas, el tratamiento de las
lesiones meniscales ha tendido a ser mas conser-
vador, primando la reparacion sobre la escision
del tejido lesionado. Sin embargo, la reparacion
esta condicionada por la precaria vascularizacion
gue exhibe el tejido meniscal, que condiciona la
actitud del cirujano cuando la lesion se sitla en
las zonas menos vascularizadas, también llama-
das blancas. Esto es debido a que el prondstico
de las reparaciones meniscales en la zona perifé-
rica, vascular o roja, es mejor que el de aquellas
realizadas en las zonas mas centrales“®. Por otra
parte, es conocido que las reparaciones menis-
cales realizadas al tiempo de una reconstruccion
del ligamento cruzado anterior tienen también
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Conclusions: results suggested the meniscal avascular
region have restoration potential even in advanced ages.
Further studies might be planed to properly investigate
these cells and its potentiality.

Key words: Meniscus. Vascularization. CD31. CD34.

mejor pronostico. Seguramente, esto es debido
a la aparicion de diversos factores favorecedores
de la reparacion que se liberan al realizar los ti-
neles 6seos®”.

Aungue la anatomia del menisco es bien co-
nocida desde hace muchos anos, recientemente,
Smigielsky y cols.®) han clasificado dicha anatomia
del menisco medial en cinco zonas, desde la inser-
cién anterior hasta la raiz posterior, en funcion del
tipo de anclaje capsular. Teniendo en cuenta que
la vascularizacion meniscal se produce a través de
estas uniones meniscocapsulares, se nos plantea
el interrogante de si esta vascularizacion (y secun-
dariamente la capacidad intrinseca de reparacion
meniscal) podria variar en funcion de las diferen-
tes zonas meniscales descritas.

El objetivo del presente estudio fue 1) saber si
la vascularizacion del menisco difiere en funcion
de las diferentes regiones del menisco (definidas
en la clasificacion de Smigielsky y cols.) y 2) com-
probar la potencialidad del menisco para generar
neovascularizacion. Asumimos que no se encon-
trarian cambios significativos en las distintas zo-
nasy que la capacidad de regenerar neovascula-
rizacion seria nula.

Material y métodos

Se estudiaron 4 meniscos internos macroscopica-
mente sanos de pacientes programados para ar-
troplastia total de rodilla en nuestra institucion.
Los casos fueron minuciosamente seleccionados
entre pacientes afectos de genu valgo, sin pinza-
miento articular en compartimento medial ni en
la proyeccion de Rosenberg, ni en la telemetria
en carga. Se excluyeron aquellos pacientes que
presentaban signos de condrocalcinosis, estaban
afectos de enfermedades reumaticas o tenian al-
gln antecedente quirdrgico en la rodilla interve-
nida. Si durante la cirugia el aspecto macrosco-
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pico del tejido no se considerara adecuado, los
meniscos también eran excluidos del estudio.

Los meniscos eran preservados junto a sus
inserciones capsulares e inmediatamente remi-
tidos al departamento de anatomia patologica,
envueltos en una gasa humedecida con suero fi-
siologico a 4 °C. Previamente, se habian marcado
las diferentes zonas del menisco® mediante un
rotulador de tinta indeleble.

Estudio anatomopatologico

Una vez en el departamento de patologia, se ob-
tenian fotos macroscopicas de las piezas. A con-
tinuacion, los meniscos se seccionaron en cortes
radiales con cuchillas nuevas desechables vy, de
los fragmentos resultantes, se extrajeron seccio-
nes de 1 mm de grosor maximo. Estas Ultimas se
fijaron en glutaraldehido al 2,5% en tampon caco-
dilato sodico 0,2 M, a un pH de 7,4 durante 2 ho-
ras. Los fragmentos grandes se fijaron en formol
neutro tamponado durante 24 horas.

Las muestras fijadas en formol se incluyeron
en parafina y fueron la base del estudio de mi-
croscopia oOptica. Los pequenos fragmentos fija-
dos en glutaraldehido se fijaron en tetroxido de
osmio y se incluyeron en resina epoxi, constitu-
yendo la base del estudio de microscopia elec-
tronica.

En el estudio de microscopia Optica, se efec-
tuaron secciones de 5 um de los bloques de pa-
rafina que se tineron con las siguientes técnicas:

- Hematoxilina y eosina.

- Tricromico de Masson, para estudio de la dis-
posicion de colageno.

- Van Gieson, para fibras elasticas.

- PAS (acido periodico-Schiff), para sustancia
amorfa extracelular.

- Alcian Blue pH = 271, para sustancia amorfa
extracelular.

- Estudio inmunohistoquimico con los siguien-
tes marcadores para identificar las siguientes
estructuras:

- CD34, endotelio y fibroblastos primitivos.

- CD31, endotelio e histiocitos.

- Factor VIII, vasos sanguineos

- D2-40, endotelio linfatico.

- 5100, para la identificacion de condrocitos.

- Actina especifica de misculo, para miofibro-
blastos.
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- Actina especifica de misculo liso, para mio-

fibroblastos.

En el estudio de microscopia electronica se
efectuaron cortes de 150 nm que se estudiaron
con microscopia electronica de transmision (FEI
CM100 Phillips).

Estadistica

Las variables continuas seran presentadas como
media y rango. Las variables categoricas seran
presentadas como porcentajes. El estudio esta-
distico sera realizado usando el sistema SPSS 12
(SPSS Inc., Chicago, Illinois, EE.UU.).

Resultados

Los 4 meniscos mediales estudiados fueron ob-
tenidos de 3 mujeres y un varon, con una edad
media de 62,2 afios (rango 49-77). Las medidas de
los meniscos fueron las siguientes:

- Caso 1: 80 x 16 x 10 mm

- Caso0 2:75x 18 x 15 mm

- Caso03:62 x13 x 7 mm

- Caso 4:80 x 12 x 10 mm

Histologicamente, todos eran meniscos sanos,
sin signos inflamatorios, ni tejido de granulacion,
cambios sinoviales o cualquier otra anormalidad.
No se detectaron signos degenerativos en la tex-
tura del componente fibrilar ni en la proporcion
de la mucina intersticial detectada con la tincion
de Alcian Blue. Es interesante remarcar que la re-
accion ante esta tincion era bastante intensa, su-
giriendo que el contenido de mucina intersticial
del menisco era mayor de lo inicialmente espe-
rado. La tincion con tricromico reveld una regular
distribucion del entrelazado de las fibras de cola-
geno (Figura 1).

No se detectaron vasos linfaticos con D2.40. Los
vasos sanguineos fueron identificados mediante
el factor VIII, CD31y CD34. La mayoria de estos se
originaban desde la parte mas periférica en di-
reccion centripeta. Ademas, la mayoria de estos
vasos se originaban directamente o en intima re-
lacion con el tejido sinovial y la capsula articular.
Aproximadamente, la longitud de los vasos abar-
caba entre un tercio y un cuarto de la longitud
del menisco. La mayoria de estos vasos estaban
rodeados por una capa de tejido conectivo no
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Figura 1. A: vista panoramica del menisco niimero 1 (tin-
cion hematoxilina-eosina); B: vista panoramica del mis-
mo menisco, donde puede observarse la penetracion de
los vasos en el tejido meniscal desde la periferia.

adherido en su totalidad. El denso tejido conec-
tivo alrededor no contenia condrocitos. La serie
de diferentes reconstrucciones de las secciones
consecutivas revelaron que las diferentes zonas
descritas por Smigielsky y cols.®) no seguian un
patron especifico de vascularizacion cuando se
relacionaron con esta clasificacion. Mas bien se-
guian una sucesion de vasos y zonas mas escle-
roticas. Llama la atencion que, mientras el factor
VIII'y el marcador CD31 seguian una patron similar
coincidiendo con la zona vascularizada del menis-
co, el marcador CD34 seguia un patron diferente.
Ademas, los fibroblastos primitivos que rodean
los vasos sanguineos se extendian mas alla de la
zona vascularizada, formando una malla en el te-
jido adyacente no vascularizado (Figura 2).

La proporcion de condrocitos fue relativamen-
te baja y no estaban mezclados con fibroblastos.
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Figura 2. A: inmunohistoquimica para factor Viil. Notese
que los vasos interseptales se prolongan una determi-
nada longitud del fibrocartilago; B: inmunohistoquimi-
ca para CD31 que muestra un patron muy parecido al
factor VIII; C: inmunohisquimica para CD34. Se puede
apreciar un patrén diferente a los anteriores, con fi-
broblastos primitivos que se extienden mas alla de los
vasos hasta alcanzar tejido meniscal no vascularizado.
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Figura 3. Imagen a microscopia electrénica. Corte trans-
verso que evidencia la ultraestructura meniscal. Las
fibras de colageno muestran la densidad, empaqueta-
miento y diametro normales. Las areas palidas estan
ocupadas por proteoglicanos.

Sin embargo, solo un 10% aproximadamente de
la tincion para condrocitos fue positiva para el
anticuerpo S100. Los fibroblastos sinoviales, asi
como los fibroblastos en el tercio periférico del
menisco, tendian a ser intensamente positivos
para los anticuerpos CD34, sugiriendo un fenoti-
po bastante primitivo. Ambos anticuerpos para la
actina fueron negativos en los fibroblastos, indi-
cando que no habia diferenciacion miofibroblas-
tica. Con el anticuerpo Ki67, no se detectaron cé-
lulas positivas en el fibrocartilago, indicando que
la mayoria de estas estaban en la fase GO o en el
ciclo celular.

Al realizar la microscopia electronica, se ob-
servd que la densidad, empaquetamiento y ran-
gos de diametros de las fibras de colageno en los
cortes transversales de los diferentes cortes en
los 4 meniscos estudiados seguian una distribu-
cion normal (Figura 3).

Discusion
El principal hallazgo de este trabajo es que el

tejido meniscal estudiado presenta células con
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potencialidad de neovascularizacion en gran par-
te de su extension. Un segundo hallazgo es que la
vascularizacion del menisco medial no depende
de la zona del menisco en la que nos hallemos,
definida por la clasificacion de Smigielsky y cols.
La limitada capacidad de cicatrizacion del te-
jido meniscal, debido a su pobre vascularizacion,
y el uso de técnicas destinadas a mejorarla han
suscitado interés en la comunidad cientifica. Fo-
rriol y cols.® estudiaron recientemente, en un
modelo animal, el efecto de diferentes inductores
de la sintesis de matriz extracelular en la repa-
racion meniscal. Pudieron observar que el BMP-7
(bone morphogenetic protein-7) y los condrocitos
autologos, al asociarse a la trefinacion y las téc-
nicas de sutura meniscal, mejoraban el proceso
de cicatrizacion en la zona avascular del menisco.
Sin embargo, este efecto no se produjo cuando se
utilizd VEGF (vascular endothelial growth factor).
Di Giancamillo y cols." estudiaron la caracteriza-
cion vascular del menisco en diferentes estadios
de maduracion (neonatal, joven y adulto) en un
modelo experimental porcino. Los autores obser-
varon como la expresion de VEGF y la de VE-Cad
(vascular endothelial cadherin) presentaban un
patron similar con una mayor presencia en la par-
te vascularizada del menisco. Por otro lado, los
meniscos jovenes tenian una mayor expresion
de anti-angiogenic marker endostatin (ENDO) en
comparacion con el menisco neonatal y adulto.
Todos estos datos sugieren que los diferentes re-
guladores de la angiogénesis varian en funcion
del proceso madurativo del menisco. Sin embar-
g0, otros estudios han fracasado en el intento de
demostrar la supuesta capacidad reparadora del
VEGF en la porcion avascular del menisco®).
Declercqg y cols.” estudiaron la contribucion
de las células CD34+ a la homeostasis del tejido
meniscal en respuesta a una ruptura. Los autores
observaron como estas células responden a una
lesion diferenciandose en células maduras que
segregan matriz extracelular. Sin embargo, en su
estudio no se consiguid identificar este tipo celu-
lar en meniscos obtenidos de rodillas artrosicas.
Contrariamente, en el presente estudio, realiza-
do también con meniscos obtenidos de rodillas
anosas, la inmunohistoquimica ha demostrado
la presencia de células progenitoras CD34+ en
la region avascular del menisco, con capacidad
de diferenciacion. Verdonk y cols."® en un estu-
dio realizado en humanos, 24 horas posmortem,
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también encontraron células CD34+y CD31- en la
capa superficial de la zona avascular del menisco.
Sin embargo, no consiguieron encontrar células
CD34+ en capas profundas. Habria que aclarar
que la expresion de CD34 se considera un signo
de lo que se ha dado en llamar stemness, es de-
cir, un reflejo de un cierto grado de parentesco
con una célula madre. Asi se ha demostrado en
células hematopoyéticas, germinales y células del
tejido conectivo. Pero en ningln caso se hace re-
ferencia a migracion embriologica ni en la vida
adulta, sino que seria el reflejo de que en el me-
nisco hay una poblacion de células de fenotipo
optico y ultraestructural fibroblastico que conser-
van un cierto potencial de desdiferenciarse, proli-
ferary reorganizar el tejido donde se encuentran.
El hecho ademas de que el CD34 sea un marcador
endotelial nos hace deducir que estamos ante
una proliferacion vascular, ya sea fisiologica o re-
parativa.

Este estudio tiene algunas limitaciones, como
son el reducido nimero de meniscos estudia-
dos, aunque la uniformidad de los hallazgos hace
pensar que este es el patron habitual. Una segun-
da limitacion es la edad media avanzada de los
meniscos estudiados. Esta seria una clara limita-
cion para el primer objetivo, puesto que solo se
puede definir la vascularizacion existente en este
segmento de edad. Sin embargo, el hecho de ha-
ber hallado células CD34+ en la region avascular
del menisco en estas edades sugiere que estas
células estan siempre presentes.

En conclusion, los resultados sugieren que la
region avascular del menisco presenta potencia-
lidad reparadora incluso en edades avanzadas.
Futuros estudios deberian centrarse en diferen-
ciar correctamente estas células e investigar su
funcionalidad.
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