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RESUMEN

Con € objetivo de profundizar enel conocimiento del desarrollo embriol égico del

eshozo meniscal de larodilla, los autores realizan un estudio en embriones de rata
de 16 y 20 dias de gestacién. Se comprueba como este eshozo meniscal, que en su
inicio esta formado por una masa de células mesenquinales, adopta una configura-
ciontriangular al corte frontal, situadaentre las dos superficies articul ares. Poste-
riormente su vértice experimenta diferenciacion cartilaginosa (futuro menisco),
mientras que laregion periféricasigue siendo altamente vascular y se contintia con
tgido conjuntivo fibroso (zona parameniscal).
Descriptores: Menisco. Desarrollo Embriol 6gico.

SUMMARY

An study in embryos of rat betwen 16-20 days of pregnancy was made
to show the meniscus development. The meniscus sketch in the first time
wasmade by mesenchyme cells, later takesatriangular configution. An at
past his vertex became to be a cartilage (future meniscus), while the
peripheral placer ishighly vascular and isfollowed by afibrousconnective
tissue (parameniscal zone).

Key Words: Meniscus. Embriological Developement.

Introduccién

Aunque es un hecho sobradamente
conocido el desarrollo embriolégico de
las articulaciones en general, las apor-
tacionesrelativas del camino recorrido
por el primitivo esbozo meniscal de la
rodillay su remodelado celular definiti-
VO, son escasas.

El objetivo de este trabajo, ha sido

precisamente el profundizar en el cita-
do aspecto, en tanto en cuanto, a nues-
tro grupo detrabajo leinteresatener un
profundo conocimiento del mismo, para
asumir con rigor, lo que esnuestralinea
fundamental de investigacion: larepa-
racion bioldgica de los diferentes tejidos
que configuran el aparato locomotor, en
el que los meniscos, por suimportancia
clinica, juegan un papel fundamental.
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Material y métodos

Fueron empleadas un total de 6 ratas
hembras, alas que se extrajeron un total de
52 fetos, 32 de los cuales alos 16 dias de
gestacion, de los que se destinaron 17 rodi-
Ilas a estudio por microscopia Optica, y las
otras 13 rodillas a estudio ultraestructural.
Los 32 fetos restantes fueron extraidos alos
20 dias de gestacién, destinandose 11 rodi-
Ilas a estudio por microcospia épticay las
otras 11 aestudio ultraestructural.

Los métodos empleados para este estu-
dio, fueron los siguientes:

a) Métodos anestésicos, b) Quirlrgicos.
c) Métodos de extracién de embriones en
animal gestante, d) Método de estudio
morfoestructural en microcospio éptico, €)
Método de estudio morfoestructural en
microscopio electrénico.

Método anestésico

La técnica anestésica empleada por
nosotros fue simplemente la administracion
de Ketamina, por viaintraperitoneal, adosis
de 10 mgr., por cada 100 grs. de peso, obte-
niéndose una anestesia buena e inocua, de
una hora de duracion, y que cuando fue
necesario, se prolongd, mediante la admi-
nistracion de mas anestésico.

Método de extraccién de embriones
en animal gestante

Previa comprobacion del sexo, y coloca-
dalarata-hembraen condiciones de aparea-
miento serealizan diariamente en condicio-
nes de rigurosa asepsia, frotis vaginales,
con el fin de determinar lafecha delafecun-
dacién. Consideramos como el primer diade
gestacion aquel en el que hemos encontrado
espermatozoides en el frotis vaginal me-
diante microscopia optica en fresco.

Transcurrido el tiempo de gestacién

necesario para realizar nuestro estudio, y
con el animal sometido a anestesia general,
realizamos la correspondiente laparotomia,
aperturauterinay extraccién de los embrio-
nes, cuyas rodillas son separadas para su
posterior examen.

Método de estudio morfoestructural
en microscopia Optica

Para estos estudios, después del sacrifi-
cio del animal con sobredosis de barbitdri-
cos, se procedid al aextraccién delasrespec-
tivas piezas. Obtenidas las muestras, se
fijaron en solucion acuosa de formol al 10%
y se procesaron en un Autotechnicom two,
para su deshidratacion, aclarado e intro-
ducciéon en parafina, de acuerdo con un
programainspirado en la sisteméatica habi-
tual seguida en el estudio de las piezas
quirdrgicas por el departamento de Anato-
miaPatoldgicadel Centro Médico delaUni-
versidad de Alabama. Utilizamos 3 tincio-
nes: |. Tincién con hematoxilina-eosina. 11.-
Tincién de Van Gieson IIl.- Tincion tricré-
mica de Braum.

Método de estudio morfoestructural en
microscopio  electronico

Obtenidas|as piezas, seiniciael proceso
con lafijacion de las mismas por inmersion
directa en gluteraldehido al 2,5%, amorti-
guado a 7,3 de pH. Permanecen asi un
minimo de 6 horas a 4 grados centigrados.
Se lavan luego en solucién buffer de Millo-
ning, en tres bafos sucesivos y se realiza
una postfijacion con tetréxido de osmio,
amortiguado en la soluciéon de Milloning,
durante 30 minutos a4 grados centigrados.
Se lava después en agua destilada.

Traslafijacion, sepasaadeshidratarlas
piezas; paraello se utiliza acetona.

La siguiente etapa, consiste en lainclu-
sién de las piezas en un material que se
constituye en soporte adecuado parael cor-
te. Se eligio la epoxi-resina de viscosidad
Spurr.
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Mediante cortes semifinos (0,5 micras),
teflidos con azul de Tolnidina, parasuvision
en M./0., se seleccionaron las piezas para
cortes ultrafinos con espesor de 500 A.

Los cortes se montaron en rejillas de
cobre electrolitico de 300 mallas.

Para contrastar mejor las estructuras,
se practicod una doble tincion; para ello se
utilizé en primer lugar, acetato de uranil-
magnesio, durante 30 minutos, se lavd a
continuacion lapreparacion, con agua desti-
ladatresveces. Se secOy se paso en segundo
lugar, a una solucion de citrato de plomo,
tresminutos, y, trasnuevo lavado, estan en
condiciones para su estudio.

Losfotos obtenidosen el M./E., lo fueron
en placas de vidrio Kodak.

Resultados

Hacia el dia 16 post-fecundacion,
efectuando cortes seriados de los esbo-
zos de las extremidades inferiores,
podemos observar la zona correspon-
diente a la futura articulacién de la
rodilla, que se presentacomo un espacio
practicamente virtual al principio, que
se va ensanchando progresivamente,
fraguandose entre los componentes
mesenquimales, por alteracion de algu-
no de ellos. De esta forma, comproba-
mos en la citada &rea, la presencia de
células con ndcleos piendticos, o bien,
restos celulares, delimitando una fran-
ja muy estrecha, aparentemente des-
provista de célulasy de material intra-
celular. Inmediatamente adyacente a
los elementos celulares que delimitan
el &rea degenerativa se observan célu-
las discretamente estrelladas, inmer-
sas entre la sustanciafundamental vy el
material fibrilar; dichas células se con-
tinGan con otras, en las que comienzan

a identificarse la presencia de fenéme-
nos de diferenciacién cartilaginosa,
puestos de manifiesto, entre otros, por
su configuracion poligonal, existencia
de microdigitaciones superficiales y
espacio capsular delimitante.

En algunas regiones, la disposicién
de los elementos estrellados, se hace
muy laxa, observandose unaclaratran-
sicion entre el futuro espacio articulary
el componente laxo intracelular. Hacia
los méargenes del mencionado espacio
capsular se observa gran celularidad,
en relaciéon con yemas vasculares, en
las que se evidencian figuras demitosis.
(Figura n° 1).

En una visién panoramica, cuando
ya se haformado gran parte de la cavi-
dad articular, pueden comprobarse las
futuras estructuras vecinas, con espe-
cial disposicién delasformaciones 6seas,
areas cartilaginosas y componentes de
la cdpsula articular, membrana sino-
vial y formaciones asociadas. (Figura
ne 2).

El hecho diferencial, de mayor inte-
rés, entre la zona cartilaginosa de la
futura articulacion y aquella que va a
relacionarse con lamenbrana sinovial,
viene dado por un intenso desarrollo
vascular en éstas ultimas regiones.

Hacia el dia 20 post-fecundacién, en
la futura articulacién de la rodilla, se
observa con nitidez la presencia de una
masa de aspecto triangular al corte
frontral, situada entre las dos superfi-
cies articulares, y cuyo vértice, agudoy
con diferenciacion cartilaginosa, se in-
troduce profundamente en lainterlinea
existente entrelos esbozos éseos. Dicha
masa corresponde al esbhozo del futuro
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Figuran®2: Imagen a bajo aumento, en corte semifino, del drea articular neoformada. Obsérvese la disposicion de las
formaciones 6scas, dreas cartilaginosas y componente de la cdpsula articular y membrana sinovial.
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menisco. En secciones afortunadas, se
identifican con nitidez las areas corres-
pondientes al menisco y al paramenis-
co. (Figurane 3).

A continuacion, procedemos a des-
cribir las caracteristicas que hemos
apreciado con M./0. y M./E., de las
superficies articularesy de la estructu-
ra meniscal en formacion.

La zona del vértice del triangulo
meniscal muestra como se ha indicado
anteriormente, una estructura cartila-
ginosa en formacion, observandose ele-
mentos poligonales, con algunas pro-
yecciones digitiformes superficiales,
nucleo ovoide y citoplasma con abun-
dante reticulo endoplasmico rugoso y
evidente aparato de Golgi; es posible
también apreciar otras organelas asi

como microtubulosy filamentos intra-
citoplasmicos. Con alguna frecuencia
se distinguen figuras de mitosis, en
células que mantienen sus caracteristi-
cas condroblésticas. (Figurasn® 4y 5).

De gran interés para nosotros, ha
sido el estudio delaregion limite, entre
menisco y paramenisco, en la que he-
mos observado un transito relativamen-
te brusco con una configuracion arquea-
da entre unaregion avascular, como es
la del menisco, y otrabastante vascul a-
rizada, como ocurre con el paramenisco.

En la zona marginal del triangulo
meniscal, se aprecian condrocitos in-
mersos entre componente intersticial,
constituido por sustancia fundamental
y material fibrilar, de tal forma que
dicho componente intersticial contacta

Figura n® 3: Imagen en corte semifino, en la que se observa el futuro menisco entre las superficies articulares. Se
pueden evidenciar las dreas correspondientes al menisco y al paramenisco.,
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Figuran®4: Vénice del tridgngulo meniscal, en cuyo seno
se aprecian elementos cartilaginosos poligonales, de
niicleo ovoide y citoplasma con moderada apetencia
tintorial.

Figura n® 5: Imédgenes ultraestructurales de elemento
condrocitario perteneciente al vértice del trisngulo me-
niscal. Se apreciaen su citoplasma abundante RER y apa-
rato de Golgi, asi como microtdbulos y filamentos. Lla-
ma la atenci6n la figura de mitosis.

por lo general, con el futuro medio sino-
vial, en estos casos es posible descubrir,
algunos elementos macrofagicos en
dicho espacio. No obstante, en lasregio-
nes que estan préximas al paramenis-
co, se observan prolongaciones celula-
res con aspecto fibrobléstico, que remo-
tamente recuerdan alos sinoviocitos B,
y que tapizan la superficie en contacto
con el medio sonovial.

En estos estadios de mayor diferen-
ciacion se comprueba que, en la zona
delimitante entre paramenisco y me-
nisco, existeunaclaradiferenciacion de
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los elementos celulares instersticiales,
de tal forma que pasan de ser poligona-
les, con algunas vellosidades superfi-
cialesy con aspecto general cartilagino-
S0, a ser elongadosy con imagen propia
de fibroblastos; en lavecindad de estas
altimas células, se observan numerosos
vasos sanguineosy elementos de aspec-
to macrofégico; dichos vasos, suelen
mostrar células perivasculares muy
prominentes, algunas de ellas en mito-
sis. (Figuran®. 6).

La zona parameniscal, se continla
insensiblemente hacia la periferia, con
tejido conjuntivo fibroso, que experi-
menta manifiesta remodelacion, con
presencia de gruesos haces de colégeno,
entre los que se disponen fibroblastos

Figura n? 6: Microfotografia en la que se precia la
modificacién de los elementos celulares de poligonal
condrocitaria a fusiforme y fibrobléstica.

gue emiten largasy finas prolongacio-
nes.

Asimismo, la superficie enfrentada
hacia la futura cavidad articular, se
continuapor sus bordes periféricos, con
el esbozo delamembranasinovial, en el
gue se aprecian elementos fibroblasti-
cos y macrofégicos dispuestos en vecin-
dad alas yemas vasculares.

Discusion

En lo que respecta al desarrollo del
menisco en larata, esimportante cono-
cer que son escasos los trabajos efectua-
dos en esta materia, y que, en general,
han estado dirigidos al estudio evoluti-
vo del conjunto articular. (FLODERAS
1.915X1), (WILLIS 1.940X2), (MITRO-
VIC 1.971) 3), (MITROVIC 1.972)(4),
(WASSILEV 1.972X5); (MITROVIC
1978X6).

Las observaciones de los distintos
autores, han puesto de manifiesto que a
partir de un blastema esquelético, con
presencia de un acumulo de células
marginales intimamente adosadas, se
originan unos nucleos de tejido cartila-
ginoso-esquelético, los cuales estan
separados por lo que serd la futura
region de la articulacion que, en este
estadio, se denominainterzona. En esta
Ultima, a su vez, se forman tres capas,
las dos periféricas son de aspecto carti-
laginoso y recubren las superficies cor-
ticales, mientras que la de disposicion
mas medial quedaformada por un teji-
do laxo, este ultimo, posee vasos san-
guineos en la porcion periférica de la
futura articulacién.

Nosotros hemos podido comprobar
gue en estazonade tejido laxo aparecen
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signos de degeneracién con focos de
necrosis, lo que conduce al desarrollo de
la futura articulacion.

Indudablemente, el mecanismo inti-
mo de separacién de los elementos es-
queléticos, se presta a diferentes inter-
pretaciones; en efecto, para algunos
autores, seran debido al movimiento
articular (WALMSEY 1.940X7), mien-
tras que, paraotros, estariaen relacion
con el proceso activo del propio cartilago
(RETTERER 1.902)(8); (SCHULIN
1879X9); (STRAYER 1943X10);
(MCDERMORTT 1943X11); (MITRO-
VIC 1972X4); (MITROVIC 1978X6).

En relacion con lo previamente se-
flalado, es evidente que existen focos de
necrosis fisioldgicos en el blastema
esquel ético del embrién de larata, he-
cho que ocurre entre los dias once y
trecedelavidaintrauterinadel animal.
Indudablemente, estos fendmenos, tie-
nen una gran importancia en la artro-
génesis. ParaMITROVIC (1.971,1972,
1978)(3)(5)(6), esto seria debido, a que
las células con expresién condrogénica,
son eliminadas de este area de lainter-
zona.

Hemos de destacar también que los
vasos sanguineos son practicamente
exclusivosde las partes periféricasde la
articulacién en desarrollo de larata, es
decir, del mesenquima capsulo-sinovial.
Un hecho similar ha sido descrito por
multiples autores (HAINES 1.947X12);
(GARDNER 1.950X13); (GARDNER
1.950X14); (O'RAHILLY 1.957X15).

En lo que respecta al desarrollo del
menisco propiamente dicho, las aporta-
ciones de los trabajos realizados en la
rata, son muy escasos, ya que MITRO-

VIC (1978)(4), que es el autor que mas
ha estudiado la evolucién y desarrollo
de las articulaciones en este animal, se
refiere superficialmente a los aspectos
gue conciernen al menisco, sefialando
gue las estruccturas peri e intraarticu-
lares, asi como la capsula, menisco y
ligamentos, se desarrollan basicamen-
te, delamismamanera, como el mesén-
quima esquelético axial.

Por nuestra parte, hemos observa-
do, que hacia el dia 20, se aprecia una
estructura cartilaginosa en formacion
de lo que sera el futuro menisco, las
células adquieren morfologia poligonal,
abservandose prolongaciones digitifor-
mes superficiales, asi como manifiesto
desarrollo del reticulo endoplasmico
rugosoy aparato de Golgi; estascélulas,
conservan su capacidad divisional du-
rante este estadio, en el que, por otra
parte, existe una clara diferencia entre
el menisco y el paramenisco. Efectiva-
mente, contrastala morfologiacelulary
la diferente vascularizacién, ya que el
paramenisco muestra numerosos vasos
sanguineos, continuandose insensible-
mente con el tejido fibroso periférico y
con lafuturamembrana sinovial, donde
se disponen elementos de aspecto fibro-
blastico y macroféagico.

Conclusioén

El esbozo del menisco, en laarticul a-
cion en desarrollo de la rata, aparece
después de que han ocurrido fenébmenos
degradativos en la franja central de la
primitiva interzona articular. En su
inicio, esta formado por una masa den-
sa de células mesenquimal es, que adop-
ta configuracién triangular al corte
frontal, que esta situado entre las dos
superficies articulares, y cuyo vértice
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experimenta diferenciacion cartilagino-
sa (futuro menisco), mientras que la
region periférica continta siendo alta-
mente vascular y se continla con tejido
conjuntivo fibroso, en vias de remodel a-
cion (zonaparameniscal). Entre el futu-
ro menisco y el paramenisco, aparece
una zona delimitante con elementos
transicional es fibroblastico-condrocita-
rio.
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