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PALABRAS CLAVE Resumen

Rodilla; Introduccion: No existen modelos que evalien los cambios morfologicos musculares en roturas
Rotura tendon crénicas del aparato extensor de la rodilla.

patelar; Objetivos: 1) Describir un nuevo modelo experimental de lesion cronica de tendon patelar; y
Cuadriceps; 2) evaluar macroscopica e histolégicamente la evolucion, a través del tiempo, de la degenera-
Cirugia experimental cion del cuadriceps con este modelo.

Hipotesis: Existe fibrosis e infiltracion grasa progresiva del cuadriceps a través del tiempo.
Materiales y método: Se realiza transeccion del tenddn patelar en 20 ratones BKS, machos,
adultos, divididos en 4 grupos de 5 animales cada uno, siendo sacrificados a la 1era, 2da, 4ta
y 12va semanas. A todos los ratones sacrificados se les extrajo el cuadriceps derecho (inter-
vencion) e izquierdo (control). Se realizd evaluacion macroscopica, analisis morfométrico e
histologico por 2 patologos independientes y ciegos. Los resultados se analizaron estadistica-
mente con Test T de Student y Test de Wilcoxon (p<0,05).

Resultados: Macroscopia: tejido amarillento en grupo intervenido con variables morfométricas
alteradas progresivamente de manera significativa desde la 2 da semana. Histologia: infiltracion
grasa con atrofia numérica de fibras musculares, progresiva en el tiempo, significativa desde
la 4ta semana, llegando a infiltracion grasa severa a las 12 semanas con porcentaje de fibrosis
menor al 6% en todos los casos.

* Este estudio fue realizado en los laboratorios de la Facultad de Medicina Clinica Alemana Universidad del Desarrollo.
* Autor para correspondencia.
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Conclusiones: Este nuevo modelo de lesion de tendon patelar se asocia a pérdida de continuidad
persistente del aparato extensor con cambios estructurales del cuadriceps. Estos cambios inclu-
yen atrofia muscular macroscopica e infiltracion grasa con atrofia numérica de fibras musculares
progresiva, significativa a partir de la 2 da semana.

© 2015 Sociedad Chilena de Ortopedia y Traumatologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U.
Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

Is there fatty infiltration of the quadriceps in the chronic rupture of the patellar
tendon?

Abstract

Introduction: There are no models that evaluate the morphological changes of the muscles in
chronic ruptures of the extensor apparatus of the knee.

Objectives: 1) To describe a new model of chronic rupture of the patellar tendon; and 2) To
macroscopically and histologically evaluate progressive quadriceps muscle degeneration.
Hypothesis: There is progressive fibrosis and fatty infiltration of the quadriceps muscle.
Materials and method: A complete transection was performed on the right patellar tendon of
20 male, adult, BKS mice, divided into 4 groups of 5 animals. The animals were sacrificed at
the 1st, 2nd, 4%, and 12th week after the indicated procedure. After sacrificing the animals,
both quadriceps muscles were resected and evaluated macroscopically, morphometrically, and
histologically by 2 independent, blinded pathologists. Statistical analysis was performed using
Student t test, and Wilcoxon’s test (P<.05)

Results: Macroscopy yellowish muscle tissue with significant progressive morphological changes
beginning at week 2. Histology: progressive fatty infiltration with numerous atrophies of the
muscle fibres, becoming significant after the 4th week, reaching severe fatty infiltration at
week 12, with little fibrous tissue in less than 6% of the muscle.

Conclusions: This new model of patellar tendon chronic rupture is associated with persistent
discontinuity of the knee extensor mechanism and structural changes of the quadriceps muscle.
These changes include muscle atrophy and progressive fatty infiltration beginning at the 2nd
week after the injury.

© 2015 Sociedad Chilena de Ortopedia y Traumatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/

licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccion

El aparato extensor de la rodilla esta compuesto por el mUs-
culo del cuadriceps, el tenddn cuadricipital, la patela y el
tendodn patelar. La indemnidad de estos permite la extension
activa de la rodilla y la resistencia a la flexion. Las roturas
del tendon patelar y cuadricipital son lesiones infrecuen-
tes, sin embargo sus consecuencias traducen una importante
discapacidad'.

Las lesiones tendinosas del aparato extensor ocurren
mayoritariamente en 2 escenarios: 1) roturas del tendon
patelar en pacientes jovenes y activos, durante activi-
dades deportivas que involucren traumatismos directos o
contracciones subitas del cuadriceps; y 2) lesiones del ten-
dén cuadricipital en adultos sobre 40 afos, habitualmente
asociado a comorbilidades médicas, tras un mecanismo indi-
recto de contraccion del aparato extensor??>.

Todas aquellas lesiones completas o que comprome-
tan la funcion extensora tienen indicacion de reparacion
quirargica®. Tradicionalmente la literatura ha reportado
buenos y excelentes resultados en el tratamiento quirirgico
precoz de estas lesiones®™’. Sin embargo, en los casos de
reparaciones quirurgicas diferidas los resultados han demos-
trado ser menos favorables®.

Esto resulta relevante, ya que particularmente las roturas
de tendon cuadricipital son frecuentemente subdiagnosti-
cadas, reportandose error diagnostico de hasta el 50% en
su presentacion inicial’. En suma, no es infrecuente que
producto de un retraso diagndstico, comorbilidades del
paciente o disponibilidad de pabellones, las reparaciones
quirdrgicas del aparato extensor sean realizadas en diferido.

Los peores resultados funcionales de la reparacion croé-
nica, habitualmente se han atribuido a supuestos cambios
en la estructura musculo-tendinea tras la lesion, con apari-
cion de fibrosis, atrofia y retraccion muscular. Sin embargo,
no existen hasta la fecha estudios histopatologicos que
respalden estas teorias, y tampoco se han reportado mode-
los experimentales de degeneracion muUsculo-tendinea tras
lesiones del aparato extensor. Estas teorias se extrapolan de
estudios en otros grupos musculares, como por ejemplo en el
manguito rotador, donde la vasta literatura ha demostrado
la aparicion de atrofia e infiltracion grasa tras la rotura,
lo que incide en los resultados de la reparacion quirlrgica
posterior'®,

Es por esto que los objetivos de nuestro trabajo son pro-
bar un modelo animal de lesion crdnica del aparato extensor,
y evaluar los cambios macroscopicos e histologicos del cua-
driceps en distintos intervalos de tiempo. Nuestra hipotesis
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de trabajo es que en este modelo animal experimental, tras
la rotura del aparato extensor ocurre una atrofia, fibrosis
e infiltracion grasa progresiva del cuadriceps a lo largo del
tiempo.

Materiales y métodos

Se desarroll6 un estudio experimental cumpliendo las nor-
mas del comité de ética local y del comité de bioseguridad
animal.

Se utilizaron 20 ratones BSK machos, entre 6 a 8 meses
de vida, distribuidos aleatoriamente en 4 grupos de 5 rato-
nes. A todos los ratones se les realizd una lesion completa
del tendon patelar, procedimiento realizado bajo anestesia
inhalatoria con mezcla de sevofluorano/oxigeno al 3%/32%
respectivamente. Se administré analgesia con tramadol
sublingual en dosis de 25 mcgpor animal. Tras desinfectar
la piel local con alcohol topico se realizo una incision lon-
gitudinal de 1cm sobre la rodilla derecha, realizando una
diseccion roma hasta identificar el tendon patelar, el cual
se aislo y transecté con micro-tijeras. Luego se identificd
el cuadriceps, retrayéndolo hacia proximal, con exposicion
de la troclea femoral. Se irrigd la zona operatoria con suero
fisiolodgico y se cerrd la incision con sutura no reabsorbible.
No hubo complicaciones intra ni postoperatorias en los pro-
cedimientos quirdrgicos. Todos los procedimientos fueron
realizados por el mismo equipo quirurgico. Posterior al pro-
cedimiento, los animales se mantuvieron en jaulas metalicas
de 40 x 30 x 20 cm, agrupados en 3 o0 4 ratones por jaula, con
alimento y agua a libre demanda.

Los ratones se dividieron en 4 grupos de 5 animales
que fueron sacrificados a la semana nimero 1, 2, 4y 12,
mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sodico, a dosis de 100 mg/kg, previa anestesia inhalatoria.
Luego de la eutanasia se realiz6 una incision amplia sobre la
extremidad inferior derecha de cada animal para extraer el
cuadriceps desde su inserciéon proximal. Se peso6 el cuadri-
ceps en una balanza electronica y se midio el largo, ancho y
espesor muscular con caliper digital, registrando los datos de
manera computacional. Posteriormente se repitio el mismo
procedimiento con el cuadriceps de control (izquierdo).
Las muestras se fijaron dentro de tubos de ensayo tipo
eppendorf con fijador Mc Dowell-Trump (solucién con igua-
les partes de formalina y glutaraldehido), almacenado a 4°C
y rotulados para el adecuado registro de los resultados, y
enviados bajo las mismas condiciones al laboratorio de ana-
tomia patoldgica.

El tejido muscular fue seccionado en 4 cortes de 2 a
3mm de espesor, siendo el primer corte el de la unién
musculo-tendinea y el Ultimo corte en la zona proximal del
cuadriceps. Las muestras se incluyeron en parafina en forma
sistematizada (desde el tenddn hacia proximal). Se obtuvie-
ron finalmente cortes tenidos con hematoxilina-eosina.

Todos los cortes fueron examinados por 2 patélogos, en
forma independiente y ciega, que establecieron criterios
comunes para la evaluacion. Se realiz6 una evaluacion cuan-
titativa de la cantidad de fibrosis tisular y cualitativa de la
presencia de atrofia muscular.

Se evalud porcentaje de grasa del area total, conside-
rando como relevante la grasa entre las fibras, estableciendo
5 categorias (0 a 4):

0: Ausencia de adipocitos.

1: Escasos adipocitos aislados.

2: Pequenos grupos de adipocitos confluyentes.

3: Grupos de adipocitos que disecan las fibras musculares.
4: Abundantes grupos de adipocitos confluentes que
disecan el tejido muscular, dejando fibras musculares ais-
ladas.

Se registraron los datos obtenidos en una tabla com-
putarizada, a partir de la cual se realizd el analisis
estadistico.

Para el analisis de datos se utilizo el programa Microsoft®
Excel® 2011 para Mac, Version 14.4.4 (° 2010 Microsoft Cor-
poration) y el programa Coin en software estadistico R (R
Core Team 2014®). Para el analisis estadistico se utilizaron
los test «t» de Student para muestras pareadas y el test de
Wilcoxon Mann-Whitney segun el tipo de variable que corres-
ponde. Se considerd significativo un valor p<0,05, con un
poder estadistico de un 80%.

Resultados

Evaluacion macroscopica

En el lado intervenido se observaron cambios morfologicos
evidentes a partir de la segunda semana. Estos cambios
consistieron en la presencia de una coloracion amarillo-
parduzca y en un aumento de la consistencia al palpar las
muestras de cuadriceps intervenidos en relacion con los con-
troles (fig. 1).

En relacion con el peso de las muestras, se observa-
ron cambios significativos con disminucion del promedio del
peso en el cuadriceps intervenido versus el control a la 2.2,
4.2 y duodécima semana (tabla 1) (fig. 2).

El promedio del ancho del cuadriceps obtenido también
se vio disminuido significativamente en los grupos sacrifica-
dos en la 2.2, 4.2 y duodécima semana (tabla 1).

En relacion con el largo de las muestras, solo se encon-
traron diferencias significativas entre el promedio del grupo
eutanasiado la 2.2 semana. En cuanto al espesor se encon-
tro una disminucion significativa en el lado intervenido solo
para el grupo de las 4 semanas (tabla 1).

Evaluacion histolégica

Hubo una tendencia a una fibrosis y atrofia muscular aumen-
tada en los distintos grupos de la muestra, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas entre ellos. La
presencia de fibrosis no sobrepaso el 6% del espesor de las
muestras en ninguno de los casos, encontrandose exclusiva-
mente en la region muscular adyacente al tendon patelar.
La atrofia muscular observada fue principalmente de tipo
numérica.

La infiltracion grasa fue medida y registrada segin la
escala cualitativa planteada en la metodologia. Las media-
nas de infiltracion grasa mostraron un aumento desde
la 2.2 semana, que se hace estadisticamente significativo
desde la 4.2 semana en el lado intervenido (fig. 3). Los
resultados se muestran en la tabla 2.
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Discusion

Los procesos degenerativos musculares gatillados tras la
rotura tendinea han sido principalmente estudiados en el
manguito rotador del hombro. Actualmente existe poca

Derecho.

/
"

Figura1 Aspecto macroscopico del cuadriceps con lesion del tendon patelar vs el control tras 12 semanas de evolucion. Se observa
coloracion amarillo-parduzca y aumento de la consistencia al palpar las muestras de cuadriceps intervenidos (derecho) en relacion
con los controles (izquierdo).

12 semanas

Izquierdo

informacion respecto de los procesos que acompaian a otros
grupos musculares. Especificamente, no hay literatura dis-
ponible que evalle los cambios morfologicos musculares
que ocurren como consecuencia de las lesiones del aparato
extensor en la rodilla. Mas aun, este fendmeno podria incidir

Tabla 1 Resultados de la evaluacion macroscopica. Se muestran los promedios, desviacion estandar y valores de p para cada

parametro medido en los distintos grupos

Largo Espesor
Q der. Qizq. Q der. Qizq. Q der. Qizq. Q der. Qizq.
Semana 1
Promedio 0,262 0,2 7,04 7,4 16 15,52 5,59 5,82
DS 0,066 0,053 1,028 0,94 2,171 1,891 0,947 0,363
p 0,19 0,07 0,63 0,65
Semana 2
Promedio 0,19 0,244 6,04 6,96 12,692 14,972 5,26 5,82
DS 0.02 0,023 0,304 0,427 0,822 0,539 0,32 0,549
p 0,00002 0,01 0,004 0,1
Semana 4
Promedio 0,174 0,256 5,682 6,43 15,218 16,514 5,206 5,738
DS 0,036 0, 049 0,269 0,655 1,5068 0,575 0,255 0,461
p 0,01 0,04 0,18 0,03
Semana 12
Promedio 0,186 0,26 5,9 6,38 13,38 14,42 5,132 5,68
DS 0,073 0,043 0,509 0,327 2,248 1,837 0,475 0,491
p 0,02 0,03 0,45 0,12




42

A. Vaisman Burucker et al.

p=0,19 p =0,00002 p=0,01 p=0,02

0,3

0,25

o
n
|

0,15

Peso (gr)

0,17

0,05

Semana 2 Semana 4

Semana 1

Semana 12

[ Peso cuad. Derecho [ Peso cuad. Control

Figura 2  Grafico que representa la diferencia en el peso pro-
medio del cuadriceps intervenido versus el control. Se observa
una disminucion de peso significativa a partir de la 2.2 semana
en adelante.

en que los resultados funcionales del tratamiento quirurgico
diferido de estas lesiones sean inferiores a los casos resuel-
tos en agudo’. Rougraff comparé la reparacion quirdrgica
en agudo versus aquellas que se postergaban por mas de
una semana (promedio 93 dias) en una serie retrospectiva
de 53 pacientes con rotura completa del aparato exten-
sor, demostrando una categorica diferencia en los resultados
funcionales e isocinéticos en desmedro de las reparaciones
cronicas®.

Nuestro estudio corresponde al primer modelo experi-
mental reportado, que evalla los cambios degenerativos
musculares del cuadriceps, analizando variables tanto
macroscopicas como microscopicas de manera replicable.

Dentro de los hallazgos microscopicos se comprueba un
aumento progresivo de la infiltracion grasa a nivel cuadri-
cipital, evidente desde la 2.2 semana luego de transectar
el tenddn patelar, y estadisticamente significativo desde
la 4.2 semana de evolucion, confirmando nuestra hipote-
sis. Este fendmeno seria similar a los cambios reportados
en roturas crénicas del manguito rotador'"'2. Dichos cam-
bios refuerzan la importancia de resolver estas lesiones en
agudo, antes de que el proceso degenerativo y la infiltracion

Tabla 2 Resultados de evaluacion microscopica de infil-
tracion grasa. Se observan las medianas obtenidas en cada
grupo segun la clasificacion macroscopica desarrollada por
los patologos

Inf. grasa

Q der. Qizq.

Semana 1
Mediana 2 2

p=1
Semana 2

Mediana 1 3
p=0,07

Semana 4
Mediana 1 4
p=0,02

Semana 12
Mediana 2 3
p=0,007

0: ausencia de adipocitos; 1: escasos adipocitos aislados; 2: pe-
quenos grupos de adipocitos confluyentes; 3: grupos de adipoci-
tos que disecan las fibras musculares; 4: abundantes grupos de
adipocitos confluentes que disecan el tejido muscular, dejando
fibras musculares aisladas.

grasa comiencen, ya que la capacidad bioldgica de cicatrizar
se compromete, ademas de alterarse las propiedades meca-
nicas del tejido muscular, su capacidad de ser movilizado y
de soportar suturas, las que disminuyen inversamente pro-
porcional con el tiempo, tal como lo describen autores como
Goutallier y Gladstone' "4,

A la fecha, el Unico trabajo que reporta el proceso dege-
nerativo que sufren los musculos alrededor de la rodilla
después de resecar su tendon, corresponde a Vourazerius
et al., quien demuestra que tras «cosechar» el tendon del
semitendinoso en conejos, no existe la aparicion de infil-
tracion grasa tras un afio de seguimiento’. A diferencia
de Vourazerius, nuestro estudio demuestra que en el cua-
driceps, al igual que en el manguito rotador del hombro,
si existe infiltracion grasa. El objetivo del trabajo de Vou-
razerius fue evaluar lo que ocurre en un musculo donde
rutinariamente se reseca el tendon como autoinjerto para

Figura 3

Muestra representativa de los cortes histologicos (100 x) con tincion H-E de tejido de cuadriceps intervenido (2) vs control

(1) del grupo sacrificado a las 12 semanas. Se observan grupos confluentes de tejido adiposo que disecan las fibras musculares.
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reconstrucciones ligamentosas articulares. En estudios cli-
nicos se ha demostrado que tras resecar el tendon del
semitendinoso el déficit muscular secundario en la rodilla
no es significativo para los pacientes, probablemente por-
que el semitendinoso cicatriza junto al semimembranoso,
causando una «sinergia» muscular, e incluso existe eviden-
cia de imagen de que en muchos casos se genera una especie
de «neo-tenddn» fibroso'®.

Cualquiera de estos mecanismos produce que el mUs-
culo semitendinoso mantenga cierta tension y contractilidad
basal que podria ser la causa de ausencia de infiltracion
grasa. En nuestro modelo, el tenddn patelar no cicatrizd
en ninguno de los casos, por lo que el cuadriceps persis-
tié completamente retraido y disfuncional. Es esta ausencia
de tension y funcionalidad lo que, a nuestro juicio, pudiera
favorecer la infiltracion grasa muscular.

Conocer los cambios degenerativos que ocurren en el
cuadriceps en este modelo ayuda primero a entender la
anatomopatologia de la lesion, lo cual pudiese explicar los
malos resultados de la reparacion diferida. Por otra parte,
sienta las bases para desarrollar nuevas estrategias terapéu-
ticas que prevengan estos malos resultados en las lesiones
cronicas. Al respecto, Davis et al. publicaron un estudio
en ratones con lesion del manguito rotador a los que se
les administré simvastatina, observando una mejoria par-
cial en la contractilidad muscular, una disminucion en la
acumulacion de colageno, ademas de cambios favorables en
la expresion de genes y otros marcadores de inflamacion,
fibrosis y regeneracion'’.

Respecto de la atrofia muscular numérica, esta fue
evaluada de manera subjetiva, por lo tanto no podemos
entregar resultados categoricos al respecto. Pese a esto, una
mayor confluencia de tejido adiposo y un menor peso mus-
cular a través del tiempo son altamente sugerentes de una
atrofia muscular. En cuanto a la fibrosis observamos una pre-
sencia de tejido fibrotico menor al 6% del total del mdsculo,
ubicado exclusivamente en relacion con el tejido muscular
adyacente al tendon patelar y que fue interpretado por los
patdlogos como respuesta cicatricial a la lesion quirdrgica,
sin ser parte del proceso degenerativo propiamente dicho.
Esto sugiere que la fibrosis muscular en la lesion crénica
del aparato extensor de rodilla no debiera desepenar un rol
importante en los malos resultados funcionales.

Desde el punto de vista macroscopico, nuestro estudio
confirma que existe una disminucion en el ancho del cuadri-
ceps desde la primera semana, asi como del peso muscular
desde la segunda semana, lo que podria explicarse por el
proceso de degeneracion y atrofia muscular ya evidente en
la histologia desde la segunda semana. Por otro lado, no
encontramos diferencias en la longitud de las muestras, lo
cual sugiere que tras el acortamiento inicial en el momento
de transectar el tendon patelar no se produciria un acorta-
miento adicional progresivo del mdsculo.

Las caracteristicas morfoldgicas del cuadriceps también
sufrieron cambios progresivos en el tiempo, evidentes desde
la segunda semana. Estos cambios consistieron en una colo-
racion rosado-blanquecina inicial, que dio paso a un color
amarillo-parduzco del cuadriceps asociado a una consisten-
cia mas cauchosa del mismo, concordante con los hallazgos
histologicos (fig. 1).

Como fortalezas de nuestro trabajo podemos mencio-
nar que se prueba un modelo experimental reproducible,

con el apoyo de patdlogos experimentados, con resultados
categoricos, siendo ademas el primer trabajo que evalla
parametros morfométricos e histopatologicos del cuadriceps
en una lesion croénica del tendon patelar.

Como debilidades de este estudio podemos encontrar la
falta de evaluacion molecular e inmunohistoquimica para
tener una categorizacion mas exacta de la presencia de
fibrosis, infiltracion grasa, vasos de neoformacion, etc. Sin
embargo, el apoyo de patélogos entrenados y de resultados
categoricos hacen que nuestros resultados sean igualmente
validos.

Asimismo, nuestro estudio carece de una evaluacion fun-
cional muscular electrofisioldgica, lo cual nos permitiria
hacer una correlacion entre cambios degenerativos y fun-
cion de la fibra muscular en el tiempo, informacion valiosa
en el momento de extrapolar datos experimentales al campo
clinico.

Como conclusion, podemos decir que este nuevo modelo
experimental de rotura crénica del tendon patelar se asocia
a pérdida de continuidad persistente del aparato extensor
de larodilla, con cambios estructurales del cuadriceps. Estos
cambios se hacen evidentes a partir de la 2.2 semana de la
lesion, e incluyen atrofia muscular macroscopica, infiltra-
cion grasa y atrofia numérica de fibras musculares.
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