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1. INTRODUCCIÓN

El tratamiento de lesiones en el menisco sigue siendo un 
problema para el que no existe una solución eficaz en la 
clínica. En ocasiones, cuando las lesiones se producen en 
la zona más periférica, vascular, se consiguen buenos re-
sultados, cosa que no ocurre en la porción avascular del 
menisco que requiere tratamientos agresivos [1,2], como 
son la resección o el trasplante meniscal.

La criopreservación afecta la viabilidad celular; se han 
estudiado diferentes técnicas para mejorar las condicio-
nes de conservación tisular, especialmente para el cartí-
lago [3-9], sin conseguir los efectos deseados. Sin em-
bargo, en el menisco, a pesar de que se han desarrollado 
nuevas técnicas de trasplante, efectuado trabajos experi-
mentales [10-15] y se ha discutido sobre las ventajas de 
la utilización de aloinjertos de menisco frescos, no se han 
publicado resultados sobre los efectos de la criopreserva-
ción en sus células.

Wada et al [12] logró mejores resultado con el im-
plante de aloinjertos congelados en ratas inmunocompe-
tentes que con los aloinjertos frescos, apuntando a un 
posible efecto inmunosupresor por parte de la criopreser-
vación [12]. En cuanto al efecto de la congelación sobre 
la estructura y fisiología del tejido, Arcnoczky et al [16] 
describieron una disminución acentuada de la actividad 
biosintética y encontraron una supervivencia únicamente 
del 10 % de las células del tejido. Por su parte, Gellber et 
al [17] dieron a conocer una alteración de la red de colá-
geno meniscal y Lewis et al [18] describieron que al reali-
zar diferentes ciclos de congelación - descongelación se 
comprometía la capacidad mecánica del menisco, espe-
cialmente en los ensayos a compresión.

Los efectos descritos en estos trabajos desaconseja-
rían utilizar la congelación para la preservación de los 
aloinjertos, teniendo mayor susceptibilidad a sufrir lesiones 
una vez implantados [14].

Nuestra hipótesis de trabajo es que el almacena-
miento de los meniscos a 4 ºC podría suponer una alter-
nativa factible que evitaría los daños celulares por la con-
gelación, como se ha visto en el cartílago [19,20]. El 
objetivo del trabajo es analizar el efecto que tiene el al-
macenamiento a 4 ºC sobre el comportamiento de las 
células del tejido meniscal.

2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1. Animales y diseño experimental

Se utilizaron meniscos procedentes de corderos de raza 
híbrida navarra de 3 meses de edad y unos 25 kg de 
peso. Fueron sacrificados mediante inyección de T61 (In-

tervet, Madrid, España) por vía intravenosa (0,3 mL/kg) 
tras lo cual se extrajo la articulación completa.

Los meniscos fueron obtenidos en condiciones de es-
terilidad. Los fragmentos de menisco que se utilizaron 
como grupo control fueron digeridos en el momento de su 

extracción. El resto de fragmentos fueron sumergidos en 
medio de cultivo y almacenados en nevera a 4 ºC durante 
15 y 30 días respectivamente.

Todas las muestras fueron sometidas a la extracción 
de células tras lo cual se determinó la viabilidad celular y 
su tasa de proliferación. Finalmente se estudió su res-
puesta a distintos factores de crecimiento mediante ensa-
yos de proliferación.

2.2.  Extracción y cultivo celular

Los meniscos, una vez extraídos, fueron troceados y dige-
ridos con tripsina (0,2 mg/mL) (Merck, Whitehouse Station, 

USA), colagenasa (0,5 mg/mL) (Gibco-BRL, Gaithersburg, 

USA) y dispasa (0,5 mg/mL) (Gibco-BRL), preparadas en 
medio de cultivo DMEM suplementado con un 10 % de 
suero fetal bovino, penicilina / estreptomicina (Gibco-BRL) 
y L-cisteína (Sigma, St Louis, USA), durante unas 16 horas, 
a 37 ºC. Tras la digestión, las células fueron recogidas por 
centrifugación (5 min, 400 g) y lavadas con PBS. Final-
mente fueron sembradas en frascos de 75 cm2 y cultiva-
das a 37 ºC y 5% de CO2, realizando cambios de medio 
cada 3-4 días. Se analizó su morfología al microscopio 
óptico (cámara Sight 2S-2M, Nikon, Shinagawa-ku, Tokyo, 

Japan).

2.3.  Ensayos de proliferación (ensayos mts)

El estudio de la capacidad de respuesta a distintos facto-
res de crecimiento se efectuó sembrando células de me-
nisco en placas de 96 pocillos (20.000 células por pocillo) 
sometidas a un tratamiento de 24 h con los factores de 
crecimiento TGF-ß1 (Peprotech, Rozky Hill, USA), IGF-1 
(Peprotech), aFGF (Peprotech), bFGF (R&D Systems, Min-

neapolis, USA) y BMP-7 (Stryker Biotech, Hoptkinton, MA, 

USA) a 50 ng/mL en medio sin suero.
Tras el tratamiento se añadieron 20 µL de MTS (Pro-

mega Madison, USA) por pocillo y se realizó una lectura 
de absorbancia a 492 nm, una hora después, utilizando un 
lector de placas (Tecan Männedorf, Switzerland).

Para cada grupo (fresco, almacenamiento durante 15 
días y almacenamiento durante 30 días) se calculó y re-
presentó el tanto por uno de la absorbancia con respecto 
a células sin tratamiento. Para el análisis estadístico se 
realizaron tests no paramétricos de U de Mann-Whitney 
utilizando el software SPSS 15.0 para Windows (Chicago, 

IL, USA).

3. RESULTADOS

3.1. Morfología celular

Tras la digestión de los fragmentos frescos de menisco, se 
analizó la morfología celular del grupo control hallando 
células pequeñas y redondas. Por el contrario, los frag-
mentos almacenados a 4 ºC, durante 15 y 30 días, gene-
raron células progresivamente más grandes y alargadas, 
con un aspecto similar al fibroblasto (Figura 1).
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Figura 1. Morfología de las células procedentes de los fragmentos de menisco tras el periodo de almacenaje a 4 ºC al microscopio óptico inver-
tido (x10). A, células procedentes de tejido procesado inmediatamente después de su obtención. B y C, células procedentes de tejido 
almacenado a 4 ºC durante 15 y 30 días respectivamente. Se puede observar un progresivo cambio en la forma de las células, más pequeñas 
y redondeadas al principio y mayores y con aspecto de fibroblasto tras el tiempo de almacenamiento.

3.2.  Respuesta a factores de crecimiento

Se analizó la modificación de la tasa de proliferación celu-
lar mediante tratamiento con factores de crecimiento TGF-
ß1, IGF-1, aFGF, bFGF y BMP-7 (Figura 2). No se encon-
traron diferencias significativas en cuanto a la respuesta 
frente a los factores aFGF y TGF-ß en los tres grupos de 
células. Sin embargo, las células almacenadas a 4 ºC sí 
que mostraron diferencias en su respuesta a los factores 
bFGF e IGF-1. Tras el almacenamiento durante 15 días, 
observamos un aumento significativo en la respuesta a los 

dos factores (p=0,01). En el caso de bFGF, la respuesta 
se mantuvo superior (p=0,01) a los 30 días con respecto 
al control (si bien significativamente inferior al grupo de 15 
días, p=0,01). En el caso de IGF-1, las células del tejido 
almacenado durante 30 días mostraron una disminución 
significativa de su respuesta (p=0,016) frente al control. 
Finalmente, el tratamiento con BMP-7 redujo significativa-
mente la respuesta celular en el grupo de 15 días de al-
macenamiento con respecto al tejido fresco (p=0,01) que 
volvió a ser una respuesta similar al mismo grupo tras el 
mantenimiento durante 30 días.

Figura 2. Respuesta celular al tratamiento con factores de crecimiento. Se realizaron ensayos de MTS sobre células con los factores de crecimiento 
a una concentración de 50 ng/mL y durante 24 horas. Tras el tiempo de incubación se realizó la tinción con MTS y se calculó la respuesta refiriendo 
el valor obtenido para el mismo valor obtenido para células sin tratamiento (n=6). Todos los ensayos fueron repetidos para comprobar su reproduci-
bilidad. (*) p<0,05 con respecto a células sin tiempo de almacenamiento. (‡) p<0,05 con respecto a células procedentes de tejido almacenado durante 
15 días a 4 ºC. (‡‡) p<0,01 con respecto a células procedentes de tejido almacenado durante 15 días a 4 ºC. OP-1: Osteogenic Protein 1, BMP-7.
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4. DISCUSIÓN

El almacenamiento de tejido meniscal a 4 ºC sería una 
alternativa a la congelación del tejido para evitar daños en 
la estructura, biomecánica y fisiología del mismo [16-18]. 
No existen hasta la fecha estudios que demuestren el es-
tado ni la viabilidad de las células de meniscos almacena-
dos a esta temperatura. La idea inicial de nuestro trabajo 
fue que los meniscos conservados a 4 ºC y tratados con 
factores de crecimiento, podrían mejorar la viabilidad ce-
lular y preservar las condiciones estructurales del menisco, 
lo cual es de utilidad en los trasplantes de meniscos alo-
génicos.

Además del descenso en el número de células viables 
presentes en los tejidos almacenados también, hemos ob-
servado un cambio sustancial en su morfología. Si tras la 
extracción del tejido procedente del animal obtuvimos cé-
lulas redondeadas, supuestamente similares a las células 
en un entorno tridimensional, tras los dos tiempos de con-
servación analizados mostraron un cambio significativo, 
siendo más alargadas y similares al típico cultivo primario 
de fibroblastos. Este mismo fenómeno se ha observado y 
esta ampliamente descrito en el cartílago [21-25]. Los con-
drocitos sufren un proceso de desdiferenciación en el cul-
tivo en monocapa que los transforma gradualmente en fi-
broblastos, incapaces de generar nueva matriz extracelular 
una vez son cultivados tridimensionalmente.

Este dato podría, no obstante, estar relacionado con 
el descenso de viabilidad celular en los fragmentos con-
servados. Al obtener menos células viables tras la diges-
tión del tejido, es necesario que sufran un mayor número 
de duplicaciones hasta alcanzar la confluencia en la 
misma superficie de cultivo, con lo que a pesar de que no 
se realice ningún pase, las células correspondientes a los 
tejidos almacenados durante 15 y, sobre todo, de 30 días 
serían células más viejas, habiendo sufrido un mayor nú-
mero de duplicaciones. Por ello, el efecto observado po-
dría ser debido, al menos en parte, a la proliferación in 

vitro y no al periodo de almacenamiento.
Los factores de crecimiento utilizados han sido elegi-

dos por los efectos que han demostrado sobre las células 
de menisco [26-31]. Los factores aFGF y TGF-ß elevaron 
la proliferación de igual forma en los 3 grupos de células 
estudiados. Sin embargo, el almacenamiento a 4 ºC pro-
dujo cambios en la fisiología de las células ya que su 
respuesta varió sustancialmente. Tras los 15 días de alma-
cenaje, las células de menisco fueron más susceptibles al 
tratamiento con IGF-1 y con bFGF y, por el contrario, mos-
traron una menor sensibilidad al factor BMP-7. Curiosa-
mente tras los 30 días de almacenaje, la respuesta a bFGF 
e IGF-1 volvió a descender, manteniéndose por encima 
del control para bFGF y por debajo en el caso de IGF-1. 
La BMP-7 volvió a generar una respuesta similar a la ob-
servada en las células de tejido fresco.

Estos datos demuestran que se producen cambios en 
el metabolismo celular tras un tiempo a 4 ºC y que estos 
cambios pueden variar según el tiempo que el tejido per-
manece a baja temperatura.

El aumento de la sensibilidad celular a bFGF e IGF-1 
[26-28,30-31] podría ser reflejo del intento de las células 
de sobreponerse a los cambios degenerativos que sufriría 
el menisco [16-18]. Durante el almacenamiento a bajas 
temperaturas, si bien el tejido contiene células viables, 
sufre una alteración en la composición y características de 
la matriz extracelular, lo que dispara los mecanismos intra-
celulares que inducen a expresar más receptores celula-
res, para responder de forma más activa a los factores 
presentes y restaurar en parte, el daño aparecido en el 
tejido.

En nuestro modelo, el intento de sensibilización de las 
células meniscales para facilitar la reparación y el mante-
nimiento del tejido está limitado en el tiempo. Superados 
los 30 días de almacenamiento, a baja temperatura, las 
células vuelven paulatinamente a su estado natural, dismi-
nuyendo su capacidad de respuesta, en algunos casos 
incluso por debajo del que muestran inicialmente.

Consideramos clave el análisis de estos cambios que 
sufren las células y no sólo el número de éstas, pues ellas 
son las que se encargarán de mantener en condiciones 
correctas la matriz extracelular del menisco una vez im-
plantado y, por tanto, permitirán el desarrollo de su función 
en la rodilla.
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