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Objetivo: El trasplante de aloinjertos meniscales (TAM) 
viables es complejo desde el punto de vista logístico. El 
objetivo fue comparar la estructura colágena y la viabili-
dad celular en dos medios de cultivo.
Métodos: Se utilizaron 10 meniscos, que fueron dividi-
dos en 3 secciones. El metabolismo celular fue estudiado 
con la expresión génica de colágeno tipo I y II, y agreca-
no. La red colágena fue valorada con la escala Collagen 
Meniscal Architecture (CMA) tras su análisis con micros-
copia electrónica. 
Resultados: Colágeno I se expresó más en FBS que ITS 
(p = 0,036). Colágeno II se expresó más en el GC. No se 
observaron diferencias con la escala CMA.
Conclusiones: ITS es tan efectivo como el FBS para 
preservar la red colágena. La expresión genética de las 
proteínas estudiadas fue similar en el grupo ITS que 
en el GC. ITS podría ser una mejor alternativa que FBS 
o suero del receptor como suplemento para preservar 
meniscos.
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Viable meniscal allograft can be more easily store 
with an alternative medium culture medium
Purpose: Viable meniscal transplantation has been 
criticized as an expensive and logistically demanding 
technique. The purpose was to compare the standard 
culture medium with another more available and easier 
to perform culture medium.
Methods: Ten fresh lateral menisci were harvested. Ea-
ch meniscus was divided into 3 sections. Cell metabolism 
was assessed with the gene expression (GE) of types I 
and II Collagen, and aggrecan. The Collagen Meniscal 
Architecture (CMA) scoring system was used to evaluate 
the degree of meniscal disarray.
Results: Type I collagen was expressed more in the FBS 
than in the ITS group (p=0.036). Type II collagen showed 
decreased expression in both cultured groups compared 
with the Cg. No differences were observed in the GE of 
aggrecan in either group and when the CMA was applied. 
Conclusions: ITS-supplemented medium is at least as 
effective as the FBS-supplemented medium to preserve 
the collagen net architecture. GE of the studied proteins 
was similar in the ITS group to that observed in the Cg. ITS 
might be a better alternative as a medium supplement for 
preserving meniscal tissue than FBS or host serum.

Key words: Meniscus. Allograft. Viable transplantation. 
Fetal bovine serum. Meniscus preservation.
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INTRODUCCIÓN

El primer trasplante de aloinjerto meniscal ais-
lado fue realizado en 1984 por Milachowky 
et al.(1). En relación con las técnicas de preser-
vación del aloinjerto meniscal, hay diferentes 
métodos normalmente utilizados. La congela-
ción simple es aceptada como una simple y efi-
caz manera de conservar aquellos tejidos que 
sólo requieren retener sus propiedades biome-
cánicas, ya que en modelos animales se ha de-
mostrado que la ultraestructura colágena no es 
alterada(2). En cambio, Gelber et al.(3) más re-
cientemente han refutado esta afirmación, de-
mostrando que cuando se evalúa ultraestructu-
ralmente, el proceso de congelación conduce 
a un daño sustancial. Por otra parte, la crio-
preservación sí que ha demostrado fehaciente-
mente que no altera la arquitectura colágena(4). 
Aunque siempre se ha esgrimido que la prin-
cipal ventaja teórica de la criopreservación se-
ría que no destruye el componente celular, esto 
ha sido recientemente cuestionado, ya que fue-
ron observados diferentes rangos de supervi-
vencia celular con dicha técnica(4,5). Los aloin-
jertos frescos o viables, por su parte, pueden 
ser ventajosos, dado que no sólo no destruye el 
componente celular, sino que lo mantiene me-
tabólicamente activo con su correspondiente 
producción de proteoglicanos y fibras coláge-
nas. Por ello, se podría esperar una función ce-
lular cercana a la normal desde el mismo mo-
mento de su implantación(5-7). Verdonk y Khon(5) 
demostraron que el menisco se puede conser-
var de forma fiable a 4 ºC en medios de cultivos 
estériles hasta por 14 días, sin una pérdida de 
viabilidad celular importante.

Los aloinjertos de menisco frescos han demos-
trado mantenerse viables tras dos semanas en 
el medio de cultivo Dulbecco Eagle Modificado 
(DMEM; Gibco Invitrogen, Merelbeke, Bélgica) 
suplementado con 20% de suero autólogo(5,8). 
En estudios in vitro, el suero autólogo es reem-
plazado con FBS (fetal-bovinum-serum), el cual 
ha demostrado su efectividad para preservar la 
red colágena meniscal y la viabilidad celular por 
2 semanas(9). La composición exacta del FBS no 
es bien conocida y presenta una gran variabili-
dad dependiendo de la fuente del suero. La in-
sulina-transferrina-selenio (ITS) es un producto 
usado frecuentemente para suplementar me-
dios de cultivo de condrocitos(10-12). Es un su-
plemento controlado, disponible en cualquier 

laboratorio, con una composición bien conoci-
da y que puede ser potencialmente un medio 
adecuado para mantener tejido meniscal viable 
para uso clínico, evitando la necesidad de incu-
bar el tejido con suero del receptor, con la con-
siguiente disminución de los requerimientos lo-
gísticos del método. 

El objetivo de este estudio fue valorar el te-
jido meniscal en términos de metabolismo ce-
lular y red colágena, comparando el estándar 
del laboratorio suplementado con un 20% de 
FBS frente a otro suplementado con ITS al 1%, 
después de 4 semanas desde su obtención des-
de el donante. Nuestra primera hipótesis fue 
que un medio de cultivo suplementado con ITS 
mantendría la red colágena meniscal y viabili-
dad celular hasta por 4 semanas después de su 
obtención. La segunda hipótesis fue que esta 
capacidad de la solución con ITS sería al menos 
tan efectiva como la suplementada con FBS.

MATERIAL Y MÉTODOS

Obtención del injerto
Fueron obtenidos 10 meniscos laterales en con-
diciones estériles durante artroplastias tota-
les de rodilla (6 hombres, 4 mujeres). El gru-
po de estudio tenía una media de edad de 71 
años. Fue obtenido el consentimiento informa-
do de cada paciente siguiendo los términos im-
puestos por nuestro comité ético. El cuerpo de 
cada menisco fue dividido en 6 secciones en 
condiciones estériles y una de dichas secciones 
fue preparada para su análisis con microscopia 
electrónica de transmisión (MET) como grupo 
control (GC). Las otras 5 secciones se colocaron 
en medio de cultivo con DMEM y fueron remi-
tida al laboratorio. 

Cultivo de los meniscos 
Otra sección no cultivada y también seleccio-
nada como GC fue incubada durante una hora 
con RNAlater (Qiagen) a 4 ºC y luego criopre-
servada a –80 ºC para la valoración de su ex-
presión génica (EG). Las otras 4 secciones se co-
locaron en tubos de centrifugación de 15 mL y 
el medio de cultivo era luego añadido. Se cul-
tivaron los meniscos con DMEM suplementado 
según los casos con 20% de FBS o 1% de ITS, 
por 28 días. 

Dos de dichas secciones se usaron para cuanti-
ficación del ARN (GE FBS y GE ITS). Las restantes 
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dos secciones se fijaron con glutaraldehído al 2% 
para su análisis con MET (MET FBS y GE ITS). 

Aislamiento de ARN y expresión génica
Las secciones GE FBS y GE ITS se suspendie-
ron en 1 mL de Tri Reagent (Molecular Research 
Center, Inc.), homogeneizado con T8 Ultra-Tu-
rrax homogeneizador (IKA) y finalmente el ARN 
se extrajeron siguiendo las instrucciones del 
Tri Reagent. El ARN se utilizaba para sintetizar 
ADN siguiendo el protocolo del reactante Taq-
Man® Reverse (Applied Biosystems, Foster City, 
EE. UU.). Despúés de su dilución en agua pura 
y 1 μl de la solución resultante, se determi-
nó la EG de agrecano (AGC1), colágeno tipo I 
(COL1A1) y colágeno tipo II (COL2A1) con PCR 
Real-Time (Applied Biosystems). Los resultados 
fueron analizados con SDS TM Software 2.3 
(Applied Biosystems).

Microscopia electrónica de transmisión
El estado de la arquitectura meniscal colágena 
se analizó con MET y sus cambios clasificados 
según una escala previamente descrita por Gel-
ber et al.(3,4).

Cuarenta mm3 de cada sección meniscal se 
analizaron con MET (Philips, modelo #CM100, 
Holanda).

Se midieron por un observador independien-
te, 400 fibras colágenas en secciones longitudi-
nales y transversales de cada menisco.

De acuerdo a la escala Collagen Meniscal Ar-
chitecture (CMA)(3), los meniscos se clasificaron 
entre 0 a 7 puntos y, dependiendo del mismo, 
se consideraban como normales (grado I 0-2 
puntos) a desestructuración severa (grado III 
5-7 puntos).

Análisis estadístico
Las variables de viabilidad celular se presentan 
como media ± desviación estándar, mediana, 
percentiles 25 y 75, máximo y mínimo, y fueron 
comparados usando el test no paramétrico de 
Wilcoxon. ANOVA con comparaciones múlti-
ples de Tukey se usó para las comparaciones de 
las mediciones de la ultraestructura colágena. 
Se utilizó el software SPSS 15 (SPSS Inc., Chi-
cago, Illinois, EE. UU.) y el nivel de significación 
estadístico se estableció en 0,05.

RESULTADOS

La Tabla 1 resume los datos estadísticos de cada 
proteína estudiada en cada uno de los 3 grupos. 
No se observaron diferencias en relación con la 
EG de agrecano. El colágeno I fue más expresa-
do en el grupo ITS que FBS (p = 0,036), pero no 
se encontraron diferencias comparándolos con 
el GC. El colágeno II demostró una disminución 
de su expresión en ambos medios de cultivo, 
tendiendo en ambos grupos a 0.

Tabla 1

VIABILIDAD CELULAR VALORADA MEDIANTE EXPRESIÓN GÉNICA DE TRES PROTEÍNAS  
DE LA MATRIZ EXTRACELULAR DEL MENISCO

GC FBS ITS
p–*

GC vs. 
FBS

p–*
GC vs. 

ITS

p–*
GC vs. 

ITS

AGG
Media (SD)
Med (P25-P75)
Mín-Máx

1,37 (1,14)
1,27 (0,4-1,9)

0,17-4,0

1,33 (1,14)
1,35 (0,22-2,45)

0,02-2,7

1,32 (0,96)
1,19 (0,41-2,04)

0,00-3,14
0,878 0,953 0,959

Col I
Media (SD)
Med (P25-P75)
Mín-Máx

3,30 (4,50)
1,5 (0,59-

5,59)
0,17-13,00

4,81 (4,18)
5,30 (0,41-8,17)

0,14-10,8

1,23 (1,11)
1,00 (0,7-1,3)

0,03-4,0
0,441 0,484 0,036

Col II
Media (SD)
Med (P25-P75)
Mín-Máx

2,08 (2,44)
0,75 (0,25-

3,79)
0,00-7,28

0,68 (1,27)
0,00 (0,00-0,91)

0,00-4,10

0,24 (0,52)
0,00 (0,00-0,25)

0,00-1,42
0,086 0,012 0,144

* Wilcoxon test. AGG: agrecano; Col I: colágeno tipo I; Col II: colágeno tipo II en los tres grupos del estudio; GC: grupo 
control; FBS: meniscos cultivados con 20% de FBS; ITS: meniscos cultivados con 1% de ITS.
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La Tabla 2 describe los hallazgos estadísticos 
en relación con el tamaño de las fibras de colá-
geno, observándose un ligero aumento en am-
bos grupos de estudio en comparación con el 
GC (Figura 1). 

Utilizando los criterios de la escala CMA, ocho 
de los meniscos del GC clasificaron como grado 
I y los otros dos como grado II. En los meniscos 
cultivados, fueron siete tipo I y tres tipo II. Tam-
poco se encontraron diferencias con el aspecto 
de puntuación de la escala. 

DISCUSIÓN

El principal hallazgo de este estudio fue que los 
meniscos cultivados en un medio suplementa-

do con ITS mostraron una EG más similar al GC 
que al grupo de FBS y que la estructura coláge-
na no fue alterada, lo que confirmó nuestras 
dos hipótesis. Sin embargo, el colágeno I, la 
proteína más importante de la matriz extrace-
lular(13), estaba incrementada en el grupo FBS. 
No se observaron diferencias en el nivel de pro-
ducción de agrecano, el proteoglicano más im-
portante del menisco. El colágeno II, que se en-
cuentra principalmente en la parte más interna 
del menisco(13) y de la cual no se conoce su real 
importancia, disminuyó de forma sustancial en 
ambos grupos cultivados.

Éste es uno de los primeros estudios en los 
que se valora la EG en los meniscos después de 
un periodo de cultivo. Verbruggen et al.(9) com-
pararon el metabolismo celular de meniscos hu-
manos cultivados en medio con suero de cabra 
fetal, concluyendo que las células permanecían 
viables sólo por un periodo de 2 semanas. En 
este estudio, el metabolismo celular se valoró 
mediante el grado de sulfatación incorporado 
en los proteoglicanos recientemente sintetiza-
dos, a diferencia del presente trabajo, donde di-
cha viabilidad se evaluaba mediante la EG. Ésta 
expresa la exacta producción de las proteínas 
en un momento específico, siendo por tanto un 
método mucho más sensible.

La arquitectura de la red colágena se valoró 
con la escala CMA y con la medición de las fi-
bras colágenas en secciones transversales y lon-
gitudinales. Excepto un ligero aumento en el ta-
maño de las fibras en los medios cultivados, no 
se encontró ninguna otra diferencia en el estu-
dio por MET. Esto es coincidente con otros es-
tudios que definen una falta de alteración de 
la ultraestructura colágena(8,9) después de 4 se-
manas.

A B C
Figura 1. Imágenes de MET en un menisco clasificado como de grado I en la escala CMA. Se observa un ligero aumen-
to del diámetro de las fibras en cortes transversales de las secciones cultivadas, respecto al grupo control. A: muestra 
control; B: muestra cultivada con 20% de FBS; C: muestra cultivada con 1% de ITS. 

Tabla 2

MEDIA EXPRESADA EN NANÓMETROS DE 
LAS FIBRAS COLÁGENAS EN SECCIONES 

LONGITUDINALES Y TRANSVERSALES EN LOS 
DIFERENTES GRUPOS DEL ESTUDIO

Transversal Longitudinal

CG
ITS
FBS

14,37 ± 4,05
14,60 ± 3,29
15,32 ± 4,39

12,30 ± 3,77
13,11 ± 3,81
12,64 ± 3,31

p–*
CG vs. ITS
CG vs. FBS
FBS vs. ITS

0,677
0,002
0,025

0,005
0,385
0,160

* Valor de p obtenido de comparaciones múltiples de 
Tukey. GC: grupo control; FBS: meniscos cultivados 
con 20% de FBS; ITS: meniscos cultivados con 1% 
de ITS.
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lizan FBS como suplemento para preservar la 
red colágena meniscal. La EG de las proteínas 
estudiadas fue similar en el grupo ITS que en el 
GC a 4 semanas. Desde un punto de vista lógi-
co, ITS podría ser una mejor alternativa como 
medio para suplementar tejido meniscal que el 
FBS o el suero del receptor.
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