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Resumen

Objetivo: Evaluar la presencia de células mesenquimales en el niicleo pulposo de disco intervertebral cervical y
caracterizarlas comparativamente con las obtenidas de médula 6sea de los mismos sujetos.

Pacientes y metodologia: Hemos realizado un estudio descriptivo con 14 pacientes que precisaron cirugia de
artrodesis cervical. Se analizé la presencia de células mesenquimales (CSM) en el nicleo pulposo (NP) del dis-
co, comparandolas cualitativamente con las de médula dsea (MO) de los mismos pacientes. Se aislaron y ex-
pandieron CSM, tanto de NP como de MO. Se realizaron los estudios de diferenciacion multilineal i vitro de
las células mesenquimales de ambas fuentes, hacia osteoblasto y adipocito, y caracterizacion inmunofenotipi-
ca por citometria de flujo.

Resultados: Las células de ambos origenes se diferencian iz vitro hacia ambos tipos celulares, si bien la dife-
renciacion adipocitica de las células procedentes del disco fue menor que las procedentes de MO. Tampoco se
han demostrado diferencias en los marcadores inmunofenotipicos. Las células de ambas fuentes poseen los
marcadores inmunofenotipicos caracteristicos de las células mesenquimales.

Conclusion: EI NP de disco vertebral cervical degenerado contiene células troncales mesenquimales. Estas células
son similares a las células de MO, con la excepcion de su capacidad disminuida de diferenciacion adipogénica.
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Abstract

Objective: To evaluate the presence of mesenchymal cells in the nucleus pulposus (NP) of cervical discs and
characterize them in comparison ot those obtained from the bone marrow of the same subjects.

Patients and methods: We have performed a descriptive study with 14 patients requiring cervical fusion sur-
gery. The presence of mesenchymal stem cells (MSCs) were analyzed in the NP from the disk and compared
qualitatively with the bone marrow (BM) of the same patients. MSC were isolated and expanded for both NP
and MO. We performed in vitro differentiation studies of mesenchymal cells from both sources, into osteoge-
nic and adipogenic lines, and flow cytometric immunophenotyping.

Results: We got differentiation towards both cell types, although adipocyte differentiation of disc-derived cells
was decreased compared to those from BM. There were no differences in immunophenotypic markers. Cells
from both sources have immunophenotypic markers characteristic of mesenchymal cells.

Conclusion: The NP of degenerated cervical disc contains mesenchymal stem cells. These cells are quite similar to
BM cells, with the exception of a diminished adipogenic differentiation capacity.
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I Introduccion

Las numerosas patologias cartilaginosas existentes tienen
una elevada incidencia en la poblacion mundial: son causa
importante de absentismo laboral y generan un gasto sani-
tario alto. De todas estas enfermedades, se estima que solo
la artrosis es responsable del 50% de las enfermedades cro-
nicas en la poblacion envejecida, y en los proximos afios se
espera que su incidencia sea ain mayor.

El dafio discal, centro de nuestro estudio, se produce de
forma croénica con la pérdida de su estructura, composicion
y funcion, la pérdida de células notocordales que estabili-
zan la matriz extracelular y la integridad del disco [1]; la
pérdida de condrocitos en el nucleo pulposo (NP) y su sus-
titucion por fibroblastos también parece asociada a degene-
racion precoz [2]. Gracias al avance en investigacion, se
han desarrollado en los tltimos afios estudios sobre el po-
tencial tratamiento con estrategias de terapia celular e inge-
nieria de tejidos con células de diferente origen, desde el
cordon umbilical, la placenta o tejidos del adulto como la
médula 6sea o el tejido adiposo, e incluso también células
del propio disco intervertebral [3, 4].

Las células stern mesenquimales (MSC) fueron descritas
por primera vez por Friedenstein [5] como células no hema-
topoyéticas que residen en la médula 6sea, con aspecto fi-
broblastico y caracteristicas de célula stem: capacidad de
autorrenovacion, proliferacion y capacidad de diferenciarse
a varias lineas de tejido mesodérmico. Se aislaron inicial-
mente en médula dsea, grasa, musculo, piel, periostio, ten-
dén y tejido nervioso. Su obtencién menos traumadtica en
tejido adiposo las ha popularizado como fuente alternativa
de estos tipos celulares.

La capacidad de diferenciacion hacia estas estirpes meso-
dérmicas es un requisito exigido por la Sociedad Internacio-
nal de Terapia Celular (ISCT) para que una célula sea con-
siderada mesenquimal [6]. Las MSC pueden representar
una herramienta terapéutica que podria aplicarse a diversas
enfermedades degenerativas e inmunes debido a su amplia
capacidad de autorrenovacion, proliferacion y multipoten-
cialidad [7]. Las MSC influyen directamente en la homeos-
tasis del hueso. Se ha demostrado que las MSC son capaces
de injertarse en hueso y diferenciarse a osteoblastos [8]. Ya
existen estudios que previamente han identificado células
troncales en los discos intervertebrales (DIV), concretamen-
te en nucleo pulposo (NP) [9,10].

En esta ocasion, dirigimos la investigacion a los discos
cervicales cuya anatomia y biomecanica condicionan la
evolucion del disco y su evolucion celular de forma particu-
lar en el raquis, diferenciando la carga y movilidad a la que
son sometidos los DIV en distintas dreas de la columna. El

ejercicio puede estimular la reparacion del disco y la proli-
feracion de células madre en modelos animales de forma di-
ferente a lo largo del raquis [11], lo que pone de manifiesto
la importancia biomecdnica en este proceso.

El NP es avascular, con un ambiente hipoxico, de carga y
con una probable merma en su capacidad de regeneracion
de las células troncales; por lo tanto, uno de los objetivos
de la terapia regenerativa es facilitar el ambiente externo
adecuado y estimular la proliferacion celular desde el lugar
inicial de la lesion, introduciendo MSC en el disco, buscan-
do su capacidad regenerativa.

Hasta hace poco tiempo se creia que las células troncales
adultas, presentes en un determinado tejido, solo se diferen-
ciaban dando lugar exclusivamente a los tipos celulares
propios de dicho tejido. Sin embargo, actualmente se ha
puesto de manifiesto que en los seres vivos adultos existen
varios tipos de células troncales, capaces de encontrarse lo-
calizadas en un tejido y generar células especializadas de
otro diferente [12]. Por ello, el hecho de que podamos ais-
lar células madre similares a las MSC en discos degenera-
dos apoyaria la hipétesis de una potencial regeneracion ce-
lular discal a través de MSC de este u otro origen. Dichas
células pueden ser cultivadas y expandidas in vitro, mante-
niendo su capacidad de diferenciacion[13]. En los altimos
afos, varios grupos han investigado el potencial de las
MSC en la reparacion y regeneracion de tejidos, dejando
patente la capacidad de diferenciacion de estas células a lo
largo de varias rutas definidas iz vitro, en concreto para re-
parar patologia traumatologia como el hueso [14], el carti-
lago, el musculo y los tendones, siendo los resultados preli-
minares prometedores.

El objetivo de nuestro estudio fue identificar la presencia
de células madre en nucleo pulposo de discos intervertebrales
cervicales degenerativos y compararlas con las de su MO.

I Material y métodos

Se realizé el estudio en un grupo de 14 pacientes seleccio-
nados, sometidos a cirugia vertebral por patologia degene-
rativa (discopatia), obteniendo, previo consentimiento in-
formado, el material extraido del disco cervical, que
normalmente se desecha, asi como 5- 10 ml de aspirado de
la MO. Las muestras se procesaron segun procedimientos
estandar establecidos para la obtencion de MSC, como
nuestro grupo ha publicado previamente [9].

El material discal fue disociado mecanica y enzimatica-
mente y, posteriormente, cultivado en medio estandar
DMEM, con 10% de suero bovino fetal, y se obtuvieron
células mononucleadas de la MO tras centrifugacion en
gradiente de densidad y posterior cultivo con el mismo me-
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Fig. 1. Disefio del estudio

dio antes mencionado. Se evalud la capacidad proliferativa
in vitro de las MSC de ambos origenes. Tras tres pases en
cultivo, las MSC obtenidas de ambas fuentes fueron proce-
sadas para su analisis morfologico e inmunofenotipico, y se
comprobé la capacidad de diferenciacion multilineal (adi-
pocito, osteoblasto) en ambos casos. (Figura 1).

Los pacientes incluidos en el estudio tenian edades com-
prendidas entre 40 y 70 afos, que precisaron una cirugia
cervical causada por mielopatia o radiculopatia, con dege-
neracion discal cervical, en el Hospital Universitario Fun-
dacion de Alcorcédn, a los que se les realizd una artrodesis
cervical intersomatica por via anterior, utilizando autoinjer-
to. Se anoté edad, sexo, indicacion quirdrgica, nivel fusio-
nado cervical y el grado de afectacion discal segin la escala
de Griffith [15]. (Figura 2).

La media de edad de los pacientes intervenidos fue de 48
afios (rango: 34-74) y la relacion mujer/hombre fue 8/6.
Once pacientes (79%) fueron intervenidos por radiculopa-
tia (RP) y otros tres (21%) por mielopatia (MP). Los nive-
les de fusion, son 6 C5-C6 (43%), 5 C5-C6-C7 (36%), 2
C4- C5-C6-C7(14%) y 1 C4-C5-C6 (7%). (Tabla 1).

Las 14 muestras pareadas de tejido, procedente del disco
intervertebral y de aspirado medular del mismo sujeto, de
las que se han obtenido células mesenquimales de ambas
fuentes, se procesaron en la Unidad de Terapia Celular del
Hospital Universitario de Salamanca. En cuatro casos, pro-

bablemente por la escasa cantidad de la muestra obtenida o
por un problema en el establecimiento del cultivo primario,
no se dispone de las muestras pareadas de ambas fuentes.
En todos los casos restantes las células MSC de disco inter-
vertebral y las de médula dsea se aislaron y expandieron
adecuadamente hasta el tercer pase.

Coordinados con el Servicio de Hematologia y la empresa
de transporte, se programo la realizacion de un paciente
por dia quirtrgico. Todas las cirugias se realizaron por el
mismo equipo quirdrgico. Se extrajeron 5-10 ml de médula
Osea mediante un trocar y se repartieron en dos tubos/pa-
ciente heparinizados y un unico disco/paciente en un bote

Fig. 2. Discopatia degenerativa.
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Tabla 1. Datos recogidos de los pacientes intervenidos

Paciente Edad Sexo
1 74 XX
2 42 XX
3 60 XY
4 37 XY
5 50 XX
6 43 XY
7 50 XX
8 51 XY
9 34 XX
10 49 XY
11 40 XY
12 51 XX
13 45 XX
14 47 XX

Diagnoéstico Nivel Igx. RM
MP C4-Cé 5
RP C5-Cé6 S
MP C4-C7 S
RP Cs5-C7 3
RP Cs5-C7 S
RP C5-C7 3
RP C5-C7 S
RP C5-C7 4
RP C5-Cé6 3
RP C5-Cé6 N
RP C5-C6 3
MP C4-C7 5
RP Cs5-Cé 4
RP C5-Cé6 4

(MP: Mielopatia, RP: Radiculopatia, Nivel 1gx: nivel quirirgico)

con medio RPMI (medio Roswell Park Memorial Institute)

anadido (Figura 3). Todo era conservado en nevera 4-8° C

hasta la llegada al laboratorio, donde fueron procesadas

como se resume a continuacion:

1. Aislamiento de MSC en NP. La muestra del nuicleo pul-
poso se disocié mecanicamente en la campana de flujo
laminar y posteriormente fue digerida en presencia de
una solucion con 0,02% de colagenasa durante 1 hora
en agitacion a 37° C, con 5% de CO,. Las células obte-
nidas fueron incubadas y subcultivadas.

2. Aislamiento de MSC en MO. Con respecto a las células
procedentes del aspirado de cresta iliaca, se procesaron
de acuerdo con el procedimiento estandar. Tras centrifu-
gacion en gradiente de densidad, las células mononuclea-
das fueron expandidas. Durante la expansion in vitro

hasta el tercer pase, se evaluaron las caracteristicas mor-
fologicas de las células. Tras alcanzar el tercer pase, se
procedid a los distintos estudios (inmunofenotipo y dife-
renciacion).

. Imnunofenotipo por citometria de flujo. Las MSC obte-

nidas de ambas localizaciones fueron incubadas con los
siguientes anticuerpos monoclonales: CD90, CD14,
CD73, CD106, CD166, HLA-DR, CD45, CD34 CD19
y CD105. Las muestras fueron procesadas tal y como se
ha descrito previamente [9, 16]. Posteriormente, las célu-
las fueron adquiridas en un citometro de flujo FACSCali-
bur y analizadas con el software Infinicyt (Cytognos).

. Diferenciacion multilineal de MSC. Para la diferencia-

cion a adipocito y osteoblasto, de cada muestra se sem-
braron cuatro placas de cultivo de 9,6 cm? de superficie

Fig. 3. Intervencion quirtdrgica, material de extraccion y conservacion de tejido.
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del tipo chamber slide, a razén de 5x103 células/cm?, in-
cubandose hasta obtener una confluencia del 80%. De
estas placas, dos se usaron para la diferenciacion adipo-
cito y dos para la de osteocito. En el caso de la diferen-
ciacion a osteocito se incubaron con medio de diferen-
ciacion «NH Osteodiff Medium», cambiando el medio
cada 3-4 dias. Se comprobo la diferenciacion osteogéni-
ca mediante tincion con fosfatasa alcalina. Para la dife-
renciacion a adipocito, las muestras se incubaron en el
mismo tipo de placas, pero con medio de diferenciacion
«NH Adipodiff Medium» en las mismas condiciones
(37° Cy 5% CO,) durante 21 dias. Se comprobd la dife-
renciacion mediante tincién de rojo al aceite (Oil-Red),
como se ha publicado previamente [9].

Se utilizé la version 15.0 del SPSS (Chicago IL) para el
analisis estadistico. Para cada variable, mediana, rango o
media se calcularon = dos desviaciones estindar. Para ex-
plorar las diferencias de cualquier variable entre MSC de
disco intervertebral y MSC de médula 6sea utilizamos la
prueba no paramétrica U-Mann-Whitney. Ademds, para
encontrar diferencias en cualquier variable entre las MSC
del mismo individuo pero de ambas muestras se utilizo el
Wilcoxon signed-rank test. Las diferencias encontradas fue-
ron significativas para una p<0,05.

I Resultados

En todos los casos se aislaron y expandieron MSC, tan-
to de DIV como de MO. En el caso de MSC-NP, se obser-
v6 una capa de células mononucleares (CMN) adheridas
después de dos dias del cultivo celular inicial. El tiempo
para llegar a la confluencia en cada pase fue similar en
ambos grupos. En cuanto a la morfologia, las células de
DIV y MO exhiben la caracteristica forma de huso en el
cultivo, aunque las primeras eran ligeramente mds peque-
nas (Figura 4).

De los estudios de diferenciacion multilineal de las células
mesenquimales de ambas fuentes hacia osteoblasto y adipo-
cito se obtuvo, en todos los casos, la diferenciacion hacia
ambos tipos celulares, si bien la diferenciacion adipocitica
de las células procedentes del disco es mucho menor que las
procedentes de la médula 6sea (Figura 5).

Tampoco se encontraron diferencias en los marcadores
inmunofenotipicos (Figuras 6 y 7). Las células de ambos
origenes poseen los marcadores inmunofenotipicos caracte-
risticos de las MSC, de acuerdo con los criterios de la ISCT
[6]. El marcador de células NP maduras CD24 [17] fue ne-
gativo en todos los casos. MSC-NP fueron positivas para
CD90, CD73, CD105 y CD166, con positividad para
CD106 tenue, mientras que fueron negativas para el marca-

Fig. 4. Morfologia de las MSC del disco cervical en pase inicial.

Tincién Oil-Red-O

MSC discointervertebral MSCmédula 6sea

Fig. 5. Diferenciacion adipocitica de células procedentes de disco
intervertebral y médula 6sea.
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dor panhematopoyético CD45, el marcador de células ma-
dre hematopoyéticas CD34, el antigeno monocitario
CD14, el marcador de células B CD19, y el antigeno HLA-
DR, que es el mismo patrén fenotipico que se muestra en
las MSC-MO.

I Discusion

Los problemas degenerativos del raquis tienen gran im-
portancia en la sociedad actual, afectando a gran parte de
la poblacion, de edad media y avanzada —la mayoritaria en
estos tiempos—, siendo el dolor dificil de controlar y la evo-
lucion de la enfermedad dificil de detener. La discopatia de-
generativa presenta un origen multifactorial y superamos
términos como la deshidratacion o la pérdida de altura pa-
ra explicar este proceso, profundizando en un campo celu-
lar y molecular, que nos hara avanzar en un sentido mds ac-
tual para entender y tratar este problema. Se han
identificado la carga, la falta de ejercicio, el tabaco, los
traumatismos, la edad y los genes como factores de riesgo,
y hasta ahora se ha actuado sobre los factores modificables
realizando prevencion y tratamiento.

Datos de un estudio realizado en Estados Unidos apor-
tan que la mayoria de los adultos experimentaran dolor de
raquis durante su vidas [18]. De acuerdo a los datos de la
Encuesta Nacional de Atenciéon Médica Ambulatoria, se
estim6 que entre 2003 y 2004 hubo 42,4 millones de visi-
tas al médico de atencion primaria debidas al dolor de es-
palda [19]. Se calcula que el 80-90% de personas con ex-
periencia de dolor de espalda tiene una completa
resolucion dentro de las seis semanas, y solo el 5-10% de-
sarrolla dolor crénico [18].

Las stem cells o células troncales que potencialmente se
pueden emplear en programas de regeneracion discal debe-
rian mostrar capacidad de diferenciacion condral [20][21],
como ocurre con las células mesenquimales. Las MSC pue-
den obtenerse de diversas fuentes como tejido adiposo, mé-
dula 6sea, sinovial y periostio, entre otros, siendo las que
poseen mayor capacidad de diferenciacion condrogénica las
procedentes de sinovial y médula 6sea [22]. La capacidad
de diferenciacion y proliferacion de los condrocitos se ve
mermada con la edad y por disminucion de las telomerasas.
Esto explica por qué el ACI (implante de condrocitos auté-
logos) en edad avanzada genera resultados peores. El efecto
de la edad es menor en las MSC, y ademds permite el uso
alogénico, lo que puede contribuir a solventar este poten-
cial problema [23, 24].

En nuestro estudio hemos comparado dos tipos de MSC,
procedentes del DIV y de la MO de pacientes intervenidos
de cirugia raquidea bajo anestesia general. Esta fuente de
obtencion nos parece facil y resulta abundante, ya que cada
afio se practican en Espafia 21.320 cirugias de estas carac-
teristicas.

El segundo elemento fundamental en la ingenieria tisular
son las sustancias estimulantes, diferenciadoras y microam-
bientales que logran que las células prediferenciadas se dife-
rencien adecuadamente, proliferen y generen las propieda-
des necesarias para logran una matriz lo mds parecida a la
nativa y duradera [25]. Los primeros factores usados fue-
ron el factor de crecimiento transformante beta (TGF-®) y
la dexametasona [26]. Para inducir la condrogénesis y asi
lograr mejorar el microambiente tisular y mantener el feno-
tipo celular, se ha visto que las MSC por si mismas pueden
contribuir a la reparacion tisular, pero con la asociacién de
factores los resultados mejoran [27]. Otras moléculas in-
vestigadas son las proteinas morfogenéticas del hueso
(BMP), que incrementan la condrogénesis y aumentan los
proteoglicanos, acentuandose mds con el subtipo 2 que con
el 4 y el 6. Otras moléculas estudiadas son el factor de cre-
cimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), que es un mediador ana-
bolico y mitético del cartilago que estimula la formacion de
cartilago y hueso. También el factor de crecimiento epidér-
mico (EGF), que estimula las células mesodérmicas espe-
cialmente los fibroblastos. Finalmente, el factor de creci-
miento fibrobldstico basico (bFGF), que potencia la mitosis
de los condrocitos. Por el contrario, en algunos estudios se
puede apreciar que se puede lograr una satisfactoria regene-
racion sin incorporar este tipo de factores, siendo suficiente
para la reparacion la estimulacion que ejerce el microam-
biente local de la lesion sobre el biomaterial o las células
adminstradas [28].
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En este trabajo se ha podido demostrar que las células
con caracteristicas MSC se pueden aislar de los DIV. De he-
cho, cumplen todos de los requisitos ISCT para la defini-
cion de MSC: la adherencia in vitro a las superficies de
plastico, la morfologia caracteristica y el perfil inmunofe-
notipico, asi como la capacidad de diferenciacién multili-
nea, en linajes osteogénico y adipogénico. Sin embargo, no
se observé apenas la diferenciacion en células adipogénicas,
lo que se discutird mas adelante.

Ademas, hemos comparado la morfologia, el potencial de
expansion, el perfil inmunofenotipico y la capacidad de di-
ferenciacion con las MSC obtenidas en condiciones estdn-
dar a partir de la MO de los mismos sujetos, que es el con-
trol ideal evitando las variaciones interindividuales que
pueden limitar la interpretacion de algunos resultados.

Risbud et al. [10] describen el aislamiento, desde disco
degenerado cervical DIV (tanto del anillo fibroso y del NP),
de una poblacion de células que se seleccion6 después de la
expansion in vitro en la superficie de plastico, y se descri-
ben como células progenitoras esqueléticas o MSC-like.
Ellos aislan tales células de disco moderadamente degenera-
do DIV, lo que sugiere la idea de que la regeneracion end6-
gena puede ser promovida por la estimulacion de estos pro-
genitores. Nuestros resultados confirman que es posible
aislar y expandir las células MSC en una poblacion de pa-
cientes con degeneracion discal moderada o severa.

Al comparar las MSC del NP (NP-MSC) con las obteni-
das a partir de la MO de los mismos sujetos (MO-MSC),
ambos tipos de células tienen la morfologia y el patrén in-
munofenotipico caracteristicos, con minimas diferencias.
Algunos marcadores inmunofenotipicos —como CD146-
que se ha relacionado con MSC no se incluyeron en nuestro
estudio, ya que es especifico de autorrenovacion de MSC y
en la actualidad no se considera en el panel de ISCT fenoti-
pico recomendado [6].

En cuanto a la capacidad de diferenciacion, es de gran
interés el hecho de que en la mayoria de nuestros pacien-
tes muy pocos NP-MSC fueron capaces de adquirir vesi-
culas lipidicas rojo al aceite después de cultivo en medio
adipogénico.

Ligeras diferencias en el método de diferenciacion o en la
fuente de NP, junto con el hecho de que en nuestros discos
de trabajo se encontraban en un estado de degeneracion
mas avanzada, pueden dar cuenta de esta alteracion en la
diferenciacion adipogénica, o bien que la limitacion de la
diferenciacion se deba a otros motivos. A este respecto, se
debe senalar que, en contraposicion a la MO, no hay adi-
pocitos en el medio normal de NP. Los DIV se desarrollan
tanto desde el mesénquima embrionario y la notocorda,

aunque el origen de las células NP adultas todavia no esta
claro. Es bien sabido que las interacciones entre las células
madre y su nicho circundante, incluyendo la matriz extra-
celular, son esenciales para modular no solo su morfologia
y fenotipo, sino también su funcion, lo que se ha demostra-
do recientemente para el NP [29].

El ambiente tnico del DIV (avascularidad, cargas, am-
biente hipoxico, etc.) podria desempefiar un papel impor-
tante. En este sentido, algtn estudio [30] ha comparado el
perfil de expresion génica de las células aisladas a partir de
células diferenciadas de NP a partir de MO vy las estandar
MSC de médula 6sea, mostrando alguna diferencia.

La biomecdnica del disco depende de su composicion y de
la organizacion de su matriz. Por lo tanto, cualquier desor-
ganizacion en su estructura afectard a su capacidad biome-
canica. Las MSC de NP, pese a que la hipoxia es buena pa-
ra la proliferacion de MSC [31] y el disco degenera por
ambiente hipdxico, son incapaces de controlar el proceso
de degeneracion DIV a nivel clinico, ya sea porque estdn
presentes en nimeros bajos en el DIV o porque pueden es-
tar alteradas primaria o secundariamente. Desde MO se
puede obtener facilmente gran numero de células de los
mismos pacientes, y como hemos visto, son bastante simila-
res a los precursores residentes de la NP. Por tanto, podria
ser una fuente alternativa para la terapia celular de la dege-
neracion DIV. Muchos estudios han demostrado la posibili-
dad de diferenciar MSC en NP con contacto con células de
nucleo pulposo [32], incluso es posible que las células me-
senquimales de grasa se diferencien también en células pa-
recidas de NP, en contacto con células stem de NP [33].

Las causas de esta degeneracion discal son atn descono-
cidas, si bien existen factores de riesgo como la edad, el
ambiente mecdnico o quimico y la genética. Las nuevas li-
neas de tratamiento de ingenieria tisular estin encamina-
das a utilizar factores de crecimientos, células y medios de
soporte.

Precisamos, ademas, el analisis en disco sano para tener
una referencia con la que comparar todos los estudios y
analisis que existen hasta el momento en la literatura cienti-
fica sobre este tema.

Finalmente, los hallazgos de este trabajo sugieren que es
potencialmente posible tratar la degeneracion del disco in-
tervertebral por terapia celular (MSC de MO) y/o estimula-
cion de las MSC enddgena de NP. Sin embargo, se precisa
un modelo estructural que controle esta reparacion cualita-
tiva, cuantitativa y espacialmente, facilitando el contacto
intimo de estos factores regeneradores con el entorno inme-
diato discal para que las caracteristicas sean lo mds simila-
res al componente celular local. |

Trauma Fund MAPFRE (2014) Vol 25 n°® 3:127-135

133



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Aguiar DJ, Johnson SL, Oegema TR. Notochordal cells in-
teract with nucleus pulposus cells: regulation of proteogly-
can synthesis. Exp Cell Res 1999; 246:129-37.

2. Kim KW, Lim TH, Kim JG, Jeong ST, Masuda K, An HS.
The origin of chondrocytes in the nucleus pulposus and his-
tologic findings associated with the transition of a noto-
chordal nucleus pulposus to a fibrocartilaginous nucleus
pulposus in intact rabbit intervertebral discs. Spine 2003;
28:982-90.

3. Chun HJ, Kim YS, Kim BK, Kim EH, Kin JH, Do BR, et
al.Transplantation of human adipose-derived stem cells in a
rabbit Model of traumatic degeneration of lumbar discs.
World neurosurgery. 2012; 78:364-71.

4. Sobajima S, Vadala G, Shimer A, Kim ]S, Gilberston LG,
Kang JD. Feasibility of a stem cell therapy for intervertebral
disc degeneration. Spine J 2008; 8:888-96.

5. Friedenstein AJ. Marrow stromal fibroblasts. Calcif Tissue
Int 1995; 56(Suppl 1):17.

6. Dominici M, Le BK, Mueller 1, Slaper-Cortenbach I, Marini
F, Krause D, et al. Minimal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The International Society for
Cellular Therapy position statement. Cytotherapy 2006;
8:315-7.

7. Marie PJ, Fromigue O. Osteogenic differentiation of human
marrow-derived mesenchymal stem cells. Regen Med 2006;
1:539-48.

8. Brooke G, Cook M, Blair C, Han R, Heazlewood C, Jones
B, et al. Therapeutic applications of mesenchymal stromal
cells. Semin Cell Dev Biol 2007; 18:846-58.

9. Blanco JF, Sanchez-Guijo FM, Muntién S, Hernandez-Cam-
po P, Santamaria C, Carrancio S, et al. Isolation and charac-
terization of mesenchymal stromal cells from human dege-
nerated nucleus pulposus: comparison with bone marrow
mesenchymal stromal cells from the same subjects. Spine
20105 35:2259-65.

10. Risbud MV, Guttapalli A, Tsai TT, Lee JY, Danielson KG,
Vaccaro AR, et al. Evidence for skeletal progenitor cells in
the degenerate human intervertebral disc. Spine 2007;
32:2537-44.

11. Sasaki N, Henriksson HB, Runesson E, Larsson K, Sekigu-
chi M, Kikuchi S, et al. Physical exercise affects cell prolife-
ration in lumbar intervertebral disc regions in rats. Spine
20125 37:1440-7.

12. Covas DT, Siufi JLC, Silva ARL, Orellana MD. Isolation
and culture of umbilical vein mesenchymal stem cells. Braz |
Med Biol Res 2003; 36:1179-83.

13. Gimble JM, Guilak F. Adipose-derived adult stem cells: iso-

lation, characterization, and differentiation potential. Cy-
totherapy 2003; 5:362-9.

14. Bruder SP, Fink DJ, Caplan Al. Mesenchymal stem cells in
bone development, bone repair and skeletal regeneration. |
Cell Biochem1994; 56: 283-94.

15. Griffith JE, Wang YX, Antonio GE, Choi KC, Yu A, Ahuja
AT, et al. Modified Pfirrmann grading system for lumbar in-
tervertebral disc degeneration. Spine 2007; 32:708-12.

16. Villaron EM, Almeida J, Lopez-Holgado N, Alcoceba M,
Sadnchez-Abarca LI, Sanchez-Guijo FM, et al. Mesenchymal
stem cells are present in peripheral blood and can engraft
after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.
Haematologica 2004; 89:1421-7.

17. Fujita N, Miyamoto T, Imai J, Hosogana N, Suzuki T, Yagi
M, et al. CD24 is expressed specifically in the nucleus pul-
posus of intervertebral discs. Biochem Biophys Res Com-
mun 200353 338:1890-6.

18. Manchikanti L. Epidemiology of low back pain. Pain Phys
2000; 3:167-92.

19. Licciardone JC. The epidemiology and medical manage-
ment of low back pain during ambulatory medical care vi-
sits in the United States. Osteopath Med Prim Care 2008;
2:11.

20. Delamarter RB, Zigler ]. Five-year reoperation rates, cervi-
cal total disc replacement versus fusion, results of a pros-
pective randomized clinical trial. Spine 2013; 38:711-7.

21. Guangdong W, Wei L, Lei C, Xiaoyun W, Tiany L, Yilin C.
Repair of porcine articular osteochondral defects in non
weightbearing areas with autologous bone marrow stromal
cells. Tissue Eng 2006; 12:3209-21.

22. Shirasawa S, Sekiya I, Sakaguchi Y, Yagishita K, Ichinose S,
Muneta T. In vitro chondrogenesis of human synovium-de-
rived mesenchymal stem cells: optimal condition and com-
parison with bone marrow-derived cells. J Cell Biochem
2006; 97:84-97.

23.Lee KB, Hui JH, Song IC, Ardany L, Lee EH. Injectable me-
senchymal stem cell therapy for large cartilage defects. A
porcine model. Stem Cells 2007; 25:2964-71.

24, Wakitani S, Imoto K, Yamamoto T, Saito M, Murata N, Yo-
ned M. Human autologous culture expanded bone marrow
mesenchymal cell transplantation for repair of cartilage de-
fects in osteoarthritic knees. Osteoarthritis Cartilage 2002;
10:199-206.

25. Vaquero J, Forriol F. Knee chondral injuries: Clinical treat-
ment strategies and experimental models. Injury 2012;
43:694-705.

26. Johnstone B, Hering TM, Caplan Al, Goldberg VM, Yoo
JU. In vitro chondrogenesis of bone marrow derived me-
senchymal progenitor cells. Exp Cell Res 1998; 238:265-72.

134

Trauma Fund MAPFRE (2014) Vol 25 n°® 3:127-135



27.Koga H, Engebretsen L, Brinchmann JE, Muneta T, Sekiya
L. Mesenchymal stem cell-based therapy for cartilage repair:
a review. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc 2009;
17:1289-97.

28.Koga H, Muneta T, Ju YJ, Nagase T, Nimura A, Mochizuki
T, et al. Synovial stem cells are regionally specified accor-
ding to local microenvironments after implantation for car-
tilage regeneration. Stem Cells 2007; 25:689-96.

29. Rastogi A, Thakore P, Leung A, Benavides M, Machado M,
Morschauser MA, et al. Environmental regulation of noto-
chordal gene expression in nucleus pulposus cells. J Cell
Physiol 2009; 220:698-705.

30. Vadala G, Studer RK, Sowa G, Spiezia F, Iucu C, Denaro V,
et al. Coculture of bone marrow mesenchymal stem cells

Conlflicto de intereses

Los autores hemos recibido ayuda econémica de FUNDACION MAPFRE pa-
ra la realizacion de este trabajo. No hemos firmado ningin acuerdo por el que
vayamos a recibir beneficios u honorarios por parte de alguna entidad comer-

cial o de FUNDACION MAPFRE.

31.

32.

33.

and nucleus pulposus cells modulate gene expression profile
without cell fusion. Spine 2008; 33:870-6.

Grayson WL, Zhao F, Bunnell B, Ma T. Hypoxia enhances
proliferation and tissue formation of human mesenchymal
stem cells. Biochem Biophys Res Commun 2007;
358:948-53.

Richardson SM, Walker RV, Parker S, Rhodes NP, Hunt JA,
Freemont A], et al. Intervertebral disc cell mediated me-
senchymal stem cell differentiation, Stem Cells 2006;
24:707-16.

Lu ZF, Zandieh BD, Wuisman PI, Bank RA, Helder NH.
Differentiation of adipose stem cells by nucleus pulposus
cells: Configuration effect. Biochem Biophys Res Commun
2007; 359:991-6.

Trauma Fund MAPFRE (2014) Vol 25 n°® 3:127-135

135




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


