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Resumen

Objetivo: Optimizar la técnica de cultivo de células del disco intervertebral en humanos y confirmar la expre-
sion del Toll-like receptor 4 (TLR4 ) .

Material y método: Se cultivaron muestras de nicleo pulposo obtenidas durante la cirugia de hernia discal.
Las células cultivadas de los nueve pacientes (todos con degeneracion del disco moderada-grave en la escala de
Pfirrmann) fueron observadas para determinar su capacidad de crecimiento. Las células cultivadas obtenidas
se estudiaron con el fin de determinar su fenotipo mediante inmunotincion y rtPCR. La presencia de TLR4 fue
comprobada por los mismos métodos.

Resultados: Las células aisladas se sembraron a diferentes concentraciones. La concentracion ideal se obtuvo
para las condiciones dptimas del cultivo. Se confirmé que el fenotipo de las células fue condrocitario y se con-
firmé la presencia del receptor TLR4 en las células cultivadas.

Conclusion: Se confirma la presencia tanto de ARNm como de la proteina del receptor TLR4 en los condroci-
tos del disco intervertebral. Este hallazgo allana el camino para la caracterizacion de las funciones de este re-
ceptor en los procesos inflamatorios de la hernia de disco.
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Abstract

Objective: To optimize the technique of culturing human intervertebral disc cells, and to confirm the expres-
sion of toll-like receptor 4 (TLR4) in these cells.

Material and method: Samples of nucleus pulposus obtained during disc hernia surgery were cultured. Cells
from nine patients (all with moderate-severe disc degeneration scores, based on the Pfirmann scale) were fo-
llowed up to determine their growing capacity. The obtained cultured cells were tested for the chondrocyte
phenotype by immunostaining and rt-PCR and the presence of TLR4 was tested by the same methods.
Results: The cells were isolated and seeded at different concentrations. The ideal concentration was obtained
for optimal culture conditions. The cells were confirmed to have the chondrocyte phenotype and TLR4 was
confirmed to be present in the cultured cells.

Conclusion: This study confirms the presence of both mRNA and TLR4 protein in intervertebral disc chondrocy-
tes. This paves the way for elucidating of the roles of this receptor in the inflammatory processes of disc hernia.
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I Introduccion

La hernia discal es el resultado de la degeneracion del
disco lumbar y de la presencia de una ruptura del annulus
fibroso que permite su protrusion. Este tipo de lesion fre-
cuentemente resulta en dolor radicular, un tipo de dolor
neuropatico. La hernia discal es una causa comun de disca-
pacidad en pacientes en edad laboral. Se calcula que en
torno a un 1% de los adultos se ven afectados por dicha
condicion.

El disco intervertebral estd compuesto por una gran can-
tidad de matriz extracelular en la que se encuentran un pe-
quefio numero de células [1]. En el annulus fibroso estas
son mas parecidas morfoldgicamente a fibroblastos, mien-
tras que en el nicleo pulposo son ovales y similares a los
condrocitos [2]. Es un tejido metabdlicamente activo, ya
que esta sometido a fenémenos de degradacion y regenera-
cién de forma constante. En los procesos de degradacion,
aparte de cambios histoldgicos se observan cambios mole-
culares. Aparecen citoquinas procedentes de células infla-
matorias y de las propias células discales que determinan
cambios en la sintesis de enzimas que intervienen en la de-
generacion de la matriz extracelular, tales como colagena-
sas/metaloproteasas. Dentro de los multiples factores impli-
cados en las vias inflamatorias, los Toll-like receptors 4
(TLR4) han generado mucho interés por su papel en el desa-
rrollo y mantenimiento de estados dolorosos [4][5], pero su
papel en el dolor de la hernia discal no ha sido descrito has-
ta ahora. Se ha demostrado que los condrocitos de los carti-
lagos articulares expresan la familia de receptores TLR [6].
Pero no hay informacién sobre la expresion de TLR4 en
condrocitos del disco en humano, aunque si se ha confir-
mado la presencia del receptor en rata.

La caracterizacion de la respuesta inflamatoria in vitro en
condrocitos humanos se ha llevado a cabo fundamental-
mente en modelos de lesion articular, aunque también de
forma limitada a nivel de la degeneracién discal [7][8].

Para poder estudiar la respuesta inflamatoria in vitro, es
necesario optimizar el protocolo de cultivo de las células
humanas. Los discos intervertebrales son considerados es-
tructuras en los que la densidad celular es muy baja, lo que
podria determinar importantes dificultades a la hora de cul-
tivar dichas escasas células [9]. Estudios detallados de mor-
fologia de los condrocitos procedentes de tejido bovino cul-
tivados con variaciones en metodologia han ensefiado que
diferentes regiones del disco contienen diversos tipos celu-
lares y necesitan distintas condiciones [10]. Hasta ahora se
ha utilizado el cultivo de células del disco de forma mucho
menos frecuente que en el caso de las células provenientes
de otras articulaciones y la informacién sobre la metodolo-

gia usada para conseguir la viabilidad de dichos cultivos es
escasa y muy variada en relacion a los diferentes autores
[9][11-13].

El objetivo de este estudio es optimizar la técnica de culti-
vo de las células humanas de disco intervertebral, en parti-
cular las del nicleo pulposo, comprobar su fenotipo con-
drocitario y a su vez confirmar la presencia del receptor
TLR4 en dichas células.

I Material y métodos

Las muestras de disco se obtuvieron a partir de muestras
quirdrgicas obtenidas en cirugias por hernia discal lumbar en
el Servicio de Neurocirugia del Hospital 12 de Octubre. To-
das las muestras se han obtenido con consentimiento de los
pacientes. Las muestras se extraen a un bote estéril con suero
fisiologico y luego se procesan en la campana de flujo en con-
diciones de esterilidad. La mayoria de las muestras se procesa
inmediatamente tras la cirugia, aunque algunas se han dejado
hasta 24 horas en suero fisiologico a 4° C.

En la campana de flujo, se separé el cartilago del tejido
del nicleo pulposo en una placa Petri con DMEM estéril. Se
cortd con un bisturi en trozos pequenos. A los trozos corta-
dos se les afiadié pronasa (Sigma P-8811 1mg/ml, volumen
doble de la muestra) y se incub6 45 minutos, a 37°C. Des-
pués de cuatro centrifugaciones (200g, 20° C) y lavados con
PBS, se incubé con colagenasa (Sigma C0130-500 MG
1mg/ml, volumen 3x de la muestra). Se dej6 24 horas en el
agitador a 60 rmp y 37° C. El disco, ya digerido, se filtré
con un filtro de 40 a un nuevo tubo y se centrifug6é 10 minu-
tos a 200 g, 20° C. Se lavé con PBS, resuspendiendo el pe-
llet, y se centrifugd de nuevo. El pellet se resuspendio en el
medio completo (DMEM F-12, glutamina 1%, antibiético-
antimicotico —1%, 10% FBS, todo de Life Technologies) pa-
ra contaje y sembrado en placas p-12 a densidad de 100.000
cels/mL (Thermo Scientific cat No 150628). La incubacién
se realiz6 bajo condiciones de humedad 95% y CO, 5%. El
medio completo no se cambid hasta que las células prima-
rias se adhirieron a la placa, lo que tarda alrededor de una
semana. Posteriormente se cambia dos veces por semana.
Las células confluyeron sobre las cuatro semanas. Para la di-
sociacion de las células confluyentes, se usé tripsina (5%,
Life Technologies) y se separé 1:2 para subcultivos.

Inmunohistoquimica

Para estudios inmunohistoquimicos, tras el primer pase,
las células se sembraron en cubreobjetos de cristal redondos,
dentro de placas p-24 a densidad de 50.000 cels/pocillo. Se
dej6 a las células una semana para adherirse y otra semana
de crecimiento, cambiando el medio cada tres dias. Transcu-
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rrido este tiempo, los pocillos se lavaron con PBS 0.1M esté-
ril y las células se fijaron con paraformaldehido (4% en PBS,
10 min). Después de lavar, se bloqued durante dos horas con
suero de burro (10% en PBS), seguido por una incubacién
con el anticuerpo primario durante toda la noche. Los anti-
cuerpos primarios fueron de conejo anti condroitin sulfato
(1:150, Sigma) y anti TLR4 (1:500, Abcam) de ratén. Los
anticuerpos secundarios, incubados durante dos horas, fue-
ron donkey anti ratén y anti conejo Alexa 488, 1:1000, Mo-
lecular Probes. Después de lavar, se pegaron los cubres a un
porta y se visualizaron las células bajo un microscopio de
fluorescencia (Leica) con objetivo de 10x y 20x. Como con-
trol negativo, se hizo el mismo procedimiento en otro poci-
llo, pero sin incubar con el anticuerpo primario.

Para extraer el RNA de las células se us6 Trizol (Life
Technologies), 50ul por pocillo, tras quitar el medio y lavar
los pocillos con PBS.

Los niveles de expresion génica se determinaron cuanti-
tativamente mediante la transcripcion inversa de la reac-
cién en cadena de la polimerasa (RT-PCR). El ARN total
se aisld usando el kit RNeasy (QIAGEN Inc, Valencia,
CA). Los cebadores para SOX-9 humano, colageno tipo II
y TLR4, fueron disefiados con la sonda Biblioteca Univer-
sal (Roche Ciencias Aplicadas, Indianapolis, IN, EEUU).
Las reacciones de amplificacion se realizaron utilizando la
transcriptasa inversa qPCR MasterMix (Eurogentec, Fre-
mont, CA, EE.UU.) y 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EE.UU.). Como tejido
control se usaron fibroblastos primarios procedentes de
membrana sinovial humana.

I Resultados

Inicialmente se usé el tejido de disco intervertebral de tres
pacientes para pruebas metodoldgicas, ajustando la dosis de
enzimas y optimizando el tipo de procesamiento. Para estu-
dios definitivos se usaron discos de nueve pacientes. De es-
tos, dos se sembraron en otro tipo de placas (Falcon tissue
culture plate) y se observo que las células no se adherian, lo
que resalta la importancia de usar el material adecuado. El
promedio de edad de los siete pacientes usados para el estu-
dio es 41 (=11) y todas las muestras, excepto una, provie-
nen de la region lumbar (una de L3-L4, dos de L4-L5 y cua-
tro de L5-S1). La muestra cervical proviene de los
interespacios C4 a Cé6; y tanto el crecimiento de las células
como su morfologia se parecen a los de la zona lumbar.

Las células extraidas del nicleo pulposo humano, obteni-
do de las cirugias de hernia lumbar (y de una hernia cervi-
cal), tardan en adherirse a la placa una semana después de
sembrarlas. El tipo de placa es importante, ya que en placas

de otras caracteristicas no se adhieren bien. Inicialmente, el
numero de células sembradas se eligié dependiendo del ren-
dimiento del tejido digerido. Se sembraron entre 50.000 y
190.000 células/pocillo en placas p-12 y se siguié su creci-
miento hasta llegar a confluir (Figura 1). Dependiendo del
namero de células sembradas, las células llegaban a con-
fluir entre dos y cuatro semanas después de sembrarlas (Fi-
gura 2). El nimero de células sembradas se correlaciond in-
versamente con el tiempo necesario para llegar a
confluencia y el primer pase (r2=0.73). El nimero 6ptimo
para sembrar se concluy6 en 100.000 células/pocillo, ya

Fig. 1. Células de nucleo pulposo en cultivo. 4 semanas des-
pués de sembrar.
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Fig. 2. Correlacion inversa entre nimero de células sembradas y el
tiempo hasta llegar a confluir. Cada punto representa un paciente.
El punto rojo sefiala el paciente con hernia cervical (C4-C6).
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que este namero parece proporcionar condiciones de creci-
miento Optimas en tres-cuatro semanas, obteniendo células
con la morfologia deseada. También, contando con que el
tamafo de la muestra varia en cada caso, el nimero de
100.000 células/pocillo garantiza un suficiente nimero de
pocillos para posteriores experimentos (entre 6-12 poci-
llos, dependiendo del rendimiento de la muestra).

No encontramos correlacion entre la edad del paciente y
el tiempo que necesitan las células cultivadas para llegar a
confluir. Los casos que se procesaron un dia después de la
cirugia parecen tardar mds en llegar a confluencia, pero no
hay diferencias significativas entre estos y los que se proce-
saron el mismo dia (datos no mostrados). Se puede concluir
que las células permanecen perfectamente viables hasta 24
horas después de la extraccion.

Las células cultivadas fueron procesadas para inmunohis-
toquimica. Con el anticuerpo contra condroitin sulfato, un
marcador especifico de condrocitos, se detectd que esta
proteina es expresada en las células cultivadas (Figura 3).
Para el control negativo se realizé el mismo procedimiento
de inmunohistoquimica eliminando el anticuerpo primario,
confirmando asi la reaccion especifica.

La expresion del mRNA de SOX-9 y colageno tipo II se
confirmo en las células cultivadas de dos pacientes separa-
dos por RT-PCR. Como control, se utilizaron fibroblastos
humanos cultivados que se sabe que expresan niveles mi-
nimos de mRNA de estas proteinas. Los valores de expre-
sion se normalizaron a los valores de fibroblastos que se
asignan como 1.

La expresion del mRNA de TLR4 y MMP9 en el cultivo
celular de dos pacientes se confirmé por rtPCR. Cultivos de
fibroblastos humanos, que se sabe que expresan TLR4, se
utilizaron como un control positivo. Los valores de expre-
sion se normalizaron a los valores de fibroblastos que se
asignaron como 1.

Fig. 3. Expresion de condroitin sulfato — un marcador de condro-
citos (10x). A) Células cultivadas se tifieron positivamente con el
anticuerpo Condroitin sulfato. B) Eliminando el anticuerpo pri-
mario dio lugar a una tincion.
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Fig. 4. Expresion de mRNA de SOX-9 y colageno II —
genes expresados en condrocitos. PCR. Relativo a fi-
broblastos.

Fig. 5. Expresion de receptor TLR4 detectado por inmunohisto-
quimica (20x). A) Se detect6 la expresion de TLR4 en las células
cultivadas. B) Eliminando de anticuerpo primario dio lugar a una
sefial negativa.
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Fig. 6. Expresion de mRNA del receptor TLR4 y MMP9 por PCR.
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I Discusion

En este estudio se ha pretendido optimizar el protocolo
de cultivo de condrocitos humanos procedentes de hernias
discales. Dichas células, especificas de nicleo pulposo,
tardaron hasta una semana en adherirse a la placa de cul-
tivos y entre tres-cuatro semanas hasta llegar a confluir, en
concordancia con lo que han reportado otros grupos de
trabajo [9]. Horner et al., [10] en sus estudios de tejido
bovino, han observado que este comportamiento es muy
tipico de las células del nicleo pulposo, ya que las de an-
nulo fibroso se adhieren mas rapido, aproximadamente en
el periodo de un dia. Pruebas iniciales con pocillos de dife-
rentes tamafos indicaron que las placas p-12 proporcio-
nan los mejores condiciones con respecto al tiempo hasta
que se pegan las células. También, como se ha menciona-
do en la seccion de resultados, placas de diferentes casas
comerciales, aunque ambas indicadas para cultivos celula-
res, presentaron diferentes resultados con respecto a la ad-
hesion de las células a las placas. El rendimiento de las
muestras obtenidas en la cirugia en cuanto al niamero de
células que obtuvimos para poder sembrar fue de entre
5x105 y 8x106 células/paciente, dependiendo del tamafio
de muestra. Eso nos permite sembrar entre 50.000-
200.000 células por pocillo, aunque el nimero optimo de
células a sembrar por placa se ha estimado en 100.000,
basandose en el comportamiento de las células y propor-
cionando suficiente nimero de pocillos para experimentos
consecutivos. Para experimentos sucesivos se recomenda-
ria usar células a partir del pase 1. Se recomendaria tam-
bién filtrar las células al sembrar después de pasar, ya que
en el cultivo primario se observaron detritus de otros tipos
de células y fragmentos celulares que pueden interferir en
los experimentos subsecuentes. Wang et al. [9] sugieren
que estas células que contaminan el cultivo primario pue-
den ser células sanguineas, aunque en nuestro protocolo la
muestra se lava bien antes del proceso de digestion.

Se recomienda no dejar las células creciendo demasiado
tiempo (mas de cuatro semanas después de sembrar por pri-
mera vez y después de pasar), ni dejarlas sin cambiar el me-
dio por tiempos prolongados, ya que los condrocitos en mo-
nocapa tienden a desarrollar un fenotipo mas elongado y
parecido a fibroblastos (observaciones propias y Heidari et
al., 2011). Tampoco se recomiendan multiples pases. En
nuestra experiencia, las células estan listas para tratamien-
tos después del pase 1. Varios estudios han demostrado que
tras multiples pases de cultivo se produce una disminucion
de la capacidad proliferativa de las células, asi como un des-
censo en la expresion de proteinas de matriz como coldgeno
y agrecano [13][14].

Numerosos estudios afirman que los condrocitos pier-
den su capacidad de crecimiento con la edad del paciente
[15-17]. Por ejemplo, condrocitos de cartilago articular
bovino pierden su capacidad proliferativa debido proba-
blemente a una disminucién en la producciéon de coldgeno
y proteoglicanos [16]. En nuestro estudio no hemos obser-
vado ninguna correlacion entre la edad de los pacientes y
la capacidad proliferativa de las células. Las razones para
estas diferencias pueden ser varias: los condrocitos articu-
lares se comportan de otra manera que los discales, el teji-
do bovino es diferente del humano o también el rango de
edades estudiado es diferente. Tran-Khanh et al. [16] han
comparado tejido de animales «adolescentes» con tejido
de animales adultos. Nuestros pacientes se encuentran to-
dos en la edad adulta, y solo uno puede ser considerado
como anciano (rango de edades de entre 24 y 69 afios).
Por otro lado, hay que tener en cuenta que nuestra mues-
tra es poco numerosa para formular conclusiones definiti-
vas respecto a la correlacion entre edad y el crecimiento
de las células en cultivo.

También se ha descrito que las células de los discos mas
degenerados exhiben senescencia acelerada y suelen tener
déficits de crecimiento y proliferacion [17]. En nuestro es-
tudio no hemos podido comparar entre grupos con o sin
degeneracion discal, ya que todas las muestras provienen de
pacientes con degeneracion moderada-grave (3-5 en la es-
cala Pfirrmann).

Las células de nucleo pulposo se consideran como con-
drocitos [1] y expresan coldgeno tipo II, proteoglicanos co-
mo el condroitin sulfato y el factor de transcripcion sox9
[9][13][18]. De hecho, la expresion de colageno varia entre
nucleo pulposo y el annulus fibroso que estd compuesto
mayormente de coldgeno tipo I [19]. En este estudio hemos
confirmado el fenotipo condrocitario de las células cultiva-
das mediante estudios inmunoshistoquimicos (condroitin
sulfato) y rtPCR (coldgeno II y SOX-9). El nivel de colage-
no disminuye con la edad y con la gravedad de enfermedad
[1]. Un estudio comparando células procedentes de pacien-
tes de escoliosis y degeneracion discal ha ensefiado que los
pacientes con degeneracion discal tienen menos mRNA pa-
ra colageno tipo II. Como todos los pacientes en nuestro es-
tudio tenian degeneracion discal moderada-grave, no se pu-
do comparar.

Mediante histoquimica y rtPCR pudimos confirmar la
presencia del receptor TLR4 en las células cultivadas.
Hasta ahora se ha confirmado la presencia de ese receptor
en la rata [20]. Burke et al. [8] han descrito que las células
del nucleo pulposo responden al estimulo con lipopolisac-
carido (LPS), que es el agonista del receptor TLR4, asi
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que la presencia del receptor en este tipo de células era es-
perado. En ese estudio, la respuesta inflamatoria de las
células a LPS fue diferente y mas pronunciada en los pa-
cientes con enfermedad degenerativa comparado con pa-
cientes con escoliosis. Queda por confirmar si los niveles
del receptor TLR4 varian en diferentes estadios de la her-
nia discal y si tienen correlacion con el empeoramiento de
las sintomas. 1
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