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Abreviaturas:

BMP
CS
CTGF

Proteina morfogenética 6sea

Esponja de colageno

Connective Tissue Growth Factor

Dalton

Acido desoxirribonucleico por sus siglas en inglés.
Desviacion estandar

Acido etilendiaminotetraacético

Food and Drug Administration

Basic Fibroblast Growth Factor

Glicina

Polimero de gelatina y carbohidrato
Growth and Differentiation Factors
Hematoxilina y Eosina

Intervalo de confianza

Interleuquina

Interferén

Inhibidor Transforming Growth Factor Beta
Matriz extracelular

Mullerian Inhibitory Factor

Tris hidroximetil aminometano clorhidrico
Platelet Derived Growth Factor
Polivinilpirrolidona

Rojo Sirio

“Small body size” y “Mothers Against Decantaplegic”
Smooth Muscle Actin alfa

Transforming Growth Factor Beta
Tricromico de Masson

Vascular Endothelial Growth Factor
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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE
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1.1. Resumen

Con el objetivo de valorar el efecto y seguridad de diferentes métodos para
reducir la fibrosis epidural se evaluaron materiales biocompatibles, usados a
modo de barrera mecanica, y el péptido inhibidor del TGF-f (P144®) en un
modelo de laminectomia L6 en conejo. Se realizé una laminectomia completa de
L6 a conejos de la estirpe New Zealand White y se crearon 4 grupos
experimentales segun el tratamiento administrado. Los animales recibieron una
lamina de esponja de colageno (Grupo CS), un gel de gelatina porcina (Grupo
GCP), P144® (Grupo iTGFB) o sin tratamiento (Grupo Control). Cuatro semanas
tras la cirugia se sacrificé al animal y se determind la densidad celular, el
contenido de colageno y el hueso neoformado de la zona cicatricial mediante
histomorfometria. Dos anatomopatdlogos cuantificaron la adherencia de la
duramadre, la densidad de la cicatriz y el infiltrado inflamatorio de manera ciega.
Todos los grupos, presentaron formacion de fibrosis y adherencias a la
duramadre tras la laminectomia. Solo el grupo GCP presentd una disminucién
significativa del contenido de colageno y densidad de la cicatriz. En conclusion,
solo el tratamiento con GCP reduce la fibrosis epidural, aunque no evitd

completamente las adherencias a la duramadre.

1.2. Palabras clave

Fibrosis epidural, laminectomia, TGF—[3, biomateriales
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2. INTRODUCCION
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2.1. Dolor lumbar

2.1.1 Prevalencia del dolor lumbar

El dolor lumbar o lumbalgia es un sintoma muy comun, se define como un dolor
que se localiza en un area anatdmica que se encuentra entre la zona dorsal baja
hasta la region sacra y referido ocasionalmente a las extremidades inferiores.
Puede presentarse en personas de cualquier edad, pero es mucho mas
frecuente entre las edades de 25 a 50 anos [1, 2]. En Estados Unidos (EE. UU.)
59,1 millones de adultos mayores de 18 afos tuvieron dolor lumbar en los
ultimos 3 meses con una incidencia 139 por cada 100.000 personas/afio [3, 4].
La frecuencia de esta afeccién tiende a aumentar dado el crecimiento de la
poblacion y la esperanza de vida. Segun distintos estudios un 66-80% de la

poblacion adulta desarrollara dolor lumbar en algun momento de su vida [5-7].

La prevalencia anual de dolor de columna se estima en un rango desde 15% al
20% en EE. UU. y desde un 25% a un 45% en Europa [8]. A nivel mundial es la
principal causa de incapacidad e implica una alta utilizaciéon de recursos tanto
sanitarios (consultas médicas, pruebas diagndsticas, tratamiento médico y
quirurgico) como no sanitarios (absentismo laboral, incapacidades laborales

temporales o permanentes) y por tanto una elevada repercusion social [9].

2.1.2 Causas y tipos de dolor

Las afecciones de columna son un grupo variado y heterogéneo de

enfermedades afectando a las vértebras, discos intervertebrales, facetas
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posteriores, tendones, ligamentos, musculos, médula espinal y raices nerviosas

de la columna [8].

Las afecciones a nivel de la columna se pueden dividir en trastornos especificos

y trastornos no especificos.

Los trastornos especificos de la columna pueden ser diagnosticados sobre la

base de una patologia estructural especifica que es consistente con el cuadro

clinico. Las 3 causas mas frecuentes de dolor lumbar bajo son por orden de

frecuencia:

Dolor discogénico, se debe a la degeneracion discal y puede producirse

una salida del nucleo pulposo tras la rotura del anillo fibroso. La rotura
permite que las proteinas con propiedades inflamatorias se extravasen a

las fibras nerviosas pudiendo irritar esas fibras y producir dolor [8, 10].

La segunda causa mas comun seria el producido desde las facetas
posteriores. Las articulaciones facetarias son articulaciones sinoviales
similares a otras del cuerpo. Estas articulaciones pueden dafarse
afectando a la capsula de la articulacion que al romperse puede iniciar la
degeneracion del cartilago. Estos cambios degenerativos van asociados a

inflamacion a nivel de la articulaciéon y puede producir dolor [11].

La tercera causa mas frecuente de dolor lumbar bajo es el que proviene

de la articulacion sacroiliaca. La articulacién sacroiliaca puede volverse

dolorosa por una biomecanica alterada, procesos inflamatorios, tumores,

12
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traumatismos o por cambios degenerativos. [8, 12, 13].
Otra causa de dolor lumbar bajo puede originarse en:

* Una espondilolistesis, el deslizamiento de una vértebra sobre otra, que
puede provocar irritacion e inflamacion que también puede generar dolor

[14].

R e ) ¥l h Y
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Figura 1. Representacion de la salida del nucleo pulposo tras una rotura del anillo fibroso.
Modificada de “Norbert Boos - Max Aebi (Editors) Spinal Disorders Fundamentals of Diagnosis

and Treatment. ISBN 978-3-540-40511-5 Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York” [8].

* La radiculopatia lumbar ocurre cuando se inflama una de las raices que

salen desde la columna. Habitualmente producen un dolor irradiado en
gluteo y en extremidad, y no tanto dolor lumbar, aunque frecuentemente
coexisten ya que las facetas articulares degenerativas pueden provocar
dolor lumbar, favorecer una estenosis por su hipertrofia e inflamar la raiz

del nervio. Esto puede ocurrir por multiples razones:
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En el caso de las hernias discales no solo puede ocurrir una
radiculopatia por la compresidon mecanica del nervio, sino también por
el proceso inflamatorio provocado por el contenido del nucleo pulposo
que puede provocar inflamacion alrededor de la raiz del nervio
(Figura 1). La mayoria responde al tratamiento conservador y
referiran mejoria a las 6 semanas.

La estenosis lumbar puede darse ante cualquier condicion que
disminuya el diametro del canal espinal, del receso o el foramen con
la subsiguiente compresion de las raices nerviosas en uno o mas
niveles. También puede estar favorecido por un canal estrecho
congénito, con un pediculo corto, que puede favorecer que pequenas
alteraciones discales produzcan una hipertrofia de carillas, vy
subsiguientemente un cuadro clinico de estenosis (claudicaciéon
intermitente). La estenosis lumbar también puede provocar una
inflamacion alrededor de la raiz (Figura 2). La causa mas comun son
los cambios degenerativos en el disco y en las articulaciones
posteriores. Estos cambios degenerativos estan asociados
frecuentemente a espondilolistesis. El objetivo del tratamiento
quirurgico es aliviar la presion sobre la raiz nerviosa afecta o de la
meédula.

En el sindrome de |la cauda equina multiples raices nerviosas pueden

comprimirse por una hernia de disco u otras afecciones patoldgicas

como puede ser un absceso epidural, hematoma, fractura,
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malformacion, tumoracion o cuerpo extrafio, resultando en un déficit
neuroldgico, siendo las raices sacras que controlan los esfinteres
particularmente vulnerables a esta compresion. Por ello, en pacientes
con un sindrome de cauda equina se precisa una descompresion

quirurgica de emergencia.

Estenosis

Ligamento Osea
amarillo foraminal

hipertrofiado

Receso lateral

= .'..g@’" ~ Vena
h i s ‘ — | congestionada

; 7 N

W *; 7. <4

e
1 Ligamento
Ay amarillo
. hipertrofiado
Protusion del P
Protusion del disco disco

Figura 2. Patomorfologia de la estenosis central, del receso lateral y foraminal.
Modificada de “Norbert Boos, Max Aebi (Editors) Spinal Disorders Fundamentals of
Diagnosis and Treatment. ISBN 978-3-540-40511-5 Springer-Verlag Berlin Heidelberg

New York” [8].

* La columna vertebral es también el principal asiento de las metastasis de
tumores primarios de mama, pulmon o préstata. Ademas, la incidencia de
estos tumores se ha visto aumentada en los ultimos afios en las
sociedades desarrolladas debido a la mayor esperanza de vida y sus

estilos de vida. El numero de metastasis 6seas resulta muy superior al de

15



Clinica Universidad de Navarra
Departamento de Cirugia Ortopédica y Traumatologia

las lesiones tumorales primarias 0seas, existiendo un tumor primario éseo
por cada 10-12 metastasis. En EE. UU. cada afio se diagnostican
aproximadamente un millon de tumores malignos extra-6seos, de ellos
entre el 55-65% metastatizan en el esqueleto, y dentro de éste
fundamentalmente a nivel del raquis. La gran cantidad de tejido 6seo
esponjoso existente a nivel de la columna vertebral supone un porcentaje
importante de superficie dsea lo que podria explicar esta predileccion de
las metastasis por el tejido 6seo vertebral [15, 16]. En términos de
supervivencia, la presencia de metastasis vertebrales es un criterio de
mal prondstico, pero actualmente la esperanza de vida en los enfermos
con metastasis 6seas se ha incrementado con la aparicion de nuevos
agentes quimioterapicos, cada vez mas eficaces y con menores efectos
secundarios, acompanado de modernas técnicas radioterapicas y

quirurgicas [17].

En el contexto de las alteraciones espinales no especificas, que ocurren en la

mayoria de los pacientes que presentan una alteracion espinal (entre el 85—
90%), no es posible identificar la causa del problema pese a estudios

exhaustivos [18].

Hay muchas causas potenciales asociadas a las alteraciones no especificas de
columna pero ninguna patologia estructural puede ser responsable con
seguridad de la sintomatologia. Debido a que la sintomatologia temprana de la
mayoria de alteraciones espinales es el dolor cervical y lumbar no es facil

diferenciar entre alteraciones espinales especificas y no especificas. Las hernias
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de disco y las discopatias suelen estar presentes en personas asintomaticas, un
hallazgo que confirma que, en el dolor lumbar bajo, la patologia y los hallazgos

radiolégicos no estan fuertemente interrelacionados [19-21]

En cuanto a la localizacion, el dolor puede ser axial (cervical, dorsal, lumbar)
restringido al area de la columna, suele ser de ritmo mecanico y empeorar con
ciertas actividades y posiciones. También puede presentarse con extension en
las extremidades, en este caso el dolor referido no es constante y varia de
intensidad, se inicia en la zona de la columna y se expande por el dermatoma

afecto.

El dolor radicular es profundo y habitualmente constante, se irradia a la
extremidad por el territorio del nervio afecto y puede estar acompafado de

parestesias y debilidad muscular.

Las afecciones de la columna también se pueden clasificar en funcion de la
duracion del dolor, siendo agudas si persisten durante un periodo de tiempo
inferior a 1 mes; subagudas, si duran entre 4 y 12 semanas y cronicas cuando el
dolor dura mas de 12 semanas. El dolor crénico ocurre entre un 7 y un 10% de

los casos, afectando por igual a hombres y mujeres [22].

2.1.3 Anatomia vertebral

La columna vertebral humana forma un eje firme pero flexible que sostiene el
tronco y sus apéndices, proporcionando al mismo tiempo una cobertura

protectora para la médula espinal.
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Esta formada por 7 vértebras cervicales, 12 dorsales, 5 lumbares que
constituyen la seccidon movil de la columna vertebral, mientras que los otros 5
elementos fusionados constituyen el sacro que se articula con la cintura pélvica.

Caudalmente al sacro, 4 6 5 huesos irregulares constituyen el coxis (Figura 3).

Lordosis cervical

- % Vértebras

[~ cervicales, 7

/ Cifosis toracica
/ Vértebras
Foramen vertebral [ toracicas, 12
Raiz nerviosa / Lordosis lumbar
Disco
intervertebral ,
| Vértebras
Vértebra lumbares, 5

Médula espinal Sacro
Coxis
Unidad espinal funcional

Cifosis sacra

Figura 3. Columna vertebral humana en visiéon lateral. Destacada en la circunferencia la
unidad funcional espinal o segmento de movilidad espinal. Modificada de “The Spine, Rothman-

Simeone and Herkowitz. Capitulo 6. 72 Edicion” [23].

Asi mismo, las vértebras varian considerablemente en el tamano y en la forma
dependiendo de su localizacion. Aunque la vértebra tipica esta formada por dos

componentes principales:
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1- El cuerpo vertebral, una masa anterior cilindrica de hueso esponjoso.

2- El arco vertebral posterior, una estructura mas compleja constituida por
los pediculos, laminas, apofisis articulares superiores e inferiores y la
apofisis espinosa que forman el arco vertebral que encierra y protege el

tejido neural. (Figura 4, 5).

Pediculo

Proceso trasverso

Ldmina

. Proceso articular inferior
Proceso espinoso

Figura 4. Vértebra lumbar y sus elementos posteriores. Modificada de “The Spine, Rothman-

Simeone and Herkowitz, Capitulo 6, 72 Edicion” [23].

Ademas de las estructuras Oseas existe otra serie de estructuras ligamentosas

que se encargan de unir las distintas vértebras entre si. Estos ligamentos son:

* Ligamento longitudinal anterior.
* Ligamento longitudinal posterior.

* Ligamentos amarillos.
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Figura 5. Vision oblicua y radiolégica de diferentes vértebras humanas. E, F, Vértebra cervical.
G, H vértebra toracica. I, J, Vértebra lumbar. Modificada de “The Spine, Rothman-Simeone and

Herkowitz, Capitulo 6, 72 Edicion” [23].
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* Ligamentos intertransversos.
* Ligamentos interespinosos.

* Ligamento supraespinoso.

Los 3 primeros son ligamentos dobles, mientras que el ligamento supraespinoso

es una estructura unica (Figura 6).

Ligamento amarillo

Ligamento
interespinoso

Ligamento

intertransverso X
Ligamento

supraespinoso

Ligamento
longitudinal .
. Ligamento
posterior . .
interespinosos
b | Ligamento
Ligamento e - . | intertransverso
longitudinal |
anterior

Figura 6. Ligamentos de la columna vertebral. Modificada de “Clinical Biomechanics of the

Spine, White AA lll, Panjabi MM. 22 Ed, Philadelphia: JB Lippincott; 1990”.

Finalmente, el disco intervertebral es el complejo fibrocartilaginoso que

constituye la articulacion entre los cuerpos vertebrales. Proporciona una unién
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muy fuerte asegurando el grado de fijacion intervertebral necesaria para la
correcta alineacion de las vértebras y su funcién protectora del canal neural. La
suma de los movimientos limitados permitidos por cada disco consigue que la
columna vertebral actue como un todo y sea posible una movilidad considerable
en todos los planos. Cada disco esta formado por dos compartimentos: la masa
semiliquida interna, el nucleo pulposo, y su continente fibroso laminar, el anillo

fibroso (Figura 7).

Nucleo pulposo
Nucleo pulposo

Posterior

- .

Anillo fibroso

Disco intervertebral

Platillo vertebral Anterior

B
A

Figura 7. Disco Intervertebral. A, Disco intervertebral y cuerpo vertebral. B, Estructura del disco
intervertebral, AF: anillo fibroso. Modificada de “The Spine, Rothman-Simeone and Herkowitz,

Capitulo 6, 72 Edicién” [23].
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2.1.4 Anatomia vertebral del conejo

La columna vertebral del conejo consta de 7 vértebras cervicales, 12 toracicas, 7
lumbares, 4 sacras y entre 14-16 vértebras caudales. Tienen 12 costillas a cada
lado, con una porcion 6sea dorsal y cartilaginosa en la zona ventral. Las
vértebras caudales, o coccigeas, son de pequefo tamafo, las 7 mas craneales
poseen arco posterior y en la zona mas caudal se encuentran cilindros de hueso

que representan los cuerpos vertebrales.

Figura 8. Dibujo de la visiéon lateral del esqueleto de un conejo. Modificada de “A Colour
Atlas of Anatomy of small laboratory animals. Volume one: Rabbit-Guinea Pig. Popesko P,

Ratjova V, J Horak J” [24].

Aunque en el conejo el segmento lumbar lo constituyen siete vértebras lumbares
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y en el humano solo cinco, un analisis de anatomia comparada entre humano y
conejo demuestra similitudes morfolégicas. Siendo las semejanzas anatomicas
evidentes por la presencia de numerosas apdfisis para la insercién de las
estructuras musculares, un disco intervertebral y un canal vertebral englobado

por los pediculos vertebrales y laminas (Figura 8-10).

Las estructuras neurales que surgen de este nivel forman el plexo lumbosacro.
Se divide en el plexo lumbar, del cual se origina el nervio femoral y el plexo
sacro del que se origina el nervio ciatico. La union del quinto y sexto nervio
lumbar dan lugar al nervio femoral. El nervio ciatico esta formado principalmente

por el séptimo nervio lumbar y el primer nervio sacro.

Figura 9. Vista superior, inferior, lateral y frontal de un segmento de movilidad espinal

formada por 2 vértebras lumbares de conejo.
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A diferencia del humano donde el cono medular llega hasta la primera vértebra
lumbar, en el conejo puede llegar caudalmente hasta la segunda vértebra sacra.
Otra diferencia a tener en cuenta es que en algunos animales se puede
encontrar grasa acumulada en el tejido subcutaneo, en cambio en el conejo

puede existir, pero en poca cantidad [25].

CORTE AXIAL VERTEBRA LUMBAR DE CONEJO DORSAL

Musculo

Arco Posterior

Lig. Amarillo
Espacio epidural

Duramadre

Médula

Cuerpo vertebral

VENTRAL

Figura 10. Visién axial de un corte histolégico de vértebra lumbar de conejo teiiida con

Rojo Sirio.

2.2 Tratamiento de las afecciones lumbares

2.2.1 Tratamiento conservador

El programa de tratamiento inicial ante un trastorno no especifico consiste en

reposo (menos de 3 dias), medicacién oral con analgésicos y antiinflamatorios,
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rehabilitacion y programas de potenciacion muscular. Entre el 10-20 % de los
pacientes el dolor persiste o es recurrente, afectando de manera importante a su
calidad de vida, requiriendo tratamientos adicionales. En este punto se considera
estudiar una etiologia anatdmica, por lo que los estudios complementarios de
eleccion son la radiografia simple y la resonancia magnética nuclear. Los
resultados de estas pruebas deben correlacionarse con la clinica ya que existe
una alta prevalencia de alteraciones morfolégicas en la columna en personas
asintomaticas, indicando que la correlacion entre el dolor y la anomalia

estructural es débil [8].

Otros métodos de tratamiento, como las infiltraciones a nivel de la columna,
pese a tener poca evidencia cientifica son usados profusamente ya que son

procedimientos minimamente invasivos [26-29].

* La infiltracién de raices nerviosas lumbares y cervicales es la mas comun.

Basado en que el origen del dolor en casos donde existe un compromiso
radicular no solo se produce por la compresion mecanica sino también se
puede deber a la irritacion producida por citoquinas proinflamatorias, éste
tipo de infiltraciones se realizan para disminuir el componente inflamatorio
del compromiso radicular.

* Los bloqueos epidurales, con una indicacion comparable al de los

bloqueos de raices, tienen como objetivo el disminuir el componente
inflamatorio del compromiso neural. En comparacion con los bloqueos
radiculares, presenta ciertas ventajas en casos donde estan implicados

multiples niveles o va acompanado de dolor no especifico en la
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extremidad.

* Las infiltraciones facetarias se utilizan como procedimiento diagndstico
asi como terapéutico para disminuir el dolor cuyo origen son las facetas

posteriores.

Ante el fracaso de este tipo de tratamientos es posible recurrir al tratamiento

quirurgico.

2.2.2 Tratamiento quiruargico

La alta prevalencia de patologia del raquis, ha propiciado el desarrollo de gran
variedad de opciones terapéuticas. El tratamiento quirurgico de la patologia de la
columna vertebral esta en auge debido a la mejora de los métodos diagndsticos,
al uso de nuevos instrumentales quirdrgicos y técnicas quirurgicas que implican

una menor agresividad y riesgo para el paciente.

El tratamiento quirurgico debe ser planteado cuando exista una lesion que se
pueda corregir de manera quirurgica y no haya mejorado tras un tratamiento
conservador adecuado. Un paciente que presente un déficit neuroldgico
progresivo, dolor intratable o sindrome de cauda equina es susceptible de

tratamiento quirurgico.

Cada ano, mas de 1 millén de personas en todo el mundo se someten a una
cirugia lumbosacra tras presentar una hernia de disco, haciendo que sea uno de
los tratamientos quirurgicos mas comunes en la patologia de la columna

vertebral [30].
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Unos de los procedimientos quirdrgicos mas frecuentemente empleados en la
patologia degenerativa de la columna son la artrodesis, la laminotomia y la

laminectomia (Figura 11, 12).

2.2.3 Complicaciones del tratamiento quirurgico

Las complicaciones postquirurgicas encontradas en varios tipos de tratamientos
quirargicos del raquis se pueden dividir en tempranas y tardias. Las
complicaciones tempranas incluyen lesiones de raices nerviosas, fuga de liquido
cefalorraquideo, infecciones, lesiones vasculares o intestinales [31]. Las
complicaciones tardias incluyen la inestabilidad segmentaria y segun algunos

autores el “sindrome de fracaso de la cirugia de columna” [32].

Descompresion posterior
para estenosis espinal

Laminectomia

Figura 11. Vision axial de una laminectomia. Modificada de “The Netter Collection OF
MEDICAL ILLUSTRATIONS Musculoskeletal System. Part |1I—Spine and Lower Limb. 2nd

Edition” [33].
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Figura 12. Descompresion de una estenosis lumbar. A, Un abordaje a través de la linea
media expone la ventana interlaminar entre L3/4 y L4/5 y las articulaciones facetarias para
descomprimir una estenosis lumbar a esos niveles. B, Se resecan los ligamentos supra e
interespinosos conservando la apofisis espinosa. Se realiza una ventana interlaminar con una
Kerrison y se reseca el hueso que provoca la compresion junto con el ligamento amarillo
hipertrofiado. C, La zona mas estrecha de la estenosis es siempre profundo a la lamina, por lo
que se reseca la zona mas caudal (laminotomia). D, En algunos casos, para obtener una
adecuada descompresion es necesario resecar la totalidad de la lamina (laminectomia).
Modificada de “Norbert Boos - Max Aebi (Editors) Spinal Disorders Fundamentals of Diagnosis

and Treatment. ISBN 978-3-540-40511-5 Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York” [8].
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2.2.4 La fibrosis epidural

Tras una intervencidon quirurgica, al igual que tras cualquier lesion sobre tejidos
vivos, se produce un proceso de reparacion que puede derivar en una
sobreproduccion y deposito de componentes de matriz extracelular (MEC)
formando una cicatriz. Cuando la cicatriz se forma sobre la duramadre recibe el
nombre de fibrosis epidural. El sangrado y la manipulacién del saco dural o las

raices durante la intervencion favorece la formacion de fibrosis epidural.

2.3 La fibrosis epidural como problema de la cirugia lumbar.

Estudios recientes indican que entre un 5y un 50% de los pacientes a los que se
les realice una intervencion de columna fracasara en términos de resultados
clinicos y de satisfaccion obtenida. Este rango tan amplio refleja lo heterogéneo
de las poblaciones a estudio, los diferentes criterios para evaluar el resultado y
diferentes seguimientos empleados para la valoracion [34]. La incidencia de
reintervencion tras una cirugia lumbar va desde un 4 a un 19% mientras que el
ratio de éxito tras una segunda, tercera o cuarta intervencién cae hasta un 30,

15 y un 5% respectivamente [35, 36].

La fibrosis epidural favorece que las siguientes intervenciones sean mas
dificultosas y precisen mas tiempo, lo cual puede aumentar el riesgo de
complicaciones tales como lesidn nerviosa, roturas durales, inestabilidad

iatrogénica e infeccion.

Un diagnéstico correcto se puede obtener hasta en un 90% de los pacientes con
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dolor crénico postquirdrgico en casos de deformidad y estenosis. La falta de
mejoria en pacientes tras un procedimiento quirurgico puede ser debido a un
diagnostico incorrecto, una descompresion inadecuada o por temas relacionados
con una ganancia social o psicologica. Si en cambio, han presentado mejoria
durante un intervalo de tiempo de semanas tras la intervencion, se puede
considerar el diagnostico de recurrencia de la hernia discal y si es tras un
intervalo de meses o anos, se debe considerar una recurrencia de la estenosis,
hernia discal o patologia a otro nivel [22]. El significado clinico de la fibrosis
epidural es un tema debatido, ya que la formacion de tejido cicatricial es
inevitable en todos los casos y su implicacion en el dolor postoperatorio no es
entendida completamente. Hay teorias que explican que simplemente la
presencia de una fibrosis epidural puede provocar sintomatologia y se conoce
como “failed back surgery syndrome” o “sindrome de fracaso de la cirugia de
columna” [20]. No existe una correlacion demostrada entre una mayor extension
de la fibrosis y la aparicion de dolor lumbar y/o radicular de tipo crénico y la
intensidad del mismo tal y como se observo comparando la cantidad y extension
de fibrosis observada en las resonancias magnéticas con contraste entre dos
grupos de pacientes intervenidos mediante discectomia lumbar, donde se
observd formacién de cicatriz epidural tanto en los pacientes que, tras la
intervencidn se encontraron asintomaticos, como en los que persistieron con

sintomatologia [34].

Los defensores del “sindrome de fracaso de la cirugia de columna” argumentan

que la aparicién de un tejido fibroso-cicatricial entorno a los elementos nerviosos
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medulares y radiculares ocasionaria una irritacion continua de los mismos,
alteraria el adecuado intercambio de nutrientes y restos catabdlicos y limitaria la
movilidad de los elementos neurales generando de esta forma la aparicion de
dolor [35]. Aunque también pueden verse implicados en el dolor de este
sindrome de fracaso de la cirugia de columna otra serie de factores como son un
inadecuado diagndstico inicial, errores de la técnica quirurgica, manipulacion del
saco dural y raices, presencia de inestabilidades del raquis secundarias a la
cirugia, infecciones y aparicion de nueva patologia en un nivel diferente al

intervenido previamente [36].

En el sentido mas estricto, solo los sintomas residuales tras un correcto
diagnostico y tratamiento quirdrgico se considerarian parte del sindrome de
fracaso de la cirugia de columna y su incidencia se calcula que esta entre el 10 y

el 40% de los pacientes intervenidos [37].

Algunos autores consideran que el dolor neuropatico caracterizado por
disestesias y dolor urente, que no suele modificarse con la actividad fisica, se le
atribuye a esta fibrosis epidural. Aunque la formacion de cicatriz y adherencias
ocurre de forma universal tras un tratamiento quirirgico de columna, el papel de
la fibrosis epidural como origen de este dolor es dificil de determinar, ya que

todos los pacientes generan fibrosis y no todos tienen dolor [38].

En unidades del dolor se utilizan diferentes modalidades para tratar esta
patologia, incluyendo Pregabalina y Gabapentina, antidepresivos triciclicos e

inhibidores de la captacion de la serotonina, antiinflamatorios, cannabis,
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suplementos dietéticos, relajantes musculares, neuromoduladores, estimulacion
de la médula espinal, bombas de morfina intratecales, opioides orales y agentes
topicos. ElI empleo de una evaluacion psicoldgica y su tratamiento siempre se
deben incorporar en estas clinicas. Aun en el contexto apropiado, el tratamiento
del dolor neuropatico puede que s6lo mejore parcialmente entre un 40 y un 60%

de los pacientes [39].

Ya solo por el riesgo de reintervencion, sin tener en cuenta el “sindrome de
fracaso de la cirugia de columna”, todas aquellas medidas encaminadas a
eliminar o disminuir la produccién de fibrosis epidural tendran un claro beneficio
para todos los pacientes sometidos a un tratamiento quirdrgico. El porcentaje de
éxito tras la reseccion de la fibrosis es bajo, posiblemente entre 30-35% mientras
que entre un 15 y un 20% de los pacientes refieren empeoramiento de su
sintomatologia. Por lo tanto, prevenir la formacién de fibrosis es preferible a

intentar tratarla [40].

2.4 Cicatrizacion

No existe ninguna teoria que explique de una manera definitiva el origen de esta
fibrosis epidural. Distintos autores afirman que la fibrosis epidural tendria su
origen en la proliferacion, la invasién vascular y en la reaccion inflamatoria de los
tejidos blandos, fundamentalmente a nivel muscular, que recubren las
estructuras neurales. Otros consideran que la lesion del disco intervertebral es el

principal origen de adherencia epidural [41].

Actualmente una de las teorias mas aceptadas es la propuesta por Songer et al.
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proponen que la cicatriz alrededor de la duramadre se origina no solo de la
musculatura sacroespinal sino también por el anillo fibroso y el ligamento

longitudinal posterior [42].

Al realizar el abordaje quirurgico para acceder al canal neural se originaria la
lesidn de estas estructuras musculares, en cuyo proceso reparativo se produciria
una reaccion inflamatorio- cicatricial que tiende a reparar esta estructura. Seria
esta proliferacion vascular, junto a la reaccién inflamatoria-cicatricial, el origen de
estos fibroblastos que migrarian a la zona del canal vertebral, proliferarian y
terminarian creando este tejido cicatricial que envolveria a las estructuras

neurales medulares y radiculares [43-46].

Los mamiferos presentan un potencial regenerativo limitado. En parte, el
potencial regenerativo limitado de los mamiferos parece ser el resultado de la
rapida interposicion de tejido fibrotico que previene la regeneracion tisular
subsiguiente. Esta rapida interposicion de tejido cicatricial probablemente
confiere ventajas a la hora de sobrevivir previniendo la invasién de
microorganismos infecciosos desde la herida e inhibiendo la deformacién

mecanica continuada de otros tejidos [47].

2.4.1 Fases y factores que influyen en la cicatrizacion

Al realizar el abordaje quirurgico, al igual que cuando se lesionan la mayoria de
los 6rganos de los mamiferos, la reparaciéon normal del tejido ocurre en tres

fases distintas que se superponen [47, 48]:
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La primera fase de la reparacion tras una lesion es la inflamacion, ocurre de
manera inmediata tras la lesion de un tejido, y se necesitan componentes de la
cascada de coagulacion, vias inflamatorias y el sistema inmunitario para prevenir
una pérdida de sangre, para retirar tejidos muertos o desvitalizados y para
prevenir la infeccion. La hemostasia se consigue inicialmente por la formacion de
un tapdén plaquetario, seguido de la formacién de una matriz de fibrina que se
convierte en un andamiaje para las células infiltrantes posteriores. Los
neutréfilos son reclutados a la herida en respuesta a la activacion del
complemento, la degranulacion de las plaquetas y los productos de degradacion
de las bacterias. Tras 2-3 dias, aparecen los monocitos en la herida que se
diferencian en macrofagos. Se piensa que los macréfagos son cruciales para
coordinar los eventos posteriores en la respuesta a la lesion, pero la importancia
de los neutrdéfilos y macrofagos en la reparacion de las heridas no se entiende
completamente (Figura 13). Datos recientes sugieren, que por una redundancia
en la respuesta inflamatoria, una deficiencia de cualquiera de estas estirpes
celulares puede ser compensada. En la ausencia de las dos estirpes celulares,
la reparacion de heridas pequefas puede ocurrir y la respuesta cicatricial es

menor [47].

En resumen, la herida en esta fase se caracteriza por tener un ambiente
isquémico, donde se forma un tapon de fibrina, y abundan los neutrdfilos y las
plaquetas. Las células inflamatorias y las plaquetas secretan factores de
crecimiento y otras citoquinas (PDGF, TGF-B, y VEGF), asi como 6xido nitrico

(NO), que estimulan el crecimiento del tejido de granulacion [49]. Estos factores
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de crecimiento regulan la migracién celular, su proliferacion, a la vez que
perpetuan la cascada de reclutamiento celular y el incremento de la produccion

de proteinas de matriz extracelular por los fibroblastos.
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Figura 13. Primera fase de la reparacion del tejido tras una lesién. Inflamacién. Formacién
del tapdén plaquetario para evitar la pérdida de sangre. Las células inflamatorias secretan
citoquinas que estimulan la formacion de tejido de granulacion. Modificada de “Wound repair and
regeneration, Gurtner GC, Werner S, Barrandon Y, Longaker MT, Nature 453 (2008) 314-21”

[47].

La segunda fase de la reparacién de heridas — fase proliferativa- ocurre entre el

segundo y décimo dia tras la lesidon y se caracteriza por una proliferacion y

migracion de diferentes estirpes celulares. En el caso de la piel, el primer evento
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es la migracion de queratinocitos sobre la dermis lesionada (la capa mas interna
de la piel). Luego se forman nuevos vasos sanguineos (proceso denominado
angiogénesis) y los capilares asociados a los fibroblastos y macrofagos
reemplazan la matriz de fibrina con tejido de granulacion que forma un nuevo
sustrato para la migracion de queratinocitos en estadios posteriores del proceso
de reparacion. Los queratinocitos que estan por detras de la primera linea
proliferan, maduran y finalmente restauran la funciéon de barrera de la epidermis.
En la parte mas tardia de esta fase, los fibroblastos, atraidos desde los bordes
de la lesién, son estimulados por los macrofagos. Los fibroblastos juegan un
papel esencial en esta fase, no soélo porque liberan citoquinas proinflamatorias
sino porque algunos se diferencian a miofibroblastos, células contractiles

previstos de fibras de « -SMA que les dotan de propiedades contractiles que con

el tiempo juntan los bordes de la herida [50, 51]. Los fibroblastos vy
miofibroblastos interactuan y producen la matriz extracelular, mayoritariamente

en forma de colageno formando el grueso de la cicatriz madura (Figura 14) [47].

La tercera fase de la reparacién de heridas -remodelacion- comienza a las 2-3
semanas tras la lesion y puede durar 1 ano o mas. Durante esta fase, todos los
procesos activados tras la lesion disminuyen progresivamente su actividad hasta
su cese. La mayoria de células endoteliales, macrofagos y miofibroblastos se
eliminan mediante apoptosis (muerte celular programada) o salen de la herida
dejando una masa que contiene pocas células y consiste mayoritariamente de
colageno y otras proteinas extracelulares de matriz. Ademas, entre los 6 y 12

meses, la matriz acelular es activamente remodelada, teniendo inicialmente un
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esqueleto predominantemente formado por colageno tipo Il pasando a otro
compuesto por colageno tipo |. Este proceso es llevado a cabo por
metaloproteinasas de matriz que son secretados por los fibroblastos,
macrofagos y células endoteliales, y refuerzan el tejido reparado, aunque el

tejido nunca vuelve a tener las propiedades del tejido no lesionado (Figura 15).

En el espacio intracanal, la cicatriz puede aumentar la adherencia de los tejidos
disminuyendo la movilidad del saco dural y las raices sobre el ligamento

longitudinal posterior y las laminas.
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Figura 14. Segunda fase de la cicatrizacion. Formacion de tejido nuevo. Se caracteriza por
una proliferacion y migracion de diferentes estirpes celulares. Los fibroblastos y miofibroblastos
interactian y producen la matriz extracelular. Modificada de “Wound repair and regeneration

Gurtner GC, Werner S, Barrandon Y, Longaker MT, Nature 453 (2008) 314-21” [47].
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Figura 15. Tercera fase de la cicatrizacion, remodelado. Durante esta fase, todos los
procesos activados tras la lesién se calman y cesan. El tejido nunca vuelve a tener las
propiedades del tejido no lesionado. Modificada de “Wound repair and regeneration, Gurtner GC,

Werner S, Barrandon Y, Longaker MT., Nature. 453 (2008) 314-21” [47].

Muchos de los pasos en el proceso de la cicatrizacion estan poco caracterizados
a un nivel molecular. Sin embargo, una amplia variedad de tipos celulares,
proteinas de matriz, factores de crecimiento y citoquinas han sido estudiadas por
su papel en la cicatrizacion [52]. Estos factores biolégicos juegan un papel

esencial para restaurar el defecto tisular tras una lesion. Sin embargo, este
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proceso es dinamico y el resultado final se basa en la comunicacién entre los
diferentes componentes. Ninguno de estos factores actua de forma aislada en
este proceso de cicatrizacion y a través de mecanismos paracrinos o autocrinos
afectaran al proceso de cicatrizacion. Estos elementos regulan la produccion de

citoquinas, tanto proinflamatorias como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-21, TGF-3,
PDGF, CTGF, IFN Il o antiinflamatorias como IL-12, IFN«, IFN vy, bFGF; que

promueven la produccion, depdsito y degradacion de componentes de la matriz

extracelular, la diferenciacion y apoptosis celular (Tabla 1y 2).

Uno de los factores mas importantes que inician la fibrosis epidural es el TGF-
(Factor de crecimiento transformante B, Transforming Growth Factor 3 en inglés)

con un amplio rango de efectos en diferentes células y tejidos en el cuerpo.

2.4.2 Factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3)

El TGF-B es una citoquina multifuncional con un gran numero de efectos
bioldgicos, como la regulacion del crecimiento celular, la diferenciacién celular y
la inmunomodulacidén entre otros procesos [53-55]. Las primeras actividades
biolégicas observadas del TGF-B sugerian un papel en la transformacion de
células normales en malignas asi como en el desarrollo tumoral [56].
Actualmente esta bien establecido que la actividad de esta citoquina no esta
restringida a células tumorales, ejerciendo una gran variedad de actividades

biolégicas en muchos tipos celulares y regulando muchos procesos fisiologicos.
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En humanos se han descrito tres isoformas (TGF-p1, TGF-B2 y TGF-3), siendo

el TGF-B1 la isoforma mas ubicua del organismo (Figura 16) [57].

Tabla 1. Tipos celulares implicados en el proceso de cicatrizacion.

Elemento Mecanismo Efecto Referencia
CD4+(Th-2) Produccion de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-21, expresion de
Colageno tipo | (Col-l), Col-lll, Lisil arginasa-1, Lisil oxidasa, Profibrético [52]

MMP-2, MMP-9 y TIMP-1

CD4+(Th-1) Produccion de IL-12, IFN-y, activacion de la NO sintetasa Antifibrético [52]
Fibroblasto Produccion de IL1, IL6, IL10, TNF-a, TGF-B, PDGF, IGF-
I, bFGF, deposicion de fibronectina, Col-1, Col- Profibrético [58]

Il profibrético, disminuye actividad de la colagenasa

Miofibroblasto Aumenta actividad del fibroblasto Profibrético [50]
Fibrocito Produccion de TGF- 3 1, aumenta produccion de
colageno, proteoglicano, versican. Disminuye produccion de Profibrotico [51]
SLRP

Macréfago Produccion de IL-1 o, IL-1 8, IL-6, TGF- B .Produccion de Profibrético 521

citoquinas antiinflamatorias. Antifibrotico
Plaqueta Recluta células inflamatorias. Produce TGF- 3, IGF-I, EGF Profibrotico [49]
Célula mastoide Produccion de IL-4, TGF- 31, TNF-« Profibrético [49]
BM-MSC Aumenta la actividad de los fibroblastos dermales profundos Profibrético [59]

Modificada de “Effect of P144 (Anti-TGF-[3) in an in vivo human hypertrophic scar model in nude
mice. Shan Shan Qiu, 2015” [48].

Tabla 2. Citoquinas y factores de crecimiento, proteinas y genes implicados en cicatrizacion.
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Elemento Origen Mecanismo Efecto Referencia
Promueve la sintesis de colageno, induce
TGF-B Plaquetas, diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, Pro- 160]
fibroblastos aumenta la MEC fibrotico
Pro-
Proliferacion de fibroblastos. Secrecion de MEC, fibrético
PDGF Plaquetas diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos cicatriza- [52]
cion
Su desregulacion induce la formacion de cicatrices Pro-
VEGF Plaquetas hipertroficas fbrotico [52]
Dismi . Anti-
bEGF Plaquetas isminuye produccion de Col-I (58]
fibrotico
Aumenta el metabolismo, mejora la cicatrizacion, Cicatriza-
FGF regula la respuesta inflamatoria cién [61]
CTGE Aumenta sintesis de fibronectina, Col-I, a-SMA Pro- [62]
fibrotico
Inhibicid ; : . Pro-
IEN II CélulaT nhibicion de la sintesis de colageno [52]
fibrotico
Quimiotactico para linfocitos, monocitos y Pro-
SDF-1 fibrocitos. Angiogénico fibrético [63]
Produccion de TGF-, diferenciacion
Angio-I de fibroblasto a miofibroblasto, migracion de Pro- [49]
queratinocitos. fibrético
Al t i tifibroti Anti-
Angio-II umenta acciones antifibroticas [49]
fibrotico
Disminuye formacién de fibrillas de colageno y
Decorina entrecruzamiento. Disminuye formacion de a-SMA Anti- [64]
fibrotico

y PAI-1 in vitro

Modificada de “Effect of P144 (Anti-TGF-[3) in an in vivo human hypertrophic scar model in nude
mice. Shan Shan Qiu, 2015” [48].
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Tabla 2 (continuacion). Citoquinas y factores de crecimiento, proteinas y genes

implicados en cicatrizacion.

Elemento Origen Mecanismo Efecto Referencia
CBPG Fibroblasto Inhibicién del TGF-B in vitro Anti-fibrético [65]
Versican Fibroblasto Aumenta adherencia, migracion y proliferacion Pro-fibrético [66]
Periostin Fibrilogénesis de Col-I Pro-fibrético [64]
PAI-1 Produccion de IL4, TGF-B Pro-fibrético [49]
LH-2b Cross-linking de las fibrillas de colageno Pro-fibrético [50]
TRP Aumenta sintesis de Col-Ill Pro-fibrético [67]
Thy-1 0 CD-90 Disminuye diferenciacion de fibroblastos a Antifibrotico [65]

miofibroblastos

CAV-1 Disminuye actividad del TGF- Anti-fibrético [68]
TLR Produccion de citoquinas y quimoquinas Pro-fibrético [69]
BMP-7 Efecto profibrético Pro-fibrético [70]
Genes Wnt Disminuye la expresion de a-SMA, Col-I, Col-llI Anti-fibrético [71
PTEN Inhibicion de la sintesis de colageno Anti-fibrético [72]
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Las isoformas del TGF-B estan implicadas en procesos de desarrollo y
diferenciacion, inhiben el crecimiento de células epiteliales y endoteliales, asi
como las funciones inmunitaria y hematopoyética, promueven el crecimiento del
tejido conectivo, favorecen la quimiotaxis de fibroblastos, macréfagos, linfocitos y
estimulan la reparacion de tejidos [73]. También se las ha relacionado con
procesos patoldgicos, como la produccion excesiva de MEC que desencadena

fibrosis tisular, y la sintesis de otros factores de crecimiento [74, 75].

La secuencia de aminoacidos del TGF-B1 humano fue originalmente descrita por
Derynck en 1985. Posteriormente, y a raiz de una extensa caracterizacion de
proteinas y analisis de DNA complementario, surgid un extenso grupo de
proteinas estructuralmente relacionadas entre si y agrupadas en la llamada
“superfamilia de TGF-B” que engloba, ademas de las isoformas del TGF-3, a las

activinas y proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs) [76].

El TGF-B es secretado por las células en forma latente y es activado por ruptura

proteolitica antes de unirse a una célula diana (Figura 16) [77, 78].

La union de la forma activa del TGF-B a su receptor, un heterodimero
transmembrana con actividad cinasa compuesto de cadenas receptoras de TGF-
B tipo | y receptoras de TGF-p tipo Il, inicia la fosforilacion del receptor del TGF-
tipo | en su localizacion citoplasmatica para a continuaciéon fosforilar a las
proteinas reguladoras del receptor SMAD-2 y SMAD-3. Estas proteinas SMAD,

una vez fosforiladas, se unen a la proteina co-estimuladora SMAD-4 y este
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complejo es traslocado al nucleo donde pueden iniciar la transcripcion de genes

especificos (Figura 17) [79-81].

Células normales y transformadas

Superfamilia TGF-B
(Proteina extracelular)

TN

BMPs Activinas
GDF ;
MIF
: TGF- B
Isoformas 1,2,3

\ g v j:
Virtualmente, todas las
células tienen receptores de
superficie para TGF-B y sus
miembros

l

Smads
Pueden seguir subdividiéndose en
mas subtipos

Citoplasma

Regula diversos procesos de desarrollo, diferenciacion
mesenquimal, cicatrizacién, morfogénesis esquelética y
carcinogénesis

Todas las sefiales de los miembros de la Superfamilia TGF-B estan mediadas a
través de la cascada citoplasmatica de las proteinas Smad. Cualquier alteracién de
los receptores de TGF-B y de la expresion de las Smads estan también implicadas
en el cancer y otras alteraciones en humanos.

Figura 16. Superfamilia de TGF-B y mecanismo de accién. Modificado de “What is

Transforming growth factor-beta (TGF-). Chin D, Boyle GM, Parsons PG, Coman WB. Journal

of Plastic, Reconstructive & Aesthetic Surgery (2004) 57, 215-221" [73]

La expresion y activacion del TGF-31 se regula a varios niveles. En primer lugar

existe un control transcripcional, donde existen distintos elementos reguladores
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que gobiernan la expresion tanto de las diferentes isoformas del TGF-$ como de
sus receptores. Ademas, existen mecanismos post-transcripcionales que
controlan la disponibilidad del TGF-B activo, el acceso a los receptores y la

actividad de esos receptores [73].

Pre-pro TGF- P Complejo Latente Menor Complejo Latente Mayor
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Figura 17. Secrecion, latencia y activacion del TGF-1. Diagrama del proceso de secrecion,
latencia y activacion del TGF-B1, asi como de la interaccién con sus receptores y la consiguiente
transduccion de la sefial al nucleo celular. Modificada de “Transforming growth factor-beta:
pleiotropic role in the regulation of hematopoiesis, Fortunel NO, Hatzfel A, Hatzfel JA, Blood

(2000) 96 2022-36” [78].

Se observan cantidades aumentadas de TGF-B en heridas que curan a través de
formacién de cicatriz, en oposicion con la regeneracion de tejidos [82]. Este

hallazgo ha motivado la busqueda de anticuerpos y pequefias moléculas
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dirigidas hacia el TGF-B y otros mediadores pro-inflamatorios para bloquear su

sefalizacion y en consecuencia la formacion de cicatrices [48, 83-85].

Los principales tipos celulares responsables de la cicatrizacion, entre los que se
encuentran linfocitos T, macréfagos, células de musculo liso, células
endoteliales, fibroblastos y células epiteliales, producen TGF-B. Entre estas
células los fibroblastos son el tipo celular predominante involucrado en la
cicatrizacion. Una cantidad excesiva de TGF-B estimula la proliferacion de los
fibroblastos, su diferenciacion en miofibroblastos y acelera la produccion de
matriz extracelular. Ademas, los miofibroblastos producen un depdsito anormal

de proteinas de matriz extracelular, resultando en fibrosis [86].

Estudios histolégicos recientes en rata, utilizando Decorina de forma tépica
sobre el espacio epidural, sugieren que la inhibicion de la cascada de
sefalizacion a través del TGF-f da como resultado una disminuciéon de la

fibrosis epidural en columnas laminectomizadas [87].

2.4.3 Colageno

Como se ha comentado anteriormente el tejido fibrotico esta compuesto de
manera fundamental por colageno, que esta presente en cantidad variable en
todos los tipos de tejido conjuntivo. El colageno es producido principalmente por
los fibroblastos aunque también por otras estirpes celulares especializadas como
tenocitos, condrocitos y osteoblastos. El colageno se forma como una proteina
precursora, tropocolageno, que mide alrededor de 300 nm de largo y 1,4 nm de

diametro. El tropocolageno estda formado por tres cadenas polipeptidicas
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llamadas cadenas alfa (a), cada una de ellas constituida por un polipéptido de un
peso molecular de alrededor de 100.000 Da, formado por una repeticion en
tandem de tres aminoacidos (G-X-Y) siendo la G glicina seguida de otros dos
aminoacidos X e Y que son cualquier aminoacido, aunque existe preferencia por
la prolina e hidroxiprolina. Estas cadenas tienen una configuraciéon helicoidal
levogira (hélice de colageno). Las tres cadenas se enrollan y se fijan mediante
enlaces trasversales para formar una triple hélice dextrégira con una distancia

entre las vueltas de 8,6 nm [88].

Receptor Il Receptor | /

Figura 18. Unién de la forma activa del TGF-3 a su receptor. Fosforilacion del receptor del

TGF-B tipo | y de las proteinas reguladoras del receptor SMAD-2 y SMAD-3. Unién a la proteina
co-estimuladora SMAD-4 y translocacién de este complejo al nucleo. Modificada de “The Logic of

TGF-f signaling, Massagué J, Gomis RR Febs letters (2006) 580 2811-20” [89].
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El colageno no es una proteina unica, se considera una familia de moléculas
estrechamente relacionadas, pero genéticamente distintas, describiéndose
multiples tipos de colageno. Es la proteina mas abundante del mundo animal,
siendo cuatro los principales, pero sélo dos juegan un papel clave en los
mecanismos de cicatrizacion, colageno tipo | y Il [90]. En la fase proliferativa
temprana, la expresion de colageno tipo Ill es mas abundante pero conforme
avance la fase proliferativa y al inicio de la fase de remodelado las fibras de
colageno tipo | reemplazan las fibras de colageno Il otorgandole mayor

resistencia.

Colageno tipo I: Se encuentra abundantemente en la dermis, el hueso, el tendén

y la cornea.

Se presenta en fibrillas estriadas de 20 a 100 nm de diametro, agrupandose para
formar fibras colagenas mayores. Sus subunidades mayores estan constituidas
por cadenas a de dos tipos, que difieren ligeramente en su composicion de
aminoacidos y en su secuencia. A uno de los cuales se designa como cadena a1
y al otro, cadena a2. Es sintetizado entre otros por fibroblastos, condrocitos,
tenocitos y osteoblastos. Su propiedad principal es la de resistencia a las fuerzas

de tension [91, 92].

Colageno tipo Il: Se encuentra sobre todo el en cartilago articular, pero también

esta presente en la cérnea embrionaria, en la notocorda, en el nucleo pulposo y
en el humor vitreo del ojo. En el cartilago articular, forma fibrillas finas de 10 a 20

nm, pero en otros microambientes puede formar fibrillas mas grandes,
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indistinguibles morfolégicamente del colageno tipo I. Esta constituido por tres
cadenas a de un unico tipo. Es sintetizado por el condrocito. Su principal

propiedad es la resistencia a la presion intermitente [91, 92].

Colageno tipo lll: Abunda en el tejido conjuntivo laxo, en las paredes de los
vasos sanguineos, en la dermis de la piel y en el estroma de varias glandulas.
Parece un constituyente importante de las fibras de 50 nm que se han llamado
tradicionalmente fibras reticulares. Esta constituido por una clase unica de
cadena a. Es sintetizado por las células del musculo liso, fibroblastos y glia. Su

funcién es la de sostén de los 6rganos expandibles [91, 92].

Colageno tipo IV: Es el colageno que forma la lamina basal que subyace a los

epitelios. Es un colageno no fibrilar, que forma un filtro de moléculas orientadas
al azar, asociadas a proteoglicanos y con las proteinas estructurales laminina y
fibronectina. Es sintetizado por las células epiteliales y endoteliales. Esta
constituido por hasta 3 cadenas a de los que existen hasta 6 tipos (a1-6). Su

funcién principal es la de sostén y filtracion [91, 92].

El disco intervertebral esta formado mayoritariamente por colageno tipo |,

sobretodo en el anillo fibroso, y colageno tipo Il en el nucleo pulposo [93].

2.5 Prevencion y tratamiento de la fibrosis epidural

Cada vez se utilizan técnicas quirdrgicas menos agresivas, con el objetivo de
disminuir el sangrado y el dafo tisular. Asi se espera que tanto la lesion como la

reaccion inflamatoria asociada a la misma sean menores resultando en una
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reduccion de la fibrosis.

En la practica clinica, para prevenir la fibrosis epidural, la interposicién de tejido
graso es el procedimiento mas utilizado. Aunque este procedimiento no esta
libre de complicaciones y tiene el potencial de producir compresién a nivel de la
raiz nerviosa o de la médula. Alternativamente, para prevenir la fibrosis epidural
se han utilizado diferentes barreras mecanicas basadas en biomateriales o
terapias antiinflamatorias con resultados limitados o variables [94-109]. Se han
utilizado diferentes farmacos como la Mitomicina C, Dexametasona, 10-
Hidroxicamptotecina, Rosuvastatina, Azitromicina e inhibidores de COX-2 [110-
115]. También se ha descrito el uso de sustancias como CCN5 (proteina de la
familia de los factores de crecimiento del tejido conectivo) para inhibir factores

de crecimiento, disminuyendo la proliferacion celular inducida por TGF-31 [116].

Otras estrategias utilizadas han sido dosis bajas de radiacion, autoinjertos 6seos
y materiales poliméricos biodegradables a modo de barrera mecanica o como

vehiculos para la aplicacion controlada de farmacos [101, 117].

Un material ideal para prevenir la fibrosis epidural deberia ser capaz de
minimizar los riesgos de compresiéon neurolégica, no interferir en la cicatrizaciéon
del tejido circundante. Tendria que ser biocompatible para poder minimizar la
respuesta inflamatoria y la reaccion a cuerpo extrano. Deberia estar

comercializado y tener un precio asequible.
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2.5.1 Péptido P144°

El P144® (Polypetide Group, Strasbourg, Francia) es un péptido sintético de 15
aminoacidos con efecto anti TGF- que se fabric6 mediante el método de
sintesis quimica en fase sélida. Deriva de una regién idéntica del receptor de
TGF-B tipo Il humano (Betaglicano, aminoacidos 730-743, TSLDASIIWAMMOQN,
SwissProt numero Q03167), el cual es capaz de bloquear la union del TGF-3

con su receptor celular por un mecanismo extracelular [48, 118].

P144® ha demostrado disminuir la fibrosis cuando se ha utilizado en modelos
animales de fibrosis hepatica, esclerosis cutanea inducida por bleomicina y en
fibrosis periprotésica de silicona [118-120]. Por otra parte, se ha descrito un
efecto preventivo del P144® en fibrosis miocardica, mediante la inhibicion de la
sintesis y entrecruzamiento de colageno tipo | TGF-B-dependiente en
fibroblastos cardiacos de ratas hipertensas [121]. Asi mismo, P144® ha
demostrado un marcado efecto inmunomodulador al inhibir la activacion de
linfocitos T reguladores TGF-B-dependiente en modelos experimentales de

cancer en raton [122].
2.5.2 Barreras mecanicas en la inhibicion de la fibrosis epidural

La aplicacion de barreras mecanicas que cubran el espacio epidural, para
bloquear la migracién de células inflamatorias desde las capas mas superficiales
hacia el espacio epidural, pueden potencialmente prevenir o disminuir la

formacién de fibrosis.
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Adcon L® (Gliatech Inc., Cleveland, OH, EE. UU.) y DuraGen® (Integra
Neurosciences, Plainsboro, NJ, EE. UU.) han demostrado buenos resultados en

la prevencion de la fibrosis epidural en otros estudios [104, 123-125].

Adcon L® es una matriz de gel reabsorbible (Figura 19), que forma una lamina
temporal, obtenida al combinar un material reabsorbible derivado del colageno
(gelatina porcina) con un éster poliglicano reabsorbible. Funciona creando una
barrera fisica a ciertas células y moléculas incluyendo fibroblastos. Se absorbe
completamente a las 4 semanas. Fue aprobado por la FDA en 1997 para evitar
adherencias en la cirugia de columna, posteriormente en noviembre 2002 la
FDA de EE. UU. volvié a realizar una revision cientifica de las aplicaciones del
Adcon L®. En marzo de 2003 Wright Medical Group Inc. compro la tecnologia del
Adcon L® Gel a Gliatech [124, 126, 127]. Posteriormente en agosto de 2007 fue
comprado por Aap Implantate AG. Finalmente Bioscompass adquirié Adcon L®

en octubre de 2014.

¢ Adcon '

Figura 19. Presentaciéon de Adcon L® en el formato gel.

DuraGen® es una esponja de colageno, cominmente utilizada como injerto
dural, que permite la infiltracién de fibroblastos, utilizando los poros de la matriz

de colageno a modo de andamio para que se pueda depositar colageno nuevo y
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se reabsorbe en 6-8 semanas (Figura 20). Es un colageno reticulado esponjoso
de origen quimico obtenido de tenddén bovino, forma una capa de separacién
entre la dura y los tejidos que la cubren y entre sus indicaciones tiene la de
inhibir la fibrosis peridural postquirurgica tras diferentes procedimientos como
laminectomias, laminotomias o discectomias donde las raices nerviosas quedan

expuestas [104, 128, 129].

Figura 20. Aspecto macroscépico y microscopico del DuraGen®. Matriz de colageno
reabsorbible, porosa, indicada en cirugia de columna como sustituto de duramadre y como capa
de separacion entre la duramadre y los tejidos que se encuentran sobre ella. En estado seco
puede cortarse a la forma deseada. Tiene un lado liso que se aplica sobre la médula. Es un

injerto de aposicidn y no precisa suturas. http://promedicamx.avancesredlatitud.com/wp-

content/uploads/2017/03/Duragen.png
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1 HIPOTESIS

Tras realizar una laminectomia en conejo el uso del péptido inhibidor del TGF-1
(P144°) y los métodos de barrera utilizados en el estudio actuaran localmente

inhibiendo la formacion de fibrosis en el espacio epidural.

3.2 OBIJETIVOS

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, esta memoria se plantea como un

estudio prospectivo con los siguientes objetivos generales:

1. Confirmar un modelo experimental de fibrosis epidural tras cirugia de
columna en conejo.

2. Valorar el efecto de materiales de barrera mecanica (Adcon L® y
DuraGen®) y el péptido sintético anti TGF-B (P144°®) sobre la formacion de

la fibrosis epidural y comparar los resultados con el grupo control.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Animales y grupos

Todos los procedimientos realizados en el estudio que involucraron animales
estan en concordancia con los estandares éticos de la Universidad de Navarra y
aprobados por el comité ético de animales experimentales de la Universidad de

Navarra con nimero CEEA 131/10.

Previo a este proyecto de tesis, realizamos la puesta a punto del modelo animal
para valorar el tejido cicatricial tras una laminectomia en conejo. Utilizamos 5
conejos de 2-3 kg y observamos una neoformacion ésea cubriendo el defecto de
la laminectomia al sacrificarlos a las 4 semanas, por lo que se decidio utilizar
otros 5 conejos adultos de 4-5 kg observando formacién de tejido cicatricial

fibroso a las 4 semanas.

En este estudié se realizé una laminectomia L6 a cuarenta conejos machos,
estirpe Nueva Zealand White (Granja San Bernardo, Navarra), con un peso entre

4-5 kg.
Se crearon 4 grupos experimentales:

1.  Grupo Control: La laminectomia se irrigd con suero salino (n=10).
2. Grupo GCP: Se administré Adcon L® 3g en el lugar de la laminectomia
cubriendo el defecto uniformemente, rellenando el defecto hasta la altura

de la superficie ventral de la lamina vertebral (1 ml) (n=10) (Figura 21).
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3. Grupo CS: Se aplicé una lamina recortada de Duragen® para encajar en
el defecto de la laminectomia aproximadamente de 0,7x2 cm (n=10)
(Figura 22).

4. Grupo iTGFB: Se administré péptido P144® (Polypeptide Group) en el
lugar de la laminectomia cubriendo el defecto uniformemente (n=10).
P144° fue forzado para alcanzar su maxima solubilidad preparando una
solucion buffer de carbonato de sodio a 5mg/ml en 1 M, con un pH 9.5,
creando un gel que se aplicd en el espacio de la laminectomia (1 ml)

(Figura 23).

Figura 21. Aplicaciéon de Adcon L®(GCP).

En cuanto a las condiciones postoperatorias, el servicio de veterinaria vigild
diariamente la evolucion de todos los animales, observando principalmente
posibles infecciones y la funcion de las extremidades traseras y se encargé de la

administracion de antibioticos y analgésicos.
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T AR 2

Figura 23. Aplicacién de P144° (iTGFB).
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Cualquier conejo con complicaciones relacionadas con la anestesia o la

laminectomia fueron descartados y excluidos del estudio.

Puesto que se tratdé de una operacién en columna, se evalud especialmente la
incapacidad motora en los miembros inferiores del animal, en cuyo caso fueron
sacrificados. Se valoré como sintoma general una pérdida de peso severa (15
%) que fue atribuida a una infeccién postoperatoria, y llevaria al sacrificio del

animal.

4.2 Intervenciones quirurgicas

A los animales se les realizé una laminectomia completa de la vértebra L6 desde
el ligamento amarillo de L5-L6 por craneal hasta el ligamento amarillo entre L6-
L7 por caudal en el plano sagital y desde un pediculo al otro en el plano coronal

(Figura 24).

Todos los animales ayunaron desde 12 horas previas a la cirugia. Los animales
fueron pesados y sedados 30 minutos antes de la intervencién con una
premedicacion anestésica intramuscular de 0,15 mg/kg de Medetomidina (Orion
Pharma Espoo, Finlandia) y 10 mg/kg de Ketamina (Imalgene 1000; Merial,

Lyon, Francia).

Para el transporte de los animales se utilizé una jaula de transporte estandar.

Posteriormente en el quir6fano se les realizé una venopuncién en una vena
marginal de la oreja con una aguja de 24 G y se administr6 una solucién

glucosalina a un ritmo de 10 ml/kg/hora.
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La anestesia fue inducida con una dosis intravenosa de propofol 2-8 mg/kg
(Braun, Melsungen, Alemania) y mantenida con Sevoflurane 1.5-3% (Abbvie,

lllinois, EE. UU.) a lo largo del procedimiento.

Figura 24. Reconstruccion 3D de imagenes de microtomografia computarizada

representando laminectomia completa a nivel de L6.

Para facilitar la intubacién endotraqueal (Figura 25) a los animales se les

administré 0,5 mg/kg de Atracurium besylate (Inibsa, Barcelona, Espana).

Bajo anestesia los animales fueron colocados en decubito prono sobre una
almohadilla térmica sobre la mesa quirurgica. Se les rasurd el area lumbosacra

con una maquinilla eléctrica y se preparé el campo con Povidona iodada. Se
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colocaron los campos quirurgicos de manera aséptica (Figura 26). Se identifico
la vértebra L6 mediante palpacion y se realizé una incision cutanea de unos 7
cm sobre la linea media centrada sobre las apodfisis espinosas separandola del

plano de la fascia dorsolumbar.

Figura 25. Intubacién endotraqueal del conejo.

Figura 26. Rasurado de zona quirurgica y monitorizacion.
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El plano 6seo se expuso realizando incision de la fascia y diseccion
subperidstica de la musculatura paraespinal, llegando al ligamento amarillo entre

L5y L6.

Figura 27. Localizacion de apéfisis espinosa y disecciéon subperiéstica de la musculatura

paravertebral.

Se resecd el ligamento supraespinoso entre las vértebras L5-L6 y L6-L7
quedando expuestas las laminas de la sexta vértebra lumbar y el ligamento

amarillo que une las laminas de L7 con L6 y L6 con L5 (Figura 27).

Con una gubia fina se realizé una pequefa apertura a nivel del ligamento
amarillo que nos permite la introduccion de un laminotomo de Kerrison de 1 mm

angulado a 45°, con el que fuimos retirando todo el ligamento amarillo entre la
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quinta y sexta vértebra lumbar, exponiéndose justo debajo del mismo el saco

dural (Figura 28).

Figura 28. Fenestracion sobre ligamento amarillo y resecciéon de apoéfisis espinosa con

exposicion de las laminas.

Una vez eliminado todo el ligamento amarillo, y continuando con el laminotomo
de Kerrison, extirpamos la lamina de la sexta vértebra lumbar hasta llegar al
ligamento amarillo entre L6-L7, realizando asi una laminectomia completa de L6.
Una vez realizada la laminectomia la ampliamos llegando de un pediculo al otro
consiguiendo una superficie rectangular de unos 0,7 x 2,0 cm en la que quedaba

expuesto el saco dural (Figura 29).

El sangrado superficial fue controlado mediante presién o cauterizacion con el
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bipolar.

El sangrado proveniente de una arteria nutricia emergente de la lamina, presente
de forma constante, fue controlada con el uso de un hemostatico (Surgicel;
Ethicon, Somerville, NJ, EE. UU.). La esponja hemostatica fue retirada una vez

conseguida la hemostasia.

Tras aplicar el tratamiento se cerrd la fascia con una sutura de polyglactin 2/0

(Ethicon) y la piel con seda 3/0 (Ethicon).

Figura 29. Laminectomia completa L6.

Tras el cierre y antes de despertar al conejo se impregno la herida quiruargica con
povidona iodada (Figura 30). Finalmente, la herida postquirdrgica se cubrié con

gasas fijadas con una vuelta de Tensoplast.

66



Clinica Universidad de Navarra
Departamento de Cirugia Ortopédica y Traumatologia

En el periodo del despertar anestésico se aplicO un parche transdérmico de
buprenorfina 0,01-0,05 mg/kg que se repiti6 al tercer dia y antibibtico
(Penicillin/Streptomycin 0,1 ml/kg /24h) (Virbac, Esplugues de Llobregat, Spain)

durante 7 dias.

Figura 30. Cierre por planos de la herida quirargica.

Posteriormente y tras un periodo de reanimacioén post-anestésica se devolvio al
conejo a su jaula durante un periodo de cuatro semanas siguiendo el protocolo

de cuidado habitual de estos animales aprobado por el comité de ética.
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Todos los conejos fueron estabulados en jaulas individuales con acceso libre a
comida y agua sin inmovilizacion. Se realizaron curas con povidona iodada de la

herida hasta que cedi6é el manchado. No se retiraron los puntos cutaneos.

Pasadas 4 semanas se volvieron a pesar los conejos y se procedido a la
eutanasia de estos mediante la administracion intravenosa de acepromacina
intravenosa a una dosis de 1 mg/kg (Fatro SpA, Bolonia, lItalia) seguido de
embutramida, mebezonio ioduro y tetracaina clorhidrato (T-61®) (Merk, NJ, EE.

UU.) a dosis de 0,3 ml/kg de peso.

Tras la eutanasia, los conejos se colocaron en la misma posicidn en que se
realizd la cirugia y se procedio a la exéresis en bloque de la columna vertebral
comprendida entre la parte mas cefalica de L7, el cuerpo vertebral de L6 y la

parte mas caudal de L5.

4.3 Histologia y analisis histomorfométrico

Para la evaluacion histoldgica, las columnas fueron extraidas (Figura 31), fijadas
en 4% formalina (Panreac, Espana) durante 1 semana y decalcificadas en una
solucion decalcificante consistente en 10% EDTA (Panreac) , 7,5%
polivinilpirrolidona (PVP, Sigma, Espana), 10 mM TrisHCI (Sigma)) a pH 6,95
durante 8 semanas, deshidratadas en etanol (Oppac, Espafia) de diferentes
gradientes (70%, 80%, 96% y 100%), se sumergieron en xileno (Prolabo,

Espafa) durante 4 horas y fueron incluidas en parafina (Panreac).
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Con un micrétomo de rotacion (Microm HM40, Alemania) se realizaron cortes
sucesivos de 4 uym de grosor. Dichas secciones fueron obtenidas de la zona
central y de los dos extremos de cada nivel y tefiidos con Hematoxilina-Eosina

(H&E), Tricrémico de Masson y Rojo Sirio para evaluar el tejido cicatricial.

Se obtuvieron imagenes digitales con una camara Zeiss Axiocam ICc3 (Plan-
Neofluar objective with 0.50 NA) con un microscopio Axioimager M1 (Carl Zeiss,

Oberkochen, Alemania).

Figura 31. Extracciéon de las vértebras para analisis histolégico. A, Visién ventral de las

vértebras L6, parte caudal de L5 y zona cefalica de L7. B, Vision dorsal de la fascia y

musculatura paravertebral extraidas a la 4 semana de la intervencién.

Se llevd a cabo un analisis histomorfométrico cuantificando la densidad celular,

la formacion 6sea y el contenido de colageno del tejido cicatricial epidural.

Para la densidad celular, el contaje celular se realizd en células/mm? utilizando

ImageJ® en 15 campos por corte, 3 cortes por animal (Figura 32). Se obtuvo una
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media por cada conejo.

De forma similar se calculé con el ImageJ® el contenido de colageno y se
cuantific6 como un % de tinciébn positiva de Rojo Sirio en los campos

correspondientes obteniendo una media para cada animal. (Figura 33).

Figura 32. Detalle de corte histolégico con tincién de Hematoxilina-Eosina utilizado para

contaje celular.

El area de hueso neoformado y la distancia cubriendo la laminectomia se

expresé como area en mm? y la distancia en mm respectivamente (Figura 34).

Dos anatomopatélogos experimentados puntuaron y calificaron de manera ciega
la densidad de la cicatriz, la adherencia de la cicatriz a la duramadre y el

infiltrado inflamatorio.
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La extensién de la adherencia entre la fibrosis epidural con la duramadre fue
calificada siguiendo la clasificacion descrita por He et al. (Anexo 1) [97]. La
densidad de la cicatriz se clasificd segun la clasificacion descrita por Preul et al.
(Anexo 2) [130]. Finalmente, el infiltrado inflamatorio fue valorado utilizando una
escala semicuantitativa, desde 0 (ausencia de infiltrado inflamatorio celular), 1
(area del infiltrado inflamatorio a 100X menor del 30%), 2 (area de infiltrado
inflamatorio a 100X moderado distribuido entre un 30 y un 70% del tejido
cicatricial), 3 (area de infiltrado inflamatorio severo, de hasta un 70% evidente a
40X). Cada anatomopatoélogo realizé 3 lecturas independientes, la mediana de
las lecturas de cada anatomopatologo se utilizé para calcular el grado de

acuerdo global intra y entre observadores.

Figura 33. Tincién de Rojo Sirio y “pluggin” de ImageJ® para cuantificacién de colageno.
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4.4 Analisis estadistico

El tamano muestral se calculé asumiendo un tamano de efecto de 0,7, un nivel
de confianza de 95%, una potencia de 80% y un porcentaje potencial de
pérdidas del 10%, el tamafio de muestra requerido para este estudio fue de 32

animales (8 conejos por grupo).

EL software del programa Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.

UU.) se utilizé para realizar todo el analisis estadistico.

El nivel de significacion estadistica se fij6 en p<0.05. La normalidad de las

variables continuas se evalué realizando el test de Kolmogorov-Smirnov.

En el texto, los datos se muestran como media y desviacion estandar (DE) . Un
ANOVA de una via se utilizé6 para analizar los grupos de intervencién para

observar diferencias en la media de densidad celular.

El test de Kruskal-Wallis se utilizé para analizar la adherencia, densidad de la
cicatriz, infiltrado inflamatorio, contenido de colageno y neoformacion 6sea entre

grupos.

El test de comparacién multiple de Dunn se utilizé para comparar las diferencias

entre cada grupo tratamiento y el grupo control.

El grado de acuerdo global para todos los valores histologicos entre los

observadores se analiz6 utilizando el coeficiente Kappa ponderado.

Finalmente la correlacion entre el % de colageno y el contaje celular se evalu6
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utilizando el coeficiente de correlacion de Spearman.

Figura 34. Cuantificaciéon de hueso neoformado en tinciones de Rojo Sirio. La linea amarilla

delinea el hueso neoformado y la distancia entre un pediculo y otro.
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5. RESULTADOS
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5.1 Complicaciones

En nuestra serie tuvimos las siguientes complicaciones:

Un animal del grupo iTGFB sufrié una posible paresia de la extremidad inferior
derecha que se evidenci6 a las 3 semanas de la intervencion porque el conejo
comenzo a mordisquearse dicha extremidad, este incidente no nos obligo a
retirar al conejo de su grupo de estudio ya que se solucion6 mediante la
colocacion de vendaje que evitaba que el conejo se lastimara y pudo ser

sacrificado a la cuarta semana.

Dos ejemplares a los que se les habia administrado CGP fallecieron, uno en el
postoperatorio inmediato por una aspiracion durante la extubacién y otro fue
sacrificado al quedarse paralitico tras dar un salto en su jaula a la 2 semana tras

la intervencion.

Un ejemplar del grupo control fallecié durante la operacion.

Otro ejemplar del grupo iTGFB fue retirado del estudio por presentar una

tumoracion sobre la zona de la laminectomia.

Dos ejemplares del grupo CS, 1 ejemplar del grupo CGP y un ejemplar del grupo
Control fueron retirados del estudio por presentar la misma tumoracién, con

sospecha clinica de quiste de inclusion epidérmica (Figura 35).
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Figura 35. Tumoracién presente en uno de los conejos retirados del estudio.

Se mandaron muestras a microbiologia y para su estudio anatomopatolégico.
Los cultivos fueron negativos y el diagndstico anatomopatoldgico fue de quiste

de inclusién epidérmica.

Tras observar esta complicacion, ademas del campo quirdrgico de tela que
utilizabamos para aislar el area quirurgica afiadimos una tela plastica adhesiva
con yodo (DERMADINE, Castelfranco di Sopra, Italia) y no volvimos a detectar

esta complicacion (Figura 36).
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Figura 36. Preparacion definitiva del campo quirurgico.

Se retiraron del estudio 2 animales que se les habia realizado una laminectomia,
2 animales con laminectomia y aplicacién de DuraGen®, 3 animales con

laminectomia y aplicacién de Adcon L® y 1 animal con laminectomia y aplicacién

de P144°.
Finalmente fueron incluidos para su andlisis un total de 37 de las 40

laminectomias, 8 ejemplares en el grupo CS, 9 en el grupo P144, 10 en el grupo

CGP y 10 en el grupo control.

En todos los grupos la laminectomia completa de L6 resultd en la aparicién de

fibrosis epidural a las cuatro semanas post-cirugia (Figura 37).
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Figura 37. Presencia de fibrosis epidural en el modelo de conejo a las 4 semanas post
laminectomia. En la fila superior se presenta un corte histolégico de una vértebra de conejo
intacta tefida con Hematoxilina-Eosina (H&E), Tricrdmico de Masson (TM) y Rojo Sirio (RS). En
la linea intermedia se observa el corte histolégico de una vértebra que ha recibido una
laminectomia. En la linea inferior se presenta detalle de la linea intermedia donde se puede

observar adherencias de tejido fibrético y la duramadre.
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Para determinar el efecto de los diferentes tratamientos en la fibrosis epidural,
dos anatomopatodlogos experimentados puntuaron la densidad de la cicatriz, la
adherencia de la duramadre vy el infiltrado de células inflamatorias de acuerdo a

las escalas especificadas en la seccion de Materiales y Métodos.

5.2 Estudio Anatomopatologico

En los grupos iTGFB y Control se observd un tejido conectivo denso y
vascularizado rellenando el defecto resultando en una puntuacién similar de la
densidad de la cicatriz (2,400+0,699). En el grupo CS el defecto se relleno con
un tejido menos denso y hubo una disminucién significativa en la puntuacién de
la densidad de la cicatriz (1,750+0,463; p=0,0423). Finalmente el grupo GCP
mostré la puntuacion de la densidad de la cicatriz mas baja, que fue
estadisticamente significativa cuando se comparé con el grupo control
(1,333+0,441; p=0,0048) (Figura 38 A). El grado de acuerdo global entre los
observadores para la densidad de la cicatriz fue 79,8% (Kappa Ponderado=0,54,
p<0,01). El grado de acuerdo global intraobservador para la densidad de la

cicatriz fue 95,2% (Kappa Ponderado=0,88, p<0,001).

Cuando se compard el grado de adherencia entre la duramadre y el tejido
cicatricial encontramos una reduccion en la puntuacion del grupo CGP pero sin
significacion estadistica (1,222+0,441) cuando se comparé con el grupo control
(1,900+0,876, p=0,0725). Los grupos iTGFB y CS no mostraron diferencias
significativas cuando se compararon con el grupo control (1,750%0,886;

p=0,7391 y 2,100+0,567; p=0,5651 respectivamente) (Figura 38 B). El grado de
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acuerdo global entre los observadores para la adherencia fue de 74,6% (Kappa
Ponderado=0,1; p=0,174). El grado de acuerdo global intraobservador para la

adherencia fue 96,4% (Kappa Ponderado=0,91, p<0,001).
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Figura 38. A, Cortes histoldgicos tenidos con Tricrémico de Masson para valorar la densidad de
la cicatriz. Test de Kruskal-Wallis p=0,0031; *, p<0.05; **p<0.01 cuando se compara con el grupo
Control. B, Cortes histoldgicos tefidos con Tricromico de Masson para valorar la adherencia a la
dura madre. Test de Kruskal-Wallis p=0,0586. C, Cortes histolégicos tefiidos con Hematoxilina y
Eosina para valorar el infiltrado inflamatorio. Test de Kruskal-Wallis p=0,0068; **, p<0.01 cuando
se compard con el grupo Control. La linea de los graficos representa la media y los simbolos

representan los valores.
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En los grupos iTGFB (1,625+0,517) y CS (1,500+0,527) se observé un infiltrado
de células inflamatorias significativamente mayor en comparacién con el grupo
Control (1,000+0,000) (p=0,0119 y p=0,0059 respectivamente). Mientras que en
el grupo GCP (1,111+0,333) no se encontraron diferencias significativas
comparando con el grupo Control (p=0,1930) (Figura 38 C). El grado de acuerdo
global entre los observadores para el infiltrado inflamatorio fue de 85,7% (Kappa
Ponderado=0,403, p<0,01). El grado de acuerdo global intraobservador para el

infiltrado inflamatorio fue 97,6% (Kappa Ponderado=0,94, p<0,001).

5.3 Estudio Histomorfométrico

El analisis histomorfométrico no demostré diferencias significativas en el
recuento de la densidad celular ni en la neo-formacién 6sea cuando se
compararon los grupos tratamiento CS, iTGFB y GCP con el grupo control.

(Tabla 3).

El contenido de colageno se valoré con la tincion Rojo Sirio. Aqui no se
detectaron diferencias significativas en el porcentaje de area teiida con Rojo
Sirio en el area quirurgica para los grupos tratamiento iTGFB o CS cuando se
compararon con el grupo control (p=0,6607 y p=0,0545 respectivamente). Por
otro lado, se encontr6 una reduccidn estadisticamente significativa en el
contenido de colageno en el grupo GCP cuando se comparé con el grupo control

(p<0,0001) (Tabla 6, Figura 39).
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Tabla 3. Analisis histomorfométrico del area de fibrosis epidural
Densidad celular Hueso neoformado Contenido de
(células/area) (mmz) colageno (%)
Control 847,6+£333,3 8,10+5,36 61,61£11,18
iTGFb 1039,0+£234,0 7,53+5,14 56,37+10,36
Cs 982,8+502,4 8,15+5,16 51,31+£13,64
GCP 486,7+197,8 5,01+5,14 28,55+12,23 °
Test de Kruskal-Wallis para el contenido de colageno p=0,0002. ? p<0,0001 cuando se compara
GCP

con el grupo Control.
CS

Control
1.5 mm e

Figura 39. Fotografias representativas de la Tincién de Rojo Sirio para los distintos grupos de

estudio que se utilizaron para realizar la cuantificacion histomorfométrica del contenido de

colageno. El cuadro amarillo denota el area aumentada en el panel inferior.
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Finalmente, el contenido de colageno y la celularidad mostraron una correlacion
moderada y estadisticamente significativa (Spearman r=0,47, Intervalo de

confianza (IC) 0,17-0,70, p=0,003).
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6. DISCUSION
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Hemos realizado un estudio histomorfométrico y anatomopatolégico de la
fibrosis epidural que se origina tras aplicar diferentes tratamientos en el espacio

epidural de un modelo de laminectomia en conejo.

6.1 Modelo Animal

La fibrosis epidural ha sido evaluada en diversos modelos animales, siendo las

ratas y los conejos los animales mas utilizados en los modelos de laminectomia.

Algunos autores aconsejan utilizar animales de mayor tamafio que la rata debido
a que tienen el cono medular bajo, unas laminas finas y un espacio epidural

estrecho lo cual favorece la lesion medular durante la intervencion [30].

Aunque el conejo también presenta un espacio epidural estrecho y un cono
medular bajo, frecuentemente terminando a nivel de S2, el tamafo del conejo
permite utilizar instrumental de quiréfano estandar sin precisar instrumental de

microcirugia [131].

El conejo New Zealand White es un modelo de laminectomia frecuentemente
utilizado para valorar los efectos de sustancias aplicadas en el espacio epidural
sobre la fibrosis epidural ya que es un modelo eficiente en términos de coste y

tiempo quirurgico [82, 101, 132-134].
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6.2 Tiempo de sacrificio

Sacrificamos a los conejos a la 42 semana post-cirugia ya que este intervalo de
tiempo esta bien documentado en distintos modelos animales. Boot y Hughes
describieron que el defecto provocado por la laminectomia empieza a cerrarse
hacia la cuarta semana en su estudio sobre la fibrosis epidural en conejos [135].
Se ha estudiado la neoformacién ésea tras laminectomia L6 en conejos New
Zealand White a las semanas 2, 4, 8, 12, 26 y 52 observandose una unién clara

entre la cuarta y octava semana [136].

Songer et al. mostraron un modelo de discectomia y laminectomia en perros
sacrificando animales al primer y segundo dia post-cirugia asi como a la 22 y 42
semana post-cirugia. Observaron la persistencia del hematoma a la 22 semana

que se veia sustituido por tejido fibroso a la semana 4 [96].

En otro estudio He et al. valoraron ratas laminectomizadas a los 8, 15, 30 y 90
dias. A los 8 dias se observd tejido de granulacion, células inflamatorias,
fibroblastos y capilares sanguineos. A los 15 dias se observaron fibrocitos,
aspecto degenerativo fibroso de las fibras musculares y neoformacion ésea. En
la mayoria de los casos, a los 30 dias, se observé un cierre de las laminas en la
zona mas estrecha de la laminectomia y a los 90 dias describieron la dificultad

para distinguir entre el hueso trabecular original y el regenerado [97].

Se ha observado que cuando se cierra espontaneamente el defecto de la
laminectomia por el crecimiento del hueso, la cantidad de tejido fibroso que

queda sobre la duramadre es minimo [104]. Por lo que consideramos que para
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valorar de forma efectiva el tejido fibroso se deberia estudiar antes de que se
produzca el cierre del defecto de la laminectomia. Otra opcidon seria hacer otro
grupo realizando una laminoplastia o laminotomia con la hipotesis de limitar la
formacion de tejido cicatricial. Se han descrito recientemente estudios en

conejos y ratas utilizando este tiempo de sacrificio [109, 125, 137].

6.3 Procedimiento quirurgico

Aunque hay articulos que aboguen por la discectomia para generar la fibrosis,
optamos por realizar una laminectomia, sin asociar discectomia, para no
aumentar la posible morbimortalidad asociada a la intervencion, movilizando la
meédula para acceder al disco, ya que esta descrita una morbilidad y una
mortalidad del 12 y 20% respectivamente en el modelo de laminectomia en
conejo en conejo New Zealand White y se sabe que el conejo en comparacion

con otros animales tiene baja tolerancia al dafio medular [41, 132].
6.4 Procesado histolagico

Las tinciones con Hematoxilina y Eosina para valorar la celularidad y Tricromico
de Masson para valorar el colageno son tinciones frecuentemente utilizadas
[104, 125, 137-139]. Nosotros hemos usado la tincion de Rojo Sirio, pese a que
no se utilice habitualmente en este tipo de estudios, porque al realizar el estudio
histomorfométrico y la cuantificacion del colageno con el “pluggin” de ImageJ®,
en cortes tefidos con Tricromico de Masson el color azulado asociado al

contenido de colageno se confundia con los tonos azulados de la musculatura
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circundante. En cambio, con el Rojo Sirio el colageno se tifie de rojo mientras
que la musculatura se tifie de amarillo permitiendo una cuantificacion mas

precisa del contenido de colageno.

6.5 Valoracion anatomopatologica y analisis histomorfométrico.

6.5.1 Grupo GCP

El grupo GCP presenté menos densidad de la cicatriz, infiltrado inflamatorio,
adherencia de la dura madre y bajo contenido de colageno sugiriendo que la
infiltracion inflamatoria y la migracién de fibroblastos son factores esenciales en
el desarrollo de la cicatriz epidural. Nuestros resultados obtenidos con la
aplicacion de Adcon L® en este estudio son consistentes con los obtenidos en
otros estudios sobre la reduccion de adherencias peridurales y menor densidad

de la cicatriz [140].

En el estudio de Kurt et al. valoraron el efecto de Adcon L® sobre la fibrosis
epidural en conejo realizando laminectomia lumbar y estudiando mediante
tinciones de H&E y TM la fibrosis a las 4 semanas utilizando la escala descrita
por He et al. y al igual que en nuestro estudio obtuvieron una disminucion de la

fibrosis y una disminucion de la densidad celular [125].

Aunque se ha observado que la aplicacion de Adcon L® puede inhibir la
cicatrizacion de la duramadre y facilitar fugas de liquido cefalorraquideo de
durotomias microscépicas y cuando se administra con injerto 6seo autdégeno

puede inhibir la formacién 6sea [127, 140].
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En nuestro estudio no hemos observado ninguna de las complicaciones
descritas y en cuanto a la neoformacion 6sea, no hubo diferencias con la

observada en el resto de los grupos.
6.5.2 Grupo iTGF-f

P144® ha demostrado disminuir la fibrosis cuando se ha utilizado en modelos
animales de fibrosis hepatica, esclerosis cutanea inducida por bleomicina y en

fibrosis periprotésica de silicona [118-120].

Por otra parte, se ha descrito un efecto preventivo del P144® en fibrosis
miocardica, mediante la inhibicién de la sintesis y entrecruzamiento de colageno

tipo | TGF-B-dependiente en fibroblastos cardiacos de ratas hipertensas [121].

Se ha mostrado un interés creciente en la observacién de que cantidades
aumentadas de TGF-3 se encuentran en heridas que curan formando cicatriz en
oposicion a las que curan mediante regeneracion. Este hallazgo ha llevado a
esfuerzos clinicos para bloquear la formaciéon de cicatriz con anticuerpos vy
pequefias moléculas dirigidos contra TGF-B y otros mediadores pro-inflamatorios

[141].

Ferguson et al. mostraron que heridas de embriones que curaban sin cicatriz
tenian niveles bajos de TGF-B1 y TGF-B2, niveles bajos de factor de crecimiento
derivado de plaquetas y elevados niveles de TGF-3. Ademas,
experimentalmente mimetizaron un perfil embrionario libre de cicatriz en ratones,

ratas y cerdos neutralizando PDGF, TGF-1 y TGF-2 o afiadiendo TGF-33
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exogeno [141].

En nuestro estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en las puntuaciones de densidad celular, adherencia ni en los valores
histomorfométricos en el tratamiento con iTGFB comparando con el grupo
control. Aunque se observd una puntuacion mas elevada en cuanto al infiltrado
de células inflamatorias en comparacién con el grupo control, no fuimos capaces
de encontrar ninguna explicacion clara para este hallazgo porque la

administracion del iTGFp se realizé de forma directa en forma de gel.

Para inhibir la fibrosis este péptido deberia permanecer localmente en el area de
la inflamacion y que fuera duradero para minimizar la fibrosis. En base a esto, el
vehiculo ideal seria aquel que fuese reabsorbible, dejando un residuo minimo y
generando una distribucion estable y homogénea del farmaco y para ello,
decidimos forzar la concentracion del péptido para formar un gel que se pudiera

aplicar de forma local sin precisar de vehiculo

Por otro lado estudios experimentales previos realizados en rata han mostrado
que 2,5 mg/ml del péptido inhibidor es la mejor dosis para inhibir la presencia de

tejido fibroso [118-120].

Un aumento de la concentracion del péptido por encima de su dosis optima
puede haber sido un causante del aumento del infiltrado de células inflamatorias

observadas en este grupo.

Este es el primer estudio del efecto del iTGFB sobre la cicatrizacion post-
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quirurgica en el espacio epidural. Las heridas cutaneas cicatrizaron a la semana
de la intervencion, verificando que el gel iTGFB no causé efectos adversos
significativos, aunque la seguridad de las aplicaciones del gel de iTGFf
requerira investigaciones adicionales. El perfil de seguridad del iTGFB parece
favorable debido a su minima respuesta tisular local y ausencia de déficits
neuroldgicos. Nuestros resultados se diferencian de los presentados
anteriormente en otros tejidos, que mostraban una disminucion del tejido
cicatricial y disminuciéon de células inflamatorias tras el tratamiento con iTGFf

[119].

En 2010 se realizdé un estudio con la aplicacion local de P144® (0.625 mg de
P144°®) sobre la anastomosis de nervio ciatico en ratas para determinar su efecto
sobre la regeneracién a las 12 semanas de la intervencion. El estudio histolégico
mostré menor tejido cicatricial y menos células inflamatorias en el grupo con el

tratamiento con P144®[119, 142].

Posteriormente se ha valorado el efecto de P144® en un modelo de cicatrices
hipertroficas humanas en ratones estudiando las cicatrices tras 15 dias de
aplicacién del tratamiento valorandolas a 47,8 dias del inicio del tratamiento. Se
observaron tendencias pero no llegaron a tener una diferencia estadisticamente
significativa en cuanto al area total, area de fibras de colageno y grosor. En este
estudio, con un modelo de regresion de fibrosis, el P144® tampoco logrd

disminuir de forma estadisticamente significativa las cicatrices [143].
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6.5.3 Grupo CS

Las matrices de colageno se utilizan frecuentemente como sustitutos durales y
su eficacia previniendo la fibrosis epidural ha sido descrita a 20 semanas tras la
cirugia en un modelo de laminectomia en conejo y a las 8 semanas en cerdos y
su capacidad de neoformacion ésea tras laminectomia en conejo a 8 semanas

de la intervencion [104, 129, 144, 145].

En nuestra experiencia con esta matriz de colageno se observé un tejido poco
denso y organizado que rellenaba el sitio de la laminectomia y que resultd en
una baja puntuacion de densidad de la cicatriz en comparacion con el grupo
control, aunque no llegé a tener significacion estadistica. En cuanto a la
formacioén 6sea, al igual que en los estudios mencionados, en nuestro caso la

matriz de colageno tampoco inhibié la formacion 6sea.

Podemos especular que en los estudios anteriormente descritos se observo una
disminucién de la fibrosis epidural al haber realizado el estudio histologico en
conejos mas jovenes (pesando entre 2 y 3,8 kg) o por realizar el sacrificio de los
animales en un tiempo que duplica el nuestro, siendo estos dos factores
favorables para que se produzca la neoformacion Osea y consiguiente

disminucién de fibrosis epidural.

En cuanto al grado de adherencia, el recuento de la densidad celular y el
contenido de colageno, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas cuando se compararon con el grupo control.
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Una puntuacién en el infiltrado celular inflamatorio significativamente mas
elevada en el grupo CS puede ser explicada porque la reabsorcion completa de
la matriz de colageno ocurre entre la 6-8 semana tras la cirugia, por ello puede
haber una invasion de células inflamatorias debido a una reaccion a cuerpo

extrano.

6.6 Limitaciones y posibles sesgos del estudio

Como se discutié anteriormente, utilizando conejos jovenes (de hasta 3 kg de
peso) en la puesta a punto del modelo animal, observamos un cierre completo
de la laminectomia a las 4 semanas de la cirugia. Para evitar un sesgo de
seleccion, sabiendo que los conejos jovenes producen una cicatriz mas densa y
una neoformacion ésea de forma mas precoz y extensa, utilizamos conejos de
mas de 4 kg, no observandose en nuestro estudio un cierre completo de la
laminectomia.

En este estudio no se valoré la aplicacion de injerto libre de grasa sobre el
espacio epidural pese a que clinicamente sea la medida mas ampliamente
utilizada. En el modelo de conejo empleado la grasa que se puede obtener del
tejido subcutaneo desde el abordaje quirdrgico lumbar es practicamente
inexistente. Por lo que para la obtencion de autoinjerto de grasa se tendria que
realizar una via de abordaje adicional, aumentando la morbilidad y posiblemente
modificando el postoperatorio de este grupo, disminuyendo potencialmente la

comparabilidad entre los grupos.
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El P144°, tiene escasa solubilidad y en ensayos de interaccion directa no se ha
podido medir si posee especificidad de isoforma o si afecta a todas las isoformas

del TGF-B.

En nuestro estudio la aplicacion del péptido se produce de forma tépica en el
momento de la lesién tisular y ejerce su efecto supuestamente en la fase
inflamatoria del proceso de cicatrizacion. Tenemos la limitacion de que
desconocemos la estabilidad del péptido en el tiempo y si esta presente el efecto

inhibidor sobre el TGF- cuando se inicia la fase proliferativa.

Durante el procesado de las muestras, antes de decalcificar, se realizan cortes
de la vértebra con la sierra que con el movimiento, puede alterar la muestra y la
adherencia entre las estructuras. Dado que en todos los grupos las muestras se

han procesado de la misma forma, no deberia afectar a los resultados.

Al tefiir los cortes histologicos existe un gradiente de color dentro de una misma
tincion, pudiendo dificultar la comparacion entre las muestras. Con el programa

ImageJ® intentamos minimizar este problema utilizando la tincion Rojo Sirio.

Pudo haber un sesgo de valoracién de resultados, sobretodo en la valoracion del
grado de adherencia, por lo que ambos anatomopatélogos valoraron las
muestras en tres ocasiones de manera ciega sin saber a qué grupo pertenecian

las mismas.

El grado de acuerdo global entre observadores obtenido en la valoracion de la

adherencia fue de 74,6, con un Kappa ponderado de 0,1 y con una p de 0,174.
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Por lo que no se puede rechazar la hipétesis nula de que el acuerdo observado
entre observadores haya sido debido al azar. Por lo que en sucesivos estudios
deberiamos emplear una valoracion de la adherencia con mayor acuerdo global

entre observadores.

En la determinacion histomorfométrica de la densidad celular no se pudo
diferenciar entre fibroblastos y células inflamatorias utilizando el “pluggin” de
ImageJ®. Por ello desarrollamos una escala semicuantitativa a partir del método
descrito en el articulo de He et al. ya que no pudimos identificar ningun

anticuerpo especifico para las celulas inflamatorias del conejo [97].

Pese a que pudimos perder informacién al pasar de una escala cuantitativa,
como la usada por He et al. que cuenta linfocitos, leucocitos polimorfonucleares
y monocitos, en un total de 9 campos, 3 campos en 3 cortes por animal, a otra
categorica, utilizando nuestro método de cuantificaciéon valorando el area
ocupada por células inflamatorias, pensamos que este método puede ser util por
su facil aplicacién, rapidez y alto grado de acuerdo global intraobservador y entre
observadores, ademas de que valora la totalidad del corte y no 3 areas

seleccionadas de la muestra, por lo que se podria aplicar a otros estudios.
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7. CONCLUSIONES
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1. Hemos validado un modelo experimental de fibrosis epidural tras cirugia

de columna en conejo.

2. La aplicacion de la matriz de GCP fue capaz de reducir tanto el tejido de
colageno como la celularidad en el espacio epidural tras la laminectomia

en el conejo a las 4 semanas.

3. Los tratamientos CS y iTGFB no mostraron eficacia en la reduccion de la
fibrosis epidural ni en la adherencia a la dura madre a las 4 semanas en

el conejo.

4. La administracion directa del iTGFB sobre el espacio epidural parece
segura, no presenta complicaciones neurolégicas, no dificultan la

cicatrizacion y es bien tolerada.

5. Son necesarios estudios adicionales para valorar si la dosis o la via de

administracion juegan un papel en la eficacia de iTGF.

6. Hemos desarrollado una escala semicuantitativa para determinar las
células inflamatorias presentes en la fibrosis epidural de conejo. La escala
aplicada ha demostrado un alto grado de acuerdo global intraobservador

y entre observadores.
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Anexo 1

Adherencia (A):

0 Ausencia de cicatriz epidural

Minima, existencia de finas bandas de fibrosis en contacto con la

duramadre
) Moderada, bandas de fibrosis en menos de 2/3 de la longitud de
la zona dorsal de la dura involucrada en la cicatriz
3 Marcada, mas de 2/3 de la longitud de la zona dorsal de la dura

involucrada en la cicatriz
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Anexo 2

Densidad de la cicatriz (DC):

0 Sin cicatriz

A lo largo de la longitud de la adherencia tejido conectivo escaso

y poco organizado

La mayor parte de la cicatriz formada por tejido conectivo poco

organizado a lo largo de su longitud

Cicatriz con mayoria de tejido conectivo denso y organizado a lo

largo de su longitud
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Anexo 3
Infiltrado inflamatorio
0 Ausencia de infiltrado inflamatorio
1 Leve, area del infiltrado a 100X menor del 30%
2 Modero, area del infiltrado inflamatorio a 100X entre 30-70%

Severo, area de infiltrado inflamatorio de hasta un 70%, evidente
a 40X
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